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Resumen

Titulo: “La proteina neestructural NS1 exclusiva del Virus Respiratorio Sincicial: mecanismo
de plegamiento y ensamblado quespontaneo de oligbmeros esféricos estables”.

Los Paramixovirus son una familia diversa de virl&NAde cadea negativa pertenecientes al
orden de los Mononegavirales. Estos virus han evolucionado diversas estrategsopaia

los mecanismos de respuesta inmune innata del huésped en el curso de orirgencésso. El

virus respiratorio sincicial (RSV) éa mayor causa de enfermedad pediatrica en el mundo. Este
virus, contiene a dos proteinas no estructurales (NS1/NS2) la cuéles sdbusptran en RSV

y no muestran homologia con ninguna otra proté\i&l y NS2han sido postuladas como los
principalesfactores de virulencia de RSV, interviniendo en el bloqueo de la respuesta inmune
inducida por el virus. Se han identificado multiple blancos celulares quacidi@n con NS1 y
NS2, principalmente relacionados a las vias de induccion y respuestaferdnteEn este
trabajo de tesisserealizd el estudio de la conformacion de NS1 en soludi@ciendo usale
métodos bioquimicos y biofisicos para su estudio. Como primera medida, se desarroll
protocolo de expresion y purificacion que permitié obtemerendimiento de 10 mg/L de
proteina homogénea en soluci@e determind@ue NS1 es un mondmero plegaglobular, el

cual contiene regiones flexibles que presentan intercambio conformaciontmparatura
induce cambios estructurales que llevan a la &oiém de oligdbmeros esféricos solubles
(NS1SOs)los cuales presentgsropiedades amiloides. Se analizé la cinética de formacion de
estos oligdbmeros, a partlelo cualse proponein modelo de ensamblado identificando eventos
clave para el proces®or oto lado, studios de plegamiento al equilibrio indican que 81
despliega cooperativamente an proceso reversible de dos esta(idativo — Desplegadq)
mientras que NS1SOs primero se disocia a monémeros nativos y luego sgddsgilidiosde
cinétia de plegdo de NS1,indican que mientras que el desplegado de la proteina es
relativamente sencillo, su plegado es complejo y limiteid@ticamentepor la presencia de
multiples intermediarigscompatible con heterogeneidad cis/trans de prolinas en aoest
desplegadoEn resumen, en el presente trabajo se describe la diversidad conformaeitmal
proteina NS1Esta proteinae encuentra en cuasjuilibrio con oligdmeros esféricos y estables,
los cuales se forman en condiciones compatibles con unnentmiular. Estos estudios
constituyen los primeros en analizar los equilibrios conformacionales pargrestina y
podrian explicar sus multiples blancos y funciones reportadas.

Palabras claves:Virus respiratoriosincicial, NS1, plegamiento, oligdmercesféricos,
amiloides.






Abstract

Title: “The non structural protein NS1 exclusive from RSV: folding mechanism and- quasi
spontaneous assemble of stable spherical oligomers”

Paramixovirusesire a diverse family of negathgtrand RNA viruses that belong to the order of
Mononegavirales. These viruses evolved different strategies in order to blobksthenate
immunity during infection. Respiratory Syncytial Virus (RSV) is the major irdestiagent that
causes pediatric respiratory disease worldwide. RSV contains the two ndaratrpcoteins
(NS1 and NS2) which are unique to RSV and show no homology to any other protein in relation
to its primary structure. These two proteins were pagtdlas the RSV major virulence factors,
and play a central role in blocking the immune response induced by the virus. d&/ictiplar
targets have been reported for NS1 and NS2, mainly related to the interferoaysatimathis
thesis, we studied theSX conformationin solution making use of different biochemical and
biophysical techniques. First, we developed an expression and purification protochl whi
allowed us to obtain 10 mg/L of highly purified protein. We observed that NSioldexd and
globular monomer which contains some flexible regions subject to slow conformational
motions. Temperature induces a cooperative structural change leading to sotubjgherical
oligomers (NS1SOs) with amyloid properties. We performed a kinetic analiigsh allowed

us to propose a model in relation to oligomer formation, identifying key eventg @rocess.
Equilibrium folding studies revealed that NS1 unfolds following a-$tate reaction, in a fully
reversible process, whereas NS1SOs first dissodiatiesative monomers and them unfolds.
On the other hand, kinetic folding studies indicated that although unfolding tkeat sample
process, refolding is complekmited by multiple kinetic intermediatesompatible with prolyl
cis/trans heterogeneitin the unfolded stateln summary, the present work describes the
conformational diversity of the NS1 protein. NS1 exists in gagsilibrium with stableand
spherical oligomers, which are formed in conditions compatible with a aekuvironment.
This work represents the first study in relation to conformational equilibria oN8te protein
and may explain its multiple binding partners and functions reported.

Keywords: Respiratory Syncytial Virus, NS1, folding, spherical oligomers, amyloids.
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Capitulo I- Introduccién

.1 PARAMIXOVIRUS: F amilia y sus Caracteristicas Principales

La familia Paramixoviridage perteneciente al orden de los Mononegaviralesy est
formada por un grupo grande de virus causantes de enferaseadanimales y humanos.
Segun la clasificacion actual, se encuentra subdividida en dos sulfaRaliamixovirinaey
PneumovirinaeLa subfamiliaParamyxovirinaecontiene al virus Sarampion (uno lds virus
de mayor prevalencia y poder infeccioso)yials Parainfluenza (grupo de virus que son causa
importante de enfermedades respiratorias en humanos y animales), el Mixovotditisa
(causante de la llamada paperas, por afeccion de una o gidhdslas parétidas) y airus de
la enfermedad Newcastle (produce una enfermedad zoonotica que afectae emeal), entre
otros[1]. La subfamiliaPneumovirinaeestd principalmente integrada porvels respiratorio
sincicial y metapn@movirus con sus variantes que afectan a humanos y animales, siendo
causantes de enfermedades respiratorias en el reateto[2,3].

La clasificacion de loparamixovirus en dos grandes subfamilias se realiza en funcion de
su morfologia, organizacién del genoma y proteinas codificadas. Sin embargo, toelo®tie
comun el hecho de ser virus con envoltura de membrana donde su material gest&tico e

formado po una Unica cadena de ARN, no segmentada y de polaridad negativa.

_— —— _  Pneumovirinag
Paramyxovirinae /p g
Faramyxovirinae S
/ Pneumoviru e

A" Respirovirus

Henipah

TPMV

hPIV1

% Morbillivirus

MuVv

Avian genus \HPIV4

Figura 1.1 Arbol filogenético de la familia Paramixoviridae. Se muestran los principales
integrantes de las subfamilid®@neumovirinaey Paramixovirinae hRSV (virus respiratio
sincicial humano), bRSV y oRSV (virus respiratoriocgial bovino y ovino), PVM (virus de la
neumonia murina), hMPV (metapneumovirus humano), APV (pneumovirus avidmeBj1,
hPIV2, hPIV3 y hPIV4 (virus parainfluenza 1, 2, 3 y 4 humanos, noltesepedenecen a
diferentes géneros), SV41 (virus pParainfluenza de simio 41), S\ (d@rainfluenza de simio 5
también llamado PIV5), MuV (virus parotiditis), MeV (virus samém), NDV (virus de la
enfermedad Newcastle). SeV (virus sendai). Figura tordadaferenci§4].

15



Capitulo I- Introduccién

[.2.1 VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL HUMAN O

1.2.2 Relevancia Clinica

El Virus Respiratorio Sincicial Humano (HRSV, de sus siglas en ingléshesle los
paramixovirus de mayor prevalencia a nivel mundial. De hecho, HRSV es Ipgricausa de
enfermedad respiratoria severa en niflos menores de 1 afio, siendo el principatagsaitde
bronquiolitis y neumonig2]. Estudios epidemioldgicos mostraron que alrededor del 70% de
lactantes menorea un afio y del 100% de nifios menores a 2 afios habian experimentado
infeccion porHRSV [2]. La organizacion mundial de la salud, estima una mortalidad anual de
160.000 individuos en todo el mund@]. Estudios realizados en nuestro pais sugieren que
HRSV es la principal causa de infeccion respiratoria que lleva a edadnsevera y
hospitalizacion en nifios pequefios con patologia de base (cardiaca o puli6hak)su vez,
HRSV es una causa importante de morbilidad en adultos, principalmente anci@osentes
inmunocomprometidos, para los cuales en todos los casos represemtatcienes con
cuadros clinicos con severidad entre erada y altd7]. Tipicamente, el mayor porcentaje de
casos se producen durante los meses de -gi@no, en el marco de brotes epidémicos. Es
importante destacar que no existe hasta el momento un tratamientéi@spéaitivo o vacna
disponible para HRSV y que el uso de antivirales confidavirina tiene resultados discutibles
[8]. Con fines inmuneprofilacticos en lactantes de alto riesgo como prematuros o con
cardiopatias congénitas, se utiliza el anticuerpo monodRaialiizumab (Synagis), el cual no
previene de la infeccion pero restringe la replicacion del virus lo suéobamho para limitar la

enfermedad y su uso se encuentra limitado por su alto[8g8tb0]

1.2.3 Genoma y Poteinas Virales

HRSV es un virus con envoltura de membrana, con un genoma de ARN de simple cadena
negativano segmentadale 15.2 kilobas€l®]. Como todos los Mononegavirales, la replicacién
del genoma implica laofmacién de una copia exacta y complementaria, llamada antigenoma.
Tanto el genoma como el antigenoma se encuentran encapsidados con la lgrei@inganto
en células infectadas como en el viribn. EI genoma contiene 10 genes gtransariptos
secuenialmente en el sentido 3’ a 5 a ARNsubgendmicosdependientes (Figura 1.2, A).
Estos genes se encuentran interpuestos entre secuencias de inici@imacion, que son
reconocidos poel complejopolimerasa viral. Cada ARNcontiene un sélo marcde lectura
abierto, a excepciéon del gen M2 el cpa¢senta dos marcos abiertos de lectuperpuestos
que codifican para las proteinas 1% M2-2. Por lo tanto, de los 10 genes, se expresan 11
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Capitulo I- Introduccién

proteinas virales (ver Tabla 1.1). Cuatro de ellas per@nacla nucleocapside: proteina N,
fosfoproteina P, factor de elongacion de la transcripcioriM2la subunidad mayor de ARN
polimerasa, L. Posee tres proteinas transmembrana en la envoltura: laptet&usion F, la
glicoproteina de unién G, y laroteina hidrofobica pequefia, SH; una proteina de matriz M de
funcion esencial en la infeccion, y M2 un factor regulatorio d&iRN viral. Posee ademéas dos
proteinas no estructurales (NS1y NS2) implicadas en el bloqueo de la ingnimmiatz y las
cuaks son exclusivas de RSV, por lo que no se encuentran en ningun otro virus déda fami

(vermés abajo).

A B
3 5

HRSV [ns1]ns2l N [P [ Tsu [@ T F [m2172] =)
HMPV (N [P |M] [ FIm212 sH| 6| L |

HPIV1, 3 m IZI
HPIV2 [F]

Nucleocapside

+NS1yNS2 (no
forman parte del
virion)

Figura 1.2 Organizacién de genoma en HRSV y otros pamixovirus. A) Se muestra la
organizaciéon del genoma de HRSV en comparacion con el genoMatdgneumovirus humano
(de la misma suflamilia: Pneumovirinagen 1) y con los genomas del virus Parainfluenza 1y 3y
del virus Parainfluenza 2 (correspondientes a la subfaRaliamixovirinag en 2). B) Esquema de

la estructura propuesta para el virden HRSV. Figura adaptada de referen@:

En base a la reactividad contra determinantes antigénicos de langzo®iy F
mediante la utilizacion de anticuerpos monoclonales, HRSV puede séicatlsien 2 sub
grupos, HRSVA y HRSV-B [11]. A partir de variaciones en la secuencia del gen G, las cepas
del subgrupo A pueden seub-clasificadasen 8 genotipos (GAGA7 y SAAL) al igual que las
cepas del sugrupo B (BA, GB1GB4 y SAB13) [12]. El genotipo GA3 del subgrupo A ha
sido relacionado con enfermedad severa, aunque no es la cepa de mayor prevalsmetia
mundial[13,14] Los genotipos de mayor prevalencia a nivel mundial lo constituyen el genotipo
GA2 del subgrupo A 'y en genotipo BA (de Buenos Aires, por ser originalmente identdgicado
esta ciudad) del sedprupo B.

El virion de RSV es heterogéneo en tamafio, con un diametro de aproximadamente 150 nm
de promedio, en su forma esférica. No obstante, frecuentemente se encoefdraa

filamentosa. Posee una nucleocapside helicoidal y simétrica, engneltaa bicapa lipidica

17



Capitulo I- Introduccién

provenente de la célula huésped, que contiene a las glicoproteinas G, FSe $kee que la

proteina M forma una capa en la cara interna de la envoltura. (Figura 1.2, B).

Tabla 1.1 Principales funciones de la proteinas del Virus Respiratorio Sincitial

Proteinas de HRSV

Proteina Principal funcion reportada

Nucleoproteina (N) Componen,te_principal de la nucleocapside. N es uwnéeipa que st
encuentra intimamenteida al ARN viral.

Fosfoproteina (P) Cofac_tor.,esencrlal de la polimerasa. Su  estructurganterica y
fosforilacion serian esenciales para su funcion.

M2-1* Componente del complejo polimerasa. Promueve laegiodad de la
transcripcién actuando como un factor elongador y antiterminador.

Polimerasa (L} Asociado a la nucleocapside, es emponente principal del complej
polimerasa.

Matriz (M) * Importante en la morfogénesis del virus por dirigir elaemsiado del los

componentes del virion.

Fusion (FY Glicoproteinalde transrr]embrana de la envoltura, itapte para la unioi
y entrada delirus a la célula.

Gliocoproteina G Glicoproteina de transmembrana de la envolturaidfzten la union de
virus a la célula.

Pequefia e Proteina de transmembrana de la envoltura, no edgnde funcién pocc

Hidrofobica (SH) conocida.

M2-2 Particpa en la regulacion en la sintesis de ARN, mediando el cambio
transcripcién y replicacion.

NS1 Participa en el bloqueo de la via de induccion puesta a interferén alf
y beta.

NS2 Participa en el bloqueo de la via de induccién puesta a imrferén alfa
y beta.

+ Se consideran proteinas esenciales para la viathitidl virus. Tabla adaptada de refereri@ip:

1.2.4 Ciclo de Vida

El Virus Respiratorio Sincicial se une a la superficie de cékilaglas del epitelio
respiratorio a través de la fusion con la membrana plasmética, union qgealiza entre
glicosaminoglicanos de la célula huésped y las proteinas G y F de lauendel virus [2]. La
entrada del virus es mediada por la proteina F (de fusion). Una vez dentracélaldala
transcripcion y replicacién se llevan a cabo en el citoplasma. Laripide se produce en
forma de gradiente desde el extremo 3’ de la cadena de ARN, lo que da origeNna A
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Capitulo I- Introduccién

subgendmicos partir del reconocimiento de la polimerasa de las secuenciascideidm y
terminacionde la transcripcion deada gen. La proteina M2 gobierna la transicion entre
transcripcion y replicacion para la produccion de ARN gendnkewa esto ultimo, la ARN
polimerasa cambia a un modo de lectura directa, donde las secuenciagiat@omn y
terminacion no son reconocidas, llevando a la produccion de una copia positMaNde
complementaria (antigenoma), la cual sirve como moldelpaintesis deARN gendmico. La
proteina M regula el ensamblado por interaccion con las glicoproteinas(Be/lGcalizan en la
membrana plasmatica de la célula), y con las proteinas de la nucideddhs, L y M21). A
modo de brotes, se produce lilaeracion por la cual se adquiere la envoltura a partir de la
membrana plasmatica (Figura 1.3). La expresion de la proteina F en la mepiasarética de
células infectadas (como las células ciliadas del epitelioragspo) lleva a la fusion de
membganas contiguas, lo que produce la formacion de sincicios (de ahi el nombres)eljwe

llevan a la muerteelular[2,3].

Antigenoma

h\A" Transcripcion / }

i il

ok Wi e |
A T e !
e § o

Proteinas Virales

Figura 1.3 Ciclo de vida del HRSV. El virus se une a la superficie celular a través de las
proteinas de la envoltura. Luego de la fusién de la envoltura con la aremplasmética de la
célula, la nucleocapside es liberada al citoplasma. A partir del gesent@anscriberARN,
individuales para cada gen. Posteriormente a la sintesis dmpigade RN de cadena positiva
(antigenoma) se realiza la sintesisAd®N gendmico. El ensamblado da origen a la particula viral,
la cual es liberada en forma de brotes.
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1.3.1 PROTEINAS NO ESTRUCTURALES: NS1 Y NS2

Las proteinas no estructurales NS1 y NS2 de HRSV como se menciono, soménicas
este virus, y no se ha encontrado homologia en su estructura primaria con ningunae@tia prot
conocida[2]. NS1 es una proteina de 18®inoacidosy 15.6 KDa.Al comienzo del trabajo
correspondiente a la presente tesis dogtseatlisponia sélo de un antedecente donde se realizé
una caracterizacion biofisica inicial, indicando la dificultad parab$éencion recombinante y
sus principales propiedades en solucién, como ser que: 1)shSdncuentraen forma
monomeéricaen solucion 2) su estructura secundaria analizadadanoismo circulaindica la
presencia deestructuras de tipalfahélice y lamina beta con un porcentaje importante de
regiones sin definir su estructura (Figura 1148).

—— -
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Figura 1.4 Estructura primaria de NS1 y su estructura secuadgaedicha utilizando el programa
Jpred fittp://www.compbio.dundee.ac.uk/wwjpred)).

Por otra parte, NS2 también es una proteina peqdefia4.7 KDay 124 residuos
aminoacidosde la cual no se disponen datos en relacion a su conformacion en solucion. Al
comparar la estructamprimaria de ambas proteinas del subtipo A con sus homdlogas del subtipo
B, bovinas y murinas (virus llamad@rfeumonie virus of micelel inglés el cual se abrevia
PVM), se observo que hay una alta homologia de secuencia entre los dos subtgsshum
(87% para NS1y 92% para NS2). La homologia de secuencia sigue siendo altpabcah
subtipo A con variantes bovinas (69% para NS1 y 84% para NS2). Por ultimo, la identidad de
secuencia baja considerablemente al comparar la secuencia del suttipgréteinas de ratdon
donde, se observo que la identidad de secuencia baja al 16% para NS1 y al 208 2para
(Tabla 1.2)[2,3]. Para visualizacién de alineamientrgre subtipos A y B glineamientos de
distintas especigzara NS1 ver figuras suplementariasA4 en Anexo.
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Tabla 1.2 Porcentaje de identidad de secuencia entre las proteinas NS1 y NS2 de
HRSV-A con HRSVB, y homélogas de RSV bovino y murino (PVV).

% IDENTIDAD DE SECUE NCIA

NS1 NS2
HRSV-B 87 92
RSV Bovino 69 84
PVM 16 20

" Tabla adaptada de referencia: (2).

Para ambas proteinas han sido reportadas mdultiples funciones, que se resumer
esquematicamente en la figura 1.5. La funcion principal y mas estudradagproteinas NS1
y NS2 de HRSV se centra en el bloqueo de los mecanismos de inmunidadnrayaanente

afectando las vias de produccion y sefializacion de interferon (ver mas abajo).
Blogueo de la produccion de Interferén

Bloqueo de la sefalizacion inducida por Interferon

NS1 /NS2 Inhibe apotosis en la infeccion temprana (s6lo NS1)

Regula la sintesis de RNA viral (s6lo NS1)

Suprime la maduracion de celulas dentriticas (s6lo NS1)

Figura 1.5 Esquema donde se indican las principalefunciones de las proteinas no
estructurales: NS1y NS2.

1.3.2 Las Vias de Induccion y Respuesta a Interferon

En las etapas tempranas de la infeccion viral se desencadenansmesainimunes
innatos y adaptativos que tienen como fin limitar la propagacion del virywirhara linea de
defensa frente a la infeccion la constituye la activacion de dasdé interferon [16,17,18,19].
Luego de ingresar a la célula huésped, la sintesis de ARN viral da opgaores moleculares
asociados a patogenos (PAMPs del inglés, pathbgen-associated molecular pattéjnque
se unen a determinados receptores de estos patrones [20,21]. El ARN viral irainataon
de dos vias relacionadas a los receptores de reconocimiento de ARN virah Raio los
sensores de ARN viral MDAS y RIG-I al tomar contacto con productos de laisidéeRNA
del virus, promueven la interaccion del domino CARD (del inglés papdse recruitment
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domairf) de estos receptores con el dominio de igual nombre de la proteina MA¥&)teren

la membrana externa de la mitocondria (también llamadd¥SA o CARDIF) [20,22] La
interaccion RIGI o MDA-5 con MAVS, induce la oligomerizacion de MAVS que da lugar a
estructuras filamentosas con la capacidad de amplificar la cadeasktfiales que llevan a la
produccién de interferof23]. Brevemente, la formacion de estructuras filamentosas por MAVS
lleva a la activacion de TRAB y un conjunto de quinasas llamadas KK TBK1. Estas
quinasas median la fosforilacion del factor IRF3, el cual una vez fogfotiemodimerizay se
trasloca al nucleo donde en cooperacion con1RbBsforilado, ARP1 y NFB, activa a los
promotores de los genes de interferdn tipo |, para la produccion de interfeidf24,25] Por

otro lado, el receptatipo toll -3 (TLR3, del inglés toll like receptor3”) luego de reconocer
productos de la sintesis ARN viral lleva a la activacion de las quinasa KKKTBK1 a través

de la proteina adaptadora TRAF3, convirtiendo a TRAF3 en un punto de integracen ent
ambas via§26]. Se cree que la via de TLR3 seria mas relevante en células dasdyiti via
mediada RIG/MDAGS tendria un rol principal en células epiteliales respiratd2a8]

Una vez que el Interferon ha sido producido y liberado, el mismo actia de manera
autécrina y paracrina. Interferém y B se unen a sus receptores en la membrana celular,
activando la via de las JAK/STAT del inglédahus kinase/signalanducer and actiator of
transcriptior?, [29,30] Se promueve particularmente la activacion de STAT1 y STAT2 a través
de su fosforilacion. Una vez activadas, estas proteinas llevan tivici@n de la transcripcion
de genes estiatados por interferon como la quinasa PKR, MxA o l&"2bligoadenilato

sintetasa, las cuales participan de la resistencia de la célula a laoimf8&¢i

1.3.3 Bloqueo de las Vias de Interferén por NS1y NS2

Auln no ha sido aclarado por completo el mecanismo por el cual HRSV evisterahs
inmune, aunque se sabe que este rol estaria mediado por las proteinas noaédritsl y
NS2. Estas proteinas actuarian en varios niveles de las vias dedntedisminuyendo la
expresion y el efecto de interferan y f (Figura 1.6)[32,33,34,35,36] Aunque no son
esenciales para la replicacion del virasvitro, experimentos realizadds-vivo con virus
recombinantes con los genes de NS1 y NS2 eliminados del genoma, demostratmrugises
comporta en form atenuada con un menor efecto supresor de la via de interferén, permitiendo
niveles mas altos de estas citoquif2s38,39] En cuanto a su localizacion dentro la célula,
NS1 y NS2 se encuentran principalmenteekgitoplasma en la infeccion temprana, con una
fraccion importante asociada a mitocondrias, aunque también se encontratigadasatn el

nacleo, en menor proporci¢d3,40,41] Se reportd que la proteina NSZiatctia con el sensor
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de ARN viral RIG-I, lo que evitaria la interaccion MAVRIG-1 y la cascada de sefiales que ésta
interaccion inducd42]. Por otro lado se observo -taralizacion de NS1 con la proteina
asociada a mitocondria MAVR1]. La exprsién de NS1 disminuye los niveles de TRAF3y la
quinasaKK ¢ que fosforila al factor IRFESsto se traduce en niveles bajos de IRF3 fosforilado,
factor responsable de la activacion de los promotores que regulan la trédrsctgmterferdn

a y B [40,43,44] Por otro lado, se observd que ambas proteinas median la degradacion via
proteosoma de STATZ2, bloqueando la via de respuesta a interferon, posiblemeateldorm
parte de un complejo oligomérico con actividadig&sa[45,46]

En un estudio reciente se determind que las proteinas NS1 y NS2 formadeparte
complejo macromolecular heterogéneo al cual estarian asociados muchos laentus
asociados a estas proteinamocser: RIGI, TRAF3, IRF3, IRF7 y STAT2. Este complejo fue
llamado “degradosoma”, por contener actividad degradativa y proteasas de la subd8idat
proteosoma. El complejo degradosoma se encontré asociado a mitocondrias yidadacti

degradativa seio incrementada en presencia de la proteina MPAN$

4 TRAF3
IKKe/TBK1

| l S
IRF3 Degradacion Via
l Proteosoma

v

v e Transcripcion de genes
Interferon Tipo 1 estimulados por Interferon

Figura 1.6 Esquema simplificado de activacion de $avias de produccién (en A) y
sefalizacion (en B) de Iterfer6n a y . Productos de la sintesis AN viral interactian con
RIG-I activando una cascada de sefales que lleva sladazion de IRF3 al nlcleBe producen
diferentes tipos de interferdn tipo | (alfa y beta) los que unailvermtos, se unea su receptor y
activan una via de sefializacion que lleva a la transcripcion de genésdosgpor interferdn.
Estas cascadas de sefiales pueden ser inhibidasltglesiniveles por las proteinas NS1 y NS2
de HRSV.

23



Capitulo I- Introduccién

1.3.4 NS1 interactia con Multiples Blacos Celulares

NS1 establece mdltiples interacciones, ya sea con otras proteinas,vasi como
diferentes blancos celulares, principalmente con los relacionados adadevinterferon. Se
postula que NS1 interactia con NS2, con la proteina dezMa#i dominio Germinal de la
proteina P, del RS4¥0,48] Estudios a nivel proteédmico proponen una larga lista de proteinas
que interactian con NS1 o se ven reguladas por su expresion, muchas relacitazadas de
interferén, pero también otras relacionadas a la regulacién delceicilar yregulacion de la
transcripcion de genes, entre otfd9,50,51] En la tabla 1.2 se lista a modo de ejemplo,
algunas de las pt@inas para las cudles se ha observado interaccion con NS1 o se vieron
reguladas por su expresion. Es dificil imaginar que una proteina pequefia puedtuanterac
especificamente con una lista de mas de 200 blancos, sin embB@rgmdria indicar que
mucha de las proteinagportadas podriaser el resultado de interacciones que se realizan en
forma indirecta. De cualquier manera, las mdultiples interacciones obsergadéirman la

multifuncionalidad deédas proteinas.

Tabla 1.2Proteinas que interatn con NS1 o se ven reguladas por su expresion

Blancos Virales* Funcion de la interaccién
P Desconocida.
M Desconocida.
NS2 Blogueo de las vias de induccidn y respuesta aénéar.
Blancos Celulares* Funcién de la interaccion
MAP1B aiizgnocida. Paih fijar a NS1 a receptores mitocondriales o a proteinas

Culin-2, Elongin C Formaria parte de un complejo E3 ligasa junto NS2.

TRAF3 Bloqueo de la via de induccion o produccion derfatén.
IKK ¢ Bloqueo de la via de induccion o produccién de fatén.
STAT-2 Bloqueo de la via de respuesta o sefializacion defénon.
MAVS Bloqueo de la via de induccion o produccion derfatén.

Histona H2BD Desconaocida. Posible regulacion epigenétieajenes.
Histona H4F Desconocida. Posible regulacion epigenética de genes
RNA Polimerasa Il Desconocida. Posible regulacién de la transcripd&genes.

ATR Desconocida. Posible implicancia en el arresto tldagen fase @G;.
SOD-2 DesconocidaSu expresién es regulada por NS1.

SERPINB9 Desconocida. Su expresion es regulada por NS1.
ISG15 Desconocida. Su expresion es regulada por NS1.
G6PD Desconocida. Su expresion es regulada por NS1.

