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RESUMEN

Rotavirus, miembro de la familia Reoviridae, es la principal causa de
gastroenteritis severa en infantes y lactantes en el mundo. La particula viral infectiva o
virién esta constituida por tres cubiertas proteicas icosahédricas y posee un genoma
compuesto por 11 segmentos de RNA de doble hebra (dsRNA). Estos segmentos
codifican para seis proteinas estructurales y seis proteinas no estructurales. El segmento 8
codifica para la proteina no estructural 2 (NSP2). NSP2 es una proteina conservada de
naturaleza bésica y con una masa aproximada de 35 kDa. NSP2 se organiza en forma de
octameros, los cuales son altamente estables y representan la forma funcional de la
proteina. Se ha propuesto que los octdmeros funcionan como motores moleculares
durante el empaquetamiento del genoma segmentado del virus. Los octdmeros poseen
diversas caracteristicas que favorecen esa funcidn, entre ellas: son cruciales en el armado
de los sitios de replicacién viral (viroplasmas), presentan capacidad de unién con el
RNA, una actividad desestabilizadora de duplex de RNA y una actividad NTPasa
dependiente de Mg*". La autofosforilacién de la proteina esta asociada a la actividad
NTPasa dado a que existe una transferencia del fosfato gamma a la proteina, luego de la
hidrolisis del nucledtido trifosfato (NTP). La comparacion de la estructura de NSP2 con
las distintas estructuras en el banco de datos (pdb), permitié encontrar una gran similitud
estructural entre el dominio C-terminal de NSP2 y el dominio catalitico de la stper
familia de nucleotidil hidrolasas (proteinas HIT). Esta similitud a su vez permitié
distinguir el posible sitio activo de la enzima, y por lo tanto postular al sitio de uni6n e

hidrélisis del NTP en NSP2. E! siguiente trabajo, a través de modificacién sitio-especifica



y simulaciones de unién (docking) de ATP, identificé a la hendidura profunda del
monomero de NSP2 como el sitio de hidrélisis del NTP. Aunque NSP2 carece del clésico
motivo HIT (HOHOHG@ donde @ es un residuo hidrofobico), los resultados obtenidos
demuestran que las histidinas H221 y H225, como también otros residuos basicos
conservados de la hendidura representan aminodcidos criticos del sitio activo de la
enzima. Los resultados también sugieren que la autofosforilacién representa a un
infefiediario fosforilado de la reaccién, semejante a los eventos que ocurren en la
hidrélisis del NTP por parte de las proteinas HIT. Este novedoso sitio de union e
hidrolisis, presenta tanto similitudes con la stiper familia de proteinas HIT, como también
caracteristicas Unicas posiblemente limitadas solamente a las proteinas NSP2 de
rotavirus. Los resultados a su vez indican que el requerimiento del ion Mg?* en la
actividad NTPasa es primordialmente a nivel de la hidrélisis del NTP y no a nivel de la
unién de este a la proteina, en contraste a lo ocurrido en las proteinas HIT. Las mutantes
severamente afectadas en su actividad NTPasa sirvieron para demostrar que in vifro, la
actividad NTPasa de NSP2 tiene un efecto positivo sobre la fosforilacion de la proteina
NSP5, aunque esta actividad no es un predictor fiel del grado de fosforilacion de NSPS5.
Los resultados sugieren ademas que no existe una transferencia del fosfato de NSP2 a
NSP5. Ensayos posteriores de expresion transiente de las proteinas en células de
mamifero sirvieron para evaluar el impacto de la actividad NTPasa de NSP2 in vivo. Los
resultados indican que la actividad NTPasa no afecta la hiperfosforilacion de la proteina
NSP5 ni su interaccién con esta proteina para formar estructuras tipo viroplasma.
Finalmente, los resultados obtenidos en este estudio permiten postular que la actividad

NTPasa tiene una funcion posterior a la formacion de los viroplasmas.




SUMMARY

Rotaviruses, members of the Reoviridae, are a major cause of acute gastroenteritis
in infants and young children worldwide. The virion is a triple-layered icosahedron with a
genome consisting of eleven segments of double-stranded RNA (dsRNA) that encode for
six structural and six nonstructural proteins. Gene segment eight encodes for the
nonstructural protein 2 (NSP2). NSP2 is a conserved, basic nonstructural protein (Mr=
35,000) encoded by the virus that is necessary for replication and packaging. NSP2 self-
assembles into stable octamers. Octamers formed by the nonstructural protein NSP2 of
rotavirus are proposed to function as molecular motors in the packaging of the segmented
double-stranded RNA genome. The octamers have RNA binding, helix unwinding, and
Mg**-dependent NTPase activities and play a crucial role in assembly of viral replication
factories (viroplasms). The NTPase activity is associated with autophosphorylation of the
protein via linkage of the cleaved y-phosphate. Comparison of x-ray structures has
revealed significant structural similarity between the C-terminal domain of NSP2 and
catlytic domain of the histidine triad (HIT) family of nucleotidy! hydrolases, which in
turn has suggested the location of the active site for NTP hydrolysis in NSP2. Consistent
with the structural predictions, we show here using site-specific mutagenesis, and ATP
docking simulations that the active site for NTP hydrolysis is localized to residues within
a 25-A-deep cleft between the C- and N-terminal domains of the NSP2 monomer.
Although lacking the precise signature HIT motif (HOHOHOD where @ is a hydrophobic
residue), our analyses demonstrate that histidines (His221 and His225) and other
conserved basic amino acids represent critical residues of the active site. Similar to events

occurring during nucleotide hydrolysis by HIT proteins, NTP hydrolysis by NSP2 was
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found to produce a short lived phosphorylated intermediate. This novel site beside of
showing similar features to HIT superfamily of proteins, presents unique characteristics
probably intrinsic or limited to only rotaviruses NSP2 proteins. In contrast with HIT
proteins, the requirement for Mg®* seems to be specially needed for hydrolysis and not for
binding of the NTP. Severely affected mutants helped to show that the NTPase activity
has a positive effect on the in vitro NSP5 phosphorylation, but also that it is not a direct
predictor of the extent of NSP5 phosphorylation. Analysis of protein phosphorylation
suggests that a phosphor transference does not occur between the two proteins. Further
evaluation of the biological importance of the NTPase activity of NSP2 by transient
expression in mammalian cells showed that such activity has no impact on the ability of
NSP2 to induce the hyperphosphorylation of NSP5 or to interact with NSP5 to form
viroplasm-like structures. Hence the NTPase activity of NSP2 probably has a role

subsequent to the formation of viroplasms.
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INTRODUCCION

1.- Generalidades.-

Los rotavirus, miembros de la familia Reoviridae, son virus que poseen un
genoma segmentado compuesto por 11 segmentos de RNA de doble hebra (dsRNA) y
son la causa principal de gastroenteritis severa en infantes y lactantes en todo el mundo
(Kapikian et al., 2001). El numero aproximado de muertes por afio debido a infecciones
por rotavirus en el mundo es aproximadamente de 500.000 (Parashar et al., 2003).
Rotavirus también es causa de enfermedades entéricas en otros vertebrados tales como
reptiles, aves y mamiferos (Kapikian et al., 2001). En la actualidad se han descrito y
caracterizado diversas cepas de rotavirus que se encuentren ampliamente distribuidas en
" el mundo y debido a que estas exhiben un limitado tropismo y/o rango de huéspedes, es

desconocido si la zoonosis representa un riesgo para la salud humana (Estes, 2001).

Sobre la base de criterios serologicos, es decir de clasificacién basindose en la
reactividad antigénica, los rotavirus han sido clasificado en tres grupos A, B y C (Nakata
et al,, 1986). El grupo A es el mas abundante en todas las especies animales y este a su
vez, esta clasificado en diferentes tipos de acuerdo con las propiedades serolégicas que
presentan sus antigenos neutralizantes (Hoshino et al., 1985). Inicialmente, las particulas
de rotavirus fueron identificadas mediante microscopia electrénica a partir de
suspensiones filtradas provenientes de muestras fecales de animales enfermos (Kapikian
et al., 1974). El nombre de rotavirus proviene de una caracteristica apariencia semejante a
una “rueda” (en latin rota significa rueda) (Flewett et al.,, 1974). Estudios posteriores

establecieron que las particulas virales son icosahedros compuestos de tres capas o
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cubiertas proteicas (Prasad et al., 1988). El core de la particula de triple cubierta (TLP)
contiene los once segmentos de dsRNA que constituyen el material gendmico del virus
(Kapahnke et al., 1986, Labbe et al., 1994, Prasad et al., 1996). Los segmentos en su gran
mayoria son monocistronicos codificando una de seis proteinas estructurales (VPs) o no
estructurales (NSP) (Figura 1) (Bellamy & Both, 1990, Estes et al., 1983), exceptuando al
segmento 11 que codifica para dos proteinas. L.a mayoria de los datos acerca de la
estructura de los viriones provinieron de las observaciones obtenidas por crio-
microscopia electrénica (cryo-EM) y reconstruccién tridimensional de los datos (Prasad
et al., 1988, Shaw et al., 1993). La informacidn relacionada con Ia funcién y ubicacién de
la VPs fue obtenida mediante estudios de mutantes termo sensibles (#s) del virus, virus
reordenantes, particulas tipo-virus y proteinas recombinantes (Lawton et al., 1997b,

Patton, 1995, Ramig & Petrie, 1984).
2.~ Estructura del virion.-

La cubierta externa proteica esta constituida por dos proteinas virales, VP7 y VP4,
¢éstas, representan los principales antigenos de neutralizacion del virus y han sido
utilizados para clasificar rotavirus en diversos serotipos (1). VP7, la proteina principal de
la capside, es glicosilada y estd dispuesta en el viri6n con una simetria icosahédrica de
T=13 (8, 20). VP4 se encuentra en forma de dimeros, los cuales se asemejan a espigas
que se extienden al exterior desde la matriz formada por la proteina VP7 (Fig. 1) (Prasad
et al., 1988, Yeager et al., 1994, Yeager et al., 1990). La cubierta proteica intermedia esta
formada por 260 trimeros de la proteina VP6, organizada también en una simetria T=13

(Hsu et al., 1997, Prasad et al., 1988). La cubierta formada por VP6 contiene miitiples
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Seomoento

Figura 1. Estructura y composicion del virion. /zquierda: Se observa la separacion por
electroforesis de los segmentos gendmicos de dsRNA de rotavirus cepa SA11 y se indica
las proteinas codificadas por cada uno de estos segmentos. Medio: Se observa una
representacion esquematica de la posicion de las proteinas estructurales en la particula
viral. Derecha: Se observan distintos cortes de la estructura tridimensional de 23 A de la
particula de rotavirus, en la cual se observan claramente la cubierta proteica externa,
intermedia e interna. La figura se obtuvo gracias a la gentileza de Jayaram, H. y Prasad
B.Y.

14




canales sobre o cercanos a cada uno de los vértices que se extienden desde la capa
intermedia hacia la capa interna de los viriones (11). Estos canales serian criticos para el
paso de substratos (por ejemplo: NTP’s) y metabolitos, desde y hacia la polimerasa del
virus para poder ser usados en la sintesis y exportacion de los RNA mernsajeros (mRNA)
virales (Lawton et al., 1997a, Sandino et al., 1986). Hasta el momento se ha identificado,
dependiendo de su ubicacion y caracteristicas, la presencia de tres tipos de canales (tipo I,
II y IIT). Los canales de tipo I se encuentran posicionados sobre los vértices y conducen a
las dos enzimas encargadas de sintetizar los mRNA vir’ales presentes en el core viral.
Estas enzimas son una RNA polimerasa RNA-dependiente, VP1, y una guanilil- y metil-
transferasa, VP3 (Liu et al.,, 1992, Pizarro et al., 1991, Valenzuela et al., 1991). La
cubierta més interna es el core viral y estd formado por 60 dimeros de la proteina VP2, la
cual se encuentra organizada en una simetria T=1 (Lawton et al., 1997b). Al interior de la
cubierta formada por VP2, y ubicadas en cada uno de los doce vértices de la capside viral
se encuentra una copia de cada una de las proteinas VP1 y VP3. Crio-microscopia
electrénica y mapas de densidad electrénica indican que los segmentos de dsRNA del
genoma viral estarian organizados de una manera estructurada y ordenada, formando una
estructura tipo tirabuzén en cada uno de los vértices (Prasad et al., 1988). Estudios
posteriores sugieren que en cada uno de los vértices se encontraria un segmento distinto

del genoma viral interactuando con una molécula de VP1 y de VP3 (Lawton et al., 19974,

Prasad et al., 1996).




3.- Ciclo Infective.-

El mecanismo por el cual el virus utiliza para ingresar a la célula, asi como el
receptor aun no estdn totalmente esclarecidos. Al parecer existe mas de una via de
entrada, como también la posible utilizacion de mas de un receptor para la entrada del
virus a la célula dependiendo del grupo o cepa de rotavirus (Sanchez-San Martin et al.,
2004, Tihova et al., 2001). Por ejemplo, se postula que Ia particula viral podria ingresar a
la celula ya sea directamente, por disrrupcién de la membrana citoplamastica celular, o
indirectamente, es decir por endocitosis mediada por receptores celulares (Lopez &
Arias, 2004). La transcripcion viral o sintesis de la hebra positiva usando como templado
el genoma de doble hebra, presumiblemente comienza tan pronto como el virus entra a {a
célula y pierde la capa externa proteica (V4 y VP7) (Fig. 2). La sintesis de los once
mRNAs virales se puede detectar a partir de la primera hora post infeccién (Patton,
1990). Los mRNA virales sintetizados al interior de Ia célula son usados tanto en la
traduccion para la sintesis de proteinas virales, como templados en la sintesis de la hebra
negativa (replicacion) y posterior formacién del genoma viral (dsRNA) (Gallegos &

Patton, 1989, Helmberger-Jones & Patton, 1986).

Se conoce la secuencia nucleotidica de los once segmentos genémicos en varias
cepas de rotavirus (3). En el caso del grupo mas conocido, el grupo A, la hebra positiva
de cada segmento empieza con un cap metilado, seguido de una tipica secuencia

conservada 5’-GGCU/AU/AUU/AA/UA/U-3’ en el extremo 5° no traducido (UTRs) o no

codificante. En caso de los extremos 3’ UTR, estos no poseen un tracto poli (A); pero si

en cambio presentan, en la gran mayoria de los casos una secuencia conservada 5°-

’




Figura 2. Principales eventos durante el ciclo infectivo de rotavirus. Una vez
ocurrida la entrada del virus a la célula, y subsiguiente perdida de la cubierta proteica
externa, la particula de doble cubierta transcribe los once mensajeros virales en el
citoplasma de la célula infectada. Los mensajeros son utilizados en la sintesis de las
proteinas virales como en la posterior sintesis de la hebra negativa del genoma viral,
donde son utilizados como templados. Este proceso ocurre en estructuras citoplasmaticas
de replicacién y encapsidacion viral llamados viroplasmas. En la periferia de estas
estructuras el core viral recién ensamblado adquiere la cubierta intermedia. Parte de estas
nuevas particulas de doble cubierta pueden empezar nuevamente el proceso de
transcripcion (amplificacion), mientras que otra parte son capturadas en el reticulo
endoplasmatico para la obtencion de la triple cubierta (TLP) y la formacién de un estado
transiente membranoso. La particula de triple cubierta pierde el manto lipidico tras su
paso por el ER. La acumulacion de estas TLPs produce la lisis celular y consecuente
liberacion de las particulas virales infectivas. La figura se obtuvo gracias a la gentileza de
Jayaram, H. y Prasad B.V. V.
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UGUGACC-3’ (Imai et al., 1983, McCrae & McCorquodale, 1983, Mitchell & Both,
1990). La existencia del cap en las hebras positivas de los segmentos gendmicos
{dsRNA) favorecen la idea que los RNAs que son usados en la traduccién (mRNA
virales) son también usados como templados en la sintesis de la hebra negativa (Fig. 3).
Los-extremos conservados en los mRINA virales son criticos tanto para la traduccion
como para la replicacion, debido a que las seflales “cis-acting” que presentan son
importantes tanto para la formacion de los complejos de iniciacién en la sintesis de la
hebra negativa como para la circularizacion del polisoma en la traduccién {Chizhikov &
Patton, 2000, Patton et al.,, 1996, Piron et al., 1998, Poncet et al., 1994, Vende et al.,

2000, Wentz et al., 1996a, Wentz et al., 1996b).

La sintesis del genoma (dsRNA) es inicialmente detectada a las 3 a 4 horas post
infeccion y ocurre en inclusiones perinucleares electro-densas que se forman en el
citoplasma de las células infectadas (Patton, 1990, Petrie et al., 1982). Estas inclusiones,
llamadas viroplasmas, son sitios donde sucede el armado del core y de las particulas de
doble cubierta (DLPs) (Petrie et al., 1982, Petrie et al., 1984). El fraccionamiento de
células infectadas utilizando métodos de centrifugacion, ha permitido la purificacion de
particulas subvirales (SVPs). Estas SVPs se encuentran en diversos estadios de la sintesis
de la hebra negativa. El andlisis de estas SVPs permitié observar que mientras es
sintetizada la hebra negativa, los productos (dsRNAs) son simultineamente
internalizados en intermediarios de replicacion (RIs) estructuralmente similares a los
cores (core RIs) o cores que poseen una capa parcial de VP6 (core/VP6 Rls) (Clapp &

Patton, 1991, Gallegos & Patton, 1989, Helmberger-Jones & Patton, 1986, Patton &

Gallegos, 1990). El resultado de este proceso de replicacion y empaquetamiento es un
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Figura 3. Ciclo de replicacién del genoma de rotavirus. El esquema muestra tres de los
eventos en que participa el RNA wiral: transcripcion, sintesis de la hebra
negativa/empaquetamiento y traduccion. Los once segmentos de RNA de rotavirus
contienen secuencias altamente conservadas en sus extremos 5° y 3°. Las nucleotidos
conservados en el extremo 3” de la hebra positiva (color rojo) estan implicados en varios
de los eventos del ciclo replicativo de rotavirus. Uno de ellos es en el reconocimiento por
parte de la polimerasa viral en la sintesis de la hebra negativa y el otro es en el
reconocimiento por parte de la proteina NSP3 en la traduccion de los mRNAs virales. La
activacion de particula de doble cubierta da a Iugar la sintesis de los once mensajeros
virales. Posterior a la traduccion de los mensajeros virales, la polimerasa viral reconoce
las sefales presentes en extremo 3’ de la hebra positiva. El reconocimiento del templado
es seguido por la formacion del complejo de iniciacién de la hebra negativa, un evento
que requiere la presencia de las dos ultimas citocinas conservadas en el extremo 3°, GTP,
la polimerasa y la proteina del core VP2. Luego de ocurrida la encapsidacion y
elongacion de los segmentos virales, la obtencion de la cubierta intermedia (compuesta
por la proteina VP6) produce la formacién de nuevas particulas de doble cubierta. La
figura fue gentilmente provista por el Dr. Patton.
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intermediario que contiene el set completo de los 11 dsRNAs gen6émicos. La
composicion de las SVPs, detectada por analisis electroforético, incluye a las proteinas
estructurales del core y de las DLPs (VP1, VP2, VP3, y VP6) como también a las
proteinas no estructurales NSP2 y NSP5 (Gallegos & Patton, 1989, Helmberger-Jones &
Patton, 1986). Las SVPs representa una mezcla heterogénea, donde los core y core/VP6
RI son solo dos de los componentes. La caracterizacién de estas mezclas llevé al
descubrimiento de otro complejo presente en las preparaciones de SVPs. Este otro
complejo fue designado precore RI y seria el precursor del core R1. Los componentes de
¢ste incluyen a las proteinas VP1, VP3, NSP2, NSP5 y al mRNA viral (Gallegos &
Patton, 1989, Helmberger-Jones & Patton, 1986). Se cree que los precore Rls sirven
como puntos de nucleacion donde ya en presencia de VP2 se formarian posteriormente
los vértices de la capa interna. Finalmente ha medida que los pentimeros de VP2
interactuan entre ellos y con VP1, VP3 y el mRNA viral, el core se cerraria y ocurriria en

forma simuiténeamente la elongacion de la hebra negativa.

La formacion de las DLPs ocurre en la periferia del viroplasma, donde el core
obtiene presumiblemente la capa intermedia de VP6. Una vez adquirida la capa
intermedia, las DLPs presumiblemente por la interaccion de la proteina VP6 y la proteina
de membrana NSP4, son secuestradas al reticulo endoplasmatico (ER) que se encuentra
contiguo al viroplasma (Gonzalez et al., 2000, Petrie et al., 1982, Petrie et al., 1984). La
cubierta externa (VP4 y VP7) es adquirida en la entrada al ER formando un intermediario
que posee membrana lipidica, un fenomeno no comiin en los virus (Gonzalez et al., 2000,
Soler et al., 1982). La membrana es mantenida hasta la salida de la nueva particula TLP

del ER. La liberacion de la particula del organelo y de su estado membranoso se debe
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presumiblemente a la prote6lisis parcial de la proteina VP7, ya que esto produce que la
interaccién con NSP4 y con la membrana deje de ser mantenida. La posterior
acumulacion de las particulas virales en el citoplasma de la célula produce la citdlisis y
consecuente liberacién de las particulas virales al medio extracelular. Debido a que
rotavirus produce un alto nimero de particulas infectivas en cada ciclo (alto titulo viral),
se cree que el proceso de seleccion de los distintos segmentos (uno de cada uno) es

altamente eficiente.

4. Proteinas no esfructurales 1,3, 4 v 6.-

Las proteinas no estructurales en rotavirus participan durante el ciclo infectivo del
virus en la célula. El rol de las proteinas no estructurales en el ciclo viral es diverso. La
proteina NSP1 juega un rol importante en infecciones virales productivas en animales,
siendo un factor de virulencia del virus (Kapikian et al., 2001, Taniguchi et al., 1996). Se
postula que interactila con el factor de transcripcion celular IRF-3 y por lo tanto inhibiria
la produccién de interferén a, el cual es producido en la célula en respuesta a la infeccion
viral (Graff et al., 2002). En el caso de la proteina NSP3, esta participa en la traduccion
de los genes virales, interactuando especificamente con los ultimos nucledtidos de los
mRNA virales y a Ia vez con el factor de traduccion eIFG4 (el factor de iniciacién celular
que reconoce 2l cap). Esta interaccion hace posible la circularizacion del mRNA viral y
produce una eficiente sintesis proteica (Piron et al., 1998, Poncet et al., 1994, Vende et
al., 2000). La proteina NSP4 tiene diversas funciones dependiendo de su localizacidn,

entre ellas se encuentran la de interactuar con VP6 y secuestrar las DLPs en el ER, y la de

actuar como toxina viral (interactia e inhibe los canales de cloro en el epitelio




gastrointestinal) (Dong et al., 1997, Taylor et al,, 1996). El rol de la proteina NSP6,
codificada por el segundo marco de lectura del segmento 11 es desconocido.
Generalmente se resta importancia al posible rol cumplido por esta proteina, ya que
existen diversas cepas que carecen del segundo marco de lectura (por lo tanto de la

expresion de esta proteina) y no presentan ningtn efecto notorio en el ciclo infectivo.

1

5. Proteinas no estructurales 2 v 5,

Solamente dos de las seis proteinas no estructurales codificadas por el virus,
NSP2 y NSP5, son necesarias para la replicacion y empaquetamiento del genoma viral.
NSP2 (35 kDa) es una proteina bésica (pf 9.1), que posee diversas funciones y
actividades. NSP2 en solucién se encuentra en forma de octaméros estables,
probablemente a partir de la interaccion de dos tetrdmeros. Su estado multimérico fue
descrito mediante diversas técnicas como: ultracentrifugacién analitica (AU),
cristalografia y crfo-microscopia electrénica (Jayaram et al., 2002, Schuck et al., 2001).
Los octameros son la forma funcional de la proteina y son capaces de unir RNA de
simple hebra de un modo cooperativo, dando lugar a complejos de alta organizacion
compuestos por una sc;la molécula de RNA y varias copias del octdmero (Taraporewala
et al., 1999). La interaccién con el RNA es de alta afinidad y de una manera no especifica
(Taraporewala et al., 1999, Taraporewala et al., 2002). Los octimeros de NSP2 también
poseen una actividad desestabilizadora de dupleces (doble hélices) de RNA
(Taraporewala & Patton, 2001). Esta actividad es independiente de la presencia de
nucleétidos o Mg®, la cual difiere con una actividad helicasa clésica. Esta funcion se ha

sugerido importante para remover los duplex parciales de RNA-RNA que se formen en el
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mRNA viral y que puedan inhibir el empaquetamiento y/o replicacién de RNA gendmico
(Patton & Spencer, 2000). Ademas de la actividad desestabilizadora de RNA, los
octémeros de NSP2 poseen una actividad de nucledsido trifosfato hidrolasa (NTPasa)
dependiente de Mg®*, la cual puede catalizar la hidrélisis del enlace fosfoanhidro y-8 de
cada uno de los cuatro ribonucledsidos trifosfato (NTPs). Esta Giltima actividad esté
asociada con la transferencia del fosfato gamma a la proteina y la consecuente
autofosforilacién (Taraporewala et al., 1999). Los octameros de NSP2 en presencia de
Mg?"y NTPs o nucledsidos difosfato (NDPs) o anslogos no hidrolizables de estos, sufren
un cambio conformacional que genera una forma mas condensada y muestra un aumento
en su velocidad de sedimentacion (Schuck et al., 2001). Las caracteristicas en conjunto
que posee NSP2 han servido para que esta sea postulada como posible motor molecular,
aportando la energia necesaria para ¢l empaquetamiento y/o replicacion del genoma viral

a través de su actividad NTPasa.

La proteina NSP5 (26 kDa), el otro componente del sisterna, es una proteina
dimérica y de naturaleza acidica (dado su alto contenido de serinas y treoninas)
(Afrikanova et al., 1996, Torres-Vega et al., 2000). NSP5 también posee afinidad por el
RNA, tanto de simple hebra como de doble hebra (Vende et al., 2002). Esta proteina
sufre extensas modificaciones postraduccionales tales comeo O-glicosilaciones y
fosforilaciones (Afrikanova et al., 1996, Gonzalez & Burrone, 1991). Existen diversos
sitios de fosforilacién en NSP5, de manera tal que existen un rango bastante amplio de
isoformas fosforiladas con masa molecular entre 28 y 32-34 kDa en células infectadas o
trasfectadas (Afrikanova et al., 1996, Blackhall et al., 1998, Eichwald et al., 2002, Poncet

et al., 1997). NSP5 posee una actividad autoquinasa minima, sin embargo en presencia de

23




NSP2, 1a fosforilacién de NSP5 se ve aumentada tanto in vitro como in vive (Afrikanova
et al., 1998, Vende et al.,, 2002). El mecanismo por el cual NSP2 promueve la
fosforilacion de NSP5 es desconocido. La fosforilacién de NSP5 se puede dividir entre
un estado de fosforilacion (en el que la proteina migra en un gel denaturante a un peso
molecular aparente de 28 kDa) y un estado de hiperfosforilacién (migracién en un rango
de 32-34 kDa). El estado de hiperfosforilacion es solamente observado in vivo, en células
co-transfectadas con NSP2 y NSP5 o en células infectadas por el virus. El rol que cumple
tanto la fosforilacién como la hiperfosforilacion de la proteina NSP5 en el ciclo viral no
esta claramente difucidado, sin embargo estudios previos sugieren que cambios en el
estado de fosforilacion de NSP5 pueden tener un efecto sobre el ciclo viral como en la

virulencia de rotavirus (Chnaiderman Xiao et al., 2002).

La funci6n de estas dos proteinas en la replicacién y la encapsidacién del RNA es
poco conocido. Estudios provenientes de una mutante termo sensible (#sE) de rotavirus
cepa SA11 cuya mutacion localiza en el segmento 8, el cual codifica para NSP2, indican
que esta proteina tiene un rol importante en estos procesos (Gombold et al.,, 1985).
Especificamente, a temperatura no permisiva (39°C), y a pesar de existir la produccién de
proteinas virales, las células #sE-infectadas son defectivas en la produccion del mRNA
viral y de dsRNA, produciendo particulas del virus que estin esencialmente vacias de
material genoémico (Ramig & Petrie, 1984). El otro aspecto resaltable de esta mutante, es
la formacion de viroplasmas que se encuentra severamente afectada a la temperatura no
permisiva. La participacién de NSP2 en la formacidon de viroplasmas es apoyada por el
hecho que la co-expresion de NSP2 y NSP5 en células transfectadas genﬂara inclusiones

proteicas semejantes a las inclusiones formadas en células infectadas| por rotavirus

|
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(Fabbretti et al., 1999). Estas estructuras han sido descritas como es|'t’ructuras tipo-

viroplasma (VLS). El hecho que NSP2 y NSPS sean constituyentes eseLLciales de los
viroplasmas indica que estas proteinas no estructurales pueden estar participando ya sea

directa o indirectamente en el reclutamiento de las proteinas estructurales (VP1, VP2,

VP3 y VP6) a estos sitios de replicacion y morfogénesis del pre-virion. Interesantemente,
esta idea del reclutamiento se hace factible mediante el conocimiento de lals interacciones
que ocurre entre NSP2 y VP1, y entre NSP5 y VP2 (Afrikanova et al., 1998, Berois et al.,
2003). Otra alternativa es que estas interacciones estén relacionadas con el rol de NSP2 y
NSP5 en promover la sintesis de la hebra negativa del genoma viral y el jarmado de los

cores al interior del viroplasma, y no per se en el reclutamiento fisico de las proteinas

estructurales a estos sitios.