* Blancos celularesde interaccion con NS1 o regulados por su expresion. Extraidos de rieferenc
[43,48,49,50,51]
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1.3.5 Funciones Independientes del Bloqueo de las vias de Interferén

Se demostroé que ambas proteina, NS1 y NS2, inhibirian la apoptosis celamfases
iniciales de la infeccionpor un mecanismo nalependiente de interferon, en una via que
pareceria involucrar a la activacion dedBF[52]. A su vez, NS1 es capaz de suprimir la
maduracion de células dinticas y la respuesta a células[93,54] Estudios realizados
utilizando mini replicones mostraron que NS1 regula la sintesis de[B&NAsimismo, virus
recombinantes sin los genes de NS1/NS2 replicaron en menor cantidad que ebwirss
genoma completo, incluso en células deficientes de interferon, indicandotasigmredeinas
desempefian funcioneara la replicacion del virus, no relacionadas con su efecto antagoénico de

interferon[39].

|.4 BLOQUEO DE LAS VIAS DE INTERFERON POR OTROS PARAMIXOVIRU S

Diferentes proteinas no estructurales de otros virus deantid muestran efectos
antagonicos a interferébn, como la proteina V de muchos paramixovirus (como el virus
parainfluenza 5, PIV5), o la proteina C de algunos respirovirus (comausl sendgi y
mobilivirus (virus sarampion La proteina V es la mas edtada de este grupo de proteinas. La
misma es traducida a partir de transcriptos del gen de la proteimacBad $e le éninsertado 2
guaninas (proceso de edicion de ARN), lo cual altera el marco de lectura itepkrm
produccién de \[1,56]. ElI dominio Gterminal (CTD) de V, es muy conservado en miembros
de la familia de paramixovirus y contiene un motivo no canonico de union aaimado por
siete cisteinas y una histidina que coordinan dos atomos deEtidominio Nterminal es
menos conservado y se asume es mas flexible con regiones parcialmente des[@&gRlas

Existen numerosos reportes que indican el hecho que la proteina V bloquea la
inmunidad innata ervarios niveles (Figura 1.7)69,60,61] Brevemente, la union de esta
proteina al factor IRF3 previene su traslocacion al nucleo, inhibiendo su asoiérfactor de
transcripcion62]. A su vez, se ha descripto la inhibicion de las kindslds y TBK1 por parte
de proteinas V. Se ha observado la unién de estas proteinas al seARN MDAS, lo que
bloguearia la cascada de sefales que lleva a la produccion de inféfet8h

Por otro lado, se haeportado que proteinas V de algunos paramixovirus unen y
secuestran STAT1 y STAT2, previniendo su acumulacion nuclédl. En algunos
paramixovirus como PIV5, la inhibn de STAT1/2 es mediada por un mecanismo indirecto a
través de la unién de V con STAT1/2 y la proteina adaptadora DDB1, que $eneelsan la
magquinaria del complejo ubiquitina ligasa DDBuI4A, lo cual lleva a la formacion de
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especies oligoméricas m@moleculares y esféricas, dirigiendo la degradacion de STAT via

proteosomg65].
A B
Vv ﬂ MDAS  gp |
ds RNA
viral
MAVS
vV -{ IKKe/TBK1 IKKa/IKKB

V = IRF3/7 Voed NB w

Degradacion Via
l l Proteosoma

Interferén Tipo 1 Citoquinas inflamatorias

Figura 1.7 llustracion simplificada del bloqueo ddas via de Interferon por la proteina V de
PIV5. Las vias de induccion para la produccién de intérf€A) y de sefializacion inducida por
interferon a y B pueden ser inhibidas por diferentes mecanismos como euddode la
polimerizacion del receptor de reconocimientoAd®N MDADS o inhibicion de la activacién de
STAT1/2 (B) por mediar su degradacién via proteosoma

El andlisis de las estructuragstalograficas de la proteina V de PIV5 completa unida a
DDB1 y de su dominio @erminal unida MDAS revelan los siguientes aspectos principales: 1)
V unida a DDBL1 es una proteina globular con un alto contenido de estructuragdmgtmgs
flexibles; 2)la interaccion de V con DDB1 se produce a través de su domiteariihal[58];
3) la interaccién de V con MDAGS es diferente y se produce a través de swodoterminal
(Figura 1.8, a la izquierda); 4) la interaccion del CTD de V con MDAS imjdiazn cambio
conformacional de la estructura deDDB1, donde la horquilla beta deber expuest§s6] (en
la estructura de \DDB1, el CTD se encuentra protegido por el dominitefninal, Figura 1.8,
a la derecha). Todo esto habla de la flexibilidad y plasticidad estrudauesdtas proteinas, lo
que les permite adaptarse para la interaccién con diferentes blancdacem ra su funcion

como antagonistas del sistema de inmunidad innata.
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MDA5?2A

MDAS:\/CT V (NTD-CTD)

Figura 1.8 Estructuras cristalograficas para la proeina V de PIV5 en diferentes comples.
A derecha se muestra la estructura completa de \hidlatelel complejo DDB (c6digo PDB:
2HYE, DDB1 no se muestra). A la izquierda se muestra el dor@iéminal de V en complejo
con la proteina MDA5 (cAdigo PDB: 411S, s6lo se muestraelinio deinteraccion 2A). NTD:
dominio N-terminal; CTD: dominio @erminal. Figura tomada de referend&].

|.5 VACUNAS CONTRA HRSV Y LAS PROTEINAS NO ESTRUCTURALES

Hasta el momento no existe una vacuna disponiblel @emercado contra HRSV. En la
década de 1960 se realizaron pruebas clinicas con una vacuna contra HR8W¥arealzvirus
inactivados por formalinf67]. Sin embargo, alrededor del 80% de los vacunados tuvieson qu
ser hospitalizados y algunos nifios experimentaron enfermedad pulseweaa luegale ser
infectados por el virus, en contraposicién con nifilos no vacunados que presentaron sintoma
moderadog67]. En ese momenteespropuso, que la causa de la falla en el desarrollo de una
respuesta inmune adecuada fue que esta vacuna indujo una respuesta alérgicd eirus,
promoviendo una respuesta inflamatoria exacerbada en contactos posfé8prelsuego, se
determind que esta vacuna fall6 por su reducida capacidad para favorecdulacioa de la
afinidad de los anticuerpos inducidos por la vacunacién, dada su baja esémdi&ceéceptores
tipo Toll [69]. Estos anticuerpos eran deficientes para neutralizar al virus, pero alaisus
antigenos se fornban complejos antigeranticuerpo que activaban las vias de complemento,
favoreciendo su depdsito y por lo tanto contribuyendo a empeorar la enfermedad.

Una estrategia empleada actualmente para el desarrollo de vacanparés de virus
atenuados. Vaaas a virus atenuados no producen enfermedad exacerbada luego de vacunaciot
o de una infeccién natural. Otra estrategia para el desarrollo de vacunébzas virus
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recombinantes producidos a partir de sistemas de genética reversa. teste coifiere la
posibilidad de crear diferentes clones con mutaciones especificadnyitvaelciertos genes.
Muchos de estos virus recombinantes fueron probados en ensayos ¢hdjc&n embargo,
hasta el momento, noninguna de estas técnicas se obtuvo una vacuna lo suficientemente
atenuada e inmunolégicamente adecuada.

Se observé en modelos animales utilizando virus recombinantes con los gbigtyde
NS2 eliminados, que los mismos inducen inmunidad protectivdefle HRSV silvestr¢39].
Ensayos clinicos realizados con vacunas a virus recombinante en ausergga del NS2
(como rRA2cpANS2 y rA2cp248/40ANS2) resultaron sobiatenuados en adultos, pero
insuficientementatenuados en nifos, e desaconsejé su ugd]. Estudios realizados con
virus recombinante carentes del gen de que codifica para NS1, mostraron quesgrodnia
buen candidato ya que es suficientemente ateneadmunogénicin-vivo [39]. Sin embargo,
el hecho de que replique poicevivo podria significar un problema a la hora de produccion del

virus a escala.
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.6 OBJETIVOS DE LA TESIS

OBJETIVO G ENERAL

NS1es una proteina multifuncional, para la cual se disponen de muy pocos datos en
relacion a sus propiedades en solucidon y no hay una estructura disponible. Daddaue se
identificado numerosos blancos de interaccion para esta proteina,opasimos determinar
cuales son las caracteristicas de NS1 que le permitan real&zangdia gama de interacciones.
Comprender la relacion entre estructfiracion es fundamental para entender el modo de

accion de este importante antagonista de intarfero

OBJETIVOS ESPECIFICOS

OBJETIVO 1: Clonado, expresion recombinante y purificacién de la proteina NS1 de RSV.
Hasta el momento no existen métodos publicados que indiquen un alto rendimiento de
NS1. Nos propusimadesarrollar uimétodo que nos permita eber cantidades significativas

de proteina purificada para realizar los experimentos planeados.

OBJETIVO 2: Estudio de las propiedades conformacionales de NS1 en solucion.
Nos propusimos estudiar las propiedades conformacionales de NS1 en solucidn,
hacendo uso de métodos bioquimicos y biofisicos. A su vez, se plantea como ayggtdiar

los equilibrios conformacionales en NS1.

OBJETIVO 3: Estudio del mecanismo de plegado de NS1

Utilizando diferentes técnicas espectroscopicas, nos propusimosaaedlfegado de
NS1 tanto al equilibrio como su mecanismo de formacion. Estos estudios maisirde
determinar como NS1 adquiere su estructura nativa e inferir aspectos ingsoetamelaciom

ésteestado.

OBJETIVO 4: Estudio de la conformacion, estabilidad y del mecanismo de ensamblado de

oligébmeros de NS1 obtenidos en el capitulo |.
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Capitulo 11— Clonado, expresion y purificacion de NS1

Para el estudio de aspectos relacionados a estructura y funcién de una, @Edtairés
de ensayos biofisicos y bioquimices necesario disponer de la mayor cantidad de proteina
posible (en el orden de los miligramos). En relacién a NS1, al momento idedmieste trabajo
de tesis existia un solo antecedente disponible en la literatura domiestea su expresion y
purificacion, utilizando un sistema de expresion que genera una proteina de fusion entre
Ubiquitina y NS1[15]. Mediante este sistema se obtuviercantidades que resultarian
insuficientes para este trabagmn un rendimiento final de la purifigan de ~ 1 mg por litro de
cultivo. Dado el bajo rendimiento de este sistema y al no existir ottsdos publicados,
fueron planteados los siguientes objetivos:

OBJETIVO 1: Clonado, expresion y purificacién recombinante de la proteina NS1 de RSV.

* Comoprimer objetivo nos propusimos realizar el clonado del gen de NS1 en diferentes
sistemas de expresion. El disefio de diferentes estrategias utilizatidimslivectores de
expresion, permite explorar un amplio rango de condiciones para lograr niveles de

expresion optimos.

* Como segundo objetivo para este capitulo, nos propusimos desarrollar un protocolo de
purificacion a escala preparativa que nos permita obtener cantidadesngediqgiara los

experimentos propuestos.
* Como ultimo objetivo de esta secciomos propusimos desarrollar un protocolo de

expresion en medio minimo, que nos permita marcar a NS1 con los heterofilitlgos

13C, para realizar estudios de resonancia magnética nuclear.
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I.1. CLONADO Y SIST EMAS DE EXPRESION UTILIZADOS

Como punt de partila de este trabajo, se realizbalonado del gen que codifica para la
proteina NS1 correspondiente al subtiygmal A, del Virus Respiratorio Sincicial Humano
(HRSV) a partir de un gen sintético (GenScript Corp), con codones optimizados para su
expresion en células de E. coli. Se utilizaron los vectores pTZ18U1pET pMAL-c, los
cuales implican diferentes estrategias para la expresion recombindat@rdéeina NS1 y su
posterior purificacion (Figura 2.1). El plasmido pTZ18U expresa a leeipeo sin fusion a
péptidos u otra proteina, siendo que los pladsmidosiibly pMAL-c expresan a NS1 unida a
una secuencia de pdilistidinas (6xHis) o fusionada a la proteina de unién a maltosa (MBP, de
sus siglas en inglés), respectivamente, en amdascseparados por un sitio de corte para la
proteasa trombina (secuencia LVPRGS). Los tres pladsmidos confierem@aisteantibidtico

ampicilina, lo cual es util para su seleccion.
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Figura 2.1. Esquema de vectores utilizados para el clonado de NSEn cada vector se muestran
sus principales elementos que lo componen y los sitie®de utilizados. A) pTZ18U. B) pEI5b.

C) pMAL-c. Este vector codificaba originalmente un sitio de corte fataroquinasa, el cual fue
reemplazado por un sitio de aopara TrombinaDebajo de cada plasmido se representasquema

del producto de la expresion deérgde NS1 segun cada estrategia (mapa de vectores tomado y
modificado de Addgene.org).

Los plasmidos pTZ18U y pETI5b se utilizaron en las cepas de egjine BL21(DE3)
pLysS, JM109(DE3) pLysS y C41(DE3) dado que son capaces de expresar genes regulados pc
el promotor T7. Todas estas cepas contienen el liségeno de bacteriéfago Ha#eacual

34



Capitulo 11— Clonado, expresion y purificacion de NS1

codifica para la T7 ARN polimerasa bajo el control del promiaidJV5.BL21(DE3) pLysS y
JM109(DES3) pLysS contienen el plasmido pLysS el cual codifica para laradtisiozima del
fago T7. La Lisozima disminuye los niveles de expresion basal de genesdosgplor el
promotor T7, inhibiendo la actividad de la T7 WRpolimerasa. Esto es particularmente util
para el caso de expresion recombinante de proteinas que puedan resultar téaxidas pa
bacterias, inhibiendo la expresion hasta que se desee su induccion, mddianegyado de
isopropitp-D-1-tiogalactopiranosidgIPTG) al cultivo. A su vez el plasmido pLysS confiere
resistencia al antibiético cloranfenicol (C3mafiadiendo un elemento mas para su seleccion en
cultivo.

La expresion de proteinas téxicas frecuentemente caysadma del plasmido. Por lo
que las bacterias que ha perdido el vector de expresion, crecen mas rapido lt(pageqaiaun
lo retienen, lo cual tiene un efecto negativo sobre los niveles de expiealés.fC41 (DE3) es
una cepa derivada de BL21 (DE8p la cual se obserwina mayor estabilidad plasmidica en
comparaciéon con BL21 (DE3L41(DE3)contiene mutaciones no caracterizadas, que han sido
seleccionadas feripicamente[72], resultando mas resistentes a la expresion de proteinas
recombinantes toxicas.

El vector de expresion pMAL contiene al promotor pTac el cual también es inducible
por IPTG. Todos estos vectores contiersrgen lacl el cual codifica para el represor Lac,
disminuyendo los niveles de expresion baEBhlvectorpMal fue utilizado en kcepas TB1,
JM109(DE3)pLysSy C41(DE3).

I.2. PRUEBAS REALIZ ADAS PARA LA EXPRESION DE NS1

Se ensayo la expresion de N&1los vectores pTZ18U, pEISb y pMAL-c utilizando
las cepas bacterianas BL21(DE3) pLysS, JM109(DE3) pLysS, TB1 {DE3), incubando a
diferentes temperaturas y medios de cultivo para determinar las condicienégtima
expresion.

Para llevar a cabo &s pruebas iniciales de expresion, células de cada cepa fueron
transformadas con los diferentes vectores de expresion y fueron incubadas a 8ilfiCos de
2 ml a una agitacion de 200 rpm. Al alcanzar la fase de crecimiento exfine
aproximadameset a una densidad optica (DO) a 600 nm ~ 0.6, la expresion fue inducida
mediante el agregado de 0.3 mM IPTG, prolongando su incubacion por 16 horas luego de la

induccion a una temperatura de 37 °C. Al analizar la expresion de NS1 endgeles
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poliacrilamidadesnaturalizantes (SEFSAGE) se obsemronbuenos niveles de expresion para
las tres estrategias disefiadas: NS1 sin fusion, NS1 fusionada a de késtidinas y NS1

fusionada a la proteina MBP (Figura 2.2).

A NSH1 B HisgNS1 c MBP-NS1
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Figura 2.2. Expresion de NS1 enC41(DE3) a 37 °C en fracciones totales de cultivo, analizada
en geles SDSPAGE. A) Expresion de C41(DE3) transformada con el vect@18U. B) Expresion

de C41 transformada con el vector pEb. C) Expresiéon de C41(DE3) transformada con el
plasmido pMAL-c.

En la figura 2.2 se muestran los niveles de sekpesion obtenidos incubando la cepa
C41(DE3) a 37 °C, la cual fué transformada con 3 vectores de expresion. Al rgadizaueba
de expresion no soélo es deseable obtener los mayores nivelesedieapposibles, sino que a su
vez es conveniente quepeoteinasea solublegspecialmentsi se desconoce &structurade la
proteina en estudio). Alicuotas de las pruebas de expresién a 37 °C redignadefseron
sometidas a ruptura mecanica ponisacion y separadas las fracciones solubles e insolubles
(Figura 2.3). S6lo se observo proteina en la fraccion soluble paraN@&Pencontrandose NS1
sin fusion y 6xHisNS1 por completo en el insoluble (cuerpos de inclusion).

Al tomar la decision de egjir uno u otro sistema de expresion en general es preferible
utilizar estrategias que produzcan proteina sin fusién a péptidos u otra prteiltague se
evaluaron condiciones que favorezcan la expresion de NS1 soluble. Una variable que
frecuentementes utilizada para promover la expresion soluble de proteinas recombindates es
incubacion posinduccién a temperaturas inferiores a 37 °C. El uso de temperaturas inferiores
la de crecimiento 6ptimo para E. coli, en algunos casos puede reducir t&spoetabdlicas
indeseables para la sintesis de proteinas recombinantes, mejorando suemnémdyto
solubilidad. A su vez, permite disminuir la sobreproduccion de estas protesiadignanuir la
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sobrecarga en la maquinaria transcripciptf@lque paraalgunas proteinas se traduce en la
formacion de cuerpos de inclusion.

Para probar si la disminucion de la temperatura favorece la expresion sielMEd, se
realizaron nuevas pruebas de expresion en donde las diferentes cepas fueron adassfoym
los plasmidos pTZ18U, pEI5Sb y pMAL-c. Se crecieron cultivos de 2ml a 37 °C y a una DO
600 nm de 0.6 se realizé la induccion con 0.3 mM IPTG. Luego de la induccion,tleescul
fueron transferidos a temperaturas entre 25 y 20 °C, analizando la exgned@rfraccion
soluble a las 16 h pestduccion (Figura 2.3).

18—
124 ..

75 -

Figura 2.3. Andlisis comparativo de expresion solié de NS1 incubando a diferentes

temperaturas. A) Bacterias C41 transformadas con el plasmido pT¥i8cubadas a 37 6 25 °C por

16 h posinduccion. Se observa la fraccion soluble e insoluble. B)ckaes soluble e insoluble de

bacterias C41 transformadas con el pladsmido-p&d, incubadas a 37 6 25 °C por 16 h post

induccion. C) Fracciones soluble e insoluble de bacteriagr@ddformaas con el plasmido pMAL

¢ incubadas a 37 6 20 °C por 16 h gaoduccién. La flecha indica la expresion de NS1 segun cada

construccion (NS1 sin fusién en A, 6xHNS1 en B y MBPNS1 en C).

Al comparar la DO a 600 nm final alcanzada por los cultivos slditintas cepas se
observé lo siguiente: los cultivos de bacterias JM109(DE3)pLysS transformadasl con
plasmido pET15b alcanzaron una DO de 2.6 a las 16 h-jpaktccion a 37 °Cmientras que su
control sin induccion de expresion con IPTG alcanz6 ude6D0 nm de 4.1. Esto indicé que la
expresion de 6xHidNS1 resultd tdxica para estas bacterias, disminuyendo su tasa de
crecimiento. Por otro lado, el descenso de la temperaturangostion a 25 °C favorecio la
expresion soluble de 6xHNS1 en JM109(E3)pLysS pero con una expresion maxima a las 4
h luego del agregado de IPTG, siendo que cuando fue incubada por 16 hs no se observo banc
de sobreexpresion (no se muestra). Esta es otra evidencia de la toxicidad de N84&tpaepa.

Estas pruebas se hearon en medio rico LB, pruebas en otros medios, como 2TY o TB
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resultaron poco reproducibles. Por otro lado, la utilizacién de la cepa C41 utilzlamaalio
rico LB, permitio alcanzar niveles de DO a 600 nm similares a los cesso1 induccion, con
un valor de 4.0 para C41 transformada con -iBf e incubada por 16 h peastluccion,
indicando mayor resistencia al efecto toxico de la sekpeesion NS1, sin que se pierda esta
expresion en incubaciones mas largas. De modo similar, se observd geetEagad C41
transformadas con el vector pMAd, alcanzaron valores de DO a 600nm mayores que
JM109(DE3) pLysS y TB1 cuando fueron incubadas por 16 hipadstcion a 37 °C, con
valores de 4.9, 3.2 y 3.8, respectivamente. Por todo esto, se decidio latiiepa C41 para la
expresion de NS1.

En la figura 2.3 se muestra en forma comparativa el efecto de lar&onpesobre la
expresion soluble de NS1 utilizando la cepa C41. En el caso de la exprekiSa dan fusion,
se observo que la disminucion dedanperatura nodo no favorecié la expresion soluble, sino
guetampoco se observa banda de saxgresion. Estoisocurrié al analizar la expresion de
6xHis-NS1 en donde la incubacién a baja temperatura favorecio la expresion de altéitea
observado niveles de proteina similares tanto en la fraccion soluble como iarolable.
MBP-NS1 expresa tanto en forma soluble e insoluble a 37 °C. Su expresion solulde se

incrementada al disminuir la temperatura a 20 °C.

11.3.1 DESARROLLO DE UN PROTOCOLO DE PURIFICACION PARA 6xHis -NS1

11.3.2 Expresion soluble de 6xHisNS1

Dado que no se pudo obtener expresion soluble para NS1 sin fusién, y a pesar que st
realizaron diferentes pruebas de replegaduartir de cuerpos de inclusignestas resultaron
neativas (no se muestra) se optimizo la expresion de @XBis en cultivos de un litro. Para
esto y a partir de los resultados en escala pequefia se desarrollé l@expessala utilizando
la cepa C41(DE3) incubando a baja temperatura (Figura 2.4).

Se martio de transformaciones frescas utilizando el vectorPhtY, a partir de las cuales
se crecieron dos pialtivos de 5 ml de medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/ml) a
37 °C por 16 h, con una agitacién de 200 rpm. Al dia siguiente los 5 mbdeprzcultivo
fueron transferidos a dos erlenmeyer de 500 ml de LB suplementado con amfpeifina
mantener una relaciéon 1/100). Se incubaron los cultivos de 500 ml a 37°C hastaralce
DO 600 nm de 0.6, luego de lo cual fueron transferidos a 20i8@ucidos con IPTG 0.3 mM.
Luego de 16 h de incubacién a 20 °C el cultivo alcanzé un DO 600 nm de 3.8 (Figura 2.4, A),
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luego de lo cual se realizd la cosecha. La pasta de bacteriasstispenedida emampoén
conteniendo 20 mM TrsiCl pH 8, 0.2 M NaCl,1 mM EDTA y 2 mM B-mercaptoetanol
(2BME). Luego se realiz6 la ruptura de las bacterias por sonicacién en dos rondas,
centrifugando y recuperando la fraccion soluble. Se tomaron alicuotas a last gaté ser
analizadas por gel de poliacrilamida desnaizaate (SDSPAGE, Figura 2.4, B).

11.3.3 Precipitacion fraccionada con Sulfato de Amonio

El primer paso de purificacion consistié en la precipitacion fraccionaddSdecon
sulfato de amonio. Se determind la concentracion minima en que precipagdacantidad de
NS1 cuando es incubada con sulfato de amonio. Para esto se tomaron alieuatiaccion
soluble del lisado de bacterias, que fueron incubadas a 4 °C con concentraecieeses de
(NH4),SO, por 4 h, las cuales luego fueron centrifugadasiperando el “pellet”. El resultado
se evalu6 en un gel SBFFAGE (Figura 2.4, C). Se determind que la condicion mas adecuada
para precipitar la mayor cantidad de proteimaimizando contaminantesie al incubar con
sulfato de amonio al 50% (p/v). Luegge repiti0 este experimento a escala obteniendo

resultados similares.
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Figura 2.4. Expresion a escala de 6xHiNS1. A) Curva de DO a 600 nm de cultivo 500 ml de
C41(DE3) inducido a una DO ~ 0.6 y cosechado aals fostinduccion. B) Gel SDSAGE 15 %
de fracciones totales (T) y solubles (S) tomadas a las 3 y 16 4ngaostién. C) Prueba piloto de
precipitacion fraccionada con sulfato de amonio. Sobre cada catidica cada concentracion en %
(p/v) ensayada. Las calles de la derecha corresponderestra sin precipitar en dos diluciones al
medio. Las flechas en B y C indican la banda deesipn de 6xHisNS1.

I1.3.4 Purificacion por cromatografia de afinidad a metales divalentes (IMAC)

Luego de precipitar la proteina con sulfato de amonio, &tpglie resultd luego de
centrifugar, se lo resuspendié ®mponTris-HCI 10 mM pH 8, 0.2 M NaCl y 2BME 2 mM
para luego dializarla contra lmponde equilibrado de la columna IMAC, el cual contiene 10
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mM Tris-HCI pH 8 y 0.2 M NaCl. La muestra fue inyada en la columna a un flujo de 0.5
ml/min siendo previamente cargada con NiCliego se realizo un lavado con 10%sdé&icion
de elucién. La elucion se realiz6 a través de un gradiente de 10 a 108ddadi@nde elucion
(solucionde equilibrado + 0.5 Mmidazol) a 1 ml/min en 40 min. En el perfil de elucion se
obtuvieron dos picos, siendo el segundo (55% del gradiente) correspondiente -&N$kHis
(Figura 2.5)
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Figura 2.5. Cromatografia de afinidad a metales diMantes (IMAC). Cromatogramade la
purificacion: los primeros 40 minutos corresponderflal; entre el los minutos 580 corresponde
al lavado con 10 % de buffer de elucion y finalmente el gradiémt&0 a 100 % de buffer de
elucion, donde el pico correspondiente a 6N&L se meco con un asterisc®) Gel SDSPAGE 15
% donde se muestran las fracciones obtenidas.

11.3.5 Corte con Trombina y cromatografia de exclusiébn molecular

Luego de la IMAC la fraccion correspondiente a NS1 fue concentrada y sujette a
del tag de histlinas con la proteasa trombina. Para esto, primero se optimizaron las cosdicione
de corte en cuanto a cantidad de enzima y temperatura de incubacionri@mdetee la mejor
condicion en donde se obtuvo corte completo fue utilizando 0.25 NIH U/2mgotiingr
incubando a 4 °C por 16 h ampdn acuosoonteniendo 10 mM TrisiCl, 0.2M NaCl, 2BME
2 mM suplementado con CaQlmM.

Como ultimo paso de purificacién, se realiz6 una filtracion por tamiz malecul
Superdex75 equilibrada eamponTris-HClI 10 mM pH 8, 0.2 M NaCl y 1mM DTT (Figura
2.6). Ademas esta columna sirvio para evaluar el estado de oligomerizati®i.ddS1 eluye
mayoritariamente como un monomero, encontrandose en homogeneidad en solucion. El

rendimiento de esta purificacion fue de eritr5 y 2.0 mg/L de cultivo.
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Figura 2.6. Cromatografia de exclusiébn molecular S5 analitica.Se muestra el cromatograma de
la muestra concentrada luego de ser tratada con la préteadana. En el eje x superior se muestra
el perfil de eleion de diferentes proteinas globulares estandar. En el insemayestra un gel SBS
PAGE 15% de NS1 purificada.

Il .4.1 DESARROLLO DE UN PROTOCOLO DE PURIFICACION PARA MBP -NS1

11.4.2 Expresion soluble de MBPNS1

Un rendimiento de entre-A mg/L puede multar suficiente para realizar ensayos
bioguimicos analiticos de una proteina, pero tiene la desventaja de requiedr regevas
preparaciones con periodos de tiempo relativamente cortos. Por lo que, cale elftener un
mayor rendimiento de NSlugficada decidimos desarrollar un protocolo de expresion
purificacion a escala utilizando el vector que expresa a NS1 fusionada a MBP.

Utilizamos transformaciones frescas del vector pMA&n la cepa C41(DE3), bacterias
gue fueron crecidas en dos judtivos de 5 ml cada uno en medio LB con el agregado de
ampicilina (100 pug/ml) a 37 °C por 16 h y con una agitaciéon de 200 rpm (ver Matgriales
Métodos). Luego, los preultivos fueron transferidos cada uno a un erlenmeyer de 500 ml de
medio LB con ampiciha. Los cultivos de 500 ml se dejaron crecer a 37 °C con una agitacion de
200 rpm hasta lograr una DO 600 nm de 0.6, luego de lo cual se llevé la tempe2a@ y
se indujo la expresion con IPTG 0.3 mM. Se incubd por 16 h a 20 °C con una DO 60@lnm fi
de ~ 4.6, luego de lo cual se realiz6 la cosecha del cultivo. De modarsjol en el protocolo
anterior para 6xHMNS1 se utilizéuna solucion del tampon quimidois-HCI 20 mM pH 8§ 0.2
M NaCl, 1 mM EDTA y 2 mM 2BME para resuspender la pasta déehas y realizar la
ruptura celular por sonicacion (Figura 2.7, A).
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11.4.3 Precipitacion fraccionada con Sulfato de Amonio

La purificacidén se inicid con una precipitacion fraccionada con sulfatondeia, para
lo cual primeramente se determind la @amtracion minima de sal requerida para precipitar la
mayor cantidad de MBRS1 posible, con menor grado de impurezas. Para ello se utilizaron
alicuotas de la fraccion soluble obtenida en el paso anterior, a laseqles sdiciond
concentraciones creciest de (NH4SO,. Luego de undncubacién de 4 horaa 4 °C se
centrifug6 y corrio al precipitado en un gel SBAGE 12.5 % (Figura 2.7, B). El resultado de
este experimenten linea con el protocolo anteriorgdicé que con una concentracion de sulfato
de amonio entre 460 % (p/v) se precipitacantidades significativas de MB¥S1 logrando

separar impurezas que se encuentran presentes a mayores concentraciones de sal.

L U

Figura 2.7 Expresion soluble de MBMNS1 a escala A) Se muestra un gel SBIR25 %
correspondiente a fracciones totales de la cepa C41 sin induldr {cake suprimid la expresion
basal con el agregado de glucosa 10 %) y con expresion deN@BRcalle 3). En la calle 4 se
muestra la fraccién soluble obtenida luego de ldunapde bacterias. B) Precipitacién fraccionada
con sulfato de amonio. Por encima de cada calle se indica la concentiacéhensayada. La flecha

muestra la banda correspondiente a MBFL.

[1.4.4 Columna de afinidad por maltosa
Como segundo paso de figacion se ensayaron diferentes alternativas para separar a

MPB-NS1 de proteinas bacterianas contaminantes. Estas pruebas incluyerom pagos®as

de intercambio anionico, las cuales por el poco pegado de NS1 a la columjaasepbaacion

no fueronincluidos en el protocolo de purificacion, y pruebas de incubacion de la fraccidon
soluble a temperaturas entre 50 y 70 °C, las cuales se dejaron de ladenarogge la
temperatura produce modificaciones conformacionales en NS1 (no se muestpiwier It y

V). Entonces, se recurrio a una columna de afinidad por maltosa (Amilosa) queupirede

selectivamente a MBRS1, separandola de proteinas contaminantes, para luego ser eluida
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mediante el agregado de maltosa que compite por los sitios dedenMRBNS1 a la resina,

despegandola.
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Figura 2.8 Purificacion de NS1 a partir de su fusioncon MBP. A) Gel SDSPAGE 12.5 %
purificacion utilizando la resina Amilosa. Las calles muestddanput que se inyect6 en la columna,
el percoladoy la proteina leiida. B) Cromatograma de purificacion por filtracion molec@at5

preparativa de NS1 luego del tratamiento con Tromb

ina. En el eje Wasuge muestra el perfil de

elucién de diferentes proteinas globulares estandar. El asteriica €l pico corrgmondiente a NS1
cortada de MBP. C) Gel SBIBSAGE 12.5 % donde se muestran las diferentes fraesicolectadas
de la columna §5. La flecha indica la banda correspondiente a NS1 separada de MBP.

La proteina precipitada con (NH8Y, fue resuspendidantamponTris-HCI 10 mM pH

8.0, 0.2 M NaCl, 2 mM 2BME y luego dializada conteamisma solucidmpara eliminar restos

de sulfato de amonio (ver Materiales y Métodos). Posteriormente se ingetidebktra en la

columna, realizando luego extensivos lavados.eleion se realizd cofa misma solucion

suplementada&on 20 mM maltosa (Figura 2.8, A). Luego de repetir el procedimiento con el

percoladopor al menos 3 veces, se obtuvieron cantidades significativas deN@BFRon alto

grado de pureza.

11.4.5 Corte con Trombina y cromatografia de exclusion molecular

Al eluido obtenido por la columna de afinidad por maltosa se lo concentré e indujo el

corte de MBP y NS1 con la proteasa trombina, habiendo previamente determinadntisizal c

necesaria de enzima de 0.2b8dades por cada 3 mg de proteina de fusién cuando es incubada a
4 °C por 16 hrs. ebuffer conteniendo 10 mM TrBICI pH 8, 0.2M NaCl, 2BME 2 mM

suplementado con Cal mM. La muestra resulta

nte del corte con trombina fue inyectada en

una columna de fitacibn molecular en donde se obtuvieron 3 picos mayoritarios

correspondientes a MPBS1 oligomérica a los 44 ml, MBP monomérica a los 52 ml y NS1

monomérica a los 70 ml (Figura 2.8, By C). La

pureza de la muestra obtenida @& %o,
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calculado por SD®AGE mientras que la identidad de la proteina fue confirmada por
espectrometria de masa MALDDF (Figura 2.9). Como resultado final de este protocolo se
obtuvo a NS1 sin MBP en alto grado de pureza logrando un rendimiento de ~ 10 mg/L cultivo.
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Figura 2.9 ldentificacién por espectrometria de masa MALDITOF. A) Se muestra un gel SBS
PAGE 15 % con NS1 purificada. B) El analisis por esjpeetria MALDFTOF muestra un pico del
peso molecular esperado, acorde a la secuencia de aminoacidos.

11.5. EXPRESION DE MBP-NS1 EN MEDIO MM SU PARA MARCACION CON **N/*c

Con el fin realizar estudios por resonancia magnética nuclear (Rbt¢mosnarcar a
NS1 con los is6topos no radiactivesl y *C. Para ello es necesario expresar la proteina en un
medio minimo(MM) al cual se le adicione una fuente de carbono como glicerol o glucosa
marcado con>C y una fuente de nitrégeno, como cloruro de amonio o sulfato de amonio
marcado cor®N.

Se utilizdé el medio mimino M9 siguiendo el protocolo de expresion desalwgtiara
MBP-NS1 con algunas modificaciones. Para determinar la mejor condicion de exmesion
debi6 ensayar primero el volumen de precultivo 6ptimo para lograr la mayor DO p@ssible
como la cantidad de glucosamo fuente de carbonogcesaria para d¢oar una buena sobre
expresion (sobre todo en el caso de requerir glucosa marcada, dado el costsa®)a®@on
ese objetivo se probaron diferentes condiciones de precultivo como ser: paramemante
diferentes relaciones precultivo/cultivo o realizantprecultivo en medio minimo o en medio
rico. A su vez, se ensayaron distintas concentraciones de glucosa cordeldwaluar su
relacion con el nivel de expresion (Figura 2.10). De esta forma se determin@lq@and® un
precultivo en MM M9 suplemenda con ampicilina para una relacion precultivo/cultivo final de
1/50 y utilizando 2 g/L de glucosa marcada c8@ se obtienen los valores de mayor DO 600
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nm (2.0) y con mayor nivel de expresion, en comparacion a realizar un precultivo en medio
minimo o nedio rico para una relacion 1/25 donde se observdé menor o escasa expresion. A st
vez, manteniendo la relacion medio minimo/medio minimo 1/50, utilizando 1.5 gflucEsa

se observo buena expresion de MB®81, con una DO 600 nm final de 1.4, siendo esta
condicién utilizada para las preparaciones de proteina doblemente marcadato€blo de
expresion y purificacion continué con los mismos pasos mencionados en la skcon@uio

rico (Materiales y Métodos).

Rel 1/25 MM/MM Rel 1/25 MR/MM Rel 1/50 MM/MM Rel 1/50 MR/MM

—

- sl B— :

- -~

- f‘ -
- - —

Figura 2.10 Expresion de MBRPNS1 en MM M9 en diferentes condiciones de precultivo y
cantidad final de glucosa.Se realizaron preultivos para mantener una relacion 1/25 é 1/50 con el
cultivo final, partiendo de medio minimo (MM) o medio ri¢MR). Para cada una de estas
condiciones sensayaron cantidades de 1, 1.5 y 2 gramos por litro de glenoslcultivo final. La
flecha indica la banda de expresion de MB®1.

Se logré obtener cantidades significativas de NS1 separada de MBP y pahac&ms
Con el desarrollo del protocol@scripto se logré un rendimiento de ~2 mg/L de NS1 marcada
con™N y un rendimiento de ~1.5 mg/L de NS1 marcada'ddry =3

II.6 Rendimiento de protocolos desarrollados para la expresion a escala de NS1

La tabla 111 muestra el rendimiento obtenidorpdos diferentes protocolos de expresion
y purificacion de NS1 desarrollados, utilizando dos sistemas de expresiontdgeza medio
rico o medio minimo para marcacion con Nitrégena® IZarbono 13. En forma comparativa se

muestra la DO 600 nm final @inzada y el grado de pureza parcial y final obtenidos.
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Tabla 1.1 Rendimiento de la purificacion de NS1 obtenida diferentes protocolos a escal
preparativa.

DO Rendimiento Parcial] Pureza Rendimiento Pureza
Protocolo utilizado 600nm | columna dafinidad | Parcial Final: NS1 Final
(P/ 2 litros de cultivo) Final mg mg/L (%) mg mg/L (%)
: 6 3
6xHIs-NS1 enMR 3.8 (6xHisNS1) | (6xHisNS1) > 80 4 2 > 95
80 40
MBP-NS1 enMR 46 | wepnsy | weensy | 85 20 10 > 95
MBP-NS1 enMM (s/ 2.2 s/d s/d > 85 4 2 > 95
marca) (29 glcL)
MBP-NS1 enMM: N 2.1 s/d s/d > 85 4 2 > 95
(2g glc/L)
. 15
MBEENST enM: =N 14 14 7 > 85 3 15 > 95

y B°C (1.5g glc/L)

Estos resultados indicaron que en todos los casos, luego de realizar un paso de
purificacion utilizando una columna de afinidad, la pureza de la muestradabfee superior
al 80%. Ademas, mediante la expresiéon de MBP-NS1 se logré un rendimiento gartiaing
por litro de cultivo de proteina de fusion y un rendimiento final de NS1 cortadd8Bele ~ 10
mg/L de cultivo, unas 10 veces el rendimiento del Unico antecedente publicadg ¢irkjp
veces mayor al rendimiento de la purificacion de 6xHis-NS1. El rendimientopaeificacion
de NS1 que fue expresada en MM M9 resulto ser altamente satisfasiemido el rendimiento
de NS1 marcada con Nitrégeno 15 similar a la prueba a escala sin (magmg/L) y

ligeramente superior al rendimiento de NS1 doblemente marcada.
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I1.7. CONCLUSIONES

Expresion recombinante en nadio rico

Se realizo el clonado del gen de NS1 de RSV correspondiente al subtipo2viiaé A
utilizé un gen sintético con codones optimizados para expresion en célulasopascari

el cual fie introducido en 3 sistemas de expresion: uno de no fusion, otro que expresa a
NS1 con un tag de histidina y por ultimo otro sistema que expresa a NS1 dasiolza
proteina MBP.

Se logr6 sobrexpresidn para los 3 sistemas propuestos. La disminuciéma de
temperatura, previo a la induccion con IPTG resulto clave para obtener nitededea
expresion soluble. La excepcidén a esto lo constituye la expresion de NSisiém f
donde no se pudo obtener proteina soluble y la solubilizacion de los cuerposisién

y replegado resulto negativa.

Se desarrollaron dos protocolos de expresion a escala y purificacion de NS1. El
rendimiento del proceso de purificacion, a partir de la expresion de NS1 fuséfeda
proteina MBP fue de ~ 10 mg por litro de cultivey valor muy superior al Unico
antecedente disponible en la literatura. La proteina se obtuvo en homogeneidachy c

alto grado de pureza.

Expresion recombinante en medio minimo

Se logré buena expresion en medio minimo utilizando la cepa C41 y at geeto
expresa la fusion MBIRIS1. Al protocolo general establecido para medio rico se debid
ajustar condiciones como volumen Yy tipo de precultivo y cantidad final de gleicata
cultivo para obtener los mayores niveles de expresion.

A partir de este protolo se pudieron obtener cantidades significativas de proteina
purificada simplemente marcada c6N y doblemente marcada cOiN y *°C para ser
utilizada en estudios de caracterizacion estructural por RMN.
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ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES CONFORMACIONA LES DE NS1EN
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Como se menciona en la introduccién, NS1 es una prqiaiada cual se dn reportado
multiples blancos celulares y que tiene un rol clave en el mecanisimmuaieo evasion de RSV
en la infeccion tempranges una proteina pequefia de 15.6 KDa, con un alto grado de
conservacion en sgecuencia aminoacidicantre las diferentes santes humanas. Se ha
descripto un 87 % de identidad de secuencia entre proteinas del subtipo Admrsidsipo B.
Sin embargo, no se ha encontrado homologia de secuencia de aminoacidos en N&lgan ni
otra proteina.

OBJETIVO 2: Estudio de las pipiedades conformacionales de NS1 en solucion.

Para llevar a cabo este objetivo nos propusimos hacer uso de diferenteastécni
biofisicas y bioquimicas que nos permitan caracterizar ardf&inbinante en soluciéngual
es su dinamica conformacional eacion a diferentes condiciones de su entdrns.objetivos
especificos de este capitulo fueron

* Caracterizar la conformacion nativa de NS1 en solucibn en cuanto a estructura
secundaria, terciaria y cuaternaria.

* Evaluar su estabilidad frente a diferent®ndiciones de pH y temperatura.

* Evaluar el efecto de estabilizadores de estructura secundaria comfbieldetanol y
otros solventes orgéanicos.

* Determinar el estado de oxidacion de sus 4 cisteinas.

* Analizar la presencia de dominios estructuralegpatedlisis limitada.

* Realizarestudios preliminares desonancia magnética nuclear (RMN).

111.1 CARACTERIZACION DE NS1Y SU CONFORJACION EN SOLUCION

En una primera instancia, nos propusimos caracterizar a través de difégeniess
espectroscopas a la proteina NS1 obtenida por expresion recombinante. Estas técnicas
permitieron el andlisis de la estructura secundaria, terciaria y cusgtetaaNS1. El estudio del
contenido de estructura secundaria de una proteina puede realizarse a ttawésridea de
dicroismo circular, la cual se basa en la absorcion diferencial dérdutammente polarizada
por parte de los enlaces peptidicos en el UV lejano-2690nm)[73]. EI cromé6foro més
significativo en el UV lejano es el enlace peptidico (tipo amida)dsi qie su absortividad
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molar depende de los diferentes elementos de estructura secundaria quesndanpoateina
(a- hélice, l1aming3, etc). Para el estudio de la estructura terciaria de NS1 utilizamosinico
triptéfano como sond@luorescenteintrinseca. Los triptéfanos son aminoacidos hidrofobicos
gue habitualmente se ubican en zonas protegielasolvente acuoso, donde encontramos una
baja constante dieléctrica. El espectro de emisién de fluorescehaidlldeindol del triptéfano
depende de la polaridad del entorno en el que se encuentran con un maximo die etosi
350 nm cuando se ersntra en un entorno polar y a los 310 nmndaase encuentra en un
entorno @olar[74].

El analisis del espectro de dicroismo circular en el UV lejano g8tarevela un
minimo a 210 nm con un maximo a 195 nm, lo cual natittoye un espectrocaracteristicale
un tipo deestructura secundarnparticularsino que corresponde al aporte conjunto de elementos
de estructura secundaria tipehélices y lamina$, en forma similar a como fue previamente
publicado[15]. En cuanto a su estructura terciaria, NS1 presenta su Unicoanipt(/90) en
un entorno hidrofdieo, oculto al solvente, mostrando un espectro de fluorescencia del mismo

con un maximo de emisién a los 326 nm (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Espectro de Diecoismo circular y Fluorescencia de NS1(A) Espectro de CD en el UV
lejano. (B) Espectro de fluorescencia del triptofanondggntracién de proteina: 1M en tampén
quimicoTris-HCI 10 mM pH8.0, 0.2M NaCl con 1 mM DTT

Con el objeto de analizar el estado de oligomerizacién de NS1 y su gradpetsidlis
en solucién se utilizo la técnica de dispersion de luz laser dinédDli&). Esta técnica permite
conocer la distribucion del radio hidrodinamico de Stokes (Rs) de las particslasteseen una

solucién y solo en el caso de particulas globulares permite determipessmolecular (Gast,
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2005). Lha muestra de NS1, a una concentracion de 30 uM misstpdesencia de una
poblacion mayoritaria de particulas monodispersa en solucidén, presentando la especi
mayoritaria un diametro hidrodinamico de 4.1 + 1.4 nm (Figura 3.2, A). Para comptetar es
analisis, se recurrié a la técnica de dispersion de ez &statica (SLS) acoplada a una columna
de filtracion molecular. Esta técnica permite aigablaciones de especies en solucién y
determinar a partir de sus propiedades de dispersion su peso molecular (Gast,| 20@hsi&
de NS1 por SLS revel6 umigzo pico de indice de refraccion homogéneaespondienta una
especie de peso molecular de 17.4 + 1.6 KDa (Figura 3.2, B).

Los resultados obtenidos por estas dos técnicas indican que NS1 se ercudbtraa
homogénea, con una conformacion monoo@éy globular en solucién, de acuerdo al peso

molecular esperado del analisis de la secuencia de aminoacidos (15.6 KDa).
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Figura 3.2. Estado de oligomerizacion de NS1(A) Distrubucion del tamafio de particulas en
solucién por DLS de una restra 30 pM de concentracion. (B) Peso molecular, calculado por
dispersion de luz estética. La linea continua representa dlqediusion de la columna de filtracion
molecular, medido por absorbancia a 280 nm. El peseaulalr calculado se obtuvo conum
promedio de la sefial dandice de refraccion (puntos azules).

1.2 EFECTO DEL pH SOBRE LA ESTRUCTURA Y CONFORMACION DE NS 1

En el espacio intracelular el pH es regulado por distintos sistenfigs Sin embargo
este no es uniforme en las diferenkecalizaciones subcelulares siendo muy diferente el pH del
citoplasma, con un valor de 7.4 £ 0.3, al de las diferentes organelas.dtgeasi, los lisosomas
encontramos un valor de pH &cido (5.0 £ 0.5), los endosomas y aparato de golgi son algo ma:
alcalinos que los lisosomas (6.0 + 0.5) mientras que el nucleo sélo es ligeran@nécido que

el citoplasma. A su vez, la invasion de una célula por virus induce esilétivo que modifica
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los valores intracelulares de pH. Por estos motivos nos propuswvaluar en efecto que
provoca el pH sobre la estructura de NS1.

Para realizar este experimento, utilizamossalucion amortiguadorde rango amplio
gue nos permitié realizar un barrido desde pH 3.5 hasta pH 9. Las muestrasrogadas en
cada codicién por 4 horas, luego fueron centrifugadas y se recupero la proteina presente en la
fraccion soluble. Evaluamos el cambio de estructura secundaria analizasgecto en el UV
lejano de dicroismo circular, el cambio en la estructura terciaria mesniido la fluorescencia
de su triptéfano y la existencia o no de oligomerizacién por dispersion de luz dindmica.

A medida que se disminuye el pH del medio, se observa un cambio en rabnaligli
espectro de CD con un incremento de la elipticidad negdigara 3.3, A), mostrando un
incremento de estructura secundaria, lo que podria deberse en parte por un increment
minoritario en el contenido dehélices, pero principalmente por el incremento en el contenido
de estructuras tipo lamingls como lo sugie¥ el analisis del espectro diferencia entre la especie
a pH 8 y la especie a pH 3.5 (Figura 3.3 A, recuadro). A su vez el caml@mastedza por el
cambio en el minimo de elipticidad negativa, que pasa de 210 nm a pH &m 216H 3.5. A
partir del aalisis de la transicion de la elipticidad molar a 216 nm se observaidambrusca
en la misma (Figura 3.3, B), en valores inferiores a su punto isoeléctricoo t€a¢. En
relacion a este valor es donde se observd la menor absorbancia a 280 nn3(BigG). Cabe

aclarar que no observamos agregados insolubles macroscépicos en ninguna de las reacciones.
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Figura 3.3. Efectos inducidos por el pH.(A) Elipticidad molar en el UV lejano a diferenteslores

de pH. En elinsertose observa el espeatdiferencia entre los espectros a pH 8 y 3,5. (B) Elipticidad
molar a 216 nm a los diferentes valores de pH. BEraladro se muestra distribucién de tamafio de
las particulas a pH 8 y pH 4,5. C) Centro de masa deffaipt (CSM) y absorbancia a 280 nha
flecha indica el valor del CSM correspondiente a l84plegada. Estos experimentos fueron hechos
en ura solucién amortiguadome amplio rango (20 mM THECI, 10 mM acetato de sodio, 10 mM
MESy 1 mM DTT) a 20 °C.
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El analisis del centro de masafti@rescencia (CSM, de sus siglas en inglés) no mostré
cambios significativos en el rango de pH estudiados (Figura 3.3, C), lo que indistepeia
de la estructura terciaria en relacién al entorno del triptéfano en todas las condiciones nsayada
Pa DLS se determiné que a pH acidos NS1 oligomeriza y estas parewtasuentran
monodispersas en soluciéon. El tamafio observado fue de 32.7 £ 3 nm (Figura 3.3, recuadro di
B). Estos resultados indican que los oligobmeros formados a pH bajo tienen womgenido de

estructura secundaria tipo lamina beta.

1.3 EFECTO DE LAT EMPERATURA SOBRE LA ESTRUCTURA DE NS1

Luego de evaluar la estabilidad de NS1 en funcion del pH del medio, nos propusimos
investigar el efecto de la temperatura para determsarestabilidad conformacional,
particularmente en rangos compatibles con actividad biolégica. El efedctwdghento gradual
de la temperatura sobre proteinas globulares en general lleva a su dezaecituradin forma
cooperativg75], lo cual puede ser monitoreado por dicroismo circular en el UV lejano como
una pérdida de su estructura secundaria.

En este experimento, analizamos los cambios producidos por el incremento de la
temperaturan relacién a su estructura secundaria, por cambios en su espectro de CI¥ en el
lejano. Para ello se aplicé un gradiente de temperatura entre los 10 °C ya 8m& velocidad
de barrido de 3 °C/min, se tomaron espectros en el rango de ZBDnm ads diferentes
temperaturas y se monitore6 la sefial a 220 nm en funcion de la temp&aturl. fin de
evaluar el efecto de la fuerzanida sobre la estabilidad térrajarealizamos este experimento en
dos camdiciones de concentracion de cloruro de sod@ una lado se eligié una concentracion
de moderada fuerza i6nica (0.2 M de NaCl) con la cual se realiza fizgmidn de NS1 y se
almacenarios diferentestocksy por el otro se eligié una condicion de baja fuerza idnica, sin
cloruro de sodio en @ehedio.

I11.3.2 Efecto de la temperatura a 0.2 M de cloruro de sodio

Cuando se sometid a NS1 a un incremento gradual de temperatura, utilizaachpm
qguimico conteniendo 10 mM Tris pH 8, NaCl 0.2 My DTT 1 mM, se observé una pétdida
sefial por aggacion con un 50 % de este cambio a los 55 °C, observandose la formacién de
agregados macroscopicos al finalizar el proceso (Figura 3.4). Al realizarrieloinverso, no

se observaron cambios en la estructura secundaria, indicando que este proeasrsble.
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Figura 3.4. Efecto inducido por la temperatura a modrada fuerza iénica.Espectro de dicroismo
circular en €UV lejano, comenzando a los 26 y finalizando a los 80 °C. En el recuadro se observa
el cambio en la elipticidad a @2m. Se utilizé una solucion contenieriddmM Tris pH 8, NaCl 0.2
My DTT 1 mM con una concentracion de NS1 deuds.

I11.3.3 Efecto de la temperatura a baja fuerza iénica

El efecto de la temperatura en condiciones de baja fuerza iéniaadlizadoseparando
previamentea cloruro de sodio presente en la muestra stock, utilizando una columna de
desalado PELO (GE Healthcare). A medida que fuimos aumentando la temperatura, observamos
un incremento en la elipticidad negativa con un cambiel erinimo, pasando de 210 nm a 216
nm, lo que sugiere un incremento de estructura secundaria. El andlisipet#tcediferencia
entre la especie inicial y la especie final indica que la esfieal a 80 °C tiene una estructura
secundaria con predominio de lamirmeta (Figura 3.5 Ainsertg. Observamos una transicion
cooperativa que comenzo a los 45 °C y finalizé a los 65 °C, con una Tm apdoni® °C, un
proceso que resultd ser también irreversible (Figura 3.5, B) Cabe aclarar gaeoheervo
agregaciormacroscopica, ni precipitados luego de centrifugar, lo que indica que lasesspeci
formadas son solubles y termoestables. Como la temperatura a la igieasel proceso es
relativamente baja, nos propusimos realizar un analisis cirggticel fin de ealuarel efecto de
la temperaturan la reaccion de formacién de la especie tetizandoexperimentos dealto
de temperatura. En este experimento utilizamos NS1 equilibrada g quéCluegofue
transferdaa una cubetaonteniendo solucion THAICI 10 mM pH 8.0equilibrada a diferentes
temperaturas yse monitorearon los cambios producidos en la elipticidad a 220 nm por
dicroismo circular. En la Figura 3.5 C, se muestra graficada la vida medaddé'salto” en
funcion de la temperatura. Se observan klaciones lineales, donde la zona de cruce ocurre a
los 45 °C.Esto indicaria que a temperaturas superiores a 45 °C el proceso es ragidades
cambios en la velocidad de formacion al aumentar la temperatura. Pordotrpda debajo de
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los 45 °C el proceso es sensiblemente mas lento a medida que se dismiremypdeatura. Esto
indica, que aunque en forma lenta, el proceso de formacién de la espede petduce en
temperaturas dentro del rango bioldgico.
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Figura 3.5. Efecto inducido por la temperatura a baja fuerza idnica A) Espectro de dicroismo
circular en el UV lejano, comenzando a los 10 °C y finalizande 80¢C. En el recuadro se observa
el espectro diferencia entre nstra calentada y sin calent®). Barridotérmico de muestrealentada

y enfriada, siguiendo la elipticidad molar a 220 r@).Cinética de formacién de la especie beta,
dependiente de temperatura: se muestran las vidas medias destastes de velocidad de cada fase
principal a partir de un ajuste del procesona simple exponencial. En el inserto se muestra una
cinética realizada a 55 °C.

Como al disminuir el pHe observda formacion de oligobmeros solubles que mostraron
gananciay tipo de estructura secundar@ecidimos determinar si la especie beta spiédorma
por tratamiento térmico corresponde a un oligdmero. Para mlémimos por DLS la
distribucion de particulas de la especie calentada y luego enfriada eeriubeja ionica,
observando que nuevamente se forma una especie oligomérica, la cuatos&rdéen

monodispersa en solucion (Figura)3.6
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Figura 3.6. Distribucion del tamafio de particulas pr DLS. Se muestra la distribucién de NS1
antes de ser calentada (azul) y luego de ser calentada y enfriada (rojo).
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[11.4 ESTUDIO DEL EFECTO DE COSOLVENTES SOBRE NS1

Dado quecambios sutiles déemperatura y pH inducen la formacion de oligbmeros
esféricos solubles, nos propusimos investigar el efecto inducido por diferelvtastes. Los
solventes elegidos tienen rangos de diferente constantéctdied y son conocidos por
estabilizar estructuras pexistentes. Los solventes alcohdlicos utilizados fueron el
Trifluoroetanol (TFE), etanol y-gropanol. Con ellos se realizaron titulaciones crecientes a una
solucién conteniendo NS1 a una concentraanicial de 5uM y se midié el cambio producido
en la estructura secundaria por dicroismo circular y la distribucion del tategyaticulas por
DLS, de una condicién elegida para cada solvente.

La titulacion con concentraciones crecientes de isoprbpgnetanol provocod la
formacion de estructuras ricas en laminas beta, de acuerdo a los espeatrdsV lejano de
dicroismo circular (Figura 3.7, A y B). La titulacion con TFE también provocécestdio,
pero esto fa seguido de la formacion de estruetutipo alfa-hélice (Figura 3.7, C). Cabe
recalcar que todos los solventes probados, en altas concentraciones produjeroaciarfaten
estructuras alfélices (no se muestra), siendo el TFE el que lo provocd en mayor grado estos

cambios yrequiriéndose&oncentraciones menores.
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Figura 3.7. Efecto inducido por solventes organico$Se muestra el efecto inducido por titulaciones
con 2propanol en A, etanol en By trifluoretanol en C, respectivamenigorentaje inicial y final
de cada solvente esta inddo en cada gréfico. Los insertos corresponden a mediciones SodeDL
la distribucion del tamafio de particulas pafa@anol al 30%, etanol al 50% y TFE al 15%.

Al analizar el tamafio y dispersion por DLS de las especies formadasia solvente en
las concentraciones donde se observa la presencia de especies ricasasnbléta, observamos
gue se forman oligdémeros monodispersos en solucién. El tamafio observdd®? ftiel.3, 91.3

+ 3.3, and 295 £ 1.8 nm de didmetro para etanol, isopropanol, yré@gtectivamentéigura
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3.7, inserto) A través deestos resultados, podemos concluir que en las condiciones de solvente
ensayadas, se forman oligobmeros esféricos y solubles aunque de tamafio variable.

Si comparamos estos resultados, con los obtenidosrgtamiento térmico o pH, los
espectros de dicroismo circular en el UV lejano se superpmiahlementéFigura 3.8). Esto
nos indica una alta tendencia de NS1 monomérica hacia la formaciértadeessucturas
oligoméricas con alto contenido de lamifla®en su estructura secundaria través de
modificaciones de distinta naturaleZaesta especie oligomérica y soluble (particularmente la
obtenida por tratamiento térmico) la llamarendesaqui en adelante NS1SOs, de oligbmeros
esféricosde sus siglas eimglés, siguiendo una nomenclatura utilizada en nudaboratorio

(ver Capitulov).
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Figura 3.8. Cambios conformacionales inducidos por las diferentecondiciones probadasSe
muestran los espectros de CD en el UV lejano de BSIBoducidgor tratamiento térmice—) y
de NS1 incubada a pH 3.5 €---). A su vez, se muestran superpuestos los espectidSHeon

33% de etanol{— - —), 28% de Zpropanol ... )y 15% de TFEL — ).

ll. 5 ANALISIS DEL ESTADO DE OXIDACION DE NS1

NS1 contiene 4 cisteinas:2€, C66, C98 y C109, las cuales se encuentran muy
conservadas en NS1 de los diferentes subtipos virales humanos y su variantedoonvjoe
poco conservadoen la variante murina (ver Capitulo 1). Dado que no hay una estructura
disponible en la literaturani antecedentes de trabajos que estudien las propiedades redox de esta
proteina, nos propusimos determinar el estado de oxidacion de los grupos sulfhidsilasde e

cisteinas Estos resultados pueden configurarpumto de partida para determinar su plesi
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implicancia en alguna de las multiples funciones de,N&Igue la oxidacion de cisteinas con
formacion de puentes disulfuro no sélo puede tener un rol estructural sino tener una
consecuencia sobre una actividad funcional. Con este objetivo, hicimds diéstintas técnicas
gue nos permitieron determinar el estado de oxidacion tanto para NS1 monowm@icpaca
NS1 oligomérica btenida por tratamiento térmico (NS1SOs).

En una primera instancia, se midieron los sulfhidrilos libres por la técolcémétrica
del 5,5%ditiobis (acido 2nitrobenzdico) DTNB. Esta técnica se basa en la cuantificacion del
acido trinitrilo benzoico (TNB) que se libera como producto de la reaccion ergtdfloiarilo y
el DTNB, midiendo la absorbancia a 412 nm. Como latngdad de cada grupo sulfhidrilo con
el reactivo se encuentra limitada por la accesibilidad del misenatilizé un control con alta
concentracion de desnaturalizante (en este caso cloruro de guanidinio) enasl 4uisteinas
se debieron encontragducidas. En este experimento se observé que, para NS1 monomérica se
midié un valor de 3.5 sulfhidrilos libres, contra 4.2 sulfhidrilos libres para el camrél M
Gdm.Cl, indicando que las 4 cisteinas presentan sus grupos sulfhidrilos litivesI(ITH). Para
NS1SOs se obtuvo un valor de sulfhidrilos libres de 3, en relacion al valor degpries M de
Gdm.Cl, que fue de 3.7, indicando que en la especie oligomérica obtenida poretratami
térmico hay cisteinas que se encuentran oxidadas o biemtwengarnparcialmente ocultas al

solvente

Tabla Ill.1 Cuantificacién de sulfhidrilos libres para NS1y NS1SOs.

[SH] NS1 [SH] NS1SOs
DTNB 3.5 3.0
DTNB (5M Gdm.Cl) 4.2 3.7

Se muestran los valores obtenidos mediante la &@dei®@TNB y su control en 5Me
Gdm.Cl para diferenciar grupos no accesibles.