6. Antecedentes del presente trabajo.-

Recientemente se resolvié la esttuctura del octdmero de NSP2 mediante

cristalografia de rayos X a una resolucién de 2,6 A (Jayaram et al., 2002).{La estructura
del octdmero se asemeja a 1a de una rosquilla o picarén (“donut™) (Fig. 4A), teniendo dos
tetrdmeros asociados cola a cola (tail-to-tail) o carboxi con carboxi terminal. El anélisis

de la estructura permitid sugerir relaciones de estructura-funcién de la proteina. El

octamero presenta cuatro grandes depresiones electropositivas, las cuales estin ubicadas
L
en la periferia de la proteina y son diagonales al eje de dos simetrias de la Il):roteina. Estas

depresiones han sido postuladas como sitos de interaccion con el RNA de simple hebra
|

debido a la abundancia en estas zonas de aminoécidos basicos y arométicos!. El centro del
\

octdmero es mayormente de naturaleza hidrofobica y se postula como sitio ‘c‘le interaccion
i

|
th
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Figura 4. Estructura de NSP2. La estructura de NSP2 fue resuelta a una resolucion de
2,6 A mediante cristalografia y difraccion de rayos X. A) Se observa la representacion de
la cadena alfa de la estructura cuaternaria de la proteina desde el eje de cuatro simetrias.
Los dos tetrameros que componen el octamero de NSP2 se denotan en azul y amarillo. B)
En la estructura del monémero de NSP2 se observa la presencia de dos dominios (N-y C-
terminal). Entre los dominios se encuentra una hendidura profunda que fue postulada
como posible sitio de unién e hidrélisis del los nucledtidos. La figura se obtuvo a partir
de las imagenes gentilmente provistas por Jayaram, H. y Prasad B.V. V.
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con la polimerasa VP1 y/o la fosfoproteina NSP5. En la estructura del monémero se
pueden distinguir claramente dos dominios, como también la presencia de una hendidura
profunda o “cleft” de 25 A formada por ambos dominios (Fig. 4B). El dominio
correspondiente al C-terminal {(151-313) presenta una similitud estructural con el dominio

catalitico de la proteina PKCI (protein kinase C interacting protein) (Fig. 5A), miembro

prototipo de la super familia de proteinas celulares HIT, las cuales son nucleotidil
hidrolasas y poseen un motivo caracteristico compuesto por una triada de histidinas,
HOHOHOO (donde @ es un aminoécido hidréfobico) (Brenner, 2002, Brenner et al.,
1999). En estas enzimas, las histidinas se necesitan para el ataque nucleofilico al fosforilo
alfa del NTP con la formacién concomitante de un intermediario nucleotilado (His—
AMP) y la liberacién de un pirofosfato (Fig. 6). El estado intermedio de la reaccién
finaliza por la hidrolisis del intermediario AMP-proteina por medio del ataque realizado
por una molécula de agua reactiva (Brenner, 2002, Lima et al,, 1997). El analisis
estructural de la hendidura de NSP2, permitié sugerir un posible sitio de unién e
hidrélisis de los NTPs. En este sitio se observa la presencia de varios residuos
conservados que pueden ser requeridos en la unién e hidrélisis del NTP y en Ia
coordinaci6n del ion magnesio. Se pudo observar en la superimposicién de las estructuras
que dos de estos aminodcidos, la His221 y la His225, coinciden muy bien con las
primeras dos histidinas cataliticas de las proteinas HIT (Fig. 5B) (Jayaram et al., 2002).
Esta sorprendente similitud estructural puede indicar que existe una manera similar de

union e hidrolisis de los NTPs entre NSP2 y ias proteinas HIT.

La posible participacion de las histidinas en la hidrolisis de los NTPs no solo

proviné del andlisis estructural de la superposicion de las estructuras, sino también de
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Figura 5. Similitud estructural del domino C-terminal de NSP2 y el dominio
catalitico de la proteina PKCI. El dominio carboxi terminal del monémero de NSP2
presenta similitud estructural con el dominio catalitico de un miembro prototipo de las
proteinas HIT, la proteina PKCI. El dominio N-terminal de NSP2 posee un plegamiento
inico hasta el momento. La similitud estructural hace posible superponer ambas
estructuras (4). En esta superposicion también es posible observar como dos de las
histidinas conservadas en NSP2 (H221-225) calzan de una manera sorprendente con dos
de las histidinas de la triada catalitica (H110-112) en PKCI (B). NSP2 se muestra en azul
y PKCI en amarillo. En la Figura B se muestra un AMP presente en la cocristalizacion de
la proteina PKCI y el AMP. La figura se obtuvo gracias a la gentileza de Jayaram, H. y
Prasad B.V.V.
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Figura 6. Mecanismo de reaccién de hidrélisis de las proteinas HIT. 4, La histidina
catalitica (His112 en el caso de PKCT) realiza el ataque nucleofilico al fosfato o del NTP
unido; B, se produce un estado de transicién pentacovalente tras el ataque del grupo
amino del anillo imidazolico de la histidina; C, el AMP permanece covalentemente
unido a la proteina formando un intermediario de reaccién fosfoproteina-AMP (este
intermediario puede ser detectado por medio de electroforesis); D, el otro producto de la
reaccion es liberado de la proteina a causa de un segundo ataque nucleofilico por medio
de una molécula de agna reactiva, la cual fue previamente activada por la tercera histidina
de la triada catalitica (His114 en PKCI). La figura se obtuvé y modifico a partir de la
publicacion de Lima et al.
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analisis experimentales en los cuales se uso dietil pirocarbonato (DEPC) como agente
modificador de histidinas (Pelton & Ganzhom, 1992). Los resultados obtenidos indicaron
que las histidinas participan de manera importante en la hidrdlisis del ATP como en la
autofosforilacion de la proteina (Fig. 7). La presencia del agente modificador de
histidinas (DEPC) afecta drésticamente ambos procesos aun a concentraciones muy bajas
del agente (2mM). Los resultados preliminares también sirvieron para mostrar que existe
una relacién estrecha entre la actividad NTPasa de la proteina y su autofosforilacién.
Posterior al anélisis de los antecedentes y teniendo como referente la similitud estructural
presente entre NSP2 y las proteinas HIT surgieron las siguientes preguntas: ;Es posible
que ambas proteinas compartan una manera similar de unién e hidrélisis de los NTPs?;
(Son las histidinas His221 y His225 criticas en la hidrélisis de los NTPs?, como es el
caso de las histidinas cataliticas en las proteinas HIT; 6Cua1 es el aporte a la reaccion de
los otros aminoéacidos conservados en la hendidura de NSP2 que fueron descritos en el
anélisis estructural y que no tienen equivalente en las proteinas HIT?, Para contestar estas
preguntas no es suficiente el andlisis estructural de la proteina sino su verificaion
mediante una correcta aproXimacién experimental, lo cual permita conectar Ias
predicciones estructurales con los datos experimentales. En este estudio se realizaron dos
aproximaciones distintas pero complementarias con el fin de contestar estas preguntas,
una experimental (modificacion sitio-dirigida) y otra computacional (modelacion
molecular). Finalmente en el estudio tambien se cuestioné el posible rol de la actividad
NTPasa de NSP2 en las funciones relacionadas de la proteina y por lo tanto se realizé la

siguiente pregunta: ;Cudl es el efecto de la hidrélisis de los NTPs por parte de NSP2 en
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la autofosforilacion de ia proteina, en la fosforilacion de la proteina NSP5 y en la

formacién de los viroplasmas?.
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Figura 7. Inhibicion de la actividlad NTPasa y autofosforilacion de NSP2 en
presencia del agente modificador DEPC, La presencia del agente modificador de
histidinas (DEPC) produce una drastica disminucién tanto en la hidrélisis del ATP como
en la autofosforilacion de la proteina. Reacciones que contienen 56 pmol de NSP2,
50mM Tris-HCI (pH 7.5), 5mM MgCl,, 10 pCi de [y-**P]ATP y diferentes cantidades de
DEPC se incubaron por 1 hr a 37 °C. Se analizaron la mitad de las reacciones mediante
TLC para observar la formacién de *Pi y la otra mitad mediante SDS-PAGE para
observar la autofosforilacién de la proteina. Los niveles de marca radiactiva se
cuantificaron mediante PhosphorImager.
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Analizados los siguientes antecedentes se plantea la siguiente hipdtesis y objetivos de

esta tesis.

HIPOTESIS

“Los residuos del motivo fipo-HIT en NSP2, en especial las histidinas 221-225, son

criticos para la hidrdlisis de los NTPs”.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el rol del motivo fipo-HIT en la actividad NTPasa de la proteina NSP2 de

rotavirus, para ayudar a entender e] desconocide mecanismo de unidn y hidrdlisis de los

NTPs en esta proteina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

i} Identificar y caracterizar el sitio activo de la proteina NSP2.

ii) Determinar el rol que cumple la hidrolisis de los NTPs en las funciones

relacionadas de la proteina, tanto in vitro como in vivo.




MATERIALES Y METODOS

1, Cultivo celular y propagacion viral.-

Células provenientes de rifion de mono rhesus (MA104) fueron mantenidas y
crecidas en Medio 199 suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB). La cepa de
rotavirus SAl1l fue propagada y titulada en estas células. Previo a la infeccion de las
células con rotavirus se realizd la activacion del inoculo viral mediante incubacion con
tripsina (10 pgr/ml) por 30 min a 37 °C. Posteriormente el inoculo viral fue diluido en
Medio 199 hasta obtener la multiplicidad de infeccidn (MO!) deseada (aproximadamente
de 5) y se utilizo para infectar las células, previamente lavadas con buffer fosfato salino
(PBS). Luego de una hora de adsorcion, el inoculo fue removido y sustituido con Medio
199. En la propagacion, se esperd hasta obtener un efecto citopatico del 80 % previo a
realizarse el congelamiento del nuevo stock viral. El titulo viral se determiné mediante

ensayos de formacioén de placas de lisis.

2. Vectores de expresion y modificacion sitio-dirigida.-

Los vectores de expresion en bacteria pQE60g8 (Taraporewzla et al., 1999) y
pQE30gl1 (Vende et al., 2002), codifican para la proteina NSP2 con una cola de 6 His en
el extremo C-terminal y para proteina NSP5 con una cola de 6 His en el extremo N-
terminal, respectivamente, El marco de lectura abierto (ORF) del gen 8 que codifica a
NSP2 file mutado mediante la técnica de outward PCR usando la Pfu Turbo DNA
polimerasa (Invitrogen). Los partidores usados en la modificacién sitio-dirigida se

muestran en la Tabla I. Posterior a la amplificacidn del vector pQE60g8 (94 °C por 2
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TABLA I

Sentido Secuencia Mutante
Forward | 5-TTAGAAAATTTGGTGATACGTAAAG-3’ H110A
Forward | 5’-GGAGAAATTGTATTTCAAAACGC-3’ E153A
Forward | 5>-GCTTTAGAACATCAATTGATGCCAA-3’ Y171A
Forward | 5’-GCAGTTACATTGAACGAAGATAAACC-3’ K188A
Forward | 5'-ACAGCTGGTAAGGGTCATTATAGAATTG-3’ H221A*
Forward | 5>~ ACACATGGTGCGGGTCATTATAGAATTG-3’ K223A*
Forward | 5-ACACATGGTAAGGGTGCTTATAGAATTG-3’ H225A%
Forward | 5’-ACACATGGTAAGGGTCATTATGCAATTG-3’ R227A%*
Reverse | 5’-AGCCCTTATTGATACTACTCGTGATA-3’ H110A
Reverse | 5°-TCCTGCTGCAGTTATTGTAGTTTCAA-3® E153A
Reverse | 5’-AGTTAGTTTCCACATGGTGAAGGC-3’ Y171A
Reverse | S’-ATATTCAATAAAATTCTGATCCAG-3’ RI188A
Reverse | 5-GATTACAGCAAACTTGTTATATTGCC-3’ *)

Forward | 5’-CGGAATTCATGGCTGAGCTAGCTTGC-3’ -)

Reverse | 5’-CCGCTCGAGTTAAACGCCAACTTGAGA-3’ -)

El partidor reverso (*) fue utilizado en combinacién con los distintos partidores
“forward” para la amplificacién de las mutantes indicadas con un asterisco. En
negrita se denota el nucledtido sustituido para producir el cambio aminoacido
deseado por alanina.

Las dos ultimas secuencias corresponden a los partidores usados en la
amplificacién y posterior clonacién en los vectores de transcripcién T7. Los sitios
de restriccién EcoRI y Xhol se encuentran subrayados.
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min, 1 ciclo; 94 °C por 30 sec (s), 50 °C por 30 s, 68 °C por 4 min, 35 ciclos; 68 °C por 6
min, 1 ciclo) usando la combinacion adecuada de partidores, los productos de la
amplificacion: se purificaron por gel (geles de agarosa 0.9 %), se trataron con la DNA
quinasa T4, se autoligaron y finalmente se transformaron en la bacteria Escherichia coli
DH5a. Los plasmidios que contienen la mutacion esperada fueron identificados por
secuenciacion y posteriormente transformados a la cepa de E.coli M15(pREP4) para
expresion.

Los vectores de transcripcion T7: SP72g8, SP72g8/E153A, SP72g8/K188A, y
SP72g8/H225A, usados en los ensayos de co-expresion en células de mamifero contienen
al marco de lectura completo del gen 8 que codifica ya sea para la proteina silvestre (w?)
o modificada (m). Estos fueron generados por amplificacion por PCR de la regién
codificante de los wvectores pQE60g8, pQE60g8/E153A, pQEG60g8/KI88A, y
pQE60g8/H225A, respectivamente. Las reacciones de amplificacién contenian Elongasa
DNA polimerasa, el vector adecuado y partidores que poseen los sitios de restriccion
EcoRI y Xhol (Tabla I). Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 94 °C
por 3 min, 1 ciclo; 94 °C por 1 min, 45 °C por 1 min, 68 °C por 2.5 min, 40 ciclos. Los
productos amplificados fireron digeridos mediante la incubacidon con las enzimas de
restriccién EcoRI y Xhol, y posteriormente ligados en el vector SP72. El vector de
transcripcion T7 pGEM-4Z/gl1, el cual codifica para NSP5, fue creado mediante la
escisién y posterior ligacion de un fragmento del vector pBR322gll (otorgado
generosamente por Gerry Both) (Mitchell & Both, 1988). Este fragmento contiene al
marco de lectura abierto del gen 11 (que codifica para NSP5). El fragmento fue liberado

mediante digestion en presencia de las enzimas HinPI y Sacl y posteriormente ligado al
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vector pGEM-4Z. Los plasmidios con los correctos incertos fueron verificados mediante

secuenciacion del DNA.

3. Expresidn y purificacion de NSP2 y NSP5 recombinantes.-

NSP2 y NSP5 fueron expresadas en E. coli M15(pREP4) usando los vectores
pQE60g8 y pQE30g11, respectivamente. Las proteinas recombinantes fueron purificadas
en condiciones no denaturantes utilizando procedimientos previamente descritos en
detalle (Taraporewala et al., 1999, Vende et al., 2002). Béasicamente, las protefnas fueron
purificadas de lisados bacterianos mediante cromatografia de afinidad usando resina de
agarosa unida a nickel-dcido nitrilotriacetico (Ni**-NTA), y posteriormente dializadas.
NSP2 fue dializada en buffer LSB (buffer de bajo contenido de sales) (2 mM Tris-HCl
(pH 7.2), 0.5 mM EDTA, 0.5 mM dithiothreitol). NSP5 fue dializada brevemente en
buffer fosfato (50 mM NaH,PO, (pH 8.0)) ¥ 300 mM NaCl, y posteriormente fue
dializada extensivamente en buffer LSB suplementado con 75mM NaCl and 0.1% Triton
X-100. La concentracion de la proteina fue determinada mediante ensayos de Bradford
usando comio estindar albimina de bovino (BSA) y mediante co-electroforesis con
cantidades conocidas de BSA en SDS-PAGE al 12% y posterior tincién con azul de
Coomasie. La proteina recombinante NSP2 fue purificada practicamente a homogeinidad
usando las condiciones previam:ante descritas con el fin de cristalizar a 1a proteina

(Jayaram et al., 2002). La purificacion de la proteina recombinante NSP5 resuita con la

contaminacién de trazas de la proteina bacteriana DnaK (<1%) (Vende et al., 2002).




4. Centrifugacién Zonal.-

Para verificar la presencia de una forma octamérica en las proteinas modificadas
comparable a la proteina silvestre (280 kDa, 10S) (Taraporewala et al., 1999), tanto las
proteinas NSP2 wt y mt como proteinas estdndares fueron analizadas individualmente en
gradientes de sacarosa al 5-20 % (pesofvol) utilizando tubos cénicos de 12 ml. Las
proteinas se diluyeron o resuspendieron en buffer LSB, segiin sea el caso. Las gradientes
se centrifugaron a 200.000 g por 16 hr a 4 °C en un rotor Beckman SWTi. Las proteinas
usadas como marcadores o estandares en la gradiente fueron tiroglobulina (650 kDa,
1985), catalasa (250 kDa, 11.38) y y-globulina (156 kDa, 7S). Post-centrifugacion se
colectd fracciones de un 1 ml de la gradiente para observar la presencia de la proteina.
Las fracciones se analizaron en geles de poliacrilamida denaturantes (SDS-PAGE) al 12

% y posterior tincién de azul de Coomasie,.