Para obtener méas informacion sobre el estado de oxidaciéon de NS1SOs yndetermi
se producen puentes disulfuro en esta especie, realizamos geles SDIHIBESe tratd a
NS1SOs en presencia y ausencia del reductor ditrioteitol (DTT). Como contitilizea NS1
monomeérica, que como ya se mencionod, presenta sus 4 cisteinas reducidas3(gjgia
todas las condiciones se observé que NS1 tuvo una movilidad electroforéticaaratieste
mayoritariamente como una Unica banda, correspondiente al peso molecular del rmoAbme

incubar a NS1SOs en condiciones no reductoras se observé una banda entre los 23y 36 KD

60



Capitulo IlI- Propiedades conformacionales de NS1

(ausente cuando se trata con el DTT o en el control con edbmesn) lo que indicaria la
presencia de especies oxidadas. En un experimento independiente, se inculmdondiBdrica

a 35 °C por 8 dias. Al cabo de ese tiempo se observo la formacion de Ngs8@salizo por
espectrometria de masa MALDDF la preseria 0 ausencia de especies oxidadas. Se debe
tener en cuenta que esta técnica no brinda informacién cuantitativa yayseheia de especies
oxidadas no es suficiente evidencia para descart@xistencia Como control se utiliz6 a NS1
monomeérica a tiemp cero del experimento. Observamos un pico principal de 14354 Da,
indicando degradacion parcial de NS1 a lo largo del experimento. Se observo uniqsco a
28575 Da, similar a la especie observada en el experimento anteriofP@EBE y que
indicaria la pesencia de una especie oxidada, y dos picos a los 43403 y 57426 Dalton que

podrian deberse a impurezas que quedaron de la purificacion y/o especies oxidadas.
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Figura 3.9 Andlisis de presencia depuentes disulfuro en NS1SQslzquierda: SDFAGE de
NS1SOs tratada en presencia 0 ausencia de reduetdledha indica la presencia de una especie
oxidada. Como control se utiliz6 a NS1 monomérica. Derecha: Anatisisspectrometria de masa
MALDI -TOF de NS1SOs (en rojo) y NS1 monomérica (en aEllyalor de peso molecular de cada
especie observada se indica por encima de cada pico.

Globalmente estos resultados indican que NS1 en condiciones nativas siene
cuatro cisteinas en estado reducido. Al oligomerizar, observamos que se fopaciese

oxidadas, aunque un porcentaje mayoritario de NS1SOs se encontré en estado reducido.
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l1l. 6 ANALISIS CONFORMACI ONAL POR PROTEOLISIS LIMITADA

Para el estudio de la conformacion de una proteina frecuentemente rédsigtaniminar
la accesibillad de sitios corte que esta presenta por parte de diferentes proteéizsasddJt
enzimas que reconocen multiples sitios en una proteina como la tripsinaatrgpsina uno
puede evaluar la flexibilidad de la cadena polipeptidica, localizando regiangalmente
plegada® altamente dinAmicdg6]. Por otro lado, esta técnica resulta util para la identificacion
de dominios de plegamiento, siendo que cuards oompacta sea una regidn mas resistente
resultard al corte por estas enzimesnstituyendo fragmentos limitde corte. Luego estos
fragmentos pueden ser identificados por espectrometria de masa y ser au@togdo y
expresion en forma independiente

Utilizamos las enzimas tripsina y quimitripsina incubando a NS1 eedtfs tiempos y
concentracion de enzima (Figura 3.10). Observamos que NS1 es degradada casi ptw aomple
las 2 hs, en todas las condiciones probadas, sin que se observen fragiméetsle corte,
resistentes a la accion de las proteasas. Estos resultados indicAlShjysodria contener
regiones flexibles o parcialmente plegadas en las que se encuentsmesitorte accesibles
para estas enzimas. Por otro lado dado que NS4 tiertamafio pequefipodria ser que la
proteina no contenga mas de un domino estructural. Sin embargo, resultaria Gtiluprobar

namero mas amplio denzimas paravaluar posibles digestiones alternativas

A 1/20 1/50 B 1/20 1/50 _ 1/200
__ 5 2hs A 5 2ns 5 2hs 2hs
-
— ————
18

L :
" - L e -
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Figura 3.10. Protedlisis limiada de NS1 con Tripsina y Quimotripsina. A) Se muestra
digestiones con la proteasa tripsina incubando a 37 °C y deteniendalénealos 5 y 120 minutos,
en las relaciones m/m sefialadas. Se partié de un stock 0.5 degéntzima y 0.5 mg/ml de NS1. B)
Digestiones utilizando quimotripsina incubando a°87y deteniendo la reaccion a los 5 y 120
minutos en la relaciones m/m sefialadas. Se utilizétock de proteasa a una concentracién de 1
mg/ml y una concentracién de NS1 0.5 mg/ml (ver Maesig Métalos).
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[ll. 7 ESTUDIO CONFORMACIO NAL POR RMN

La utilizacion de resonancia magnética nuclear para el estudio de atesoda de
gran utilidad ya que tiene la posibilidad de brindar informacion no sélo acelazesguctura
sino también de la dindnd@cconformacional de una proteina dada. En el caso de NS1 luego de
optimizar las condiciones de expresion en medio minimo para la marcadebprdéeina con
los heteronticledSN y *°C, descripto en el Capitulo II, nos propusimos estladinediante esta
técnica.

En una primera instancia se realizO un espectro monodimensional, para evaluar
dispersion y plegamiento de NS1 (Figura 3.11). Este experimento mostro una disgersion
picos adecuada para una proteina de 15.6 KDa, con buena definicion de piaaggan
amidica y sefiales a campos altos, las cuales son caracteriicostilos en un entorno
hidroféfico como el ndcleo estructurado de la proteina. A su vez, a partir darexpes para
determinar el radio hidrodinamico de NS1, utilizando akaim como control internr7],
obtuvimos un valor de 21.6 + 0/ ligeramente superior a los 19.5 + ﬁaasperados para un
monomero globular de 15.6 KDA, pero inferior a un dimero para el cual se esperaiia de va
25.11 + 10 A [78].

Figura 3.11. Espectro monodimensiondiH de NS1.Se muestra la regién amida (derecha) y alifatica
(izquierda) del espectro del proton de NS1.

Dado que muchos experimentos por RMN requidaegos periodos de tiemgdias),
realizamos una extensa busqueda de condiciones para lograr aquella eNNBlcsed estable
por el mayor tiempo posible debido a su tenderciaxidarse y oligomerizar. Para ello,
evaluamos diferentes condicionesstéuciones amortiguadorgsH, tenperatura, fuerza idnica
y agentes reductorgno se muestra)A su vez, se ensayod el efecto estabilizante de diversos
aditivos como detergentes, glicerol, cloruro de guanidinio y concentraciones bafdsgetes
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organicos como TFE, con el objetivo dgrar un espectro de mejor calidad (lo que significa
mayor grado de estructuracion) y de incrementar la estabilidad de la proteilaggiGena
condicion desolucion conteniend@0 mM TrisHCI pH 7.5 0.2 M NaCl y 1 mM TCEP, como
reductor, determinando qen estas condiciones NS1 es estable por una semana a 25 °C.

En estas condiciones realizamos un experimento en dos dimensidres,
denominadoHSQC (correlacion heteronuclear cuantica simple, de sus siglas en ihglés).
dispersion de las sefiales faeeptable (considerando que observamos multiples resonancias
entre los 7.5y 9 ppm, Figura 3.12, A). Sin embargo se observé una distribucién irregular de la
intensidad de los picos, asi como el hecho que multiples resonanai@siseagon ausentes (se
observaron 70 de los 139 picos esperados). En forma similar, experimentos prelirdihares
(*H/*>N/**C) HNCO, los cuaks se realiza para correlacionar conectividades del esqueleto de la
cadena peptidica entre €0 y 'H del enlace peptidico de un aminoacydel **C del carbonilo
del aminoécido precedente, detectamos sélo 69 de &&iBs peaks” esperados (Figura 3.12,
B). Posteriormente, realizamos el experimento CBCA(CO)NH, el cual permitesigmacion
secuencial del esqueleto de residuos amino&eibosrrelacionar resonancias dely *°N del
enlace amida de un aminoacido con las resonancid$Gtel(carbono alfa) y*CB (carbono
beta) de su residuo precedente. El resultado de este experimento no fas@adissiendo que
se obtuvieron solo &cross peaks” de los 83esperados. Esto imposibilitd asignar las sefales

observadas en el HSQC a sus residuos aminoacidos correspondientes.
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Figura 3.12. Espectros HSQC y HNCO de NSDerecha: HSQQCealizado a 25 °C con NS1 aau
coneentracion de 300 pM en tampdD mM TrisHCI pH 7.5 conteniendo 0.2 M NaCl y 1 mM
TCEP Izquierda: se muestra la proyeccion en el pfhd°N de un experimento HNCO realizado
con proteina marcada clif/**N/**C en las mismas condiciones mencionadas pat&eIiC.

64



Capitulo IlI- Propiedades conformacionales de NS1

El hecho de que no se observe un tercio de los picos esperados para NS1 puetla debers
intercambio con el solvente a pH basico o a intercambio conformacionadll@msancha los
picos no permitiendo su deteccion. Al disminuir el pH no aparecidiorero significativo de
picos, lo que sugiere que las sefiales ausentes podrian estar presentandmbioterc
conformacional. Para confirmar esto, realizamos experimentos de dinAmicanuedides el
tiempo de relajacién transversacbn NS1 simplemente ancada cort®N (Figura 3.13). Este
experimento refleja el tiempo de rotacion de la proteina, siendo glergds surgen de
proteinas que rotan rapidamente, y por el contraricofos reflejan tiempos de rotacion mas

largos. De esta forma, este pardmetede a su vez indicar zonas méviles o flexibles en una

molécula.
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Figura 3.13. Histograma donde se muestra la districion de los tiempos de relajacion I Este
experimento se realiz6 duffer 10 mM TrisHCI pH 7.5 conteniendo 0.2 M NaCllymM TCEPa
25 °C en un espectrometro 600 MHz.

Se obtuvo un valor de,para 63 residuos aminoacidos, para los cuales el valor promedio
fue de 50.1 ms, lo cual es razonable para un mondémero plegado de 139 aminoacidos y dt
acuerdo a nuestras condicionegperimentales, aunque el valor esperado para un mondémero
compacto era ligeramente superidrsu vez, el valor de ;lobtenido mostré una dispersion
grande (con una desviacion estandar de 26 ms). Teniendo en cuenta que NS1 presdinta un ra
hidrodindmico onsistente con un mondémero globular, esta dispersion del vajforetle ser
debido a movimientos internos en NS1. De hecho, algunos residuos aminoacidos
experimentaron valores de, Significativamente mayores al volumen global de la proteina,
indicando fueiemente que estas regiones pertem@ceonas flexibles de NS1, posiblemente de
los extremos No Gterminal de la cadena polipeptidica. Sin embargo, muchos “cross peaks”
mostraron valores de,as bajos al promedio. Estos picos son candidatos a stéricambio

conformacional en el orden de los microsegundos a milisegundos. Tipicamente, los
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movimientos lentos que causan esto son debideasr@glos conformacionales. Entonces, estos
resultados sugieren que NS1 en solucion contiene una porcion deéaulmojue experimenta
cambios conformacionales que podrian explicar la ausencia de por lo menos diguoss
picos que no vemos en el HSQC.

En resumen, NS1 existe como un monémero en solucién, en el cual parte de su
molécula experimenta movimientos imes. Para determinar cuales son estas regiones es
necesario asignar los residuos aminoacidos que se observan en los esp€@gmtéSealizar

experimentos de dinAmica a mayor detalle.

111.8 DISCUSION

En el pesente capitulo se describéas propiedagls conformacionales de NS1 en
solucién utilizando diferentes técnicas espectroscopicas. NS1 es obtemidéorma
recombinante como un monémero homogéneo en solucion con un peso molecular de 15.6 KDa
de acuerdo al analisis de su secuencia de aminoacidoRMN determinamos un radio
hidrodinamico de21.6 A, indicado gue el monoémero se encuentra plegado y con una estructura
globular.Esta proteina presenta una estructura secundaria con predominio en lataigambe
minoritario aporte de alfhélices. Suunico trippfano se encuentraculto al solvente
posiblemente dentro del nicleo estructurado de la mojdoutpue es de gran utilidad para el
analisis de transiciones y como se describe mas en detalle apitllaclV, podemos
monitorear el comportamiém de esta sonda intrinseca de la molécula para evaluar cambios
globales en la estructura terciaria de NS1.

Evaluamos el efecto del pH sobre la conformacién de NS1. Esta proteilbé estable
a diferentes valores de pH, sin cambios significativoudesguctura secundaria a eas por
encima de su punto is@etrico tedrico (5.7). Al incubar a la proteina a pH acido no solo no se
despliega, de acuerdo a los valores observados del centro de masa de sutéiaotrsino
que se observa un increntere estructura secundaria, a predominio de laminas beta. Esto a su
vez se corresponde con la formacion de estructuras oligoméricas que se amcuentra
monodispersas en solucion. El punto medio de la transicion esta alrededooddevaiH 50,
lo que sugere que estructuras monomeéricas podrian no ser las Unicas presentadasn cél
infectadas.

El incremento de temperatura tiene diferentes efectos sobre NS1 deperdbefrado

fuerza ionica del medio. En condiciones de moderada fuerza idnica, NS1naerdéza en
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forma cooperativa e irrev@ble, con una Tm aparente a los 55°C. En condiciones de baja fuerza
i6nica, NS1 no sélo no se desnaturaliza sino que gana estructura secundagiamanprele
laminasp, con formacion de oligémeros solubles. Estos oligbmeros son similares etraiame
(327 £ 0,4 nm) a los que son inducidos por el pH{323 nm). El comienzo de la transicion
hacia la formacién de NS1SOs, provocada por el aumento de temperatura casi48 &d, lo

que resulta compatible con valores fisiologicos.

El andlisis cinético & proceso de oligomerizacién a diferentes temperaturas muestra
gue la vida media del proceso se acelera 25 veces desde lo 40 a losctte¥ppndientes a la
Tm aparente obtenida de este experimento. Ademas, la naturaleza irre\daisiisbceso indica
que aun cambios pequefiosnducen irreversiblemente la acumulacion gradual de especies
oligoméricas a temperaturas compatibles con aquellas presentes en un entorno celular.

Al disminuir la polaridad del medio se observd un cambio en el equilibrio
confomacional hacia la formacion de oligdmeros, que de acuerdo a su espectro sienCD,
similares a NS1SOs, obtenidos por temperatura, sugiriendo una ruta y punto €owedlen En
el caso de isopropanol y etanol, estos solventes son considestaloiizants de alfahélices,
por lo que la formacion de estos oligdmeros con un incremento laminas betacg&mra su
estructura secundaria, indica una fuerte tendencia a la formacion de estas especies.

NS1 poseecuatro cisteinas, las cuales se encuentran mwsepadas en las diferentes
NS1 de los distintos subtipos virales. Encontramos que NS1 monomérica cantestes
residuos en estado reducido. Por otro lado, cuando la proteina oligomeriza por efeao induc
por la temperatura, observamos que coexistpaogss oxidadas con una mayoria de especies
reducidas. Futuros estudios son necesarios para determinar si estaascistefla su alta
conservacion, tienen algun rol funciondo obstante, los resultados obtenidos hasta el
momento no sugieren una trandicredox significativa.

Los estudios realizados por RMN indican que NS1 es una proteina plegada,cpata la
el andlisis de su radio hidrodindmico indica que tiene una estructura glotwlan cvalor de
21.6 + 0.6A, mientras que para un glébulo fundidain dimero los valores esperados serian de
22.4y 25.1 A, respectivamente. Estos datos nos sugieren una estructura bastante cempacta
solucién. Por otro lado, los espectros de HSQC muestran la existencia del@$3sdéales
esperadas para una proteide 139 residuos aminoécidos. Estudios de dindmica conformacional
indican que la ausencia de estas sefales es debido a que presactanbigeconformacional.
Entonces, estas regiones experimentan movimientos internos lentos, constitugaado z
flexibles de la molécula. Frecuentemente regiones flexibles han sido dasocian roles
importantes en relacion a la funcion de una proteina. Por lo tanto las propiditeaeicas de
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una proteina resultan esenciales para describir las bases estruatieradas funciones
biolégicas. Estudios futuros son necesarios para identificar estas regioviéss ren NS1 y
definir su rol funcionalLa determinacién de estructura tanto en solucion como en el cristal, atn

elusivas, resultan de fundamental importancia.
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Capitulo Ill—- Mecanismo dé’legalo de NS

Realizar estudios del plegado de proteinas es y ha sido histéricamentende gra
importancia en ciencias biologicas, y@e confiere informacion en relacion a como las proteinas
adquieren su estructura tridimensional, necesaria para que ejerzan su fun¢é&dé&ada del
'60, Christian B. Anfinsen demostrdo que la estructura tridimensional de una progeina s
encuentra cdficada en su secuencia de aminoacidos y que esta estructura defoieoel
funcion de la misma en lula (Anfinsen, 1973). Perl plegado no es un proceso al azar sino
gue existen “rutas de plegamiento” especificas para cada proteinasEstoasele la llamada
paradoja de Levinthal, en donde se plantea que si se dejara explorar togasiless
configuraciones para alcanzar el estado nativo de una cpdigreptidica de 101 amino acidos,

a una velocidad de 10s® serian necesarios ¥@fiospara probar todas (Levinthal, 196@a
paradoja de Levinthal consiste en que, no obstante, la mayoria de las psaegiiegan en el
rango de segundos 0 menBsto motivd numerosos experimentos disefiados para identificar y
caracterizar intermediarian el proceso de plegamiento. Al equilib@stos estudios permiten
analizar la estabilidad de dominios y subdominios. Al estudiar la @rsiicproceso, se obtiene
informacidn mecanistica de la reaccion de plegamiento.

NS1 es una proteina pequefaapia cual no se cuenta con una estructura disponible ni
existe homologia en su secuencia con otras proteinas en la literatura roeuckion). El
estudio del plegamiento de una proteina permite determinar su estabilidaey gatémetros
termodinamios e inferir informacién en relacion a su estructura nativa, asi como posible
conformaciones alternativas. Por otro lado permite identificar intermedéstigisles o cinéticos
que son de utilidad para establecer relaciones estrifano&n y conocer elrepertorio
conformacional de una proteina. En base a estos antecedentes fueron propusistoietss
objetivos:

OBJETIVO 3: Estudio del plegado de NS1

Se propuso estudiar el plegado de NS1 utilizando diferentes técnicas espectroscopicas y
biofisicasque nos permitan analizar los cambios producidos tanto en la estructura secundaria,
terciaria y cuaternaria para determinar el mecanismo de plegado. Los objetivos espkcificos
este capitulo fueron:

* Estudiar el plegado de NS1 al equilibrio.
* Evaluar la anética del desplegado de NS1.
* Evaluar la cinética de plegado de NS1.

e Determinar un modelo minimo para el plegado de NS1.
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IV.1 ESTABILIDAD Y PLEGAM IENTO AL EQUILIBRIO

IV.1.1 Desnaturalizacion de NS1 con cloruro de guanidinio

El estudio en relaciéon a &stabilidad de una proteina puede realizarse no sélo valorando
cambios en su conformacién en funcion del pH o de la temperatura, como fuptaesc el
capitulo 1ll, sino que se puede evaluar la estabilidad del conjunto de irteesscajue
mantienen plgada a una molécula mediante la perturbacion del equilibrio entre el estado
plegado y el estado desplegado, por el agregado de cantidades crecientes deteun age
desnaturalizante. Analizamos la estabilidad de NS1 mediante suulakzation quimica con
cloruro de guanidinio (Gdm.Cl). Para esto incubamos por 4 horas a 20 °C a NS1 con
concentraciones crecientes de este reactivo, para luego monitorear lassgaroducidos en la
elipticidad molar por dicroismo circular (CD) lo cual reporta cambida estuctura secundaria
y en el centro de masa de fluorescencia del triptéfano (CSM, Figura 4.1) lepoih cambios
enla estructura terciaria.

Observamos que NS1 se despliega siguiendo una Unica transicion altameniaigaope
entre la conformacion nativy su estado desplegado, observandose estos cambios tanto en su
estructura secundaria como en su estructura terciaria. En ambos caso® NME&4plego
completamente con concentraciones de Gdm.Cl mayores a 4.0 M. El proceso intrensés a
de replegadoqr dilucién a distintas concentraciones de desnaturalizante, refleja ouened
se produce en forma completamente reversible, donde a su vez al analksiadel de
oligomerizacién de la especie resultante luego del replegado observamos mgisenéa es
monomeérica. Esto nos permitio realizar un ajuste de los datos utilizand@delonde dos
estados al equilibrio (ver Materiales y Métodos). Este ajuste de los @éatcual se basa en un
método de extrapolacion lingd@9], permite obtener los siguientes parametros termodinamicos:
AG™°\y, m, y [D]so(Tabla 4.1) El parametratGH?9yy reflejael cambio de energia libre entre
el estado nativo y el estado desplegado extrapolado a 0 M de desnaturatiaardeuna
estimacion de la estabilidad conformacional de la molécula; el paddmes una meda de la

H20
G

dependencia dd con la concentracion de desnaturalizante y refleja la cooperatividad del

proceso; el parameti{®]so indica la concentracion de desnaturalizante la cual coincide con el

G"?°\yu y m. Observamos que en

punto medio de la transicion, obteniéndose del coceriteA
los cambios registrados por CD el punto medio de la trandigpfue de 3.9= 0.9M (Figura
4.1, Ay C). Este valor fue similar al analizar los cambios en elccdetmasa del espectro de

fluorescencia de su trifiano, obteniendo un valor de 4:10.6 M, con un corrimiento hacia el

72



Capitulo Ill—- Mecanismo dé’legalo de NS

rojo en el méximo del espectro de emision fluorescencia de su triptofarmaniddipérdida de

estructura terciaria (Figura 4.1, B, Dy Tabla 4.1).
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Figura 4.1 Desnaturalizacion indwida por Gdm.CI al equilibrio. A) Elipticidad molar de CD
en el UV lejano en funcion de [Gdm.CI] de experimentos de desibdeg) y replegado €). B)
Espectro de CD en el UV lejano de NS1 a 0 y 6M de@dl C) Centro de masa del espectro de
fluorescencia del triptofano (CSM, de la siglas eglén) en funcion de [Gdm.ClI, obtenido por
experimentos de desplegade)(y replegado {f). La linea continua en A y C corresponde al
ajuste de los datos a un modelo de dos estados (ver Materiddésoglos). D) Espectro de
fluorescencia del triptofano de NS1 a 0 y 5.6M de @&InE) Sefiales de CD en el UV lejang (
superpuesta con las sefalds fluorescencia(( nétese que la escala del CSM se encuentra
invertida para mejor visualizacién de la comparacién). Ft#&jglobal de los datos normalizados
de CD vy fluorescencia por desplegado y replegado. En el eje “x” sdrenleesoncentracion de
Gdm.Cl para cada set de datos, a cual se le sumé: +0; +10; €RPareBrealizar el ajuste global.
Todas las mediciones se realizaron a una concefrrdei NS1 de 1QM.

Al superponer ambas curvas de CD y fluorescencia, se observa que los cambios

inducidos en la estructura secundaria por el cloruro de guanidinio se producen en forma
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acoplada a los cambios en la estructura terciaria (Figura 4.1, E). Eliapistdual de los datos
de CD arrojé un valor déG"?% de 11.7+ 1.9kcal-mof'y de 3.0+ 0.5kcal-mol-M* para el
valor dem. Por el ajuste individual de los datos de fluorescencia se calcuélonde4G"*%y,
de 7.8+ 0.8 kcal-mot'y de 19 = 0.2 kcal-mol*-M* para el valor den. Estos valores si bien no
resultan exactamente iguales, dada la muy buena superposicion de las enrvasyprimera
aproximacion al modelo de plegado al equilibrio, se realiz6 un ajuste glodak di#atos
obtenidos por CDy fluorescencia en forma separada (Figura 4.1, F). A partir de este ajuste
global obtuvimos un valor del cambio en la energia libre en a¢@®%w) de 9.6 + 0.9
kcal-mol™ (Tabla 4.1) Para el pardmetrm se obtuvo un valor de 2Ktal kcalmol*-M™, el
cual se correlaciona con valores obtenidos para otras proteinas globulareafibesiamiar En
conjunto, estos resultados indican unadi@an entre dos estados al equilibriS8in embargo,
dada la diferencia observada en los valores de los parameti@ 'ty y my la no perfecta
superposicion de las curvas de CD vy fluorescencia, esto podria sugerir la pregeatgun

intermediario.

Tabla 4.1 Pardmetros termodindmicos del desplegamiento de NS1 al equilibrio

Parametros de termodindmicos

AG"%y m [D]so
kcal-mbl kcal-mof'-M* M
CD 11.7+ 1.9 3.0£0.5 39M=+=0.9
CSM 7.8+0.8 1.9+0.2 41M=+=0.6
Ajuste Global 9.6+ 0.6 25+0.2 3.8M+0.8

Parametros Espectroscopicos
CD (MRWa120m) CSM (cm)
Plegada Desplegada Plegada Desplegada

NS1 -6960=+ 90 -2970+ 74 29259+ 26 27445+ 29

Ha sido descripta una relacion proporcional empirica del pardmeibtenido en
experimentos de desnaturalizacion, con el cambio en el area expuestardesntre el estado
nativo y desplegada\@SA, de sus siglas en inglés). Esto fue corroborado para un grupo amplio
de proteinas globulares [80]. A su vez, el valoAd&A se relaciona con el numero de residuos

de una proteina globular. Por lo que para una proteina globular tipica, el valaiSdese
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puede calcular a partir de su tamafio y debe coincidir con el valor calculpddiradel
parametram. Utilizando el vabr dem obtenido del ajuste global, calculamos un valoAASA

de 7460 A. El valor dem se corresponde con nimero promedio de 90 residuos estimados
significativamente menor que los 139 residuos esperados para NS1, lo cuallaymiesencia

de regione accesibles al solvente en el estado nativo de la proteina.

IV.2 ESTUDIO CINETI CO DEL PROCESO DE DESPLEGADO

IV.2.1 Cinética de desplegado

Como parte fundamental de la diseccion del mecanismo de plegado de NS1, nos
propusimos investigar la cinética dstee procesoComenzamos estudiando la cinética de
desplegado monitoreando los cambios en la exposicion al solvente del UnicartaméfNS1,
el cual es indicador de cambios globales en su estructura terciaria $¢eomostré en los
estudios al equilibd), asi como monitoreando los cambios en la estructura secundaria de NS1 a
través de medidas de dicroismo circular en el UV lejano en funcionedgbdi Para esto,
realizamos experimentos de mezclado manual, donde NS1 nativa fue diluidaek0eve
solucibn del tampon Tris 10 mM a pH 8.0 con diferentes cantidades cloruro de guanidimio, a
concentracion final en el rango entre los 3.75y 7.0 M, luego de lo cual se nlstomeetica
de las diferentes sefiales en el tiempo. Para el ajuste de d¢sssdatitilizaron funciones

exponenciales, de acuerdo a la siguiente ecuacion:
F(t)=3 A, exp(—k,0)+F, (4.9)

DondeF(t) y F. corresponden a las sefales observadas tiempo definidd y a un
tiempo infinito, respectivamenté,, y k, son las amplitudes del cambio de sefal y constantes
observadas, respectivameptaa cada proceso exponengisdr Materiales y Métodospara el
analisis de los datos, se utilizo criterio donde el mejor ajuste de los datos fue aquel descripto
por el menor nimero de procesos donde se observd: 1) una dispersion al azar de r&iduales
una desviacion estdndar que sea menor o igual a 1/5 del valor del parameteon®jora en
el valor del Chi cuadrado, en comparacién con la funcién con menos parametros corséa cual
relacione.

El desplegdo de NS1 resulté ser un proceso simple y lento en todas las concentraciones
de cloruro de guanidinio probadas. Este proceso mostré6 quenhisosaobservados tanto por
CD como por fluorescencia resultaron ser completamente superponibles, obtenieticks ciné
similares (Figura 4.2 y Tabla 4.2).
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Figura 4.2 Cinéticas de desplegadd&e muestran las cinéticas de desplegado por Fluorescencia
(linea continua) y CD (circulos blancos). A) cinéticas realizada25aM de Gdm.Cl. B) Cinéticas
realizadas a 6.0 M de Gdm.Cl.

De acuerdo al criterio descripto, el analisis de los datos de fluorescestré que a
bajas concentraciones de Gdm.Cl (de53a75.0 M) las cinéticas se ajustaron utilizando una
funcion exponencial simple (Figura 4.3, A, Figura suplementaria A3 y Tabla supéeiac\1).

A 4.25 M de Gdm.Cl, la constante observada fuéldet + 0.@2) x 10°s?, indicando una vida
media de 605egundos para la reaccion de despleg&dsu vez, el valor relativo de amplitud
obtenido del ajuste de los datos, correspondio a un 100 % del cambio de sei@aldindice

en esta condicion se produce el total del desplegamiento y el mismospuedgicado por la
amplitud del cambio de sefial observada presencia de una Unica fase a esta concentracion de
Gdm.Cl indicé que solo 2 especies estan involucradas en el prdeestesplegadoAl
incrementar gradualmente la concentracion de cloruro de guianilhs curvas se ajustaron a
unafuncién exponencial doble, indicando la aparicion de una especie adicional a parfibde

M de Gdm.CI (Figura 4,3B y Tabla 4.2. Cuando estos datos fueron ajustadaina funcion
exponencial simple, las constantesservadas mostraron una dependencia no lineal con la
concentracion de Gdm.Cl y deseion significativa en los residualéBigura 4.3 y Figura
suplementari@3). Aun cuando los valores de las constantes obser{ladag.64+ 0.85) x 10

%y ka (2.39+ 0.19) x 10° a 6.0 M de Gdm.Clyesultan similares, el ajuste utilizando dos
exponenciales nos permitio identificar la fase principal de desplegamemual mostré una
clara dependencidéineal con la concentracion de Gdm.Cl junto con una fase adicianal

concentraciones mayores a@09M de Gdm.Cl Figura 4.1]1 detallado més adelapteLas
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amplitudes de las fases corresponden al 100% de cambio observado (ver anafigititddes
mas adelante).
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Figura 4.3 Cinética de desplegado con Gdml@nonitoreado por fluorescencia Se muestran
las cinéticas de desplegado, monitoreado por la fluoresceelctdptofano a 325 nm realizadas
por mezclado manual. A) Cinética realizada a 4.25M de cloruro dedinianiB) Cinética
realizada a 6M de Gdm.ClLas curvas fueron ajustadas utilizando funciones expdaleac
simples y dobles. La linea roja indica el mejor ajafteenido, con sus residuales (en rojo) debajo
de cada grafico. Se utilizé una concentracién de NBlpdd.