5. Ensayos de hidrolisis de ATP.-

Los ensayos de hidrélisis de ATP para medir la actividad NTPasa en NSP2, en
caso que se especifique lo contrario, tipicamente contenian la proteina NSP2 wt o mt,
50mM Tris-HCl (pH 7.5), 5 mM MgCl,, y 10 pCi de [0-**P]ATP (3.000 Ci/mmol) en un
volumen final de reaccién de 20 pl. Luego de incubacion de 1 hr a 37 °C, los productos
de reaccién fueron separados mediante cromatografia ascendente de capa fina (TLC) en
placas de celulosa PEI-F (Merck) (Taraporewala et al., 1999), visualizados mediante
autoradiografia y cuantificados mediante un Phosphorlmager. Se generaron marcadores
(ADP y AMP) cuando fue necesario, mediante la incubacién de [a-"P]ATP y la

pirofosfatasa acida de tabaco (TAP). Los porcentajes de hidrélisis de ATP fueron
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calculados mediante la siguiente formula: % hidrolisis =  {cantidad de [o-
32p)ADP/(cantidades de [0->°P] ADP + [a-**PJATP)} X 100. Los valores de hidrélisis de
ATP fueron corregidos mediante la resta del valor obtenido de las reacciones en ausencia
de proteina. La actividlad NTPasa especifica (valor de hidrélisis/jigr de proteina)
representa el promedio de cinco ensayos realizados en paralelo a distintas cantidades de
proteina, ¢s decir el promedio de los distintos valores de hidrélisis de ATP divididos por

la respectiva cantidad de proteina en el ensayo.

6. Ensayos de fotoentrecruzamiento.-

Las reacciones de fotoentrecruzamiento tipicamente contenian 1 pgr de las
proteinas recombinantes NSP2 (28 pmol) wt o mt, BSA o VP1 (gentilmente provista por
la Dra. Alejandra Tortorict), 50mM Tris-HCI (pH 7.5), 20 uM MgCly y 0.1 pCi (4 pmol)
de 8-azido-{a->"P]-ATP (20 Ci/mmol) (ALT) en un volumen final de reaccién de 20 pl.
Las reacciones se incubaron por 5 min en hielo previamente a ser expuestas a luz
ultravioleta (UV) por 1.5 min usando una lampara de luz UV de 254-nm ubicada a una
distancia de 3 2 4 cm de la muestra. El anélisis de la union del ATP a la proteina es
posible por la formacién de un enlace covalente entre el activado grupo azido por la luz
UV y un residuo cercado en la proteina. Los productos de la reaccién se analizaron
mediante SDS-PAGE al 12%, posterior deteccion por autoradiografia y cuantificacién
mediante Phosphorimager. El nimero de moléculas (moles) se calculé mediante la
siguiente formula: N° de moléculas de proteina (mol) = cantidad de proteina (gr) / masa

molecular (MW) de la proteina {gr/mol).
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7. Ensayos de fosforilacion in vitro de NSP2 y NSP5.-

Los ensayos de fosforilacion para NSP2 en caso que no se especifique lo
contrario, tipicamente contenian 28 pmol de la proteina NSP2 wt o mt, 50 mM Tris-HCI
(pH 7.5), 5 mM MgCly, y 10 pCi de [y-*PJATP (3,000 Ci/mmol) en un volumen de
reaccion de 20 pl y fueron incubados por 1 hr a 37 °C. Los ensayos de fosforilacién para
NSP5 contenian 70 pmol de la proteina NSPS5, 28 pmol de la proteina NSP2 o
alternativamente no NSP2, y los otros componentes descritos en los ensayos de
fosforilacion de NSP2, Las reacciones se incubaron por 2 hr a 37 °C. Las proteinas NSP2
y NSP5 fosforiladas se detectaron por SDS-PAGE y autoradiografia, y se cuantificaron

mediante un Phosphorimager.

8. Estabilidad del enlace fosfoaminodcido en NSP2 bajo condiciones dcidas o
alcalinas.-

Reacciones de autofosforilacion de NSP2 que contenian 28 pmol de la proteina
NSP2 silvestre, se realizaron en las condiciones mencionadas previamente. La proteina
caseina quinasa II (CKII) se uso como control de fosforilacion, en las condiciones
siguientes: reacciones que contenian 500 unidades de CKIl (New England BioLabs),
buffer caseina quinasa II (CKII) (20 mM Tris, pH 7.5, 50 mM KCI, 10 mM MgCl,) y 10
pCi de [y-*’P]JATP (3,000 Ci/mmol) en un volumen de reaccién de 20 pl, fueron
incubadas por 30 min a 30 °C segim instrucciones de fabricante. Las proteinas NSP2 y
CK1 fosforiladas fueron separadas por SDS-PAGE al 12% y transferidas a membranas

de polivinilideno difluoruro (PVDF) (Invitrogen). Las membranas fueron secadas y
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expuestas directamente o posterior a una incubacion individual por 2 hr a 65 °C en

condiciones acidas (6 M HCI) o alcalinas (1 M KOH).

9. Ensayos de union a RNA (EMSA).-

La interaccion proteina-RNA se estudié mediante ensayos de retardo en la
movilidad electroforetica (EMSA). Las proteinas NSP2 wt y mt (4 pmol) se incubaron en
presencia de RNA (10 pmol) marcado con 32p en buffer LSB en un volumen de reaccién
de 10 pl por 30 min a temperatura ambiente. Las reacciones se analizaron mediante
electroforesis en geles no denaturantes (geles de poliacrilamida al 6% con 50 mM Tris-
HCl y 50 mM glicina (pH 8.8)) por 3 hr a 175 Volt. Los complejos proteina-RNA se
detectaron por autoradiografia y las bandas se cuantificaron por Phosphorimager.

La preparacion de la sonda de RNA de setenta y dos nucledtidos de largo (72
mer), se realizé siguiendo procedimientos previamente descritos (Taraporewala et al.,
1999). Brevemente, la sonda se sintetiz0 mediante transcripcién in vitro usando el
sistema de la polimerasa del fago T7 (Ambion MAXIscript system) en presencia de [o-
32PIUTP (50 pCi). Se utilizé como templado el plasmidio SP72v40. El templado de DNA
previamente a ser utilizado en la transcripcion, fue linearizado por digestién con Sacll y
tratado con la polimerasa T4. La reaccién de transcripcion se realizo siguiendo las
indicaciones otorgadas por el fabricante del kit, a excepcion que se disminuyd la
presencia de UTP no marcado a un cuarto de lo indicado en 20 pl de reaccién. Luego de
la reacci6n, las moléculas de RNA se purificaron por extraccion en fenol-cloroformo y
posterior precipitacién en isopropanol. Finalmente se realizé6 una purificacién por gel

mediante electroforesis en geles denaturantes de poliacrilamida al 6%-7 M urea. La
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concentracion del RNA luego de la elucién del gel, posterior extraccidn y precipitacién,

se calculd midiendo 1a absorbancia del RNA a 260 nmt.

10. Ensayos de expresion transiente in vivo de NSP2 y NSP5.-

Monocapas celulares casi confluentes de células MA104 fueron infectadas con
rotavirus SAIl a una MOI de 10. Una hora post infeccién (p.i.) el indculo fue
reemplazado con medio 199 y las células fueron incubadas por 8 h mas antes de ser
utilizadas para la microcopia por inmunofluorescencia. Para expresar transientemente
NSP2 y NSP5 in vivo, células MA104 fueron infectadas con virus vacuna (vaccinia)
recombinante vIF7.3 (Fuerst et al., 1986) a una MOI de 10. El indculo fue retirado 1 h
p.i. y reemplazado por la mezcla de transfeccion que contiene Lipofectamina (Invitrogen)
al 4% y 1 ugr de uno o mas de los plasmidios de transcripcién T7 que codifican para ja
expresion de NSP2 y/o NSP5. Las células posteriormente se procesaron para

mmunofluorescencia a las 16 h p.i.

11. Inmunofluorescencia.-

Células infectadas con rotavirus o transfectadas con los plasmidios de expresién
fueron lavadas con PBS, fijadas con formaldehido al 4 % en PBS por 1 hr a temperatura
ambiente, y lavadas nuevamente con PBS. Las células fueron posteriormente incubadas
en PBS que contiene BSA libre de y-globulina por 15 min a temperatura ambiente y
lavadas con PBS con Triton X-100 al 1%. Las células luego fueron incubadas con el
anticuerpo policlonal de cobayo anti-NSP2 (Taraporewala et al., 1999) y/o con el

monoclonal murino anti-NSP5 (158G37) (Poncet et al., 1997), a una dilucién de ambos
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de 1:1.000 en PBS-BSA al 3% por 1.5 hr. Las células posteriormente se lavaron
sucesivamente en PBS-Triton X-100 al 1%, PBS-Triton X-100 al 1% y PBS-BSA al 3%,
y finalmente PBS-Triton X-100 al 1%. Los anticuerpos secundarios de caprino
conjugados con los fluoroforos, Alexa Fluor 488 anti-cobayo IgG v Alexa Fluor 594 anti-
raton IgG (Molecular Probes), se incubaron con las células a una dilucién de 1:1.000 en
PBS-BSA al 3% por una hora y media. Subsecuentemente las células se lavaron con
PBS-Triton X-100 al 1 % y PBS, e incubaron en PBS-BSA al 3% 0.1 M glicina por 10
min, posteriormente se incubaron en el mismo buffer en presencia de 6 pgr/ml de
Hoechst 33258 o DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole, Pierce) por 10 min para la tincién
del nucleo. Posteriormente se realizaron lavados sucesivos en PBS-Triton X-100 al 1%y
PBS. La fluorescencia fue detectada con luz UV laser en un microscopio confocal
invertido Leica TCS NT (Coherent, Santa Clara, CA). Las imagenes individuales

obtenidas fueron superpuestas utilizando el programa Adobe PhotoShop Version 5.5.

12.- Marcacion radioactiva in vivo de NSP2 y NSPS5.-

Células MA104 fueron infectadas a una MOI de 10 con rotavirus SA11. Luego
de la primera hr p.i. el inoculo fue reemplazado por medio 199. A las 8 h p.i. el medio se
reemplazé por medio minimo esencial libre de Cys y Met o libre de fosfato. El medio
minimo posteriormente (9™ h p.i.) fule reemplazado por medio minimo esencial libre de
Cys y Met suplementado con 25 pCi de [°S]metionina/ml (>1.000 Ci/ml, PerkinElmer
Life Sciences) o por medio minimo esencial Dulbecco suplementado con 25 puCi de
[**Plortofosfato/ml (9.000 Ci/mmol), segiin sea ¢l caso. Luego de incubacién por 3 h, las

células fueron lisadas en 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 137 mM NaCl, 10% glicerol, 1%
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Nonidet P-40, 2 pgr de aprotinina/ml y 0.5 pgr de leupeptina/ml. Los lisados celulares se
clarificaron por centrifugacion a 10.000 x g por 2 min. En el caso de las células
infectadas por vaccinia y co-transfectadas con los pldsmidos, estas se marcaron a las 14 h
pi. con [*°S]metionina o [*’Plortofosfato y fireron tratadas siguiendo el mismo

procedimiento descrito recientemente.

13. Simulacion Molecular.-

Las coordenadas de la estructura de NSP2 (codigo PDB: 1L9V) obtenida por la
cristalografia y difraccion de rayos X, fue usada para todos los calculos. Los dtomos de
hidrogeno de la proteina se asignaron mediante el programa CHARMm (Version 27)
(Brooks et al., 1983) y posteriormente se minimizo6 la energia usando un protocolo de
“simulated annealing” (SA). El protocolo de SA usado consistié en 500 picosec (ps) con
una temperatura inicial y final de 450° y 200° kelvin (K), respectivamente. La
temperatura fue disminuida en pasos de 5° K cada 10 ps. Durante esta simulacion el resto
de los dtomos de la proteina no-hidrogenos, fueron restringidos. Los célculos fueron
realizados utilizando una constante dieléctrica dependiente de distancia de 80 (simulando
a un solvente acuoso). El programa Autodock 3.02 (Morris et al., 1998) se utilizé con la
estructura minimizada de NSP2 para simular la union (docking) de 1a molécula de ATP.
Las representaciones de la proteina y el ligando fueron creadas usaudo el programa
Insight II (Accelrys, 1997). Las cargas parciales fueron asignadas usando un campo de
valencia CVFF (Consistent Valence Force Field). Las moléculas de agua estructurales

fueron removidas para facilitar el calculo computacional. Pardmetros atdémicos de

solvatacion y volumenes fragméntales fueron asignados a la proteina por el programa




Addsol. Los mapas de grilla para la simulacién de la unién del ATP fueron calculados
usando el programa Aufogrid y fueron centrados alrededor del posible sitio de unién del
ligando (hendidura de NSP2). El volumen escogido para los mapas de grilla fue de 81 x
81 x 81 puntos con un espaciamiento de grilla de 0.375 A. El programa Adutotors fue
usado para definir los enlaces rotatorios del ATP. Para la simulacion de la unién del ATP,
los enlaces entre los atomos PR—03B y Py—O3B fueron restringidos de libre movimiento,
con el fin de emular la conformacién del ATP cuando se encuentra unido al Mg?*. El
algoritmo genético Lamarckiano (LGA) fue usado en todos los calculos de unién de
ligando.

Las dos posiciones de unién del ATP de mas baja energia predecidas durante el
acoplamiento (cada una en posicién opuesta), fueron utilizadas para crear dos complejos
separados NSP2-ATP-Mg?’. La posicién del Mg®" en ambos complejos fue posicionada
entre los dtomos O3G y O1B del ATP, OH de la Tyrl71, y OE2 del Glul53. Esta
posicion esta de acuerdo con los datos preliminares obtenidos en 1a cristalizacion de la
estructura (Jayaram et al., 2002). Los complejos fueron minimizados usando ciclos cortos
y alternados de dindmica molecular (DM) (3 ps) y minimizacion. Finalmente, se realizé
una simulacién extensa por DM de 1 ns antes del andlisis de las interacciones ligando-

proteina en cada complejo.

14. Secuencias de NSP2 utilizadas en el alineamiento.-
El niimero de acceso del banco de genes (GenBank™) (http://www.ncbi.nih.gov/
Genbank/index.htinl) de las secuencias utilizadas en el alineamiento son: 1L9V (simian

SA11l 4F), Q03245 (Human WA), P09366 (porcine Osu), BAA84967 (Human KU),
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P03538 (bovine UK), Q03244 (avian TY-1), BAA24142 (avian PO-13), $25545 (Bovine
B11), CAB52753 (Human Bristol (Brist)), AAF72868 (Human CAL1), U03558 (IDIR),
y AAA47328 (ADRV). Los alineamientos se realizaron usando el programa ClustalW 3.0
(http:/fwww2.ebi.ac.uk/clustalw/) y posteriormente se editaron en el programa

BOXSHADE 3.21 (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).