El andlisis del desplegamiento mimmeado por dicroismo circulaevelo la presencia de
una unica fase concentraciones de cloruro de guanidieittre 4.0 y 5.0 M. A 5.0 M la
amplitud de esta Unica fase se correspondié con un 100% de ampbiirvhrelel cambio de
sefial. De manera similar a lo observado por fluorescencia, se observo taipaseos fases
en condiciones de desnaturalizapte encima de . M (Figura 4.4, Figura Suplementaria)A4
A 6.0M de Gdm.Cl las constantes observadasoiu k; : (3.98+ 0.49) x 10’y ky: (1.98+ 0.21)

x 10% con un valor de amplitud relativa de 52% p#fay de 48% parak, (ver Tabla
Suplementaria A2)
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Figura 4.4 Cinética de desplegdo por Gdm.Cl, monitoreado por dicroismo circular. A)
Cinética de desplegado realizada a 4.25M de Gdm.CCiftica de desplegado realizada a 6M
de Gdm.Cl. Las curvas fueron ajustadas utilizando funciones exponersiiafess y dobles. La
linea roja indica el mejor ajuste obtenido, con sus resid{atesjo) debajo de cada grafico. Se
utilizé una concentracion de NS1 8@ M.

En la tabla 4.2 se muestran a modo de ejemplo los valores de las esnstmarvadas
a 4.25, 6.0y 6.75 M de Gdm.Cl por CD y fluorescencia, junto con el valor relativo de sus
amplitudes. Se observa que el valorkkdemuestra una clara dependenoien la concentracion
de desnaturalizante (como se muestra mas adelatdéeFégura 4.11 circulos negros). Por el
contrario, el valor dek; no mostrd variaciones con la concentracion de Gdm.Cl, en las

condiciones en las que fue calculada.

Tabla 4.2Constantes obtenidas para el desplegamiento de M&4[@dm.Cl]

[Gdm.Cl] Dicroismo Circular Fluorescencia
M) Ki(SY)" /AL (%) ko(SY 1 A2(%)  Ki(sY)/ AL (%)  ko(s)"/As(%)
(9.72+ 0.13) x 1¢* - (1.14+ 0.02) x 10° .
4.25 / 100% / 100 %
(3.98+ 0.49) x 1°  (1.98+0.21) x 16° (4.64+ 0.85) x 10° (2.39% 0.19) x 10°
6.00 /152 % / 48 % /38 % 162 %
6.75 S/ " (5.35+ 0.12) x 1¢®  (2.20=+ 0.32) x 1C°

175 % 125 %
“Constantes obseadas para cada condicién de denaturalizante, obdiel ajuste de los datos.
" Amplitudes relativas para cada una de las fasesiolai® Estas fueron calculadas teniendo en cuesta |
valores basales de NS1 plegada y desplegada.
# Sin datos.
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Las amplitudes y valores final@mto con los valores iniciales de referen@atenidas
por el ajuste de los datos de desplegado tanto por fluorescencia como pou@l2asen para
crear un gréfico de valores iniciales y finales de la8ntbs sefiales analizadas (Figdr8).
Esto es importante, ya que al analizar los valores basales inicialetes, podemos determinar
si las amplitudes calculadas se corresponden con el total del camisefiale observado.
Entonces, podemos determirsirexisten o no procesos rapidos que no sean explicados por las
amplitudes resultantes del ajuste de los datos. Los valores ini(iadgsa 4.5,A) fueron
calculados como la suma de las amplitudes y el valor final obtenidosgjuséd, para cada
condicbn. Se observd que los valores iniciales calculados se corresponden muy bien con los
valores basales (en condiciones donde no se produjo desplegado, de 0 a 3.0 M de Gdta.Cl).
analisismostro que el cambio total de cada sefial puede ser descoptpléamentepor las
amplitudes observadappr lo tanto descartando la presendm& procesos rapidos “burst
phase” del inglés, que ocurren durante el tiempo de mezdad)
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Figura 4.5 Gréfico de amplitudes de las constantesdbtenidas por el desplegdo por CD y
fluorescencia. A) Valores iniciales (t=0,A) y finales (t=«, o) de las sefiales de los
experimentos cinéticos de desplegado monitoreados por fluores¢&hciaCD (B). En ambos
gréficos los valores finales fueron calculados a partir de un @uptsencial, mientras que los
valores iniciales fueron calculadosneo la diferencia entre el punto final de cada cozti la
suma de las amplitudes de todas las fases observadas. Ssmrendorma superpuesta los datos
del desplegado al equilibrio monitoreados por el centro de masa de dermieso por CD en el
UV lejano ¢).

En conjunto, estos datos indican que el desplegado de NS1 es un proceso simple,
donde a concentraciones de desnaturalizante entre 3.75y 5.0 M la reaccionedmdegplede
ser explicada como un proceso monoexponencial, que implicaria la existengia fase, con
dos especies involucradas en el proceso (NS1 plegada y NS1 desplegada).,Aastiotedizlad
del cambio de sefial se corresponde bien con la amplitud obtenida dedejlssedatos. A
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concentraciones superiores a 5.0 M de Gdm.Cl serga la aparicién de una fase adicional y
con una constante observada que no depende con la concentracion de Gdm.Cl, indicando qu

esta fase no corresponde a una fase mayoritaria de desplegado.

IV.3 ESTUDIO CINETI CO DEL PROCESO DE PLEGAMIENTO

IV.3.1 Cinética de plegamiento

El plegamiento de NS1 fue inicialmente investigado a través de exp&srde
fluorescencia de su unico triptofano por mezclado manual. Para esto, proteig@tregiacy
desplegada en 5.0 M de Gdm.ClI fue diluida 10 veces en solleitampon Tris 10 mM pH 8.0
con cantidades variables de cloruro de guanidinio, para cubrir un rango de concentratienes e
0.5 y 3.5 M. EIl analisis de los datos mostré que el mejor ajuste fue obteilizEndo una
ecuacion con 3 funciones exponengald 1.0 M de concentracion final de Gdm.Cl las
constantes observadas fuer(h8 + 0.2) xD?s?, para la fase mas rapidé8.51+ 0.45)x 10°
s, para la fase intermedjg(1.88+ 0.01)x 10%s™ para la fase mas lenta (Figura 4.6).
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Figura 4.6 Cinética de plegamiento de NS1 por mezaa manual. Se muestra el cambio de
fluorescencia de triptofano a una concentracion fidal Gdm.Cl de 1M. La cinética de
plegamiento fue realizada por mezclado manual a una concentraciouefiNgl de8 pM. En la
linea punteada indicada con la flecha, se muestra el valfluatescencia correspondiente al
nivel basal de NS1 desplegada curva fue ajustada utilizando ecuaciones con dos,o tres
funciones exponenciales. Se muestra el mejorteajen linea roja con sus residuales en rojo
debajo de cada grafico.
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Al analizar las amplitudes obtenidas del ajuste, se observé que atagantraciones
de desnaturalizante estas amplitudes no explican el cambio total sef&l entre NS1
desplegaday NS1 replegada, indicando que eventos rapidos suceden durante el tiempo de
mezclado (10 segundos). Por ej: a 1 M de Gdm.CI se observaron los valores delasiativa
de 21%, 17% y 14% para las fases rapida, intermedia y lenta, respectivamentecaoio
de sefial no explicado por las amplitudes “burst phase” correspondiente a un 48%, y que
asciende a un 59% al replegar la proteina a 0.5 M de Gdm.CI (ver Figura Suplementaria A6).
Dado que a partir de los experimentos de replegado por mezclado rsaravédiencid
gue una parte importante del cambio sucedié durante el tiempo de mezclegtyreé a la
técnica de flujo detenido o “stopped flow”. Esta es una técnica ddadezapido, en donde los
reactivos son mezclados rapidamente y el flujo luegaletenido. La reaccién se monitorea
siguiendo la emision de fluorescencia del tripofano en funcién del tiempdogiele el tiempo
muerto de mezclado se encuentra en el orden de unos pocos milisegundosz&einatili
metodologia similar a lo explicagmr mezclado manual, en donde proteina desplegada en 5.0
M de Gdm.Cl fue rapidamente mezclada en diferentes condiciones de déigaatergara
cubrir un rango entre 0.5y 3.5 M de Gdm(Elgura 4.7 y Figura suplementaria A&l mejor
ajuste de las cuas resulto de utilizar una ecuacion con 3 funciones exponenciales, como fue el
caso para la mayoria de las condiciones ensayadas. A 1.0 M de concenimatide Gdm.Cl
las constantes observadas fuerh81+ 0.07s* para la fase mas rapida32+ 0.01 s para la
fase intermedia; §7.0+0.3) x 10°s* para la fase mas lenta (Figura 4.7).
Las amplitudes relativas fueron calculadas para cada ajuste indiedigsdo en cuenta
s6lo el cambio de sefial observado en cada caso, dado que no se pudi@érdosnméctles
basales correspondientes a NS1 plegada y desplegada. Para 1.0 M de Gdm.lokdes va
relativos de amplitudes fueron de 16% para la fase mas rapida, 40% pa& iltdemedia y
42% para la fase mas lenta. Sin embargo, no se pudo detesiméxésten eventos rapidos que
ocurren en el tiempo muerto de mezclado de esta técnica (15 milisegundos).
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Figura 4.7 Cinética de plegamiento de NS1 por “stopgd flow”. Se muestra la cinética de
plegamiento monitoreada por “stoppeomil’. El experimento fue realizadibuna concentracion
final de Gdm.Cl de 1M. Se registr6 la fluorescenahtdptofano de NS1 a una concentracion
final de proteina de M. La curva fue ajustada utilizando ecuaciones con dog, o tres
funciones exponeiales. Se muestra el mejor ajuste en linea roja con sidsiales en rojo

debajo de cada grafico.

Si analizamos los resultados obtenidos por mezclado manual junto con lodaxbpani
“stopped flow” nos encontramos con que se obtuvieron 3 constpotesada técnica. Las
constantes mas rapidas obtenidas por stopped flow fueron denomkiaday ks (Tabla
suplementaria 8); las constantes obtenidas por mezclado manual fueron denomiaadéag
ks (Tabla suplementaria4). A todas las concentramiesensayadas, lEase n&s lenta medida
por el instrumento de “stopped floKs) tuvo un valor similar a la cotate de velocidad de la
fase mé rapida medida por mezclado man(kal Tabla 4.3 . Por este motivo,ealizamos un
ajuste global de las cuas obtenidas por “stopped flow” y mezclado manaal donde a la
constante observada con valores similares por ambas técnicas se déaqivied-igura 4.8 y
Tabla4.3). Basado en este andlisis pudimos discriminar 5 fases. La presenciaseés ibdico

la existencia de al menésspecies en el proceso de plegamiento.
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Figura 4.8 Ajuste global de las curvas de replegad@e muestra el ajuste global del replegado
de NS1 a 1.0 M de Gdm.ClI, a partir de las sefiales normalipddi@stas por “stoppedflow”
(izquierda) y mezclado manual (derecha). Los residualemiolos se muestran debajo de cada
grafico y la linea discontinua representa el ajuste realizado.

Tabla 4.3 Constantes obtenidas para el plegado de NS1 a 1MddeCl

“Stopped Flow” Mezclado Manual
kis* kst ks* kest kss™t kst
Ajuste (7.0+0.3)x  (3.8+0.2) X  (8.51#0.45)x  (1.88:0.01) X
inclividual 1.51+0.07 0.32:0.01 10 107 105 10°
kl S-1 kz S-l k3.4 S-l k5 S-1 ks S-l
Ajuste Global .75+ .03 0.16.01 (4.34:0.23)x 102 (9.32:0.37) ~ (1.9020,27) x

x 10° 10

A pesar del hecho que como se describié en los capitulos anteriores, NSkatigom
por efecto inducido por cambios moderados en la temperatura, se observé una muy baje
dependencia con la concentracién de proteina para las fases de plegarsmijtas€Figura
4.9), indicando que no hay procesos de oligomerizacion involucrados. Por otro lado,
experimentos de cromatografia de exclusion molecular indican que NS1 repkiggea
mayoritariamente como un mondmero (no se muestay. lo tanto la oligomerizacién no es

producto de un evento paralelo del plegamiento.

83



Capitulo Ill—- Mecanismo dé’legalo de NS

-4 % . o g v v
SR g —{
L A
-_ARL
-8} -8 |
1 1 1 1 1 | 1 1
0 2 4 6 8 10 0 4 8 12 16
[NS1] (uM) [NS1] (uM)

Figura 4.9 Dependencia de las constantes @gsadas en el replegado con la concentracion
de NS1.Se realizaron cinéticas de replegado a una concentraci@indg desnaturalizante de
2.25M a distintas concentraciones de NS1. A) Se evalu6 la dependentaa denstantes
observadas por “stopped flow’1, 3, 7 y 1M de NS1. Se muestrakl (m), k2 (o) y k3 (e). B)
Las constantes observadas por mezclado manual $eaama utilizando 1, 7 y 15 pM de
proteina. Se muestrak4 (A), k5 (o) y k6 (V).

Al analizar el proceso de plegamientoegistrandolos cambios prducidos en la
estructura secundaria por ditsmo circular por mezclado manual a M6ale concentracion de
cloruro de guanidinio, observamos que el total del cambio en la elipticidad an®d1®% nm se
produjo durante el tiempo muerto de mezclado del exeato (dentro de los primeros 10
segundos), indicando que el evento principal de plegamiento, en esta condicion, secprodujo

una constante de velocidad igual o superior a B(Eigura4.10).
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Figura 4.10 Plegamiento de NS1 por dicroismoircular. Muestra desplegada a 5.0 M de
Gdm.Cl fue diluida en tampdn acuoso para una cora@an final de desnaturalizante de 1.6M.
Se monitored la elipticidad a 216 nm. En rojo se straela cinética obtenida. La concentracion
de NS1 utilizada fue de 20M. Como referencia, se muestran los valores badtd desplegada
a 5.0 M de Gdm.ClI (en negro).

84



Capitulo Ill—- Mecanismo dé’legalo de NS

IV.3.2 Gréfico de “Chevron”

A partir de los valores calculaddsl ajustede las curvas obtenidas en los experimentos
cinéticosde desplegado y plegadorsalizéun gréfico de “Chevron’Este gréficaelaciona la
dependencia del logaritnmaturalde las constantes observadas con la concentracion de cloruro
de guanidinio.Su nombre proviene del simbolo del idioma inglés que tiene la forma de V
(utilizada enuniformes o banderas), por la semejanza con la curva que se obtiene con proteinas
gue muestran mecanismos cinéticos de dos estados. Estas proteinesmuoestinica fase de
plegado y desplegado y dependencias lineales entre el logaritmo de lastesostéticas para
el plegamiento y el desplegamiento con la concentracion de desnaturatizawlie origen a dos
ramas (una de plegamiento y otra de desplegamiento, cuyo interseccion cancelevalor
medio de la transicion observado en experimentesjailibrio, [D]so). La extrapolaciéon a 0 M
de desnaturalizante de las ramas de plegamiento y desplegamiento pebtaiter las
constantes cinéticas de plegamiento y desplegamiento enkaglig (respectivamentd1].

Al analizar la rama de desplegado de este grdgcdre 3.75 y 7.0 M de Gdm.ClI)
observamos unaegendencia lineaéntre el logaritmo de la fase principal desplegamiento
con la concentracién de cloruro de guanidinio (Figuld, circulos negros). La segunda fase
observada a conogaciones de Gdm.Cl mayores & M, mostré muy poca dependencia dan
concentracion de desnaturalizante, indéimque no se corresponde conpuoceso principal de
desplegamiento de NSComo se comentd anteriormente, el andlisis de amplitudes mostré que
en 100% de cambio de sefial puede ser explicado por las ampttlcdadas, indicando que
se esta midiendo la totalidad del proceso. Esto pudo ser corroborado tanto pocefhoises
como por dicroismo circular, donde los valores de las constantes obtenidasdosr timicas
superponen muy bien (Figura 4.11).

El andlisis de la rama de plegamiento de NS1 (parte izquierda del gréaficdy, uavedto
grado de complejidad de este proceso con 5 fases a todas las concentdec®desCl yque
las fases observadas mostraron muy baja dependencia con la concentrdegmatiealizante
sugiriendo qudas mismaso representan eventos principales del proceso de plegamiento. En
adicion a esto, la fasedslenta(cuadrados blancos en Figura 4.%& observo presente también
en la rama de desglamientode NS1, dondsecorresponde con la segunda fase observada del
proceso
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Figura 4.11 Grafico de Chevrén. Dependencia con laoocentracion de Gdm.Cl de las

constantes observadas para los experimentos de desplegado y replegd.as constantes
observadascorrespondientes a la fase principal de desplegado seseafae como circulos
negros para los valores obtenidas por fluorescencia y como circulos btzsmeakres obtenidos
por CD. La fase adicional en el desplegado por fluorescencigpeeseata eamo cuadrados

blancos y la fase adicional observada por CD se representa comadougdsa Las cinco fases
observadas en el plegamiento de NS1 obtenidas por el ajuste global digolegle “stopped
flow” y mezclado manual, se muestran en la regiGquierda del gréfico entre 0 y 3.5M de
Gdm.Cl, de la més répida a la mas lekta(\V'), k2 (V¥), k3-4 (A), k5 (A) y k6 (D).

Tomando estos datos en conjurgbgrafico de Chevron permite conclgue elproceso
de desplegamiento es un proceso simple, donde entre 3.75 y 5.0 M de Gdm.ClI el groceso s
encuentra explicado por una Unica fase princifgadesplegado. A altas concentraciones de
Gdm.Cl aparece una fase adicional a la principal, que no muestra depencEmcia
concentracion de desnaturalizante, y que a 6.75 M de Gdm.Cl representa sélo dl@btbibe
total de sefial. Contrariamente, replegado es una reaccion compleja limitada por procesos
lentos, cuyas constantes mostraron baja dependencia con la concentracion tdeatizsniz.
Los valoresen side estas constantes observaglassumado ajue muestramaja dependencia
con Gdm.CJ sugiere que los procesos limitantes en la reaccion de plegamiento gridteh
ser debidos a isomerizacion deauw mas de sus cuatro prolinas. Tipicamente, estos procesos se
producen erel rango de 109.001 and 0.175[86]. Habiendocuatro prolinas eta secuencia de

NS1, las chances de que procesos de isomerizacion limiten la reacci@yamiginto son altas
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Sin embargo, para corroborar estos daleberd ser necesari@alizar experimentos que
confirmen esta hipotesis. En adicion a esto, observgo®®!| evento principal de plegamiento,
monitoreado por CD en el UV lejano a bajas concentraciones de cloruro de gaanimbiio

una constanteon valores iguales o mayoresDal €', el cual no fue claramente identificado por
los experimentos de reggado por fluorescencia. Por falta de equipamiento que nos permita
medir procesos rapidos a una escala de tiemgrmrpor dicroismo circulamo se pudaealizar

una caracterizacion de este evento principal de plegamigsites evidencias indican que iear
procesos independientes y lentos, posiblemente por isomerizacion cis/transirdes @ol el
estado desplegado limitan la reaccién que lleva a la formacién de moléculas nativds de NS

IV.3.3 Andlisis de los datos de replegado

Como una primera apxanacion, podemos considerar que procesos lentos de
isomerizacion en el estado desplegado, llevan a la formacién de unaspece eompetente
para el plegamiento. De acuerdo a esta hipétesis podesuas unmodelo de dos estados para
la formacién de mnomeros deNS1 Este modelo involucra a esta especie desplegada con la
conformacion correcta de sus prolinas que pliega rapidamente y al estadaedéioroteina.
Con este modelse pueden obtener las siguientes relaciones para las constantessgjnati

equilibrio:

kg
U N
K

(4.2)

u

K eq = k/‘/ k, @3

Donde, U y N son los estados desplegado y nativo, respectivantentes la constante de
plegamiento al equilibrioy k y k, son las constaes cinéticas microscopicas para el
plegamientoy desplegmientq respectivament@1]. A su vez, a partir de este modelo se puede

relacionar el cambio de energia libeG{*?*°) de acuerdo a la siguiente relacion:

eq

k.
H20 f
AG =-RTIn(K,, ) =-RT 'ln(k—) (4.4)

u

De esta forma, la estabilidad puede ser relacionada tanto a paripel@nentos al
equilibrio como cinéticos. ldealmente, la concordancia entre los paranoéti@sidos por

ambos tipos de experimentos caracteriza a un mecanismo de dos estdddgyuEa 4.12 se
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muestra esquematicamente el cambio de energia libre entre eldetptimado (U) y el estado
nativo (N), a lo largo de la coordenada de reacciénpgsa por un estado de alta energia que
constituye la barrera energética del proceso de plegamiento, que conformadel aes
transicion. Este estado de transicion, es el estado de mayor energ libfargo de una
coordenada de reaccion, el cual estaformado en realidad por una coleccion de moléculas por

lo que en general se denomina TSE, de inglés “transition state ensamble”.

Energia libre (G)

Coordenada de reaccion

Figura 4.12 Perfil del cambio de energia libre por utmecanismo de dos estadoSe muestran

los estados basalég proteina desplegada (U) y plegada (N) separados por la barrerergia e
libre con el estado de transicion (1) como el punto en ledeoada de la reeidn con el maximo

de energia libre. Se muestran las constantes microscépicés al pasar de¢stado desplegado
al estado nativo o viceversa, a través de la barreatalenergia.

El valor deKeqpara NS1 obtenido del ajuste global de los curvas realizadas al equilibrio
fue de 6.48 x 18, el cual fue determinado utilizando la ecuacién #a constantek, fue
calculadaa partir del grafico de Chevron, por extrapolacion del valor delelka O M de
Gdm.Cl, utilizando un ajuste lineal de los datos de la rama principabgiedadqFigura 4.13
linea continua) obteniendo un valor de @& x10° s*. A partir dek, y Keg Y utilizando la
ecuacion 4.4 alculamosla constante de plegamiento en ausencia de desnaturalizanten
un valorde 1239 3 correspondiente a unyIde 5.6 x10 s*(Figura4.13, linea discontinua)
correspondiente a lsspecie que pliega rdpidamente al contener la conformacién nativa de sus
prolinas. Si tenemos en cuenta que el replegado por CD a 1.6 M de Gdm.Cl mostrggaoduci
rapidamente, en los primeros 10 segundos de mezclado, estos resultados s®oarrelan e
valor predicho para la especie competente de plegamiento en esa condic@ntent
podriamos concluir que existe una especie competente para un plegado rapidagy gepec

pliegan lentamente, posiblemente por heterogeneidad cis/trans de prolinals estado
desplegado.
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Figura 4.13 Gréafico de Chevron aplicando el modelo &l dos estadaslLa linea continua
representa el ajuste lineal de la fase principal dpldgamiento, por el cual se obtuvo el valor de
kya OM de Gdm.Cl d8.03 x10°s* y m, fue obtenida de la pendiente del grafico multiplicade
RT (0.582 kcal-mal) para el cual se obtuvo un valor de 0.37 knal™-M™. La linea discontinua
representa el ajuste lineal predicho para la fase pdhde plegamiento, asumiendo mmodelo

de dos estados.

Por otra parte, leparametromeq describela dependencia de la energia libre de
desplegado con la concentracion de desnaturalizastableciendo una relaciéon lineal (ver
ecuacion 4.5)De manera similar, los parametros cinétiogsy my* describen la dependencia
lineal entre la energia libre de activacion pardespleganientoy pleganientode una proteina
y la cacentracion de desnaturalizante, asumiendo una relacion lineal como seanauest
continuacion:

AG® = AG°(H,0)+m,, [ D] (4.5)
oi ojj

AG,' = AG, (H,0)+m, -[D] (4.6)

AG' = AG(H,0)+m, -[D] (4.7)

Donde 4G™° indica el valor en ausencia de desnaturalizantDly I§ concentracién de

desnaturalizante (D). Combinando las ecuadoaA&, 4.6 y 4.7, se puede relacionar los
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parametros de energia libre al equilibrio y cinéticos con los valores gara establecer la

siguiente relacion:

m,, =m§ - m% (4.9)

Como previamente se nto§, se obtuvo un valor pamae, de 2.5 kcalmol*-M™. Este
parametroha sido relacionado empiricameme forma proporcionaton cambios en el area
accesible al solvente desde el estado nativo al estado desp|8adde modo similar, le
parametro cinétican,* refleja cambios en el area accesible al solvente entre dbawtivo y &
TSE[81], mientras query refleja cambios en el area accesible al solvente pastideldestado
desplegado hacid estado de transicioiEl valor dem,* fue calculado a partide la pendiente
del ajuste de la fase principal de desplegado, obteniendo un valor de 0.3FoKcs ™.
Siguiendo el modelo de dos estados y utilizando lacémual9 calculamoda pendiente de la
rama de plegamiento de la especie que pliega rapidanmfteobteniendo un valor de 2.13
kcal-mol*-M™.

Con el fin de obtener informacion en relacion al grado de ocultamiento de areas
accesibles al solvente enE, definimosun parametrax. Este parametro de modo similar a
estudios de plegado de proteinas permite disectar, para una perturbacion dadapsaid@ont
relativa a la formacién del estado de transicion en el estudio deldagnes de energia lér
entre constantes cinéticas y de equilihg®]. Se utilizéla siguiente ecuacion:

o = —mi m,, (4.10)

Este pardmetraelaciona los valose de m cinéticos y de equilibrio, ypuede ser
interpretado como el valor relativo de superficie accesible al solventsegeeulta en la
reaccion que parte desde el estado desplegado al estado de transiciocadgenneds simple,
este parametro toma vads entre 1 y 0, donde 1 indica un ocultamiento relativo de la superficie
accesible al solvente en el estado de transicién similar al stietloe nativo, y 0 indica
accesibilidad al solvente en el estado de transicion similataalcedesplegaddJtilizando los
datos obtenidos para NSThtavimos un valor de: de 0.85, lo cual indica un alto porcestde
ocultamiento de superficiaccesible al solvente en el estado de transid®érplegadpcon
respecto a la especie desplegada competente para el plegataiental contiene a los enlaces
entre sugprolinasy X aminoacido precedenten su conformaciéeorrecta Ests resultados
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sugiere que ¢ TSE tiene un grado deaccesibilidad al solvente similar a NSh su

conformaciéon nativa

IV.4 DISCUSION

Al analizar el plegamiento de NS1 a través de su desnaturalizacion qabmica
cloruro de guanidinio realizada al equilibrio, se observa que el proceso es aomplet
reversible con una clara transiciéon cooperativa entre dos estados (N&tividesplegado).

Esto nos permitio realizar un ajuste global de los datos obtenidos a un hediels estados al
equilibrio, dado que las sefales que reportan cambios en la estructura seguedeaasaa de la
molécula mostraron producirse eorrha concomitante, ser superponibles, no observarse
intermediarios y ser el proceso reversible.

Estudios previos en la literatura muestran que para un grupo de proteinas globulares
modelo de diferente tamafio se obtuvo un valor promedio del cambio ddaelierg de
desplegado en agua por nimero de resid®/R) de 0.075+0.03Kcalmol™*res’, donde R es
el nimero de residuos, observarasenciale correlacion entre el tamafiolds proteina con
su establidad normalizadi@3]. Para NS1 el valor obtenido es de 0.069 keal*res?, el cual
se encuentra dentro del rango mencionaadicando una valor de estabdd promedio por
residuo Por otro lado, lgpardmetran ha sido empiricamente relacionado con cambios en el area
accesible expuesta al solventeASA) luego de la transicion entre el estado nativo y el estado
desplegad$80]. Para proteinas globulares, este valor se relaciona con el nimero de residuos de
la proteina. NS1 presenta un comportamiento globular por cromatografia de exclusiéumanol
como fue indicado en el capitulo Ill. Calculamos para NS1, un VeASA que segn la
relacion lineal antes mencionada, se corresponde con 90 residuos amineécldgay de los
139 esperados para NSEsto puede deberse a dos posibilidades: por un lado que la proteina
contenga regiones parcialmente plegadas con mayor exposic6lveite en la conformacion
nativa, o por otro lado que no se liega un desplegi completo luego de la transicién en las
concentraciones de Gdm.Cl probadaSin embargode acuerdo al andlisis de las curvas de
desplegado con cloruro de guanidifits1 se despliega completamente con valores superiores a
4.0 M, como lo indicala exposicion al solvente de su triptofano y la pérdidmpletade
estructura secundaria a esos valores de desnaturaliPamtlo tanto, estos resultados sugieren
gue en su confmacion nativa, NS1 contiene regiones parcialmente plegadas, accekibles a
solvente.Estasregiones corresponden aproximadamente a un tercio de la molécula, lo que

coincide con los resultados obtenidos por RMN mostrados en el Capitulo 1ll, donde observamos
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gue el mismo porcentaje de la molécula presenta intercambio conformdeittonay relativa
flexibilidad, indicando la presencia de regiones menos compactas dentro de la proteina.

A través del estudio cinético, encontramos que el proceso de desplegsidplesy
puede ser mayoritariamente explicado por una Unica fase. Por el contraricderrede
plegamiento es compleja e involucra mdltiples fases.

El desplegamiento de NS1 seguido tanto por CD como por fluorescencia muestra una
Unica fase a concentianes bajas de desnaturalizante y dos fases a concentraciones de Gdm.Cl
superiores a 5.0 M. Sin embargo, se observa una fase principal de desplegado gaeunaues
dependencia lineal con la concentracion de cloruro de guanidinio, y las cimétindsreadas
por CD mostraron superponerse muy bien con las oreadas por fluorescencia. La constante
de desplegado estimada en ausencia de Gdm.Cl eskent&,03 x 10 s?, correspondiente a
una t, de 2.4 horas, sefialando una alta vida media del eptagdado La segunda fasele
menor amplitud, se corresponde con un procegae no muestra dependenciacon la
concentracion de Gdm.Cl, lo cual sugiere que no corresponde a una fase de desplegami
Podemos afirmar que el desplegado es explicado prin@pédnpor una fase mayoritaria.

En notable contraste con la cinética de desplegamienteplelgado de NS1 resulté ser
complejo,con la presencia d& fases en las condicionegperimentalesitilizadas Estas fases
mostraron baja dependencia con la cotreeion de cloruro de guanidinio, lo cual sugiere que
no representan eventos principales de plegamiento. En adicion a esto, lagsendltiples
fases evidencia la presencia de intermediarios en el proceso de pleigai®4,85] En
ocaciones, estos intermediarios cinéticos son resultado de procesos Guedindticamente la
reaccion de plegamiento, como ser la isomerizacon de prg8de86,87] la formacion de
intermediarios parcialmente plegad@S8], o menos frecuentemente debido a la isomerizacion
de enlaces peptidicos que no involucran prolj@8k Los valores de las constantes asociados a
procesos de isomerizacion de prolinas varian en el rango de Y.00L $', lo cual es
compatiblecon las fases medida®ado que NS1 contiene 4 prolinas, una hiposigsiblees
que las multiples fases que limitan la reaccion de plegamiento posefameflejo de
heterogeneidad cis/trans de estos residuos en el estado desgiEgptEndentemente, a pesar
del hecho de que NS1 es capaz de oligomedaasi espontaneamenteénguna de las fases
observadas en el replegado mostré dependencia con la concentracion de pyateéandica
que: 1)la ruta de oligomerizacion no ocurre desde el estado desplegdds;i@jermediarios
observados representan especies monomeéricas

En base a estos hallazgos proponemos un modelo minimo pan@cahismode
plegamiento de NS1 (Figurald), donde la formacion de una espedesplegadaompetente
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de plegamiento: k)(la cual contiene tad sus prolinas en su conformacion nativa), es dithait
por el lento equilibrio entrenuiltiples especies despladas de NSton unao mas de sus
prolinas en una conformacion no nativa, (§). La especie K una vez formadas capa de

plegarsedpidamenteparadar origen anonémeros nativos.

Asumiendouna transiciorde dos estados, entle especidJr y NS1 nativa, y basados en
los estudios realizados al equilibrio, calculampaconstante de plegamiento para la espdgie
en ausencide Gdm.Cl de 139s™.

Por otra parte,l@nalisis de los parametras’y m,* permitié caracterizar los cambios en
la accesibilidad al solventpue ocurreren la reaccion de plegamiento. Este analisis indica que
las especies presentes en el estado de transieiflegado entr&lr y NS1 nativatienen una
exposicion al selente similar al estado nativo, con un valor del pardmetro alfa de 0.85. Esto
sugiere que un alto porcentaje del area accesible al solvente se enogetith en ellSE,
indicando que gran parte del plegamiento ocurrié antes
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Figura 4.14 Modelo minimo para el plegamiento de NS1Se presenta de manera
esquematica el modelo propuesto para el plegamiento de la protaiha @d}, s, en

azul en el esquema) representa especies desplegadas con conformaatmanden
isomeros de sus prolinas,: Wepresenta polipéptidos desplegados con conformacion
nativa de sus prolinas ( en rojo en el esquema) y N es el estadn datNS1. Las
constantes obtenidaksf/ k) se indican en el esquema.

93



Capitulo Ill—- Mecanismo dé’legalo de NS

94



CAPITULO V

MECANISMO DE ENSAMBLADO DE NS1SOs



Capitulo V- Mecanismo de ensamblado de NS1SOs

96



Capitulo V- Mecanismo de ensamblado de NS1SOs

En el capituldll se describi&unaalta tendencia que tiene el mondmero de NS1 hacia la
formacion de oligdmeros de alto peso molaclds cuales contienemna estructura secundaria
rica en laminas beta. En particularn incrementomoderado de temperaturacelerala
formacion de estas especies lo que indicariaegtee especie oligomérigdria encontrarse en
células infectadas. Erste sentido, se ha descripto la presencia de hprhetereoligdmeros de
NS1 en células transfectadas, describiendo actividad degradativa pararoroliggienero al
gue se denomind “NS Degradosome” por eafmrentementeonformado por ambas proteinas
no estructurales (NS1 y NS2) y muchos de los blancos descriptos para NSIe&istaslos
indican un nexo entre NS1SOs y los oligobmeros encontrados en células. Por otro lado,
estructuras oligoméricas en relacion a proteinas virales han sido ammpdiadesriptas,
muchas de las cuales presentan cualidades “tipo” amiloides .

En base a estos antecedentes nos propusimos caracterizar en mayoa tkettipecie

oligomérica y determinar su mecanismo de formacion.

OBJETIVO 4. Estudio de conformacion y anafisicinético del mecanismo de
formacion de NS1SOs.

Nos propusimos estudiar la estructura de NS1SOs en cuanto a forma y tasdiqu®
observamos que esta estructura es rica en laminas beta, analizapotersual unién a
Tioflavina T y Rojo Congo, tipicale estructuras ricas en laminas beta repetitivas o “tipo”
amiloide. A su vez, nos propusimos realizar un estudio cinético del meoardsm

oligomerizacién. Los objetivogspecificos deste capitulo fueron:

* Estudiar la conformacién de NS1SOs en cuanforma y tamafio por Microscopia de
Fuerza AtomicaAFM) y sus propiedades de union a diferentes fluoréforos.

* Investigar la estabilidad de NS1SOs

* Realizar un estudio cinético de la formacién de NS1SOs

¢ Determinar el mecanismo detecensamblado.
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V.1 PROPIEDADES CONFORMAC IONALES DE NS1SGs

V.1.1 Morfologia de los oligémeros obtenidos por tratamiento térmico

Como se explicd anteriormente, utilizamos como modelo aquellos NS1SOs foremados
partir del aumento moderado de la temperatura. Con el fin de pbtenerimera aproximacion
a su caracterizacion fisica, analizansasforma y tamafio por Microscopia de Fuerza Atomica.
Por esta técnica se puede obtener informacion en relacion a la topografia deléculea
través del andlisis de las fuerzas resotes del barrido en tres dimensiones que se realiza
utilizando una puntasobre una superficie a la que se ha adhddadmuestra. La punta va
acoplada a una palanca microscopica. La flexion de la palanca, por eliemwide la punta es
medida por un l& que se refleja en la parte posterior de la palanca para luego alsanza
fotodetectorComo resultado, se puede reconstruir una imagen en 3 dimensiones en el orden de
nanémetros.

Observamos que estas particulas son esféricas, con un valor promeihondtro de
20,6 = 2,5 nm (Figur&.1). Estos resultados fueron obtenidos utilizando una concentracion de
NS1SOs de 5ngl entamponTris-HClI 10 mM pH 8, DTT 1 mMcon el agregado delgCl,
4mM (ver Materiales y Métodoskn las condiciones probadas nes@lyamos la presencia de
estructuras fibrilares.

Figura 5.1 Microscopia de Fuerza Atdmica NSLSOs a una concentracion 5ng/ul fueron adheridos
a una mica regenerada. Se indica la escala en el borde inferior izgléerdda imagen.
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V.1.2Union a Tioflavina T, Rojo Congo y ANS de NS1SOs

Dado que observamos que esta especie es estable a altas temperstuessructura
secundaria es rica en laminas beta (ver Capitulo Ill) decidimos ensayadriadenNS1SOs a
los fluoréforos Tidlavina T (ThT) y delacido tanilino, 8naftalensulféonico (ANS) asi como
del colorante Rojo Congo (RCye ha descripto que la unidon de proteinas a ThT y RC es
indicador de especies ricas en laminas beta repetitivas en suueatsestundaria, las cuale
incluyen un grupo amplio de estructuras “tipo” amilojdesmo los que se encuentra en los
amiloides (sean solubles o insolubles), y por eso nos referimos como Ligpohion a ANS es
un indicador de exposicion de superficies hidrofébicas al solMerdege puede ser monitoreado
por un aumento en su emision de fluorescencia.

Al tratar los oligdbmeros con estos colorantdssesvamos un incremento en la
fluorescencia de ThT y un tipico desplazamiento del espectro de absortbanRi@ hacia
longitudesde onda mayores (Figu&2, A y B). Esto indica la presencia de una estructura
secundaria rica en laminas beta repetitivas, por lo que NS1SOs compartziamepi de
estructuras “tipeamiloide’. Ademas observamos un incremento en la fluorescencia del ANS
tanto para el monémero y mucho mayor para el oligdmero. Estdiegivo de accesibilidad
del solvente a estructuras hidrofébieas ambas conformaciones y la presencia de estructuras
menos compactggiguras.2, C).
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Figura 5.2 Unién a ThT, RC y ANS @& NS1SOsSe muestran los espectros de fluorescencia de
ThT y ANS vy el espectro de absorbancia de Rojo Calegmuestras conteniendo NS1 monomérica
sin calentarl{nea negra y luego de ser calentada a 70 °C por 10 minuto$riada (lineaazul).

V.2 ESTABILIDAD DE NS1SOs

NS1SOs mostraron ser especies estables a diferentes temperatiuss aras 80 °C y

diferentes condiciones de pH (ver capitulo I@pn el fin de determinar la estabilidgdimica
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de NS1SOs, llevamos a cabo un enfoque expatahsimilar al realizado con NSiativa Para

ello incubamos a 20 °C NS1SOs por 4 horas a diferentes concentraciones de \GltegGl
monitoreamos los cambios producidos en su estructura secundaria por dicroismo, circula
terciaria monitoreando el centd® masa de su triptéfano y cuaternaria evaluando el perfil de
elusion por cromatografia de exclusion molecular (Figufag 5.4.
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Figura 5.3 Desnaturalizacion inducida por cloruro de guanidiniode NS1SOs al equilibrio.
El eje de la izquierdaepresenta el centro de masa del espectro de fluorescehdigptbfano
(rombos negros). El eje de la derecha representa lacilgatimolar a 215 nm (circulos blancos),
notar que la escala se encuentra invertida.

Observamos la presencia de dos di@onestanto por dicroismaircular como por
fluorescenciala primera transicion involucré un incremento en el valor del centro de nmlasa de
triptéfano, con una ligera ganancia de elipticidad negativa5an®i, a partir de ® M de
Gdm.Cl (Figura 53). La segunda transicion mostré cambios que indican el completo
desplegamiento de las moléculas. Si superponemos el CSM de la segunid&rtrame
NS1SOs \a transicion observada para NS1 monomérica, observamos que esiggergonen
(Figura 54 A, insertg, lo que sugiere que la misma corresponderia al desplegado de monémeros
disociados. Para corroborar esto, llevamos a cabo un experimento de filtracidpentaeniz
molecular. Equilibramos una columna/S con solucion del tampén Tris a ptd 8on 30 M de
Gdm.ClI de concentracion final y realizamos la corrida de una muestra dObl@ESiamente
incubada por 4 horagn la misma solucion (Figura 5.8). Observamos quea esta
concentracion de cloruro de guanidines especies presentes son principateenonoméricas.
Como controles se utiliz6 a NS1 monomérica en la misma solucion con 8drdeCl, y en
otra sin cloruro de guanidinio junto con NS1SOs, de los cuales se obtuvieron iles perf
elucion esperados.
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Figura 5.4 Estructura secundaria y cuaternaria del intermediario de desplegdo de
NS1S0s.A) Espectro de CD en el UV lejano de NS1 nativa (linea contindal intermediario

de NS1SOs a 3M de Gdm.CI (linea punteada). Emseltose muestran las curvas de despliega
de NS1 monomeérica (nabos negros) superpuesta con la curva de NS1S@sgutos blancos).

B) Cromatografia de exclusién moleculai7s de NS1SOs (linea continua), NS1SOs a 3M de
Gdm.ClI (linea continua roja) y NS1 monomérica (lipeateada), ver Materiales y Métodos.
Cada coférmero fue incubado a 0 y 3M de Gdm.Cl por 2 h. &lumen de exclusién de la
columna se encuentra a los 8.8 ml y el volumen de elucién espesealdNS1 es de 14.5 ml,
segun calibracion realizada con estandglesularesde peso molecular.

Estos datosn conjunto indican que NS1SOmor efecto inducido por el cloruro de
guanidinio, sufre primero una disociacion a particulas monoméricas que lueg@lsegdes
siguiendo un comportamiento similar a monémeros nativos. Si superponemos &b esp e
enel UV lejano de NS1SOs a 3M de Gdm.CI con el del monémero nativo obsergamss
superponen muy bien indicando que son especies similares (FigurA)5Es importante
destacar que existe un cambio conformacional en las particulas disoEstdaguiee decir que
la conformacion del mondémero en NS1SOs es diferente al mondémero natiiecho de que
sean necesarias cantidades significativas de cloruro de guanidinio paiar ass®&S1SOs,
indica que se debe sobrepasar una barrera de alta energiandefial estabilidad de esta
especie. Cabe recalcar que al evaluar la reversibilidad del proceso,egladeplleva a la
formacion de mondmeros nativ@al igual que NS1 nativa, ver capitulo J\Mjo observando

estructuras oligoméricamor replegado.

V.3 ANALISIS CINETICO DE L ENSAMBLADO DE NS1SOs

Con el fin de investigalas diferentes etapas involucradas @nmecanismo de
oligomerizacion, realizamos un estudio cinético utilizando diferentes socola® la

fluorescencia de Tioflavina T y dispersion de tlinamica (DLS), para monitorear cambios en
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la estructura cuaternaria de N$dr un lado,y Dicroismo Circular en el UV lejano, para
monitorear cambios en su estructura secundaoiael otro

El mondmero deNS1 es estable a 20 °C, mientras que cuagsldransferida a
temperaturas parribade 40 °C se induce la formacién de NS1SOs. De esta forma, el proceso
de ensamblado fue estudiado mediante experimentos de “salto” de temgeeatiMateriales y
Métodos). En un primer experimento, transferimos N&lbada a 4 °C a una cuben
solucion de tampénquimico Tris-HCI 10 mM pH 80 y DTT 1 mM, equilibrada a 47 °C.
Monitoreamos el proceso de oligomerizacion siguiendo el incremento de la deraiesde
ThT en el tiempo (Figur&.5, linea punteadaEl proceso mostré ser mukixponencial, donde
distinguimos al menos 3 fases: uiage de retardm “lag’, unafase exponencigy unafase
estacionaria En paralelo, se realiz6 en mismo experimento pero se monitore¢ la s€fialete
el UV lejano a220 nm (Figura 5.5 en puntog0jos). Interesantemente@bservamos que los
cambios en la estructura secundaria que llevan a la formacion de NPi&@den a los
cambios en la estructura cuaternaria, monitoreados por el incremento earésdéncia de
ThT. Estoesindicativo de la presencia de espegiintermediarias en el proceso. Es esperable

gue este proceso sea complejo, por lo que se requiere discriminar entre cada etapa.
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Figura 5.5 Cinética de formacion de NS1SOsSe muestra la cinética dégomerizacion segual

por CD en el UV lejano a 220 nm (puntos rojos) y por fluorescencia de Th a 490 nm (linea punteada)
Se utilizé una concentracién de NS1 deud? En el recuadro se muestra el espectro de CD EN e

lejano de la especie inicidlf{ea roja y final (linea azu.

Con el fin de corroborar que el incremento de fluorescencia de ThT se corretzmmona
los cambios observados en la estructura cuaternaria de NS1 gn@dizaria evolucién del
tamafio en la formacion de NS1S@=salizamosel mismo experimento de salto de temperatura
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monitoreando el tamafio del didmetro de las particulas por DLS (Fdireirculos blancos).
Realizamos este experimento a 40 °C, para que la reaccion sea m&nléotma paralela, se

monitored el incremen de fluorescencia de ThT en estas condiciones (FGrénea negra).

25 |
L
5
s 20 ~ =
£ o
£ g
g 15¢F 3
@ & o
& 10} =
0 @ —
4 g G
oLk diémétro (nm)
0 1000 2000 3000 4000

Tiempo (s)

Figura 5.6 Formacion de NS1SOs por DLSSe muestran los cambios en el tamafio del didmetro de
particulas medido por DLS (circulos blancos) y la intensidad de fhemeia de ThT (linea negra).

El recuadro muestra la distribucién del tamafio déiquaas al inicio y final del experimento. Se
utilizé una concentracion de NS1 a 17 uM.

En este experimentopservamos que las especies iniciales mostraroméoretto de £
nm y de 24.4 nm pardas especies observadas al finalilrinética (Figura 5.6)El valor
observado al finalizar la cinética por DIs® encuentra&n excelente concordancia con los
valores observados por AFNEI proceso de oligomerizacién por esta iégmmuestra buena
superposicion con los cambios de fluorescencia de ThT, indicando cinétiiasesi(Figura
5.6). Esto nos permitio utilizar al incremento de fluorescencia de ThT conuasle estructura
cuaternaria. Por otro lado, dado la gran disparsintre los valores de tamafio de particulas al
inicio del proceso es dificil determinar por esta técnica el tamafiartieulas correspondientes
a la fase de retardo. En base a su naturaleza globular, se puede realigstimaeaon de su
tamafio, a partde una relacion lineal realizada por la calibracion con proteinas globj@d}es
donde el diametro de la especie oligomérica en fase estacionaria (32vérncapitulo IIl)
corresponde a especies de 2.3 MDa, lo cual representa 149 subunidades de mondWgtos de

por molécula de oligomero.

10

(1)



Capitulo V- Mecanismo de ensamblado de NS1SOs

V.4.1MECANISMO DE OLIGOMERIZACION DE NS1SG

Se han descripto numerosos modelos en relacion al mecanismo de formacion de
estructuras oligoméricas. Muchos de ellos indican que el proceso de oligeariea
dependiente de la formacion de un nu¢@%91,92] Este nucleo (el cual se correlaciona con la
fase de retardale cinéticas de oligomerizacion), puede ser considerado como oligébmeros de
tamafio intermedio (en relacién a la especie final) o como la minindadueompetente de
ensamblaje. Este Ultimo caso es considerado por modelos simples, desarqdadaam
Zlotnick para el estudio de la formacion de capsides o cualquier otro poksféraco[93].

Este autor propuso dos modelos para interpretar el proceso de ensamblado: un modelo d
ensamblado de equilibrio (EQ) y unodelo de ensamblado limitado cinéticamente (KL). A
continuacion se resumen brevemente las caracteristicas de cada modeldeld EQ: 1) no
requiere nucleacion, 2) es susceptible a trampas cinéticas, debido a pdeé@scgcion de
ensamblado paraledandltiples y 3) la estabilidad de la especie final debe serHlajaodelo

KL: 1) requiere de nucleacion, 2) es un modelo robusto a trampas cinéticas, i8heno t
restricciones en cuanto a la estabilidad de la especie final. Debigi® no se observaron
trampas cinéticas al variar la concentracion de proteina y como laeefipaices muy estable,

se eligio el modelo limitado cinéticamente.

V.4.2 Estudios de dependencia de concentracion

Para la aplicacion de este modetealizamos el mismo experimentde salto de
temperatura y analizamos los cambios en la sefial de CD en e|dd¥ Jeen la fluorescencia
de ThT en el tiempo, a diferentes concentraciones de NS1 en el rango del@.jpVa
Basandonos en los resultados presentados en el capitula fig(ra 3.5, C), elegimos realizar
este experimento a 47 {€igura 5.7, AB). A su vez, realizamos el mismo experimento a 55 °C
para evaluar si al aumentar la temperatura y por lo tanto la velocidptbdeso, las ciriigas
son similares y es posiblédntificar el paso limitante de la reaccion (Figura 5:D)C

A 47 °C observamos una dependencia moderada de concentracion de proteina de lo:
cambios en la estructura secundaria monitoreados por dicroismo dfFiglaa 5.7, A) No se
observa una form sigmoide de la curva, en comparacion con el cambio de fluorescencia de
ThT. Uno esperda que el cambio de estructura secundaria constituya el paso lingtaele
proceso de oligomerizacién. Para identificar esta etapa, intentamas &gssturvas d€D a
una ecuacién con dos funciones exponenciales, en donde la constante de veldeidéasde

correspondiente al cambio conformacional no debe mostrar variaciones con larecitrede
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proteina. Sin embargo, debido al ruido de la sefial no se pudist@mer ajustes con valores de

constantes y errores razonables. Como estimacion de este paso, calcularalos de vida

media de 226 segundos a |1MI, a partir del ajuste de la curva de CD utilizando una funcion

exponencial simple.
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Figura 5.7 Dependencia de concentracion del proceso de oligomedizm. En el panel de la
izquierda se muestran lo experimentos de salto de tempeiratutsndo a 47 °C y en el panel de la
derecha se muestran los experimentos incubando a.5% $QC) Se muestran los cambios en la
elipticidad a 220 nm normalizada variando la concentracion deI5.M. B yD) Se muestran los
cambios en la fluorescencia de ThT normalizada en las distintas caicgamts ensayadas. La zona
gris indica el rango de tiempdilizado para el andlisis del nicleo y orden de formacion de NS1SOs.

Los valores nanalizados de fluorescencia de ThT muestran una clara dependencia con

la concentraciorfFigura 5.7, B)En todas las concentraciones de proteina se observé una forma

sigmade con tres fases definidas: 1) una fase de retalap 8) una fasexponenciagly 3) una

faseestacionaria A su vezen tod® casosel cambio de CD precedio al cambio en la estructura

cuaternaria, monitoreado por el incremento en la fluorescendieEs asi que a 1M de

NS1 a los 700 segundos se completé el > 80 % del cambio en estructura seamdaria

comparacion al cambio en fluorescencia de ThT en el qoenspletd so6lo un 45 % (Figuta7

B, en azul). Esto indica la presencia de al menos intermediario en el proceso de

oligomerizacion. Al realizar el mismo experimento a 55 °C observamos una menos evidente
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dependencia de concentracion al monitorear cambios en la estructura se¢biglaaa.7, C).
El cambio de fluorescencia de ThT méstina forma sigmoide de las curvas obtenidas,
observando dependencia de la velocidad del proceso con la concentracion de progiaa (Fi
5.7, D). Como sucedié a 47 °Godos los cambios de CD precedieron a los cambios en la
fluorescencia de ThT

Al analizar los valores del tiempo medio del procesn)(3e observaue a 47 °C hay una
relacion lineal con una pendiente poco pronunciada de los valores obtenidos por GBsmient
gue los valores desd de los cambios de fluorescencia de ThT tienen una caideabde 2.5
uM a 4 uM con una tendencia @nvergercon los valores desd de CD (Figuréb.8, A). Esto
podria evidenciaque el proceso de oligomerizacion, se ve limitado cinéticamente pmbkiac
conformacional. Al analizar los valores dg @iel experinento realizado a5 °C observamos
gue a 1QuM estos valores son mas cercanos y tienden a iguéfgsga5.8, B), indicando que

afirmativamente el cambio conformacional es un limitante del proceso de oligonderizaci
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Figura 5.8 Valores de Tspde las curvas de dependencia de concentracidemuestran los valores
de Tsode las cinéticas de CD (evegrg y fluorescencia (en blanco) en funcién de la conceidtna
utilizada.

V.4.3 Determinacion del tamafio del nucleo y orden de la reaccién

Al utilizar el modelo KL, la relacion entre la concentracion de NS1SOs y la
concentracion de proteina monomeérica estd dada por la ecuacion 5.2. Esia edacilida
solo para el periodo de tiempo que se encuentra entre la fase de retardo y la fase iestacionar

log[ NSISOs] =logk+ nxlog[NSl,,, ;e ) (5.2)

Dondek es la constante de proporcionalidad gs el tamafio del nicleo. La fluorescencia de

ThT se utiliz6 como sonda de estructura cuaternaeizligieron diferentes tiempos (entre los
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150 y 600 segundos, zona en gigslafigura 57 B y D) de la fase exponencial o de crecimiento
donde se calcul6 la concentracion de monémero y NS1SOs formado para cada ama de |
concentraciones ensayadas. Para cada punto definimos:

[NS1SOs]=[NS1 concentracion total] x [Fluorescencia de ThThadizada]

[NS1 monomeérica]= [NS1 concentracion total] x flFluorescencia de ThT normalizada]

Se realizé un grafico del logaritmo [NS1SOs] en funcion del logaritmo [NS1
monomérica] a partir del cual determinamos el tamafio del ndcleo del proeeso
oligomerizacion (ver Materiales y Métodos). Calculamos un valor de 2.3 + 0.3 para el
experimento a 47 °C (FiguBd, A) y de 2.5 + 0.2 para el experimento a 55 °C (Fig8aC) ,
como un promedio de los valores de la pendiente de cada uno de todospos a@aizados.

Estos resultados indican que el nucleo del proceso de oligomerizacion des N84 especie

dimérica.
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Figura 5.9 Determinacién de tamafio de nulcleo y orden de laci@ac En é panel superior se
muestran grécos correspodientes a los experimentos a 47 °C y en el de abajo para loadesl&
55 °C. A y C) Grafico lodog de [NS1SOs] en funcién de [NS1 monomérico]. En A, las
determinaciones se realizaron para los siguientes tiempo paxpeglmento a 47 °C: 200 s (ailos
llenos), 300 s (cuadrados vacios), 400 s (cuadrados )JeB08 s (triangulos vacios) y 600 s
(triangulas invertidos llenos). En C se analizaron igsisntes tiempo para el experimento a 55 °C:
150 s (circulos llenos), 200 s (cuadrados vacios)s280adrados llenos) y 300 s (rombos vaciBs).

y D) Gréficos loglog de la velocidad de elongacion en funcion de la conagdirdotal de NS1 (ver
Materiales y Métodos).
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Con el fin de determinar el orden de la reaccgm,tomé la pendiente de la fase d
elongacion de cada curva (en un una region centrada en el 25% del cambio de sefél) |
indica la velocidad de elongacion. El orden de la reaccion fue determinaidandtl la
ecuacion 5.3:

1Og(VE)=Ix10g[NSItmal]+C 53

Donde VE es la velocidad de elongacion, Ngiles la concentraciébn total de N3les el
orden de la reacciony C es una constante. Entonces, se realizdy@afico que relaciona el
logaritmo de la velocidad de formacién de NS1SOs en funcién del logaritmd [NS
concentracion total] (ver Materiales y Métodos). A partir de la pendientajudse lineal de
estos datose obtuvaoun valor de 1.10 = 0.06 para el expeentorealizadoa 47 °C (Figurd.9,

B) y de 0.89 £ 0.05 para el experimentealizadoa 55 °C (Figure.9, D). Estos datos en
conjunto indicamque se adiciona secuencialmente un mondmero a la vez, al nicleo dimérico

previamente mencionado.

V.4.4 Determinacion de la etapa irreversible

Finalmente, como previamente se describiha vez finalizada la reaccion de
oligomerizaciénel proceso resulta irreversible. Sin embargo una parte importante en & estudi
de un mecanismo es determinar cuando suceda exento y cuales de los eventos
intermediarios en el proceso de oligomerizacion son reversibles. Para dg@m@sa un
experimento de doble salto de temperatura (veteides y Métodos).En este experimento
transferimos NS1 monomérica a 47&ainducir la formaciéon NS1SOs. diferentes tiempos
la transferimos nuevamente, ahora a 20 %@ ynonitoreda elipticidad en el UV lejano a 220
nm para evaluar si el cambio observado es reversibleproceso de oligomerizacion se
caracterizé por un increanto en la elipticidacholar negativa a 220 nm deselg500 hasta los
8500 (Figurab.10A, punto negras en concordancia con experimentos anterigkesvaluar la
reversibilidad a tiempos cortgentre 50 y 320 segundos) se observé una clara trandecicugl
involucré un cambio de estructura secundaria hacia los valores iniciales declzone
correspondientes a NS1 nativa (Figura 5.10 A). Al evaluar el espectro de CDéneghnose
observé ge para el tiempo mas cor{50 segundos) el mismo ternvalores similaresl
monomero de NSlndicando que la transicidon mencionada se debe a reversibilidad del proceso
(Figura5.10B, en rojQ. Para las muestras incubadas a tiempos mas largos esta revesibilida
del cambio de estructura secundasé pierdey como muestratos espectros de dicroismo
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circular, los que presentan caracteristicimilaresde estructura secundaréa NS1SOs. Sin
embargo, a 480 y 1120 segundos, los valores de elipticidad molar no muestran @afobios

largo del tiemppindicandogue el proceso de polimerizacion se detuvo al enfriar la muestra.
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Figura 5.10Doble salto de temperatura monitoreado por dicroismaircular. NS1 mantenida a 4
°C fue calentada a 47 °C (se muestra como puntos ndgrasikeio en la elipticidad normatida a
220 nm).A diferentes tiemposen el rango entre los 50 y 2000 segundeda incubacion a 47 °Ga
proteina se transfirio a 20 °Csg monitorearon los cambios en el UV lejano al enkgigroteina a 20
°C (representado como linea negra a 10s320, 480 y 1120 segundo8) Espectros de CD en el UV
lejano tomados al completarse las cinéticas en A: a lo50-s ), 320 s (---), 480s(— - - )y a
los 1120 s( ). El espectro de NS1 monomérica se muestra como rei@rénc—).
Experimento realizado a uancentracion de 12 pllie NS1

Con el fin de determar la presencia y formacion de especies oligoméricas a los distintos
tiempos ensayados en el experimento anterior, se aebmgperimento de doble salto de
temperatura a una cromatografia de exétusnolecular, la cuase realizéal finalizar cada
cinética al enfriar a 20 °C (FiguBall, A). Se utilizé una columna-%b, la cual excluye a todas
las particulas de tamafio superior a 70 kBalos 50 segundos no detectamos formacion
significativa de dgomeros que eluyan en el volumen de exclusia) @¢ la columngFigura
5.11 A, en rojo), indicando que efectivamente la transicion observada se produce entre
mondmeros A tiempos mas largosse observouna acumulacion gradual de especies
oligoméricas. Bto resulté correlacionarse bien con el proceso de oligomerizacion monitoreado
por la fluorescencia de ThT (Figusall, B).
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Figura 5.11 Doble salto de temperatura monitoreado por cromatagfia de exclusién molecular.