46



RESULTADOS

1. Metivo tipo-HIT en NSP2.-
-
La hendidura profunda de 25A formada por los dominios C- y N-terminal de

NSP2 de rotavirus SA11, ha sido propuesta como el sitio de hidrdlisis de! NTP (Fig. 8, A
y B). En esta region, H221 fue postulada como la primera histidina de la triada catalitica
basado en la superimposicion de estructuras con la histidina (H110) de PKCI. La
histidina H225 en NSP2 fue propuesta como la segunda histidina de la triada y,
posiblemente, como la histidina que realiza el ataque nucleofilico al fosfato gamma del
NTP (Jayaram et al., 2002). El alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la
proteina NSP2 de rotavirus correspondientes a los grupos. A, B y C, denota la
conservacion de los residuos que estdn presentes en la hendidura a pesar de que existe
una baja similitud e identidad aminoacidica general (32% y 17% entre NSP2 del grupo A
v B, y 55% y 34% entre NSP2 del grupo A y C; respectivamente). La conservacién de un
grupo de aminoécidos en la vecindad de H225 sugiere la presencia de un motivo, *'H-G-
(K/H)-X-"?H-X-R-X-V, en la hendidura que puede participar en la unién e hidrélisis del
NTP (Fig. 9). Ciertamente, la presencia de residuos basicos en este bloque de
conservacion (H221, K/H223, H225 y R227) como en sus alrededores (K188, H/K110),
imparten un potencial electropositivo en la superficie de la hendidura que la hace
adecuada para la union del nucledtido. Rodeando al motivo también se encuentran
residuos conservados de naturaleza hidrofobica (L111, I/V157, V158, M/167, I/M220,
V229, L/V234), los cuales participarian mayormente en mantener la integridad
estructural de la hendidura. En la base de la hendidura se encuentran también los residuos

E153 y Y171. Estos amino#cidos son conservados y han sido postulados como los
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Figura 8. Aminoacidos seleccionados para la modificacién sitio dirigida en NSP2. 4
¥y B, la hendidura en NSP2, sitio propuesto de unién e hidrolisis de los NTPs, se
encuentra sefialada con una flecha en uno de los monémeros del octamero de NSP2, en
una vista del eje de 4 o 2 simetrias (A y B respectivamente). C, acercamiento de la vista
del mondémero (B) que muestra los posibles aminoacidos implicados en la unién y/o
hidrélisis del NTP (rojo y celeste), y en la coordinacion al Mg®* (amarillo). Estos
residuos fueron seleccionados para la modificacion sitio dirigida.
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Figura 9. Motive fipo-HIT en NSP2. Alineamiento parcial de las secuencias
aminoacidicas de la proteina NSP2 de diversos grupos. El alineamiento muestra los
residuos que conforman la hendidura y el motivo tipo-HIT. Los niimeros a los extremos
de la secuencia indican la posicion del primer y ultimo aminoécido, mientras que los
nameros entre paréntesis indican la extension de la apertura en aminoacidos (gap). Los
residuos conservados se encuentran sombreados. El grupo de rotavirus al cual pertenece
la secuencia se indica a la izquierda.
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aminoécidos que coordinarian al ion Mg** en base a ordenes de densidad presentes en la

estructura de NSP2 (Jayaram et al., 2002).

2. Seleccién de los residuos para modificacién sitio-dirigida en NSP2.-

Con el fin de determinar el sitio catalitico de la enzima y la contribucién de esos

residuos para la actividad de NTPasa, se seleccionaron diversos residuos para
modificacion sitie-dirigida. La seleccién de los residuos se realizé tanto en base a la
prediccién realizada en el anélisis de la estructura de la proteina (Jayaram et al., 2002),
como en base al grado de exposicion al solvente de los residuos en la hendidura (Fig. 8C)
y al grado de conservacidn en los distintos grupos de rotavirus (Fig. 9). Estos residuos,
H110, E153, Y171, KIi188, H221, K223, H225 y R227, fueron modificados
independientemente por alanina. Las proteinas que contienen la modificaciéon son
indicadas en letras itdlicas para facilitar lectura (ejemplo: HI1104)., La expresién y
purificacion de las proteinas modificadas fue realizada siguiendo las técnicas previamente
descritas y establecidas para la proteina silvestre (wf) (Taraporewala et al., 1999). Con el
fin de determinar que se mantuviera la forma octamérica de la proteina, las proteinas
meodificadas (m¢) asi como la silvestre se analizaron por medio de centrifugacién zonal en
gradientes de sacarosa (Taraporewala et al., 1999). Las propiedades de sedimentacion de
las proteinas modificadas de NSP2 fueron indistinguibles a la wt, migrando como
especies definidas con un coeficiente de sedimentacion de 10S en gradientes de sacarosa
5-20%. Esto permitié confirmar que el plegamiento de la proteina no fue afectado por las

modificaciones y por lo tanto descartar Ia posibilidad que las proteinas modificadas se
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encuentren afectadas en su actividad NTPasa debido a falta de la estructura octamérica,

que es la forma funcional de la proteina.

3. Los residuos E153, Y171, K188, H221, H22S v R227 son criticos para la actividad

NTPasa.-

La proteina NSP2 posee una actividad NTPasa dependiente de Mg®* que hidroliza
el enlace fosfoanhidro y-B de los cuatro NTPs con una eficiencia similar (Taraporewala
et al., 1999). Con el fin de comparar la actividad NTPasa, tanto la proteina silvestre como
las modificadas se incubaron con [y-°2P] ATP y MgCl, por una hora a 37°C. Los
productos de hidrolisis se separaron por cromatografia de capa fina (TLC) y se
identificaron mediante autoradiografia (Fig. 10A). La actividad NTPasa especifica
promedio para cada proteina modificada fue determinada y posteriormente normalizada
respecto a la obtenida por la proteina wt (ver mat. y met). Los resultados obtenidos
muestran que varias de las proteinas modificadas de NSP2 se encuentran afectadas en la
actividad NTPasa (Fig. 10B). Dependiendo del grado en que la actividad NTPasa se
encontrd afectada, las proteinas modificadas se agruparon basicamente en tres grupos:
severamente afectadas (los cuales presentan una disminucién de mas del 90% de su
actividad NTPasa comparados a la proteina wr), es decir las proteinas E1534, Y1714,
Ki1884, H22I4, H2254, y R2274; moderamente afectadas (que presentan una
disminucidn de al menos 75% de la actividad NTPasa), es decir K2234; y minimamente
afectadas (que presentan una disminucién del 25% de la actividad NTPasa), es decir

H1104. La modificacién en cualquiera de las dos histidinas (His221 y His225) postuladas

como las primeras dos de la triada, o en los aminoacidos basicos cercanos a esta (Lys188
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Figura 10. Actividad NTPasa y autfofosforilacion de las distintas proteinas
modificadas de NSP2. A, la formacién de [a-?P]JADP en Ias distintas reacciones fue
detectada mediante TLC y autoradiografia. Las reacciones contenian 10 pCi de [o-
2pIATP y 28 pmol de NSP2 wt o mt. La reaccidén control se realizé en ausencia de
proteina. B, las distitintas cantidades de [o-""P]ADP obtenido en presencia de cinco
cantidades distintas de proteina (14, 28, 56, 84, y 112 pmol) se detectaron y cuantificaron
por PhosphorTmager, posteriormernte con los valores obtenidos se calculé 1a actividad
NTPasa especifica de la proteinas wr y mt. El promedio de los valores correspondientes a
dos ensayos independientes se reportan como porcentaje de los valores obtenidos para la
proteina wt. C, las proteinas presentes en Ias reacciones de autofosforitacién (28 pmol de
NSP2 wt 0 mt y 10 uCi de [y-"PJATP) se detectaron mediante SDS-PAGE y tincién por
azul de Coomasie. NSP2 fosforilada (NSP2-P) se detecto por autoradiografia (C) y se
cuantificé mediante Phosphorlmager. D, los valores correspondientes a tres experimentos
independientes fueron cuantificados, promediados y normalizados respecto al valor
obtenido para la proteina wt. Las barras de error representan a la desviacién estandar de
ios diferentes valores obtenidos. M, representa al marcador de peso molecnlar,
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y Arg227), o en los dos posibles aminoacidos que coordinan el ion Mg®*, produce una
pérdida dramdtica de la actividad NTPasa (Fig. 10B). Por lo tanto se han identificado
residuos requeridos para una eficiente hidrélisis del NTP y criticos para la actividad
NTPasa.

La modificacion en los residuos His110 y Lys223 tiene como resultado proteinas
que poseen 65% y 25% de actividad NTPasa comparada a la proteina wr,
respectivamente. Esto sugiere que estos residuos no estdn directamente involucrados en la
hidrélisis de la molécula de NTP. En comparacién a los aminodcidos Glul53, Tyrl71,
Lys188, His221, His225, y Arg227 que se encuentran completamente conservados en los
distintos grupos de rotavirus (A, B, y C), la His110 y Lys223 se encuentran conservadas
solamente en el grupo A y C, ya que en el caso del grupo B el residuo equivalente a la
His110 es una lisina y el residuo equivalente a 1a Lys223 es una histidina (Fig. 9). El
hecho que la His110 y la Lys223 estén sustituidas en el grupo B por aminoécidos basicos
sugiere que existe una conservacién de carga, la cual contribuiria para una actividad

NTPasa optima.

4. Modelacién y simulacion de Ia unién de la molécula de ATP en NSP2.~

Con el fin de obtener informacién acerca de la interaccion de la molécula de NTP
y NSP2, se utiliz6 una estrategia computacional de maltiple acoplamiento de ligando.
Esto fue posible mediante el uso del programa Autodock 3.02, el cual utiliza algoritmos
para la simulacién de unién del ATP a la proteina (docking). Los resultados entregados
por el programa muestran las 10 mejores posiciones de unién (de mas baja energia) de la

molécula de ATP en la proteina. En el caso de NSP2, ocho de las 10 posiciones predicen
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la unién del ATP hacia un extremo de la hendidura, mientras que solo dos predicen la
unidén en sentido opuesto al anterior (Fig. 11, A y B). Ambas posiciones aunque difieren
en cerca de 180° respecto a la posicién de la ribosa y la base nitrogenada, presentan una
sobreposicion en los fosfatos del nucledtido. En cada una de estas posiciones el ATP estd
unido a una area definida en lo profundo de la hendidura, resultado que es consistente con
las predicciones del andlisis estructural (Jayaram et al., 2002). Esto es notable debido a
que si se toma en cuenta la naturaleza altamente electropositiva en la que se encuentra la
hendidura (Fig. 12), la unién del ATP podria haber sido predecida en multiples lugares de
esta area, pero en contraste la localizacion fue bastante deﬁni'da, en especial la de los
fosfatos.

En un segundo paso de la modelacion molecular, se crearon dos complejos NSP2-
ATP-Mg** (modelo I y II) tomando en cuenta las dos orientaciones opuestas de menor
energia predecidas en el acoplamiento. Estos complejos fueron analizados luego de
realizarse una simulacién molecular en el programa CHARMm (Fig. 11, Cy D). En la
simulacién molecular se utilizo un protocolo conjunto de dindmica molecular (MD) y
minimizacién, La metodologia de simulacién usada en este caso basicamente perturba al
sistema en busca de estados de mejor energia tanto local (sitio de uni6én del ligando)
como global (proteina y su entorno), llegando al final de la simulacién a un sistema
estable (en equilibrio) del complejo NSP2-ATP-Mg?*. La simulacién es un proceso
iterativo de optimizacién que permite tener una idea de las posibles interacciones
(puentes de hidrogeno, interacciones tipo coulombicas y de Van Der Waals) que se crean
entre los atomos del ligando y los 4tomos de los aminodcidos circundantes mas préximos

a este. En resumen, la simulacién nos permite identificar que posibles aminoéacidos
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Figura 11. Simulacién de la unién del ATP a la proteina NSP2. Se observa los
resultados de la simulacién molecular de dos complejos NSP2-ATP-Mg®* creados
mediante el programa INSIGHT II posicionando las dos mejores orientaciones del ATP
predecidas por el programa Autodock 3.02. A, Los dos modelos fueron superimpuestos
para mostrar las dos posibles orientaciones del ATP (rojo y celeste) en la hendidura del
monomero. B, Rotacién de 90° sobre el eje ¥ de los modelos mostrados en 4. C y D,
representan acercamientos de las dos posibles posiciones de unién del ATP en la
hendidura (Modelos I y II, respectivamente). Los modelos representan a los complejos
NSP2-ATP-Mg®" después de simulacién molecular de 1 ns realizada en el programa
CHARMm. La energia potencial de cada complejo indicando la estabilizacion del sistema
durante la simulacién es mostrada en los paneles internos de cada ﬁgura (Cy D). El ion
Mg®*, de color celeste, fue posicionado previo a la simulacién. Los nimeros denotan la
dISta[’lCIa en Angstroms de los posibles puentes de hidrogenos formados al final de la
simulacion. E, Cierre de la hendidura después de la unién del ATP. La conformacion
cerrada al final de la simulacién con el ATP unido (color celeste) fue superimpuesta a la
conformacion abierta de la proteina sin el ATP (color amarillo). *rmsd (root-meansquare
deviation) denota el movimiento de los carbono o de la proteina al final de la simulacién
respecto a la estructura de referencia previa a la simulacién (estructura cristalizada).
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C-terminal

N-terminal

Figura 12. Naturaleza electropositiva de la hendidura de NSP2. La hendidura
profunda presente en NSP2 se encuentra en un ambiente altamente electropositivo de la
proteina. El calculo del potencial electroestatico fue realizado mediante el programa
DELPHI y posteriormente se visualizo en INSIGHT II. El érea que corresponde a la
hendidura esta delimitada por el cuadro de color amarillo. La barra en la izquierda
inferior de la figura muestra el color asignado para cada valor del potencial (rojo —
electronegativo, azul — electropositivo y blanco - neutro).
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podrian participar de una manera importante en la unién e hidrélisis de la molécula de
NTP. La diferencia primordial de esta estrategia computacional respecto a la de
acoplamiento, es que en este caso el sistema completo esta libre de interactuar entre si en
busca de un mejor estado, ya que en el caso del anterior la proteina se encuentra en un
estado rigido en el cual se busca la mejor posicién de unién del ATP para esa
conformacién. Otra de las diferencias es que en este anélisis se toma en consideracién al
Mg, ya que en el caso del acoplamiento esté se realiza sin la presencia del ion. El ion
Mg® fue posicionado previo a la simulacién entre Ias cadenas laterales de los
aminodcidos E153 y Y171, los que se postulan como los residuos que acomplejan al jon
debido a los datos cristalograficos preliminares (ordenes de densidad) y a que tambien
estos se encuentran a una correcta distancia y geometria entre ellos para realizar la
funcién. La energia potencial (Ep) obtenida al final de la simulacién (ya en la
estabilizacién de los sistemas) para cada uno de los complejos NSP2-ATP-Mg?* es muy
similar, presentando valores de Ep de 4620 y 4623 kcal/mol, para el modeio I y 1I,
respectivamente (Fig. 11, C y D). Esto indica que ambos sistemas Ilegaron a un nivel de
interacciones similares tanto de la proteina misma y su entorno, como la proteina con el
ligando. Los resultados de la simulacién para cada uno de los complejos NSP2-ATP-
Mg”, muestran 2 los mismos aminoacidos (K188, H225, R227) en cercania e
interactuando con los fosfatos de la molécula de ATP. Estos resultados son notables si se
toma en cuenta la orientacién contraria de las moléculas de ATP en cada complejo. Sin
embargo ambos modelos presentan diferencia respecto a la interaccién con los fosfatos,

en el caso del modelo I, el grupo &-NH2 del residuo K188, el grupo Ne2 de la H225, yel

grupo guanidino de la R227 estdn posicionados proximos al fosfato o y B del ATP (Fig.
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11C), mientras que en el caso del modelo II estos mismos grupos se encuentran
préximos al fosfato y del ATP (Fig.11D). En conjunto los resuitados obtenidos en ambos
moedelos sugieren que los aminodcidos K188, H225, y R227 representan residuos criticos
ya sea para la unién o para la hidrélisis de lIa molécula de NTP. Estos resultados
obtenidos por una aproximacioén computacional (modelaciéon molecular) son consistentes
con los resultados obtenidos en la aproximacion experimental (bioquimica - ensayos de
hidrolisis de ATP), los cuales muestran que la mutacion en cualquiera de los residuos
K188, H225, o R227 da como resultado proteinas que carecen de actividad hidrolitica
(Fig. 10B).

El andlisis de los complejos NSP2-ATP-Mg?*" obtenidos al final de la simulacién
indican también la presencia de un cambio estructural de la proteina luego del
posicionamiento del ATP. En ambos modelos se produce un movimiento de la cadena de
los carbones o de la proteina hacia la molécula de ATP, presentando una distancia de
movimiento o “root mean square (rms) distance” de 2.30 y de 2.04, para el modelo I y I,
respectivamente. Este movimiento se traduce en un cierre parcial de la hendidura en la
presencia de la molécula de ATP (Fig. 9E). El efecto observado concuerda con estudios
experimentales previos realizados mediante ultracentrifugacion analitica (AU), en los
cuales se observa que los octameros presentan una forma mas compacta en presencia de
nucleétidos; como también mediante dicroismo circular (CD), donde se observa un
cambio parcial en la estructura secundaria también en la presencia de los NTPs (Schuck
et al., 2001). Notablemente no solo se observa un movimiento de la cadena o de la
proteina hacia el ATP unido, sino también de las cadenas laterales de los residuos mas

proximos (K188, H225 y R227). Estos resultados sugieren que ia unién del ATP gatilla
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un cambio conformacién de la proteina traduciéndose en un aumento de la afinidad por el
ligando, pudiendo existir un mecanismo de adaptacién de la enzima al ligando o “induced

fit mechanism”.

S. Unién del ATP a la proteina NSP2.-

La actividad NTPasa esta constituida basicamente por dos eventos: a) union y b)
posterior hidrélisis del nucleétido trifosfato. Con el fin de estudiar la unién del ATP a la
proteina NSP2 de una manera experimental, proteinas NSP2 silvestre y modificadas
como proteinas control se incubaron en presencia del anilogo fotoreactivo [a->’P] 8-
azido ATP y MgCl; por 5 min en hielo previamente a la exposicién de luz UV. Las
proteinas marcadas en la fotoreaccion fueron separadas mediante electroforesis
denaturante (SDS-PAGE), visualizadas por autoradiografia y cuantificadas mediante un
Phosphorlmager. Los resultados observados en la Fig. 13A, muestran que 1a proteina
NSP2 es una proteina que une ATP. En el caso de las proteinas modificadas, ninguna
presenta una diferencia significativa en la unién del nucledtido en comparacién a la
proteina wt (Fig. 13B). Los resultados sugieren que si bien alguno de los aminoécidos
medificados participa en la unién del nucleésido trifosforado, este no es el tnico
determinante en la unién del ATP a la proteina. Una serie de estudios muestran que es
necesaria la modificacién simultdnea en mas de un amino4cido o alternativamente la
delecion de un segmento de la proteina con el fin de anular la unién del NTP (Mclntosh

et al., 2003, Mclntosh et al., 1996).
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Figura 13. NSP2 es una proteina que une ATP. A4, Reacciones que contienen 1 pgr de
NSP2 wt (28 pmol) o de VP1 0 BSA y 4 pmol de 8-azido-[o->*P]-ATP se incubaron en
hielo por 5 min previo a ser expuestas a luz UV. Las proteinas se identificaron mediante
SDS-PAGE al 12% y posterior tincién por azul de Coomasie. La unién del ATP a las
proteinas se identificé por autoradiografia. En el caso de la reaccion NSP2 + ATP, se
agregd un exceso de ATP no marcado (100 X) pre-incubacién con la proteina. B,
Reacciones que contienen 28 pmol de NSP2 wt o mt y 4 pmol de 8-azido-[0->’P]-ATP se
incubaron y trataron como se indico previamente. La unién del ATP a las protefnas se
detect6 mediante SDS-PAGE y autoradiografia (izquierda), y fueron cuantificadas
mediante Phosphorlmager (derecha). La union del ATP en presencia de la proteina wt fue
definida como 100%. C, Reacciones sm'ularcs a las descritas previamente en (B), se
realizaron en presencia o ausencia de Mg®" y fueron analizadas mediante SDS-PAGE y
Phosphorlmager. Similar al caso anterior (B), la unién del ATP en presencia de la
proteina wt y Mg®* fue definida como 100%.




Diversos estudios demuestran que el ion Mg puede tener un efecto notorio de la
ur{ién del nucledtido a la proteina (Clausen et al., 2003, Lima et al., 1997, McIntosh et al.,
2003), con el fin de poder determinar si Ia presencia o ausencia de Mg”* producia una
diferencia notable en la unién del NTP en alguno de las proteinas modificadas,
especialmente las deficientes en su actividad NTPasa, se realizaron ensayos similares al
descrito previamente en los cuales la variante fue la presencia o ausencia del cation
bivalente. Los resultados obtenidos indican que la ausencia de Mg”* no produce una
diferencia significativa con respecto a la presencia del ion en la unién del NTP a las
proteinas medificadas (Fig. 13C). Los resultados obtenidos llevaron a realizar la siguiente
pregunta: ;Como participa el ién Mg”* en la unién e hidrélisis del NTP? y por lo tanto a

re-definir su rol en estos dos eventos.

6. Requerimiento del ion Mg2+ para la unién e hidrolisis del ATP.-

El ion Mg*" es necesario como cofactor en la actividad NTPasa de NSP2
(Taraporewala et al., 1999). El Mg** puede ser sustituido por Mn>*, aunque la velocidad
de hidrélisis es menor. El rol que estos cationes cumplen en la reaccién puede ser tanto a
nivel del primer evento de la reaccion (unidén) como a nivel del segundo (hidrélisis),
siendo comin también que el ion sea necesario en ambos eventos (Clausen et al., 2003,
Lima et al., 1997, McIntosh et al., 2003, Ozvegy et al., 2002). Con el fin de dilucidar cual
de los eventos es dependiente de la presencia del ion Mg”* en la actividad NTPasa, la

proteina NSP2 silvestre se incubé en presencia de cantidades similares de [y-""P]JATP o

[o-**P] 8-azido ATP y distintas concentraciones de Mg”* por 1 hr a 37°C o por 5 min en

hielo (previa a la exposicion de luz UV), respectivamente. Las reacciones que contenfan




[y-P]ATP fueron analizadas tanto para observar la hidrélisis de ATP (TLC) como para
observar la autofosforilacién de la proteina (SDS-PAGE); mientras que las reacciones
que contenfan jo->*P] 8-azido ATP fueron analizadas para observar la unién del NTP a la
proteina (SDS-PAGE). Los resultados obtenidos muestran que el ion Mg®" es requerido
principalmente en la hidrdlisis del nucledsido trifosfato y no en la unidén de este a la
proteina (Fig. 14). En los resuitados se observa que a altas concentraciones del ion ambos
eventos se ven afectados, en especial la unién del nucledtido, esto puede deberse a
diversas razones, entre las cuales se encuentran por ejemplo a que aumentan los iones
cloruros, los que pueden ocupar al hendidura e inhibir la unién del nucleétido a altas
concentraciones; o alternativamente como se ha descrito previamente que altas
concentraciones del ion Mg®* son adversas para la estructura del actdmero produciéndose
la separacién de este en dos tetrdmeros. Notablemente, en la ausencia de Mg®" se observa
la unién del nucledtido a la proteina, sin embargo la presencia de bajas concentraciones
del cation mejora la unién del ATP. Finalmente, en los resultados también se puede
observar que la hidrélisis del ATP y la autofosforilacién de la proteina presentan un
comportamiento muy similar a las distintas concentraciones del ion Mg?*, lo cual es un

indicativo de la estrecha relacion entre los dos fenémenos.

7. Hidrélisis del ATP y autofosforilacion de NSP2.-

La actividad NTPasa resulta en la autofosforilacién de la proteina via la
formacién de un enlace covalente entre el liberado fosfato y del NTP y la proteina

(Taraporewala et al., 1999). Con el fin de entender la relacién entre la actividad NTPasa y

la autofosforilacidn de la proteina, tanto la proteina silvestre como las modificadas, se
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Figura 14. Requerimiento del Mg?* en la unién e hidrélisis del ATP. Reacciones que
contienen 27 pmol de NSP2 wz, 50mM Tris-HCI (pH 7.5), diversas concentraciones de
Mg** y 4 pmol de 8-azido-[o-32P]-ATP o [y-**P]-ATP, fueron incubadas por 5 min en
hielo o por 1 hr a 37 °C, respectivamente. La unioén del NTP fue monitoreada mediante el
anilisis de las proteinas con fotoentrecruzamiento luego de la exposicion a luz UV (por
SDS-PAGE). La hidrélisis del ATP se midi6 analizando una mitad de la reacciones que
contiene [y-""P]-ATP para observar la formacién de Pi (por TLC). La fosforilacién de la
proteina se monitoreo mediante el andlisis de la otra mitad de las reacciones para
observar NSP2-P (por SDS-PAGE). Los niveles de proteina fotomarcada (NSP2-ATP-
[o-*%P]), 3?Pi y NSP2-*?P se detectaron y cuantificaron mediante Phosphorlmager. Los
valores obtenidos se normalizaron en cada conjunto respecto a su mayor valor, el que fue

definido como 100%.
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incubaron en condiciones similares a los ensayos de hidrélisis de NTP pero en presencia
de [y-?P]ATP. Proteinas marcadas en la reaccién fueron resueltas mediante SDS-PAGE,
visualizadas por autoradiografia (Fig. 10C) y cuantificadas mediante un Phosphorfmager
(Fig. 10D). El andlisis de los resultados, y como demuestran los estudios realizados
previamente (Taraporewala et al.,, 1999), indican que la proteina NSP2 wt presenta
autofosforilacién como consecuencia de la hidrélisis del [y-*P]JATP presente en la
reaccion.

Los ensayos que contienen a las proteinas modificadas E1534, Y1714, KI884,
H2254, y R2274 muestran minima o ninguna autofosforilacién, lo cual se correlaciona
bastante bien con la observacion que estas protefnas no presentan niveles de actividad
NTPasa mayores al 10% respecto a la wt (Fig. 10B). De manera similar los niveles de
autofosforilacién presentados por las proteinas modificadas H1104 y K2234, 60 y 30%
respecto al wit, respectivamente; son proporcionales a los niveles de actividad NTPasa
que presentan (65 y 25% con respecto al w, respectivamente). En conclusién el anélisis
de los resultados obtenidos en estas siete proteinas, demuestra que existe una estrecha
relacién entre el grado de auntofosforilacién de la proteina y de su actividad NTPasa.
Como hecho anecdético y en contraste a lo observado anteriormente, la proteina
modificada H2214 presenta niveles intermedios de autofosforilacién (=50% respecto al
wt) aunque se encuentre severamente afectada en su capacidad de hidrolizar a los NTPs

(<10% respecto al wi) (Fig. 10B).
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8. Cinética de hidrdlisis del ATP y de autofosforilacion de NSP2.-

La cinética de hidrolisis del ATP por la proteina silvestre, la proteina modificada
H221A4 y las otras dos modificaciones que presentan algiin grado de actividad N'TPasa, es
decir Hi104 y K2234, se analiz0 mediante un grafico de Michaelis-Menten de
concentracién de sustrato versus velocidad de hidrélisis (Fig. 15A). La estimacién de los
parametros cinéticos a partir del grafico muestran que los valores de K, para las
proteinas wt, H2214, H1104 y K2234 son muy similares, variando en menos de dos
veces {Tabla II). En contraste el valor de 1a Viax para la proteina modificada H22/4 es de
dieciocho veces menor a la observada para la proteina wf, mientras que el valor para las
proteinas modificadas H//04 y K2234 es de dos y cuatro veces menor a la wr,
respectivamente. Estos datos indican que la modificacion H221A causa una reduccion en
la velocidad de hidrolisis del ATP sin afectar significativamente la union del sustrato
(afinidad).

Con el fin de obtener mas informacién acerca del mecanismo por el cual la
proteina modificada H2214 obtiene niveles intermedios de fosforilacién aun con niveles
muy bajos de hidrélisis de ATP (Fig. 10, B y D), 1a hidrélisis del ATP y autofosforilacion
de esta mutante se compararon con los de la proteina silvestre y las modificadas HI104 y
K2234 en funcion del tiempo. Reacciones que contenian a las proteinas wt y mf en
presencia de [y-’PJATP y MgCl, se incubaron por una hora a 37 °C. Se colectaron
alicuotas de cada reaccion a distintos tiempos de incubacidn y se analizaron tanto para

observar la hidrolisis de ATP (TLC) como para observar la autofosforilacién de la

proteina (SDS-PAGE). Los resultados obtenidos muestran que la autofosforilacion de la

proteina wt llega al maximo a los 30 min de incubacidn, auque el nivel de hidrélisis de
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Figura 15, Relacion entre la cinética de hidrolisis y antofosforilacién. 4, Cinética de
hidrélisis del ATP. Reacciones de 10 pl que contienen 9.8 pmol de proteina NSP2 wr o
mt y concentraciones crecientes de [y-"P]JATP fueron incubadas por 1 hr a 37 °C. La
hidrélisis del ATP se midi6 mediante la deteccién y cuantificacion del Pi liberado (TLC y
Phosphorlmager). La velocidad de liberacién del **Pi (V) (fmol/min) se graficé en
funcién a la concentracion de sustrato (uM). B y C, Hidrdlisis del ATP y
autofosforilacién de NSP2 en funcion al tiempo. Reacciones de 20 plt que contienen 28
pmol de proteina NSP2 wt o mt y 4 pmol de ATP fy-**P]ATP (0.2 uM) fueron incubadas
a 37 °C por los distintos periodos de tiempo indicados. Una mitad de la reaccién fue
analizada para observar la hidrolisis de ATP mediante TLC (B), mientras que la otra
mitad se analizd para observar la proteina fosforilada por SDS-PAGE (C). El nivel de
pi liberado y de proteina marcada con P fue determinado mediante un
Phosphorimager. Los niveles obtenidos de proteina marcada se normalizaron respecto al
nivel maximo observado para la proteina wt, definido como 100%.




TABLA H

Pardmetros cinéticos de la actividad NTPasa de las proteinas NSP2 wt y mt:

Proteina Vinax (fmol/min)*! Kn (pM)*
wiNSP2 18 0.650
HIi104 9 0.425
H2214 1 0.635
K2234 4 0.375

*Los valores de Vi ¥ K fueron determinados mediante regresion no linear de las
curvas hiperbélicas en la ecuacién de Michaelis-Menten usando el programa Prism 4.0
(GraphPad Software). "Wmax es reportado como el numero de producto formado (Pi) en

fmol por min por pmol de enzima.
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ATP aumente durante todo el periodo de incubacién (60 min) (Fig. 15, B y C). Muy
distinto es ¢l caso de la proteina modificada H22/4, en la cual el nivel de
autofosforilacion de Ia proteina se incrementa gradualmente en el periodo de incubacién,
Hegando a un méximo a un tiempo mucho mas tardio que el de las proteinas wt, H1104 y
K2234. Notablemente ¢l nivel méximo alcanzado por la proteina H221A4 en ¢l tiempo
dado de reacci6n (a los 50-60 min de incubacién), es aproximadamente el 50% respecto
al wt aun cuando la hidrélisis del ATP durante el periodo de incubacién entero nunca
sobrepaso mas del 10% de hidrolisis respecto al wt. El andlisis también revelé que
aunque las proteinas modificadas HIJ0A y K2234 presentan mayores niveles de
hidrdlisis de ATP, estas presentan un nivel menor o igual de autofosforilacién al de ia
proteina H2214. Los resultados obtenidos indican que el grado de hidrélisis del ATP no
es el inico determinante de la autofosforilacién en NSP2.