A) Se muestran los cronmgframa correspondientes a las muestras enfriadas a 20 °Cpsiemtre
los 50 y 2000 segundos de incubacién a 47 °C. En eojouestra el omatograma correspondiente a
los 50 s y en azul a la muestra enfriada a los 2000 deguB) Se compara el valor méd de
absorbancia alcanzado en el volumen de exclusigndiyculos blancos) con la cinética de formacion
de NS1SOs monitoreado por fluorescencia de ThT .

En conjunto, estos resultados indican que a tiempos cortos se produce una reaccior
reversible, quenvolucraria especies monoméricas, que llevan a la formacién de un nudcleo
dimérico. El proceso de polimerizacion puede ser detenido, sin embargo si estaneo una
vez que se forma el nucleo la reaccion de elongacién procede en forma bleversi &

adicion secuencial de unidades monoméricas que llevan a la formacion de NS1SOs.

V.5 DISCUSION

En este capitulo sabordo la determinacion del mecanismo de ensamblatisd80s,
obtenido por efecto inducido por el incremento de temperatura, en netasid conformacién
utilizando microscopia de fuerza atdbmica y analizando su union a difereogsuestos
ampliamente utilizados en la literatura por reportar la presenciardetesisde caracteristicas
amiloides. Por otro lado, utilizando diferentesdas espectroscopicae estudida cinéticadel
proceso de formacion de este oligdmero, para el cual proponemos un modelo de ensamblado.

En el capitulo 1ll, se muestra como el incremento moderado de la temp#eatuiala
formacion de oligobmeros kiles y termeestables. Por AFM determinamos que estos
oligbmeros tiene una morfologia esféridandetodas las especies observatiasen untamafio
similar de aproximadamente21 nm de didmetro. Ademas, estastructurasmostraron

propiedades de unidonTaoflavina T y Rojo Congo, los cuales indican la formacion de laminas
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beta repetitivas, caracteristicas de estructuras amiloides. Hajestazar que a pesar de su
estabilidad y basandonos en su irreversibilidad y la ganancia en estrucumdasec que
NS1SOs presenta, esta molécula une ANS, lo cual es indicador de presersiperficies
hidrofobicas que resultan accesiblessalvente. Esto indicaina estructura terciaria menos
compacta.

El andlisis del proceso de desplegado de NS1SOs involucrhariomera transicion hacia
la conformacion monomérica (entre 2.0 y 3.0M de Gdm.Cl), sugiriendo una disociacion a
especies que no solo presentan una estructura secundaria similar al mondér®ersima que
muestran sus mismas propiedades hidrodindmicasmd@kir su desplegado, este muestra ser
superponible con el de la especie nativa. Estos resultados indican que ure draargética
debe ser sobrepasada para la formacion irreversible de NS1SOs. Esto gorueresn el
cambio conformacional de una esfe monomeérica, la cual constituye la subunidad de la
especie oligomérica. El proceso de formacion de NS1SOs puede ser revertiddnp@i, G
donde la barrera de energia de desplegado implica la disociacion y recuperondeieno
nativo como etapa preva completo desplegado.

Con el fin de determinar aspectos relacionados al mecanismo de formati@186s
utilizamos diferentes sondas espectroscépicas para realizar un estétdan@n relacion a los
cambios producidos tanto en la estructura seciamdamo en la estructura cuaternaria de NS1
monomeérica para dar origen a este oligdmero. El proceso de oligomerizacion sesutidlti
exponencial, donde los eventos principales se encuadran dentro de tres fdass: dmaetardo
o lag, una fase expencial, de crecimiento o elongacion y finalmente una fase estacidraria.
presencia de una fase lag es una clara evidencia de un proceso dedmjaleaeisario para la
formacion de NS1SOs. Esta fase de retardo no la observamos en los eanaissfiatle CD,
que reporta cambios eta estructura secundaria de la proteibada la dispersion de los
resultados obtenidos por DLS no se puede determinar con certeza el tamasigpaltidulas
gue conforman el nucleo del oligbmero, sin embargo especies @édacompatible con
monomerosiimeros parecen encontrarse en la fase lag. El tamafio del oligémeiase
estacionariaes de32.7 nm. Asimismo, estimamogjue NS1SOs estaria formada por 149
unidades de mondémeros, utilizandaa relacion lineal realizada arfyade proteinas globulares
estandaf94]. Considerando quka reaccion de polimerizacion a 47 °C y una concentratgon
NS1 de 10uM tomando un tiempo de compleciéon de0B segundosgstimamosuna tasa de
adicion de mondémeros en la fasgenencial de un mondmero cadéd Segundaspara estas
condiciones experimeales
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Al analizar la dependencia de concentracion de los cambios observados, emsntram
gue el cambio de estructura secundaria tiene baja dependencia con laracidcedé proteina,
mientras que el cambio de fluorescencia de ThT tiene una alta dependmn la
concentracion. Al analizar los valores dg ®dbservamos una gran diferencia entre los valores
por CD vy fluorescencia a baja concentracion, mientras que a concentracigroessmastos
valores tienden aonvergery mantenerse constantes. Esidica que el cambio conformacional
es un paso limitante en la reaccion de polimerizacion.

El ndcleo de un proceso de oligomerizacion, se define como la unidad minima y
termodindmicamente estable en solud@d]. Para obtener informacion acerca del tamafio de
este nucleo utilizamos un modelo el cual nos sélo provee informdeidmismosino que
informa acerca del orden de la reaccidon. Encontramos que el ndcleo esdimnéue el
proceso de polimerizacién seoduce por la rapida adicion secuencial de unidades monoméricas
qgue llevan a la formacién de NS1SOs (Figbrhl). En relacién a esto, nuestros resultados
indican que previo a la formacion del nucleo, se produce una transicion unimalecetaible,
de la cual el mondmero nativo de NS1 puede ser recuperado. Para este quaamazmiuna
constante de velocidad a 1 de proteina realizando un ajuste de los datos de CD a una
funcion exponencial simple, de la cual se obtuvo un valor de vida media de@2tdos. La
formacion del nucleo permite la subsecuente adicion de mondmeros que han sufdadtim
conformacional, permitiendo el crecimiento del oligdmero en una reaccion quéa resul

irreversible.

N — M* — M2*+ M*— NS1SOs

Figura 5.11 Modelo minimo de formacion de NSOs. En la reaccion de polimerizacion N
corresponde al monémero nativo de NS1gslun monémero que sufrido un cambio conformacional
en su estructura secundaria, Morresponde al nicleo dimérico a partir del cual por la adicién
secuencial de mondmerdsva a la formacion de NS1SOs.
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La proteina NS1 del virus respiratorio sincicial humano es considerada por nutioos ¢
uno de los principales factores de virulencia, comal central en la inhibicion de la respuesta
inmune innata. A pesar de su relevancia, poco es conocido en relacion ackgsmes
involucrados en esta evasion del sistema inmune. Asimismo, la faltan deatamiento
especifico o una vacuna efectiva o@ar la necesidad de caracterizar con el mayor detalle
posible sus propiedades en solucién y equilibrios conformacionales, teniendo engoeelata
informacion al respecto es muy escasa y no hay una estructura resualta fexsta. El hecho
de que NSlea una proteina pequefia, Unica para RSV y sin homdélogos de secuencia conocidos
y para la cual se han reportado numerosos blancos de interaccion, nos llevo arpeegysiolae
cuales son las propiedades conformacionales de esta molécula que terpeatizar sus
multiples funciones.

En el presente trabajo de tesis se realizd una caracterizacion baagyibiofisica de la
proteina NS1 de HRSV. Luego de desarrollar un protocolo para la produccion de cantidades
significativas de proteina homogénea enlugon, se analizaron sus propiedades
conformacionales, estabilidad, tendencia a oligomerizar y los mecanisnegdeniento y
oligomerizacién. Estos estudios son los primeros de este tipo en ser realizados para NS1.

NS1 esun monémero globularcon regiones flexiblesen su estructura

Numerosasevidencias experimentales indican que NS1 es un mondmero globular en
solucion. Su unico triptofano oculto al solvente indica la presencia de esdrdetciaria
compacta en la molécula. Experimentos realizadofMN, indican que muchas de las sefales
correspondientes a residuos de aminoacidos esperados estaban ausentesdeksttasa que
NS1 presenta regiones que experimentan intercambio conformacional lento, lo quéehsibl
flexibilidad. Utilizando prgramas que predicen el contenido de estructura secundaria a partir de
la secuencia de aminoacidos, se observa que NS1 contiene un porcentaatsignide
regiones (40 %) no tienen una estructura secundaria definida. En forma indirectan pero e
perfectasintonia con estos resultados, a partir del ajuste de los datos obtergpermentos
de plegado al equilibrio a un modelo de dos estados (rdgisplegado), se obtuvo un valor del
parametrom el cual indica que NS1 contiene regiones parcialmenteagidesgy accesibles al
solvente en su estado nativo, correspondientes a 1/3 de la molécula. En adéstm el
mondémero de NS1 se une al fluoréforo ANS (aunque en menor proporcién que NS1SOs),
indicando la presencia de sitios hidrofobicos que se encoestrsibles al reactivo. Esto es
otra evidencia de la presencia de regiones menos compactas y aceésiblesnte en NS1. La
presencia de regiones flexibles en NS1 podria tener un rol funcional y lasmsnigerse
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estabilizadas por interacciones espeaff. En relacion a esto, es conocido el hecho de que
regiones flexibles o hiperflexibles constituyen sitios de interaccion preiedteina, donde la
adaptabilidad y flexibilidad estructural otorga la propiedad de multifuncionabdadtas
regiones. Poejemplo, la proteina E7 del virus papiloma humano es una proteina que contiene
una zona hiperflexible en su extremotédminal conformando un dominio intrinsecamente
desordenado, para el cual se han reportado al menos 40 blancos de intf9a@6prDada la
naturaleza extendida de estas regiones, nuestros datos experimentalesreo lsugiresencia

de estructuras hiperflexibles en NS1, donde observamos una conformacion globular, mas
compacta que extendida. Patro lado, el analisis de la estructura de la proteina V del virus
parainfluenza 5 (PI1V5, la cual también es un antagonista de interferon), erejoocopl DDB1,

indica que V tiene una estructura globular, con un porcentaje importante de régiohks en

su molécula (ver Figura 1.7 en introducci¢s}]. La interaccion de V coal receptor MDA5
implica un cambio conformacionethportante[66], lo que resaltda plasticidad conformacional

de esta molécula. Resulta interesante remarcar que no se ha obtenido rétrgeh&rae de V

libre, quizas por su gran flexibilidad y/o inestabilidad en ausencia de ligandos. Entsaces
puede establecer una relacion entre la estructura de V con la conformabiBA A&l andlisis

de la secuencia de NS1 no muestra homologia con ninguna otra proteinda;greya muestra

una alta identidad de secuencia entre variantes humanas y bovinas, pero qoeyelism
notablemente al comparar con la variante murina (NS1 de PVM). En un esphatiade por

Elliot y colaboradore$45], se muestra que NS1 contiene una secuencia consenso de unién a
Elongin C y Cullin 2, en donde esta interaccion les permitiria formar parte cempiejo E3

ligasa y mediar la degradacion de STFATvia proteosoma. Sin embargo, esta secuencia
consens no esta presente en PMV (variante murina, similar a RSV) y no se hanragaont
otras secuencias homologas que puedan explicar las mdultiples funcionesldeEstiss
observaciones podrian indicar que mas alla de la alta identidad de seemneivariaies
humanas y bovinas, hay una baja homologia con la estructura primaria de NS1 ¢la By&V
cumple funciones similares) indicando que mas que secuencias de recamociesas
proteinas podrian compartir motivos estructurales que pueden ser simitdres antagonistas

de interferén presentes en diferentes paramixovirus, como la proteina V dé&tiubos que

permitan resolver la estructura tridimensional de NS1 ayudaran a resolver esta pregunta.
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La reaccion deplegado de NSles limitada por procesos lentos

NS1 muestra un desplegado cooperativo entre el estado nativo y el estadyadesgle
equilibrio. ElI hecho de que sean necesarias cantidades significaticiesr®uralizante para
comenzar la transicion hacia el estado desplegado hablzaddta estabilidad. Otro hecho que
muestra la estabilidad de NS1 es su constante de despl&gador( un 1,de 144 minutos. En
relacion a la reaccién de desplegado, encontramos que este proceso epsmpalmente
explicado por una fase maytania. Sin embargo, encontramos que el plegado se ve influenciado
por procesos lentos que limitan la reaccion. Dada la escala de tiemf@s denstantes
observadas y su baja dependencia con la concentracion de desnaturalizanote pesbable
que las mudiples fases del proceso de plegado reflejen la isomerizacién de prgimas
heterogeneidad cis/trans en el estado desplegado. Esta heterogeneidastaeio elesplegado
de especies que se interconvierten lentamente, da origen a especigsgguergfdo (Ur) y
especies que pliegan lentogjde acuerdo a si contienen o no la conformacion nativa del
enlace peptidico en una prolina con el aminoacido precefB#jteaComo hipétesis, se propone
que las especies desplegadas de NS1 con la conformacion nativa delisas ponstituyen
unidades competentes de plegamiento y las especies con isémeros nodeatuesprolinas
deben cambiar su conformacion para seguir la ruta de plegamiento. La espguitente para
el plegamiento atraviesa el estado de transiciorucanexposicion al solvente similar al estado
nativo, indicando que casi la totalidad del proceso de plegamiento ocurricdarpesar por
este estado alta energia (Figura 6.1).

D

N

coordenada de reaccion

Figura 6.1 Perfil del cambio de energia libre para gblegado de N61.Se muestra el cambio en

la energia libre (G) a lo largo de la coordenada de raapeita el plegado de NS1 desde el estado
desplegado (D) al estado nativo (N). Las especies del estadogdekptn conformacién nativa

de sus prolinas se muestran esjoy estas especien se interconvierten con especies con
conformacion no nativa de sus prolinads,(en azl). La especie competente para el plegado de
NS1 (W), con la conformacion nativa de sus prolinas se pliggpidamente, mostrando un alto
porcentajede estructuracion en el estado de méaxima energia libre (estado de aiSE&pH
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No obstante, para develar completamente el mecanismo de plegamientcesariog
futuros experimentos que corroboren esta hipétesis y descarten por ejemplo laigoEsenc
especies parcialmente plegadas, que podrian ser similares a NSlduatileaalguna reaccion
de isomerizacion ocurre después del evento principal de plegamiento. Enoetlecda
Ribonucleasa A, proteina que contiene 4 prolinas, se comprobé gaedemnede plegamiento
se encontraba limitada cinéticamente, en donde se encontraron fases yafsidas lentas
principalmente debido a heterogeneidad cis/trans en el estado desplegado]oy cpatase
propuso un modelo similar al que se propone parh B& especies que pliegan lentg)(gue
se interconvierten a especies que pliegan rapigy (s cuales contienen una conformacion
nativa de sus proling84]. Posteriormente se comprobd que esto no era dektedo, y que la
formacién de una especie mayormente plegada, similar a RNAsa A nativa gctividad
catalitica, puede preceder eventos de isomerizacion de al menos unpradéreas{97,98] Las
evidencias otenidas en NS1, como el hecho de presentar un desplegado simple o la a@gsencia
una fase principal de replegado, con escasa dependencia de concentracionfaseslas
observadas, indican que la heterogeneidad que limita el plegamiento se prodlicesto
desplegado. Pensando el proceso de plegamiento en un ambiente celularciasesetantas
gue limitan el plegamiento podrian verse modificadas, in vivo, por ejemplo paesancia de
prolil-isomerasas, enzimas que son capaces de acelerar laraseisdmerizacion desde; b
Ur durante la sintesis del polipéptido, promoviendo la formacion de especiestan@agrue
pliegan rapidamente @y hacia la conformacion nativa.

Mas alla del mecanismo de plegamiento en si, la heterogeneidad dedopesce
llamativa. Esta complejidad, podria indicar procesos que tienen lugar gruletiga nativa. Si
tenemos en cuenta que NS1 presenta regiones flexibles, la localizacia de sus cuatro
prolinas en estas regiones podria favorecer que se produzceiomea de isomerizacion que
estén en equilibrio cis/trans 0 que se vean favorecidas por una interaccian Ggando,
indicando un posible rol funcional. En relacion a esto ultimo, la isomerizagfdnans de
prolinas podria servir para regular unaxdidn especifica en NS1. Existe evidencia en la
literatura en donde se muestra que ciertos eventos de reconocimiento s¢ramgadernados
por rearreglos conformacionales que involucran prolinas, los cuales pueden actuar eesel proc
reversible de cdmol de interacciones especificas protginateina. Un ejemplo de esto, es el
caso del reconocimiento de la proteina E7 por el anticuerpo monoclonal M1, dsstadia
nuestro laboratoriof99]. El epitope (determinda® antigénico que es reconocido por el
anticuerpo) se encuentra en una region bisagra entre el domitéeamial (el cual es
intrinsecamente desordenado) y el dominige@ninal (globular). El reconocimiento esta

11€



Capitulo VI- Discusién General

regulado por un proceso de isomerizaciérptblinas lento, donde la union sélo se produce con
especies que contienen el isomerocen Otro caso interesante en la regulacion de procesos
biolégicos por isomerizacion de prolinas lo constituye el receptor de serot@urga (BHT3)

el cual al unise el neurotransmisor sufre un cambio conformacional, inducido por la
isomerizacion de su prolina 8 ttansacis que lleva a la apertura del cai@lico[100]. Queda
entonces por definir cual es el rol, si tieaguno, de procesos lentos de isomerizacion de
prolinas en NS1. Dada la multiplicidad de blancos reportados, el reconocimgpgocifico a
través de estas especies, podria ser una estrategia valida.

NS1 presenta plastiidad conformacional y tendenciaa oligomerizar

NS1 se expresa en forma recombinante como un mondmero en solucion. Esta particule
en condiciones controladas es estable, pero al modificar condiciones derso entmo por
ejemplo el pH o la temperatura, NS1 cambia su estructura secyngi@adar origen a
estructuras oligoméricas. Asimismo, la tendencia a formar estasessge@ran tamafio y con
contenido de estructura secundaria tipo{bata se ve evidenciado al utilizar cosolventes como
ser el TFE o isopropanol, donde llamativateese encontré formacion de especies oligoméricas
con un incremento en laminas beta en su estructura secundaria. Estées gxplréan estar
presentes en células infectadas, de hecho para inducir su formacion sanastesementos
moderados de temura, compatibles con sistemas biolégicos. Al analizar las propiedades de
los oligdmeros obtenidos por incremento de temperatura (NS1SOs), observamos qusméenen
morfologia esférica discreta y comparten caracteristicas con estructuras amiloides

La capcidad de oligomerizar y formar estructuras amiloides en ciertas condibianes
sido reportada para un gran numero de proteinas, donde algunas de la cuales muestran ui
tendencia mayor que se encontraria codificada en su secuencia amindaéitit@?2] La
formacion de estructuras amiloides, en algunos casos se encuentra relamonaatalogias en
humanos, como ser para el péptid§g Amiliode, para las proteing¥2-microglobulina,
transtiretina, lisozima, entretras[103,104,105,106,107]Sin embargo, el caso de la proteina
Pmell7 revela que estructuras begpetitivas no siempre se encuentran relacionadas a
fendmenos patoldgicos, sino que pueden estar involucradaspeocaso funciongtl08]. A su
vez, proteinas de origen viral han sido reportadas por su capacidad de origirestestagas
como por ejemplo la proteina E7 y el dominite@minal de unién a ADN de la proteind &el
Virus Papiloma Humano (HPV), y el dominio de unién a ADN del antigeno nuctir\Mirus
EpsteinBarr[109,110,111,112]Parala proteina E7 de HPV, fue reportada la localizacién de su
conférmero oligoméricesférico (E7SOs) en el citosol, analizando diferentes lineas celulares
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en células de tejidos de cuello de Utero obtenidos por biopsia, mientras ode se@ncuentra
como dimero o monémero se localiza ennétleo [113]. La proteina PBF2 del Virus
Influenza A, en condiciones de baja constante dieléctrica, en ambiedte®licos, forma
diferentes tipos de oligémeros y fibras en células infectadas, en eeacar@mbranas celulares
[114].

Por la multiplicidad de proteinas que forman estructuras amiloides, Sésicassy
solubles o fibrilares e insolubles, no es raro observar una gran nimero de trabajosligae
el mecanismo de estos procesos. Uno de los mecan@omsestos de mayor aceptacion para
el ensamblado de oligébmeros es el mecanismo dependiente de nuc[88¢idb] En este
mecanismo, la formacion del nucleo dispara el crecimiento del oligd@@rdSin embargo, la
formacion de oligbmeros puede ocurrir siguiendo diferentes rutas o caminos, éasiroydican
diferentes morfologias de los oligobmeros resultafit&§,117] Hacienad uso de un modelo de
ensamblado de oligbmeros esféricos reportado por Zlotfiedd, definimos que Ila
oligomerizacion en NS1 sigue un mecanismo dependiente de nucleacion, hechongiee cua
ocurre, lleva a la formacién irreversible de particulas esféricas soldlgsaso limitante
consiste en el cambioconformacional que sufre el mondémero, luego de lo cual se forma un
nacleo dimérico. El hecho de que no sea necesario una pérdida significatbgirudaura
secundaria durante el cambio conformacional, indicaria que es necesario sohnepdsmrrera
enggética baja que separa a NS1 nativa del monomero que ha sufrido un cambio
conformacional. Asimismo, el proceso ocurre a temperaturas compatibles stemasi
biolégicos, por lo que es muy probable que la formacion de NS1SOs suceda de manere
esponténea, ivivo, inducido por una localizacion sablular especifica, por hacinamiento
macromolecular o interaccion con otras proteinas, teniendo en cuenta que IN&ldeslas
proteinas de RSV de mayor abundancia en la infeccion temprana.

Evidenciasque apoyan & existencia de NS1SOs en células infectadas

Existen antecedentes reportados donde indican la posibilidad de NS1 de homo
oligomerizar y de heteroligomerizar en interaccion con NS2 en células transfectadas. Como se
describi6 en la introduccion, recientemte se describid la formacién de un complejo
macromolecular integrado por NS1 y N8Z]. En este complejo se encontraron muchos de sus
blancos de interaccion propuestos, comoSSEAT-2, TRAFR3, RIGI y IRF3, y por contener
proteasas de la subunidad 20S del proteosoma se lo denominé “degradosoma”, sdonde
actividad degradativa se ve incrementada por la presencia de la proteic@ndrial MAVS.
Este complejo fue heterogéneo tmarfio (entre 30050 KDa) al ser aislado a partir de
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extractos de células transfectadas e infectadas. Hay que remarsardgtectaron particulas de
mayor tamafio, indicando que la fraccion analizada podria ser componente deushar & ste
mayor tamad. Si tenemos en cuenta que MAVS cuando es activada, polimeriza &acia |
formacion de estructuras filamentosas, podriamos suponer que NS1SOs podri@anteoac
MAVS previniendo la formacion de estos agregados fibrilares funcionales, gadéormna
blogueando la via de sefalizacion.

Se ha determinado la formacioén de oligdmeros esféricos por microscopiénétacen
proteinas V de virus miembros del gén&obulavirus(como Sarampién o SV5). Es estos
casos, la formacion de especies oligoméricas snabanto en proteina purificada (expresada
en E. coli), tanto como en proteinas purificadas por afinidad a partir de extdecicélulas
transfectadas. Se identificé que estas particulas, se encontraron eejacoropl STATL,
STAT-2, DDB1 y Cul4A[65]. Esto evidencia la capacidad de formar oligtms esféricos en
diferentes antagonistas de interferén, lo que podria indicar mecanisma@sesimid ligado a
secuencias de reconocimiento especificas, sino a su capacidad de oligomerizar.

Los resultados presentados en relacion al mecanismo desrestdblado de NSI,
resultan de utilidad para establecer un vinculo entre la formacién y funciécomglejo
heterogéneo con actividad degradativa formado por las proteinas no estructuralesdmeant
células de epitelio pulmonar transfectadas e infectaflasu vez, proveen de informacion
detallada que puede ayudar a entender este complejo proceso y servir de belsgegareollo
de estrategias terapéuticas.

En conjunto, los resultados mostrados en esta tesis muestran como dada la
multifuncionalidad od larga lista de blansaeportadogara una proteina pequefia como NS1,
la misma puede basarse en su capacidad de adquirir diversas conformacéstedos de
oligomerizacién. La heterogeneidad conformacional permite expandir el repertorioiltespos
blancos incrementando las funciones de este polipéptido en relacion al mmecahes
inmunoevasion. En la figura 6.2 se presenta un modelo donde se integran los resultados
presentados en esta tesis junto con lo reportado hasta el momento teratiardi Futtos
estudios esclareceran la presencia y el rol de NS1SOs en céleldadas, y son necesarios
para caracterizar los intermediarios en el plegamiento de NS1 y pamaidatesu estructura
tridimensional. Esto ultimo permitird establecer si NS1 preseatacteristicas estructurales
similares a antagonistas de interferon de otros paramixovirus, lo que no sOldirgpermi
profundizar sobre las bases estructurales de los mecanismos propuestoseianesdisategias

en comun.
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Interaccién a través de

regiones flexibles?

localizacion subcelular?

. NS1SOs

R = = - W

hacinamiento molecular?

— Blancos de NS1

504

.NGIVFVHVITSSDICPNNNIVVKSNFTTMPVLONGGY IWEMMELTHCSQPNGLLDDNCEIKFSKKLSDSTMTNYMNQLSELLGFDLNP

Figura 6.2 Modelo de integacion entre estructura y funcién de NS1NS1 es un monémero
globular, el cual presenta regiones flexibles. Estas regiones paariagitio de interaccién con
otras proteinas. La prediccion de estructura secundaria muestrd deelas cuatro prolinas
(marcadas en negrita) en NS1 se encuentran en regionestgilctura asignada (representadas
como linea continua en el grafico), las cuales podrian ser regidoesmente
desplegadas/flexibles. En ese caso, estos residuos podrian sufgsograte isomerion
cis/trans y de esta manera participar de procesos de reconocimidetularo En diferentes
condiciones NS1 oligomeriza dando origen a la formacion irréolerde NS1SOs. Esta estructura
podria participar de mdultiples interacciones, mediando laadegion de blancos celulares como
los reportados para el “degradosoma” de NS1 encontrado en céfatiadag47].
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Clonado y expresioén recombinante
Clonado del gen de NS1 de HRSV

El clonado del gen de NSbrespondiente al subtiparal A, del Virus Respiratorio
Sincicial Humano (IRSV) se realizé utilizando un gen sintético con codones optimizados para
la expresion erk. coli (GenScript Corp) Se disefiaron secuencias de corte por enzimas de
restriccion en los extremos 5’ y 3’ para realizar el suladdoren 3 vectores de expresion. Los
vectores y sitios de corte para enzimas de restriccion utilizados fpdioh8U entre Ndel y
Hindlll, pET-15b entre Ndel y BamHI, y el vector pMalentre BamHI y HindIll Las
construcciones fueron transformadas eoedpa deE. coli DH5a, y las colonias transformantes
positivas fueron identificadas p@atrén de restriccion utilizando las enzimas de restriccion
especificas para cada caso (New England Biglghggrificadas posecuenciacion.

Expresion recombinante y purificacion deNS1

Expresion de NS1 en medio ricoLa construccion de NS1 fusionada a la proteina de union a
maltosa (MBP) con una secuencia de union y reconocimiento por la proteasa trémbina
trasformada en la cepa de expresion C41(DE3). Las colonias transforn@ntesdrecidas en
pre-cultivos de 5 ml en medio LB con ampicilind@0 pg/ml, por 16 h a 37 °C luego de lo cual
fueron transferidas a erlenmeyer de 500 ml de medio LB con ampicilina gagecB7 °C con
una agitacion de 200 rpm, hasta llegar a una DO 600 nm de 0.6. Los cultivos fesmdodla

20 °C por 30 minutos se realizé la induccion con IPTG 0.3 mM. Luego de 18 h de la induccion
a 20 °C se realizd la cosecha de las bacterias por centrifugaciérsuSgeralié la pasta de
bacterias en soluciénris-HCI 20 mM pH 8, 0.2 M NaCl, 1 mM EDTA y 2 mM 2BM¥ la
ruptura elular se realizé por sonicaciddrecipitacion fraccionada con sulfato de amonicA

la fraccion soluble obtenida de la lisis de bacterias se incubd catosdé amonio al 50 %
(p/v) por 4 horas a 4 °C, luego de lo cual se centrifugd, descartandadsrirgoluble.
Columna de afinidad por maltosa. Se resuspendio la fraccion precipitada del paso anterior en
soluciénTris-HCI 10 mM pH 8, 0.2 M NaCl, 2 mM 2BMEse realiz6 una dialisis contra la
misma solucién y se inyectd la muestra en columna de alippda maltosaNew England
Biolabs) Se realiz6 la elucion con solucidn de elucion con el agregado de 20 mddan&ste
procedimiento al menos 3 vecesjmgectando el percolad@orte con trombina. A la proteina

de fusion obtenida se la concentré hd€tang/ml. El corte del sitio de union entre NS1 y MBP
se realiz6 con la proteasa trombina, utilizando 0.25 unidades por cada 3 mg d&.pBeei
incubo a 4 °C por 16 horas en tampon quiriige-HCI 10 mM pH 8, 0.2M NaCl, 2BME 2 mM
suplementado con CaCll mM. Para detener la reaccibn se utiliz6 PMSF 1 mM.
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Cromatografia de exclusiébn molecular Luego del corte con trombina, la muestra fue
inyectada en una columna de filtracion en gerSSpreparativa (Amershafharmacia)
equilibrada en soluciéiris-HCI 10 mM pH 8, 0.2M NaCy DTT 1 mM.

Expresion en medio minimo de NS1 Se utilizaron las bacterias C41(DE3), las cuales fueron
transformadas con el plasmido pMallLas bacterias transformantes fueron crecidas en pre
cultivos de 10 ml conteniendo medio minifM9 suplementado con ampicilina. Se utilizé una
concentracion de glucosa marcadiC), como fuente de carcono, de entre 1.5y 2 g/L, y de
Cloruro de Amonio®N), como fuente de nitrégeno de, 1g/L. Los-puétivos de 10 ml fueron
transferidos a erlenrger de 500 ml de medio minimo M9, para mantener una relacién pre
cultivo/cultivo de crecimiento de 1/50. La incubacién, induccibnm cosecha yriposte

purificacion se realiz6 como fue indicado para las preparaciones en medio rico.

Produccién de NS1SOs

La especie oligomérica NS1SOs fue generada a partir de la incubaciorlde MSC por 10
minutos, previo filtrado en columna PID (Pharmacia) equilibrada en solucién JHi€l 10
mM pH 8 y DTT 1 mM, para eliminar el contenido de NaCl.

Control de calidady cuantificacion de proteinas

La pureza en cada preparacion fue juzgada por-FBSE vy la identidad confirmada
espectrometria de masa MALDDF (Bruker, Daltonics, Billerica, MA USA). El correcto
plegado fue analizado por dicroismo circular en el UV tejgn espectro de emisién de

fluorescencia de su Unico triptofano.

Determinacion de la concentracion de NSL1a cuantificacion de concentracion de proteina se
realizé por diferentes metodologias:

Absortividad de residuos aromaticos a 280 nm: Se detérmia concentracion
espectrofotométricaméa utilizando el coeficiente de absorcion molar tedrico calculado a parti
del programd&rotParamliittp://web.expasy.org/protparam/

Método de Bradford118]: Se determiné la concentracién de proteina utilizando una curva
patron de proteina albumina sérica (BSA) en elgat®0 10 pg/ml. Se midié la absorbancia a
595 nm de las muestras patron (1 ml) luego de agragar 1 ml de reactivo de Bradfoa].(Se
determind la absorbancia de las muestras problema por duplicado, y estos ualores
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absorbancia fueron utilizados pastimar la concentracion de proteina interpolando en la curva

patron.

Prediccién de estructura secundaria y alinamiento de secuencias

Para la prediccion deestructura secundaria utilizd el programa Jpred
(http://www.compbio.dundee.ac.uk/wwjpred)). El alzamiento de secuencias se realizd
utilizando el programa ClustalW#vw.ebi.ac.ul

Electroforesis en geles desnaturalizantes
Todos los geles SDBAGE fueron realziados segun el método de Laemmli. Posteriormente

fueron tefidos con una solucién @eomasie Blue

Filtracion en columna de exclusion molecular

Los ensayos de cromatografia de exclusién moledutaon realizados en columnas/’5 HR
10-30 (24 ml). Esta columna fue calibrada con proteinas glabalastandar como Ovoalbimina (44.2
KDa), Quimotripsinégeno (25 KDa) y Ribonucleasa A (13.7 KB volumen de exclusion ¢Yy el
volumen total () fueron determinados con Dextrano Azul y acetonqe@s/amente. La solucién de

equilibrado y la concentracién de proteina utilizada se indican ercaada

Dispersién de luz Estatica(SLS)

El peso molecular promedio de NS1 fue determinaii@arido un instrumento de dispersion de
luz estaticaPrecison Detector PD 2010 conectado a un equipo de cromatografia liquida de alt
performance (HPLC) y a un refractometro diferencial LKB 2142%e§istraron las sefiales de dispersion
de luz a 90° y el indice de refraccién de la muestra que eluyécdritana.Los datos fueron analizados
con el programa Discovery32 (Precision Detectors). El detectatigpeersion de luz fue calibrado
utilizando Albumina bovina sérica como estandar (66.5 KDa). La conci&mtrde proteina utilizada fue

de 190 uM (aproximadamen200 pl para cada corrida).

Dispersién de luz Dinamica (DLS)

Las mediiones de DLS fueron realizadas en un insmton&etasizer Nano S (Malvern
Instruments). NS1 fue filtrada mediante filtros UltrafM€ de 0.22 um (Milipore) antes de realizar
cada medicion. Los datos fueron analizados utilizandopeigrama DTS Nano, para obtener las
distribuciones del radio hidrodinamico en funcién. La concentracion diliga mantuvo entre 15 y 40
UM y la temperatura se mantuvo constante a 2@ %@ehos queesindique lo contrario) por un sistema

de control Peltier.
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Dicroismo circular.

Las mediciones de CD en el UV lejano fueron realizadas en un especfroptia
JASCO 3810 (Nikota, Japdn), con control de temperatura usando un controlados Peltier. Se
utilizaron cubetas de paso 6ptico de 0.1 a 0.2 cm. Se promediaron entre 4 y 8 espgectros pa
cada muestra a una velocidad de barrido de 100 nm/min, ancho de banda de 1 nm y uni
respuesta promedio de 4 segundos. Los datos crudos fueron transformados ela@|iptéar
por residuo (MRW) cuyas unidades son: del.dhwi?, que normaliza por paso de luz,
concentracion y numero de enlaces peptidicos:

[O] 2 =deg/ Ixcx10xn (1)

Donde:

Deg = sefal cruda en mdeg

| = paso de luz en cm

c =concentracion de proteina en molar

n = namero de enlaces peptidicos

10 = factor que transforma en dmol

Para las determinaciones de estabilidad térmica, se aplic6 unadarntgraperatura de
10 a 80 °C y de 80 a 10 °C, a una velocidad dedoagle 5 °C/min. Se tomaron espectros cada 5
°C o se registré el cambio de sefial a una longitud de onda fija.

Fluorescencia

Todos los experimentos fueron realizados en un fluorimetro Jasé600P Para las
mediciones del espectro de emision de fluoresaetel triptofano, se registro la fluorescencia
entre los 310 y 450 nm, con una longitud de onda de excitacion de 295 nm. Para monitoreai
transiciones, se utilizé en centro de masa del espectral (CSM, sigléssen inglés) el cual es
calculado de acudo a la siguiente ecuacion:
CSM = E (U;F,»/E Fi (2)
Donde:

Fi = es la seinal de fluorescencia

vi = es la longitud de onda

Los espectros de fluorescencia de tioflavina T y ANS fueron registradedan#i20 y
600 nm, con con longitud de onda de excitacion de 442 nm para ThT y de 370 nm para ANS.

En todos los casos, los datos fueron analizados luego de substraer la sefial aportada por

soluciéonbuffer.
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Determnacion de sulfhidrilos libres con DTNB (reactivo de Ellman)

Esta técnica se basa en la deteccion colorimétrica a 412 nm @iel2amitrobenzoato
(TNB) que es liberado luego de la reaccion del-8iobis(acido 2nitrobenzoico), DTNB con
el tiolato de una cisteina. Se realiz6 una curvadépaton DTT (idealmente se realiza con
cistéina). Se midieron a 412 nm, las muestras incognita de NS1, NS1&0wigrhas en 5M de
Gdm.Cl. Se determiné la absorbancia de las muestras por triplicado y detes véueron
utilizados para estimar los uM de sulfhidrilos reactivos por uM de peoteiin pmol de NS1
contiene 4 pmoles de sulfhidrilos. La solucién de proteina, previo a lasionedidue filtrada
en una columna PO (Pharmacia) para eliminar la presia de tioles como el DTT de la

solucién.

Protedlisis limitada

Parael ensayo de protedlisis limitada se utilizaron las enzimas Trigg@@motripsina
(Sigma). Se realizaron incubaciones de 2 horas a distintas relacionegm®moteina a 37 °C.
Seutilizé una concentracion de NS1 de 0.5 mg/ml, de 1 mg/ml para Quimotrip@ifang/ ml
para Tripsina. Las relaciones que se mantuvieron fueron 1/20 y 1/50 para Trip&0aly50 y
1/200 para Quimotripsina. Se tomaron alicuotas a los 5 y 120 mihatosaccion se detuvo
por incubacién a 100 °C por 5 minutos y luego fueron guardae?® %C hasta su uso. Cada
muestra fue corrida en un gel SBPAGE 17 %.

Microscopia de fuerza atomica

Los experimentos fueron realizados en un instrumento Nanoskddeltimode-AFM
(Digital Instruments, Veeco Metrology, Santa Barbara, CA) utilizando el modo figippi
NS1SOs fueron diluidos a 5 ng/ul en solicion -H{SI 10 mM pH 8 con 4 mM de Mggl
Cinco microlitros de muestra fue lavada con 1 ml de agua@itiara remover las moléculas
gue se encontraban firmemente unidad a la mica, y luego secada con nitrégeaquiu@eon
imagenes de 512 pixeles. Las imagenes fueron procesadas utilizando el piggrerseope,
para remover el ruido de base. Luego se utlizpregrama WsxM 4.0 beta 5.3, para el analisis
de los resultados.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear
Muestra y condiciones de medicion

Luego deexploraruna amplia gama de condiciones, la condicion elegida para realizar
las mediciones congi@ en una muestra entre 1300 uM de concentracion de proteina
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marcada com™N 6 °N/**C, en tampén quimico THEICI 10 mM pH 7.5, 200 mM NaCl y TCEP

1 mM, en una mezcla de 95 % agua y 5 %@DLas mediciones se realizaron a 25 °C en un
espectrometro Biker 600 MHz Avance Ill equipado con una esanda. Los datos fueron
procesados en estaciones Silicon Graphics utilizando NMRPipe (Delaglio, 1883)izados
con NMRview (Johnson, 2004).

Medidas de difusion

Se realizaron medidas de difusion por laniéa: pulse field gradientNMR [77]. Se
utlilizé6 Dioxano (10 ul, 2 % en agua) a una muestra de 300 pul como estandar ihgerno.
duracion de los pulsos y tiempos de retardo en la secuencia se mantuvierantesnsuna
serie de espectros fueron adquiridos con la fuerza del gradierifusion variando entre 5 % y
95 % como valor maximo. El tiempo entre los gradientes de pulso fue de 4ardaraction del
retardo fue calibrado para la muestra, con el fin de dar un decaimientoaTd®®90 % para
las sefiales de la proteina y daxanos. El radio hidrodinamico {Rfue calculado como sigue
a continuacion:
Rh = (Dgiox'Dns1) * Rn (diox) 3
Donde:

Ddiox Y Dns1= son los coeficientes de difasi del dioxanos y NS1, respectivamente.

Rh (diox) = es el radio hidrodamia efectivo del dioxanos (2.12 A). Las mediciones

fueron reproducidas al menos 3 veces.

Medidas de™N T

Medidas de"™N T para obtener informacion de la dindmica conformacional de NS1 se
realizaron a una frecuencia de 60.83 MM, utilizando esquemade pulsos estandar. Los
tiempos de relajacion utilizados fueron: 15.6, 34.1, 47.0, 62.7, 78.4 'y 94.1 ms. Los datos fueron
ajustados utilizando una rutina BRate Analysislel programa NMRview. Los errores fueron de

entre2a4 %.

Mecanismo de Plegado d&lS1

Desplegado al equilibrio

Para las mediciones al equilibrio, cantidades crecientes de Gdm.Cl 4dé.@ M) fueron
incubadas, en tubos separados, junto con NS1eMl@e concentracion final en solucid®
mM Tris-HCI pH 8.0, 200 mM NaCly 1 mM DTT, por 3 horas a 20 °C. Luego de centrifugar la

muestra se midieron los espectros de CD en el UV lejano y de fluoresdehtriptofano. Los
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datos fueron ajustados siguiendo un modelo de dos estados {Nasiplegado) y los

parametros termodinamicos se deti@aron a partir del ajuste no lineal, utilizando la siguiente

ecuacion:

H20

Sn + SueXp M

RT @)

y =
- AG™? + mx
I +exp
RT

Donde:

y = es la sefial espectroscépica

Sy S = representan las sefales especfioisas de proteina plegada y desplegada,
respectivanente.

AGy m = representan el cambio de ernergre entre el estado plegado y desplegado, y
la pendiente de esa transicion.

x = el la concentracion de desnaturalizante.

T = el la temperatura en grados Kelvin

R = es la constante universal de gak887 kcalmol).

Cinética de desplegado

Para las medidas cinéticas de desplegado, NS1 d&ckconcentrado fue diluida 10
veces por mezclado manual en soluciomi Tris-HCI pH 8.0, 200 mM NaCly 1 mM DTT
con la concentracion indicada de Gdm.Cl para cada, gasa una concentracion final de
proteina de&8 uM. Las cinéticas monitoreadas por CD fueron registradas a 216 nm de longitud
de onda, con un ancho de banda de 10 nm y un tiempo de respuesta de 4 segundos. Se obse
una disminucion en la sefial de elipd&il hasta alcanzar un estado estacionario. Las cinéticas de
fluorescencia fueron monitoreadas al medir la fluorescencia del Unicoaripteh NS1. Para
ello, se utilizé una longitud de onda de excitacion de 295 nm y una longitud de ami@sida
a los325 nm. El cambio de fluorescencia (una disminucién de la intensidad) fue rhadtdo
alcanzar un estado estacionario. Todos los experimentos se realizarqreeatera constante
de 20 °C.

Cinética de plegado

Para las medidas de plegado de NS1, seditiha soluciorstockde proteina desplegada
y equilibrada por al menos 3 horas en 5.0 M de Gdm.ClI. La misma fue diluidaed)parc
mezclado manual en tampon quimicasHCI 10 mM pH 8.0, 200 mM NaCly 1 mM DTT

131



Materiales y Métodos

con la concentracion indicada de Gdm.@dra una concentracion final de NS18deM. Las
cinéticas de fluorescencia fueron monitoreadas con los mismos paramstoptae para el
desplegado, con un resultante incremento en la intensidad de fluorescencia del triptofano.

Cinéticas de plegado pr Stopped-Flow

Las cinéticas de plegado fueron realizadas en un instrumergtogeedfiow o flujo
detenido SX18MV (Applied Photophysics, Leatherhead, UK) por dilucion de NS1 desplegada
en 5.0 M de Gdm.Cl de wtockconcentrad@a 60 uM en soluciofOmM Tris-HCI buffer, pH
8.0, 200 mM NaCy 1mM DTT. La concentracion final de proteina para estos experimentos fue
de 6 uM. La longitud de onda de excitacion fue de 280 nm y se utilizé un filtro deafiasie

emision a 320 nm.

Andlisis de los datos de plgado y desplegado

Las constantes observadas para cada reaccion de plegado y desplegado fueaobtenida
partir del ajuste de las cinéticas, utilizando una ecuacion de hé&steiBnes exponenciales
(segun se requiera):

F(f)= E A, exp(=k,1)+F, ()

Donde,F(t) y F. son las sefales observadas a un tienytiempo infinito, respectivamenta,
y kn son la amplitud del cambio de sefial y la constate de velocidad, respesite, para cada
proceso. Cuando fue requerige utilizd una funcion lineal en la fase estacionaria. El ajuste de
los datos fue realizado utilizando el programa Profit (Quantum Zurich).t&l@rseguido para
elegir el minimo nimero de exponenciales, que provee del mejor ajsute ecucadéue el
siguiente: 1)dispersion al azar de residuales; 2) reduccion significativaldelde desviacion
estandar (al menor un quinto del valor del pardmetro); 3) mejora significativaldete Chi
cuadrado obtenido del ajuste (siempre en relaciébn con laiéouaon menor niamero de
parametros).

Al tratar los datos de replegado, 3 fases fueron observadas para todasdasiesa
tanto para los experimentos de mezclado manual como para los experimesttqppédeflow o
flujo detenido. Como la fase mas lemte los experimentos deoppedflow y la fase mas rapida
de los experimentos de replegado por mezclado manual compartieron constatdess sise
realizé un ajuste global de los datos de replegado para la mayoria dedastaciones de
Gdm.ClI probads, utilizando una ecuacién con 5 funciones exponenciales, donde una de las

constantes observadas se mantuvo fija, mientras que todas las ampliagddsmas constantes
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fueron ajustadas independientemente. Todas las curvas fueron normalizadaaligaraeste
ajuste.

Seguido al ajuste de los datos, el logaritmo natural de las constanéegadhs en
funcion de la concentracion de Gdm.Cl fue utilizada para obtener un gréfico de Qbenar@h
plegado de NS1. Asumiendo un modelo de dos estadosepatagado de NS1, se pueden
obtener las siguentes relaciones entre las constantes cinéticas y al ef@dl]brio

ke

U N (6)

ky

K, = kf/ku

(7)

Donde, U y N son los estados nativo y desplegado, respectivarkenes la constante de
plegado al equilibrio, ¥ y k, son las constantes microscopicas pagdegjado y desplegado,
respectivamentéeqSe obtuvo de los experimentos realizados al equilibrio, con un valor de 6.48
x108. La constanté, fue obtenida del grafico de Chevrén, por extrapolacion del valor del In
kobsa OM de Gdm.CI del ajuste lineal lderama de desplegado, la cual muestra una dependencia
lineal con [Gdm.CI]. Utilizando el modelo de dos estados descripto en lai@tay 7, se
calculoks a partir deKeqy K.

El parametrangq es una medida de tiependencia de la energia libre é@smlegado en
funcion de la concentracion de desnaturalizante,y a partir de los experimeiizedoe al
equilibrio se obtuvo un valor de 2.5 kcal-thi™". Los valores dene, fueron mostrados ser
empiricamente proporcionales a cambios en el area decak#vlvente A/ASA) de la proteina
nativa al desplegars@80]. En forma similar, los parametros cinéscm describen la
dependencia de la energia libre de activacion para las reacciones d® platgsplegado en
funcion de la concentracion de desnaturalizante. El parametro cimgtsoconsiderado reflejar
cambios emAASA desde en estado desplegado al estado de transicion (TSE), mientehs que
parametrom refleja cambios eMASA entre el estado nativo y el TSE. El parametofue
obtenido del grafico de Chevrén, como la pendieleieajuste lineal de la rama de desplegado,
multiplicado por RT, donde R es la constante universal de gases ( 1.987Rcal@nol") y T
es la temperatura dekperimento en °K. Siguiendo el modelo de dos estag®s relacionado

conm, y I siguiene manera:
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m,, =m,—m, ®)
Por lo tanto, calculamask utilizando la ecuacion 8 y los parametros obtenidgsy m,. Con

el fin de obtener informacion en relacion al ocultamiento de superfazesibles al solvente en

el estadale transicién, se calculé un parametro alfa, como se describe a continuacion:

a=-m,/m, 9)

El pardmetro alfa puede ser interpretado como el porcentaje relativo dedérea
superficies accesibles al solvente en la reaccion de plegamientngaud! estado desplegado
al TSE. En el caso méas simple, este parametro toma valores gntten @onde 1 indica un
porcentaje relativo de ocultamiento de areas de superficie accedibtdgente en el estado de
transicion similar al estado nativo, y O indigaa accesibilidad al solvente en el estado de

transicion, similar al estado desplegado.

Mecanismo de ensamblado de NS1SOs
Cinética de oligomerizacion

El proceso de oligomerizacién fue monitoreado por cambios en la sefal de CD\én el
lejano a 220 nm por cambios en la fluorescencia de ThT a partir de experimentos de salto de
temperatura. En estos experimentos, NS1 de una soktoidkmantenida a 4 °C fue transferida
a una cubeta conteniendo 10 mM TH€l pH 8 y DTT 1 mM, mantenida a la temperatura
indicada en cada experimentioos experimentos de dependencia de concentracion fueron

medidos variando la concentracion de NS1 de 2.5 a 10 uM a 47 °C.

Unién a Tioflavina T (ThT)

La reaccion de oligomerizacion fue medida mediante el incrementofielorescencia
de ThT en el tiempduego transferir NS1 de ustockconcentrado a una cubeta conteniendo
bufferequilibrado con una concentracion final de ThT de 20 uM. NS1 no une ThT, megréras
NS1SOs si lo hace. Por lo tanto, el incremento en la fluorescenciaTd&ud utilizado como
sonda de oligmerizacion de NS1. La longitud de onda de excitacion utilizada ##6 nm y
los cambios en la sefial fueron monitoreados a 490 nm, utilizando un ancho de banda de

excitacion de 1 nm y ancho de banda de emisién de 20 nm.
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Oligomerizacion por dispersion de luz dinamica

La distribucion del tamafio de particulas para NS1 fue obtenida por un instrudaento
DLS Zetasizer Nano S, previamente descripto. Se utilizé6 una concentidac81 de 17 uM
en solicion 10 mM TritHCl pH 8 con 1 mM DTT. Esta muestra fue incubada a 40 °C
(controlada por un sistema de control Peltier) y los cambios en el tiempantgio de las
particulas fue monitoreado. Cada medicion fue un promedio de 10 escaneos de 10 segundc
cada uno.
Experimentos dedoble salto de temperatura

NS1 de unstockconcemrado mantenido a 4 °C fue transferido a una solucion 10 mM
TrissHClI pH 8 con 1 mM DTT a 47 °C, con una concentracion final de proteina de 12 pM
Luego de diferentes tiempos en el rango de 50 a 2000 segundos, la muestraféuel&ransna
celda mantenia a 20 °C y la sefial de CD en el UV lejano a los 220 nm fue monitoteiada.
de alcanzar la fase estacionaria, se midio el espectro en &jahnd y las muestras fueron

corridas en una columna de exclusion molecu@ab S

Andlisis de los datos de oligmerizacion

Las curvas de los experimentos de dependencia de concetracion fueron normglizados
utilizados para el andlisis del modelo. Para la determinacion dafitadel nucleo, se utilizé un
modelo limitado cinéticamente, desarrollado por Zllotnickl €3],

log[NSISOS] =10gk+ nXIOg[NSlmano'mero] (10)

Donde k es una costante de proporcionalidachyes el tamafio del nacleo. La fluorescencia de
ThT fue utilizado como sonda del proceso de ensamblado de NS1SOs. La coidceniea
NS1SOs y la concentracion de NS1 representan la concentracion de oligomenoényenos,
resgectivamente y fueron calculados a cindo tiempos diferentes a lo largdade lexponencial
(en el rango de 150 a 600 segundos). Para cada tiempo y concentracion, se defin@S|NS1S
[NS1 total] x la fluorescencia normalizadde ThT a; y que [NSkrial = [NS1 total] x (Zla
fluorescencia normalizada de ThT). Estos parametros se utilizaron pararcggafico lodog.
El tamafio del nacleo fue entonces estimado del promedio de las pendérgeiico loglog
de [NS1SOs] en funcién de [NSknmericd para todas las curvas. El valor obtenido fue un
promedio de los valores obtenidos de csetae datos de los diferentes tiempos analizados.

La velocidad de elongacion para cada curva fue determinada a partir de &nfgeddi
las mismas, tomando pustque tienen como centro al 25 % del cambio de sefal. El orden de la

reaccion de ensamblado fue determinado a partir de la pendiente de un grafacpde la
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velocidad de elongacion en funcion de la concentracion total de NS1, como stansue

continuaion:

log(VE) =1 x1og[NSl,,,]1+C (11)

Donde, VE es la velocidad de elongaciliS ko4 €s la concentracion total de N$&sel orden

de la reaccion € es una constante.
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Figura suplementaria A3 Cinética de desplegamiento con Gdm.Cl monitoreado por
fluorescencia Se muestran las cinéticas de desplegamiento, monitoreatfoffumrescencia del
triptofano a 325 nm realizadas por mezclado maawderentes concentraciones@em.Cl. Las
curvas fueron ajuadas utilizando funciones exponenciales simples y dobles. é¢apimteada
indica el mejor ajuste obtenido, con sus residuales (ehdefmjo de cada grafico. Se utiliz6 una
concentracion de NS1 @M.
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Figura suplementaria A4 Cinética de despegamiento por Gdm.Cl, monitoreado por
dicroismo circular. Cinética de desplegamientodiferentes concentraciones &em.Cl. Las
curvas fueron ajustadas utilizando funciones exponenciales signgdi@sles. La linegpunteada

indica el mejor ajuste obtenidaon sus residuales debajo de cada grafico. Se utilizé una

concentracion de NS1 @uM.
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Tabla suplementaria Al - Constantes obtenidas del desplegamiento de NS1
por fluorescencia

[Gdm.CI] (M) kyst® %A, kps'® %A,

(9.7+0.4) x10

3.75 4 100 - -
(9.8+0.4) x10

4.0 4 100 - -
(1.1+0.2) x10

4.25 3 100
(1.3+0.2) x10

4.5 3 100 - -
(1.6+0.2) x10

4.75 3 100 - -
(1.8+0.2) x10

5.0 3 100 - -
(3.6+0.8) x10

5.25 3 38 (1.8+0.2) x10° 62
(3.8+0.8) x10

5.75 3 47 (2.00.3) x10° 53
(4.6+0.8) x10

6.0 3 38 (2.4%0.2) x1G 62
(3.740.3) x10

6.25 3 87 (1.6+0.4) x10° 13
(5.4+0.4) x10

6.75 3 75 (2.2+0.3) x10° 25
(6.2+0.9) x10

7.0 3 51 (3.2+0.4) x10° 49

“Constantes observadas para cada condicion de desizainte.
* Valores relativos de amplitudes obtenidaspartir de los datos des ajustes realizados para cada
condicién y los valores correspondientes a proteina desplegéeizagp.

Tabla suplementaria A2 - Constantes obtenidas del desplegamiento de NS1

por dicroismo circular

[Gdm.CI] (M) kist* %A, kost* %A,
4.0 (9.4+0.2) x10* 100 - -
4.25 (9.740.1) x10* 100
5.0 (1.6+0.2) x10° 100
6.0 (4.0+0.5) x10° 52 (2.0 £0.2) x1C 48

" Constantes observadas para cada condicion de desdizainie.
* Valores relativos de amplitudes obtenidaspartir de los datos des ajustes realizados para cada

condcion y los valores correspondientes a proteina desplegada y plegada.
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Figura suplementaria A5 Cinética de plegamiento de NS1 pdistopped flow”. Se muestréa
cinética de plegamiento monitoreada por “stopped flow” realizadéeeedtes concentraaines
de Gdm.Cl Se registré la fluorescencia del triptofano de NSiina concentracion final de
proteinade 6 pM. La curva fue ajustada utilizando ecuaciones con dog,o tres funciones
exponenciales. Se muestra el mejor ajastao linea punteadzon sus residuales en rojo debajo
de cada grafico.
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Tabla suplementaria A3- Constantes obtenidas del replegado po r “Stopped
Flow”

[Gdm.CI] (M) kyst® %A, kps™® %A, Kss™® % Aj

0.5 1.6 0.4 31 0.3t 0.03 69 - -

0.75 3.3:0.2 18 0.5+ 0.04 42 0.1+ 0.04 40
1.0 1.5:0.3 16 0.3+ 0.09 40 (7.0£ 0.3)x10° 42
1.5 1.4+ 0.9 19 0.3+ 0.08 31 (7.8 0.1)x10° 51
2.0 1.1+ 0.3 11 0.2+ 0.08 24 (5.8t 0.1)x10° 65
2.5 2.1+ 0.1 1 0.3+ 0.01 2 (4.5t 0.8)x10° 97
2.75 2.5¢0.2 1 0.3+ 0.01 1 (4.1% 0.9)x10° 98
3.0 1.7+ 0.1 1 0.3+ 0.1 1 (2.1+ 0.8)x10° 98

* Valores relativos de amplitude¥.alores calculdos utilizand los datos obtenidoa partir del ajuste en cada
condicion teniendo en cuenta que las amplitudes representan?eldeED@ambio de sefial. Sin embargo, dado que
no pudimos establecer los valores correspondientes a proteina plegadplegatdiss estos porce&jes no
representan el 100% del cambio de sefial real.

@ Constantes observadas para cada condicion de dedizatote.
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Figura suplementaria A6 Cinética de plegamiento de NS1 por mezclado manu&e muestra el

cambio de fluorescencia deiptofano adiferentesconcentra@nes de Gdm.Cl.

La cinética de

plegamiento fue realizada por mezclado manual a una concentraciaefiNg1l de8 pM. La curva
fue ajustada utilizando ecuaciones con una, dossoftinciones exponenciales. Se muestraegbr
ajustecomo linea punteadzon sus residuales debajo de cada gréfico.
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Tabla suplementaria A4 - Constantes obtenidas del replegado por mezclado

manual

[GAM.C (M) | Kas™®  |% A, Kss™ % As | Kes™™ |%Ag O/F‘)’I:aB:éfL
0.5 (4.6 0.6x10% | 12 | (1.2+0.8)x10° | 13 |(2.1+0.6)x10°| 16 59
0.75 (4.2£0.3)x10° | 19 | (7.9£0.4)x10° | 14 |(17+0.3)x10°| 14 53
1.0 (3.8£0.2)x10° | 21 | (85 0.5)x10° | 17 |(19+0.1)x10°| 14 48
1.75 6.1+ 0.5)x10° | 27 | (15+0.4)x10° | 30 |(1.9+0.1)x10°| 10 33
2.0 (32+0.4)x10° | 45 | (8.0+05)x10° | 15 |(12+0.6)x10°| 9 31
2.25 2.7+ 0.1)x10° | 54 | (4.30.2)x10° | 16 - - 30
25 (25+0.1)x10° | 57 | (8.0£0.5)x10° | 18 |(7.2+0.5)x10*| 8 17
2.75 (16+0.3)x10°| 55 | (51+0.5)x10° | 13 |(1.1+0.1)x10°| 13 19
3.0 (11+0.1)x10° | 54 | (4.0£0.6)x10° | 10 |(12+0.1)x10®| 10 26
3.25 (6.0£ 0.1)x10° | 50 | (23+0.4)x10° | 40 10
35 (3.1+0.3)x10° | 30 | (1.3 0.1)x10° | 70 -

* Valores relativos de amplitudes obtenidopartir de los datos des ajustes realizados para cada condicifosy

valores correspondientes a proteina desplegada y plegbélade la fase “burst” es el porcentaje de cambio de
sefial no explicado por las amplitudes obtenidas.
o Constantes observadas para cada condicién de dedizamte. Se enumeran ks Ksteniendo en cuenta que las
constates Kk, ksfueron obtenidas por “stopped flow”.
* El porcentaje de la fase “burst” se consideré corcaebio de sefial que no pudo ser explicado por las
amplitudes obtenidas de cada ajuste.
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Figura suplementaria A7 Ajuste global de las curvas de replegaddSe muestran los ajuste
globales del replegado de NS1 a diferentes concentraciones de Gdms.€&fales de fluorescencia
fueron normalizadas, tanto las obtenidas por “stdiflow” (izquierda) como pomezclado manual

(derecha). Los residuales obtenidos se muestran debagadh gréfico y la linea discontinua
representa el ajuste realizado.
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