9. Estabilidad del intermediario fosforilado en NSP2.-

Otro factor que puede influir el nivel de fosforilacion es la estabilidad del
aminodcido fosforilado, especificamente la susceptibilidad de hidrélisis del enlace fosfo-
amino4cido. La estabilidad del enlace fosfo-aminoicido depende de su naturaleza, los
enlaces fosforamidatos (P-N) y fosfoesteres (P-O) difieren en su susceptibilidad a
hidrélisis dependiendo de las condiciones, ya sean écidas o alcalinas (Hildebrandt &
Fried, 1989). La naturaleza del enlace fosfo-aminodcido en NSP2, formado durante Ia
hidr6lisis del NTP fue analizada en funcién al pH. En este ensayo se incubé a la proteina
NSP2 silvestre en presencia de [y-*’PJATP por 1hr a 37 °C, como control se incubd en
paralelo a Ia proteina CKII, la cual se autofosforila en serinas presentes en la subunidad B

(Hinnichs et al., 1993, Litchfield et al., 1991), por 30 min a 30 °C. Las proteinas se
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separaron por medio de SDS-PAGE y posteriormente se transfirieron a membranas de
diflnoruro polivinilideno (PVDF), las cuales fueron tratadas por 2 hr a 65 °C ya sea en
medo acido (6 M HCI) o basico (IM KOH). Las proteinas que contienen marca
radiactivamente fueron detectadas mediante autoradiografia después del tratamiento
écido/bésico. Como se muestra en la figura 164, el enlace fosfo-aminoécido formado en
NSP2 y a diferencia del formado por la subunidad B de CKIJ, es estable en condiciones
alcalinas y no asi en condiciones acidas. Debido a que los enlaces P-O son caracteristicos
debido 2 su sensibilidad en condiciones basicas, mientras los enlaces P-N son estables a
pH bésico (Hiidebrandt & Fried, 1989, Klumpp & Kriegistein, 2002), los resultados
sugieren que la hidrolisis del NTP en NSP2 procede con la formacion de un.enlace
covalente de naturaleza fosforamidato (P-N). Dada su similitud estructural con las
proteinas HIT, es factible pensar que la autofosforilacién en NSP2 durante 1a hidrdlisis
del NTP podria también estar representando a la formacién de un intermediario de
reaccion fosfohistidina (Brenner, 2002, Lima et al., 1997).

La cinética de liberacion del fosfato de la fosfohistidina, resultado de un segundo
ataque nucleofilico, es significativamente influenciade por los aminoécidos circundantes
(Klumpp & Krieglstein, 2002). Por lo tanto es posible que las mutaciones introducidas
cerca o en el sitio activo afecten al segundo paso de la hidrélisis (liberacion del fosfato) y
por 1o ianto-la-estabiiidad del intermediario fosforilado. Con el fin de determinar si la
estabilidad del fosfoaminoécido en la proteina modificada H2214 difiere al de Ia proteina
silvestre, reacciones que contienen a la proteina wt 0 H2214, [y-?P]ATP y MgCl, fueron
incubadas por un periodo de 2 hrs a 37 °C. Luego de la primera hora de incubacién,

algunas reacciones fueron bloqueadas para la subsiguiente hidrdlisis-del ATP mediante la
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Figura 16. Estabilidad del fosfoaminoicido de la proteina NSP2 silvestre y
modificada H221A. A, La estabilidad del enlace fosfoammoacldo fue determinada en
condiciones acidas y alcalinas. Reacciones que contenian 28 pmol de NSP2 o 500
unidades de CKII y 10 uCi de [y P]ATP en un volumen ﬁna} de 20 plt, fueron
incubadas por 1 hr a 37 °C y por 30 min a 30 °C, respectlvamente Las proteinas
fosforiladas fueron resueltas por SDS-PAGE al 12% y transfendas a una membrana de
PVDF. Las membranas {que contienen reacciones paralelas) fueron secadas y
autoradiografiadas directamente o post-incubacion en condiciones|4cidas o alcalinas por
2 hr a 65 °C. En el caso de la proteina quinasa CKII, ambas de sus subunidades presentan
fosforilacion y ya que solo es conocida en detalle la fosforilacion que ocurre en la
subunidad $ (Ser-P), solo esta es util como control de enlacesl: fosfoester (P-O). B
Reacciones que contienen 28 pmol de NSP2 wt 0 H2214y 10 uC1 de [yv-2P]ATP fueron
incubadas a 37 °C por 2 hr. Después de la primera hora de mcubac;mn se agrego a ciertas
reacciones el agente EDTA (5 0 mM final). Diversas alicuotas fueron recuperadas durante
distintos tiempos de la reaccion y fueron posteriormente anallzadas por SDS-PAGE. Los
niveles de protema fosforilada se detectaron y cuantificaron medlante PhosphorImager.
El nivel méximo de fosforilacién de la proteina NSP2 wit fue definido como 100%.
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adicion de EDTA, produciendo por lo tanto el secuestro del ion necesario para la
actividad NTPasa de NSP2. Se recuperaron alicuotas durante las dos horas de incubacion
para analizar los niveles de proteina fosforilada. Los resultados obtenidos muestran que
tras la inhibicién de la hidrolisis det ATP producida por la adicion de EDTA, se observa
un decaimiento de la marca o perdida del fosfato de la proteina en el tiempo, tanto en la
proteina wf como H2214 (Fig. 16B). Sin embargo la perdida del fosfato en la proteina wr
es mas répida y sucede en mayor grado que respecto a la modificada, dando como
resultado que los niveles de fosforilacion lleguen a un menor nivel para la proteina wt en
el tiempo dado de reaccion. Estos datos sugieren que a consecuencia de la modificacién
H221A en NSP2, el fosfoamincdcide en la proteina mutante H2214 posee mayor
estabilidad que el formado en la proteina wt. Esta caracteristica provee una explicacién
plausible al fenémeno ocurrido en al proteina H22/4, donde la mutante ]léga a niveles
relativamente altos de fosforilacién a pesar de poseer una actividad NTPasa muy

disminuida.

10. Hidrolisis del ATP e interaccion RNA-profeina en NSP2.-

NSP2 es capaz de unir RNA de simple hebra con una alta afinidad y de una
manera inespecifica (independiente de la secuencia) (Taraporewala et al.,, 1999). La
interaccion con el RNA por parte de la proteina NSP2 es independiente de la presencia
tanto de nucledtides como de Mg®" y ocurriria en depresiones electropositivas ubicadas
en la periferia del octdmero. Con el objeto de determinar si la modificacién en alguno de
los residuos provoca un cambio detectable en la interaccion de la proteina con la

molécula de RNA, se realizaron ensayos de retardo en la movilidad electroforetica
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(EMSA). La proteina silvestre y las modificadas se incubaron en presencia de RNA
marcado con *°P y se incubaron por 30 min a temperatura ambiente. Los complejos
RNA-proteina fueron identificados mediante electroforesis no denaturante y posterior
autoradiografia (Fig. 17). El andlisis de los resultados obtenidos indica que las proteinas
modificadas severamente afectadas en su actividad NTPasa son capaces de interactuar
con el RNA de una forma similar a la proteina wz, Por lo tanto las distintas
modificaciones no interfieren en la capacidad de la proteina de interactuar con la
molécula de RNA. Estos resultados concuerdan con el andlisis de los resultados
obtenidos en la centrifugacién zonal, debido a que la forma octamérica de la proteina se

ha descrito como la forma funcional, la que es capaz de interactuar con el RNA.

11, Hidrolisis del ATP por NSP2 v fosforilacion ix vitro de NSPS.-

La presencia de NSP2 provoca un marcado incremento de la fosforilacién de
NSP5 tanto in vitro como in vivo (Afrikanova et al.,, 1998, Vende et al., 2002). El
mecanismo de accién de NSP2 en la induccion de la fosforilacién de NSP5 es
desconocido. Diversas hipotesis han sido postuladas en como NSP2 puede mediar la
fosforilacion de NSP5. Se postulé que NSP2 podria mediar la fosforilacién de NSP5
mediante la transferencia de los fosfatos generados a través de su actividad NTPasa. Se
postuld también que NSP2 al interactuar con NSP5, produciria en esta ultima la
activacién de su actividad autoquinasa. Con el fin de determinar ia relacién entre la
actividad NTPasa de NSP2 y la fosforilacién de NSP5, proteinas silvestre y modificadas
de NSP2 se incubaron en presencia de NSP3, [y-*P]JATP y MgCh,. Las proteinas

posteriormente se analizaron mediante SDS-PAGE y autoradiografia (Fig. 18, A v B).
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Figura 17. Interaccion proteina-RNA en las distintas proteinas modificadas de
NSP2. Reacciones que contienen a las proteinas NSP2 wt o mt (4 pmol) y RNA de 72
nucledtidos marcado con *°P (sonda) fueron incubadas por 30 min a temperatura
ambiente. Los complejos NSP2-RNA formados fueron separados mediante electroforesis
no denaturante en geles de poliacrilamida al 6% e identificados mediante autoradiografia.
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Como se reportd previamente, la purificacion de NSP5 presenta pequeiias cantidades de
una proteina contaminante, la proteina de bacteria DnaK. Se observa esta protefna
matcada en los ensayos de fosforilacion debido a ia alta afinidad que posee por el ATP
(Fig. 18A) (Vende et al., 2002).

Los resultados obtenidos muestran que NSP5 en ausencia de NSP2 presenta un
bajo nivel de fosforilacion asociado a su actividad autoquinasa (Fig. 18A) (Afrikanova et
al., 1996, Blackhall et al., 1997, Poncet et al., 1997). Se observa que en la presencia de la
proteina NSP2 w, la fosforilacion de NSP5 se ve aumentada de 5 a 10 veces, acorde a lo
descrito anteriormente (Vende et al., 2002). En contraste, se observa que la presencia de
cualquiera de las cinco proteinas modificadas que poseen una actividad NTPasa
deficiente o nula (Y1714, Ki1884, H2214, H2254, y R2274) (Fig. 10B), no produce un
mayor cambio en la fosforilacion de NSP5 respecto a su fosforilacion basal. Estos
resultados indican que la induccidn de la fosforilacion de NSPS in vitro requiere de Ia
hidrélisis del ATP por parte de i\ISPZ. Esto es consistente con la fosforilacién de NSP5
observada en la presencia de las proteinas modificadas de NSP2 que poseen cierto nivel
de actividlad NTPasa (HI104 y K2234). Sin embargo, es importante tener en
consideracién que el grado de fosforilacion en NSP5 no esta directamente relacionado
con el nivel de hidrélisis del NTP por NSP2, por ejemplo en el caso de la proteina
modificada K2234 que presenta menor actividad NTPasa que la proteina H1104 (Fig.
10B), la fosforilacion de NSP5 se ve incrementada a un nivel mucho mas alto que el
observado en la presencia de H1104.

Notablemente también se observo que no existe una conexion directa entre la

fosforilacién de las proteinas NSP2 y NSPS5. Por ejemplo en el caso de la proteina
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Figura 18. Efecto de la actividad NTPasa de NSP2 en la fosforilacién in vitro de
NSP5. Reacciones que contenian NSP5 sola (70 pmol) o en presencia de NSP2 wi/mt (28
pmol) y [v-**P]JATP se incubaron por 2 hr a 37 °C. Las proteinas de las reacciones fiteron
identificadas por SDS-PAGE al 12% y posterior tincién de azul de Coomasie (B). La
proteinas fosforiladas con P se detectaron por autoradiografia (4) y cuantificaron por
Phosphorlmager. M, marcador de peso molecular; NSP2-P, NSP2 fosforilada; NSP5-P,
NSPS5 fosforilada.
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modificada H2214, la cual presenta un nivel de fosforilacion mayor al de la proteina
K2234, y sin embargo no es capaz de estimular Ia fosforilacién de NSP5 a diferencia de
K2234 (Fig. 18A). Los datos obtenidos permiten sugerir que la fosforilacion in vifro de
NSP5 en presencia de NSP2 no se debe a una transferencia directa del fosfato hidrolizado

por parte de NSP2 a NSP5.

12. Hidrdlisis del ATP por NSP2 vy fosforilacién in vive de NSP5.-

En células infectadas por rotavirus como en células que co-expresan NSP2 y
NSPS5, es posible observar diversas isoformas fosforiladas de NSP5 que van de pesos
moleculares aparentes de 28 y 3234 kDa (Afrikanova et al., 1998, Afrikanova et al.,
1996, Poncet et al., 1997). Con el fin de determinar si la fosforilacién observada in vive
en NSPS depende de la actividad NTPasa de NSP2, como es el caso in vitro, la proteina
NSP2 silvestre y tres de sus modificaciones deficientes en su actividad NTPasa (E153A,
K188A, y H225A), fueron expresadas transientemente junto a NSP5 en células MA104.
Las proteinas sintetizadas en la célula fueron marcadas radiactivamente ya sea por la
adicién de [**S]metionina o [**Plortofosfato al medio de cultivo celular, ¥ posteriormente
se analizaron por SDS-PAGE y autoradiografia (Fig. 19). Los resultados obtenidos
muestran a la forma fosforilada de 28 kDa (flecha negra) como la tinica forma fosforilada
de NSP5 si esta es expresada en ausencia de NSP2 (carril 4). En contraste, las miltiples
isoformas fosforiladas de NSP5 (flecha blanca) se observan cuando NSP2 se encuentra
presente, ya sea tanto la proteina silvestre como las modificadas {carriles 5-8). Inclusive
la relacion de la forma hiperfosforilada de NSP5 respecto a la forma fosforilada (28 kDa)

es similar en las células que expresan ya sea a la proteina ws NSP2 o a las modificadas
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Figura 19. Efecto de la actividad NTPasa de NSP2 en la hiperfosforilacién in vive de
NSPS. Células MA104 fueron infectadas con virus vacuna (vaccinia) recombinante
vIF7.3 y tranfectadas con los plasmidios apropiados para co-expresar la proteina NSP5 y
formas mt o wt de la proteina NSP2. Como control de expresion de proteinas virales,
algunas células se infectaron con rotavirus SA1l (Rotavirus). Las células fueron
mantenidas en presencia de marca radioactiva, [ S]metlonma o [**Plortofosfato,
posteriormente lisadas y analizadas para observar la presencia de marca en las proteinas
mediante SDS-PAGE y autoradiografia. La forma fosforilada (28 kDa) de NSP5 se indica
mediante una fecha blanca, mientras que las formas hiperfosforiladas se indican con una

flecha negra. NSP5-P, NSP3 fosforilada.
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(E1534, K1884 y H2254). Por lo tanto las proteinas modificadas deficientes en la
actividad NTPasa son capaces de inducir Ia hiperfosforilacién in vivo de la proteina NSP3
de una manera comparable a la proteina wr NSP2. Estos resultados contrastan con los
obtenidos en los ensayos in vitro, en los cuales las proteinas modificadas deficientes en la
actividad NTPasa son incapaces de inducir la fosforilacién de NSP5. Es factible que el
mecanismo por el cual NSP2 promueve la fosforilacion de la proteina NSP5 in vivo sea
distinto al que opera in vitro. Esta observacion es favorecida por el hecho que in vitro no
se producen la isoformas hiperfosforiladas de NSP5 de 32-34 kDa, las cuales presentan

una migracioén menor a la forma de 28 kDa.

13, Hidrdlisis del ATP por NSP2 v formacién de estructuras tipo-viroplasma.-

La co-expresion de NSP2 y NSP5 en células MA104 no solo produce la
hiperfosforilacion de NSP5, sino que también la formacién de inclusiones proteicas
formadas por ambas proteinas. Estas inclusiones proteicas recuerdan a los viroplasmas
formados en células infectadas por rotavirus (Fig. 20), y aunque carecen de otras
proteinas virales o RNA viral fileron descritas como estructuras tipo-viroplasma
(Fabbretti et al., 1999). NSP2 y NSP5, si son expresadas individualmente presentan una
distribucion dispersa en la célula y no forman las inclusiones observadas cuando se
encuentran simultineamente en la célula (Fig. 20). Con el fin de determinar si la
actividad NTPasa en NSP2 es un factor determinante en la formacién de estructuras tipo-
viroplasma, la proteina NSP2 silvestre y dos de las proteinas modificadas que estan
severamente afectadas en su actividad NTPasa (E153A y K188A), fueron co-expresados

con la proteina NSP5 en células MA104. El andlisis de las células mediante
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inmunofluoresencia y microscopia confocal, muestra que las proteinas modificadas como
es el caso de la w# co-localizan con NSP5 formando las estructuras tipo-viroplasmas. Los
resultados obtenidos indican que la actividad NTPasa de NSP2 no es requerida para que
la proteina participe en Ia formacion de las estructuras. Los resultados también permiten
postular que la actividad NTPasa podria estar relacionada con eventos que ocurren post-

formacion de los viroplasmas.
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Figura 20. Importancia de la actividad NTPasa de NSP2 en la formacion de
estructuras tipo-viroplasma. Células MA104 fueron infectadas con rotavirus SAI1 o
con virus vacuna vIF7.3. Las células infectadas con vaccinia fueron transfectadas
posteriormente con los plasmidios apropiados para expresar NSP5 y formas nt o wit de 1a
proteina NSP2, La presencia y distribucion de las proteinas en Ias células fue determinada
mediante immunofluorescencia y microscopia confocal. NSP2 v NSP5 se detectaron
utilizando los anticuerpos {Ab) policlonal de cobayo anti-NSP2 y monoclonal de raton
anti-NSP3, y posteriormente los anticuerpos secundarios anti-cobayo unido al floroforo
Alexad88 (verde/NSP2) y anti-raton Alexa594 (tojo/NSP5), respectivamente. La co-
localizacion de las proteinas se representa en amarillo en la combinacion de las imagenes.
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DISCUSION

Los rotavirus son la principal causa de diarrea en los seres humanos y otros
mamiferos. Actualmente no existen terapias antivirales efectivas contra estos virus. En
los dltimos afios se han desarrollado diversas vacunas contra rotavirus basadas en virus
reordenantes, y aunque las vacunas demostraron producir una inmunidad efectiva en
contra del virus, estas han sido asociadas con el riesgo de causar efectos secundarios no
deseados como es el caso de la intusepcién (invaginacién de los intestinos del neonatal)
(Chang et al., 2001, Kapikian, 2001). Por lo tanto es de gran interés desarrollar nuevos
sistemas efectivos de control viral, alternativos a las vacunas, como son las drogas
antivirales. Para poder desarrollar estas nuevas terapias antivirales, es importante
entender el mecanismo de replicacion del virus, en particular el funcionamiento de las
proteinas no estructurales en el ciclo viral, ya sea a nivel de su mecanismo de accidn
como de su relacion con otros componentes virales.

El presente estudio identifica y caracteriza a la hendidura profunda de 25 A
formada por los dominios C- y N-terminal del mondmero de la proteina NSP2, como el
sitio de union e hidrélisis del NTP. La ubicacion de este sitio fue sugerida anteriormente
como una consecuencia de la similitud estructural parcial que existe entre NSP2 y un
miembro prototipo de las proteinas HIT de la familia de las nucleotidil hidrolasas
(Jayaram et al., 2002). Los resultados obtenidos en combinacion con la similitud
estructural observada previamente, indican que las histidinas (F221, H225) en NSP2
juegan un rol critico en hidrdlisis del NTP, la cual es una caracteristica similar a las de las

proteinas HIT.
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La estructura cristalizada de NSP2 muestra que la regién carboxi terminal,
constituida por los 80 aminodcidos finales adquiere una estructura tridimensional
particular formada por hojas B rodeadas de « hélices, constituyendo el dominio C-
terminal de Ia proteina. Este dominio presenta una asombrosa similitud estructural con la
parte carboxi terminal (catalitica) de la proteina PKCI, representante de una de las
subfamilias de las proteinas HIT (Brenner et al., 1999, Jayaram et al., 2002). En esta
region de NSP2 se encuentra la His225, aminodcido que fue propuesto como el
amino4cido catalitico en la hidrélisis del NTP debido a su posicién equivalente con la
His112 en PKCI (menos de 1 A de distancia tras la superposicién de las estructuras). La
His112 en PKCI es la segunda histidina de la triada y principal aminoécido catalitico
(Jayaram et al., 2002, Lima et al., 1997). La modificacién de la His225 por alananina en
NSP2 produce una disminucién dramdtica sino es complete de la actividad NTPasa,
consistente con la proposicién de su posible funcién como el aminoacido catalitico en
NSP2. En adicién, la modificacién de los residuos conservados en la hendidura, cercanos
a la His225, es decir los aminodcidos Lys188, His221, y Arg227, también afecta de
manera dréstica la actividad NTPasa. Aungue PKCI y NSP2 carecen de similitud a nivel
de secuencia y esta ultima carece del clésico motivo HIT (HOHOH®P®), los resultados en
conjunto con los antecedentes plantean la posibilidad que ambas proteinas posean un sitio
similar de unién y/o hidrdlisis del NTP.

Evidencia adicional que la His225 y los aminodcidos circundantes en la hendidura
de NSP2 forman un sitio de unién al ATP, fue provista por los resultados obtenidos por
las simulaciones computacionales de unidon de ATP. Estas simulaciones mostraron que

las diez mejores interacciones (menor energia) del ATP con la proteina ocurrian entre los
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residuos ubicados en la vecindad de la His225, sorprendentemente los residuos Lys188 y
Arg227. El andlisis computacional indica que las caracteristicas de la hendidura, en
especial su naturaleza altamente electropositiva, pueden tener un impacto en la unién
optima del nucledtido a la proteina. Las predicciones de uni6n o acoplamiento del ligando
muestran que Ia union del NTP en la hendidura esta dado por los fosfatos y no por el
motivo nucledsido del sustrato, proveyendo una éxpiicacic’m a la falta de especificidad en
la actividad NTPasa de NSP2 observada en los ensayos experimentales. Inclusive, la falta
de reconocimiento por el nucledsido abre la posibilidad que otras moléculas que
contienen polifosfatos, por ejemplo el extremo 5°-y fosfato del RNA, puedan servir como
sustratos de hidrdlisis para la actividad de NSP2.

A pesar que ambas proteinas, NSP2 y PKCI, presenten similitud parcial en sus
estructuras y en la forma de sus sitios activos, la proteina NSP2 de rotavirus difiere de
PKCI y otras proteinas HIT en varios aspectos, como son: en la especificidad por el
substrato, en el requerimiento del Mg®" para la hidrélisis y en su estado oligomérico
(Brenner, 2002, Jayaram et al., 2002, Lima et al., 1997). La hidrélis{s del NTP en las
proteinas HIT, que son diméros en su mayoria, difiere de la hidrolisis que se observa en
NSP2. Mientras que las proteinas HIT hidrolizan en su mayoria dinucledtidos
polifosfatos (ApppA) para dar como producto nucledtidos monofosfatos (AMP) via un
mecanismo independiente de cationes (Brenner, 2002, Brenner et al., 1999, Lima et al.,
1997), los octameros de NSP2 hidrolizan los NTPs liberando el fosfato gamma via un
mecanismo dependiente de Mg*". Estas diferencias presentan la posibilidad que NSP2 y

las proteinas HIT difieran fundamentalmente en el mecanismo por el cual hidrolizan los

nucledtidos trifosforados, aun cuando ambas muestren un alto grado de similitud




estructural en el plegamiento de sus sitios activos. Probablemente esta similitud
estructural de los sitios activos se debié a una evolucién convergente para realizar una
funcion enzimdtica similar, como es el caso observado en las RNA polimerasas virales y
celulares, las cuales tienen un origin distinto pero comparten un plegamiento general
similar, En el estudio presentado, es evidente que la modificacién del glutamato 153 y la
tirosina 171, los dos residuos propuestos como coordinadores del ion Mg?*, resultan en
una actividad NTPasa severamente afectada. Esta perdida de la actividad NTPasa es
consistente con el requerimiento del jon Mg®* en la hidrolisis del los NTPs. Los
resultados obtenidos utilizando el analogo fotoreactivo del ATP para estudiar la unién del
substrato, indican que NSP2 une eficientemente el ATP aun en la ausencia del ion Mg**,
Este evento es similar al ocurrido en las proteinas HIT, donde estas proteinas no
requieren la presencia del cation para la union del substrato. Por lo tanto, es aparente que
la diferencia en el requerimiento del ion en NSP2 y las proteinas HIT es a nivel del
evento de hidrélisis. Debido a que el Mg®* tiene un efecto en Ia conformacién del NTP
(Lima et al,, 1997, McIntosh et al., 2003), la presencia del cation puede ser importante
para el correcto posicionamiento del NTP en el sitio activo de una manera tal en que se
pueda producir la hidrélisis. Los resultados experimentales y computacionales obtenidos
nos permiten hacer ciertas predicciones mecanisticas acerca del posible rol de los
aminodcidos modificados en la actividad NTPasa de NSP2: los residuos Lys188, His221,
His225 y Arg227 podrian estar participando directamente en 1a unién y hidrélisis del
NTP, posiblemente la His225 actuando como principal residuo catalitico; los residuos
Asp153 y Tyr171 podrian estar participando en la coordinacién del ion Mg, siendo por

lo tanto criticos en la actividad; y los residuos His110 y Lys223 probablemente solo
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confribuyen al ambiente positivo de la hendidura y tienen un efecto en la unién y/o
hidrélisis optima del NTP, representando por lo tanto aminodcidos no criticos para la
actividad.

La hidrélisis del NTP es acompaifiada por la autofosforilacién de la proteina
(Taraporewala et al.,, 1999). La fosforilacion de la proteina aunque requiere de Ia
hidrolisis del NTP, presenta una acumulacion neta desproporcionalmente baja comparada
a la acumulacion de los productos generados {NDP + Pi) (Fig. 15, B y C). Esto puede
deberse a que las especies fosforiladas generadas no son estables en el tiempo, ya que los
resultados presentados indican que la proteina fosforilada sufre una rapida
desfosforilacion una vez que la actividad NTPasa de la proteina fue inhibida (Fig. 16B).
Estas caracteristicas en conjunto, sugieren que la hidrdlisis del ATP es seguida por la
formacion de un intermediario entre el liberado fosfato gamma y un aminoacido basico
(posiblemente H225). Este posible intermediario fosforilade se encuentra unido via un
enlace covalente de naturaleza fosforamidato (Fig. 16A). La formacién de un
intermediario fosforilado o nucleotilado de estas caracteristicas es comiin en ciertas
enzimas luego de ocurrida la hidrélisis del NTP u otro sustrato similar, por ejemplo: en
las proteinas HIT, guanililil trasferasas, nucledtido pirofosfatasas / fosfodiesterasas y
fosfatasas alcalinas (Blytt et al., 1985, Gijsbers et al., 2001, Lima et al., 1997, Shuman,
2001). Los resultados obtenidos en NSP2 permiten observar también que la velocidad de
desfosforilacitn de la proteina es menor que su velocidad de fosforilacién, lo cual influye
en la deteccion de la forma fosforilada de NSP2 en los ensayos de actividad NTPasa

usando [y-*P]JATP. En el caso de las de las proteinas HIT, la liberacién del fosfato unido

de la proteina (desfosforilacién) es ¢l resultado de un segundo ataque nucleofilico. En




estas proteinas, la tercera histidina produce la activacion de la molécula de agua que
posteriormente realizara el segundo ataque nucleofilico y por lo tanto la hidrélisis del
intermediario (Fig. 7} (Brenner, 2002, Lima et al.,, 1997). En caso de NSP2 se encontrd
una molécula de agua en la proximidad del sitio de unién de los NTPs, y aunque NSP2 no
posee una estricta triada de histidinas esta podria funcionar en el segundo ataque
nucleofilico. Los resultados también indican que la His221 en NSP2 puede estar
participando en el segundo ataque nucleofilico debido a que la modificacion en este
residuo produce una forma fosforilada mas estable. La inhabilidad de la proteina
modificada H2214 de sufrir una eficiente desfosforilacién puede tener un efecto en la
capacidad de la proteina de volver a su estado basal (reciclarse) y por lo tanto poder
realizar otra ronda de hidrélisis. En conclusion, el bajo nivel de desfosforilacidon
observado en la proteina H2214 puede tener un impacto en su bajo nivel asociado de
actividad NTPasa.

NSP2 estimula la fosforilacion de NSPS in vitro y su hiperfosforilacion in vive
(Figs. 18 y 19). Los resultados presentados en este estudio, muestran que la actividad
NTPasa de NSP2 es necesaria para la fosforilacion de NSPS5 solo en un contexto fuera de
la célula, es decir en ensayos in vifro con proteinas recombinantes. En el contexto celular,
donde existen otras proteinas que pueden modificar el estado neto de fosforilacién de
NSP5 (quinasas y fosfatasas celulares), la hiperfosforilacion de NSP5 solo requiere de la
presencia de NSP2 y no de su actividad NTPasa (Fig. 19). Esta observacion sugiere que
durante la replicacion viral, a hiperfosforilacion no es consecuencia de una transferencia
de fosfatos entre NSP2 y NSPS5 como fue sugerido en otros estudios (Vende et al., 2002).

En alternativa, parece mas probable que la hiperfosforilacion derive de la actividad
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autoquinasa de NSP5, cuya activacién requiere de la interaccion de NSP5 con NSP2 y
talvez con otros faciores como RNA o quinasas celulares. El propésito de la
hiperfosforilacién en NSP5 es desconocido, pero esta modificacién ocurre inclusive en
células que no estan infectadas y por lo tanto no es dependiente de la replicacién viral.
NSP2 y NSPS juegan un rol critico en ¢l ciclo viral en la célula infectada por
rotavirus, produciendo la formacion de inclusiones citoplasméticas en las cuales sucede
tanto el empaquetamiento y replicacion del genoma viral como los primeros eventos de ia
morfogénesis del virion (Petrie et al.,, 1982, Petrie et al., 1984). El rol de la actividad
NTPasa de NSP2 en el ciclo viral aun no es conocido, pero los anélisis aportados en el
siguiente estudio permiten sugerir que la actividad no tiene un rol en la formacion de las
inclusiones y por lo tanto ayuda a delimitar el rol de la actividad en ciclo de replicacién
de rotavirus. En los otros miembros de la familia Reoviridae, en especial en reovirus y en
“blue tongue virus” (BTV), existen proteinas equivalentes a NSP2. Estas proteinas
comparten similitudes funcionales con NSP2, aunque también presentan caracteristicas
propias. En el caso de la proteina oNS de reovirus, la proteina presenta estado
oligomérico, capacidad de unir RNA y de formar inclusiones, pero a diferencia de NSP2
carece de actividad NTPasa (Gillian & Nibert, 1998, Gillian et al., 2000, Mbisa et al.,
2000). La actividad NTPasa es posiblemente aportada por ofra proteina de reovirus, la
proteina u2 (Kim et al., 2004). En el caso de BTV, la proteina NS2, el otro posible
homologo de NSP2, presenta también estado oligomérico, capacidad de interactuar con el
RNA, forma inclusiones y posee una potente actividad nucleotidil fosfatasa (Brookes et
al., 1993, Horscroft & Roy, 2000, Taraporewala et al, 2001, Thomas et al, 1990,

Uitenweerde et al.,, 1995). A pesar de las similitudes funcionales, estas proteinas no
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presentan similitud a nivel de secuencia, lo cual puede deberse a la alta frecuencia de
mutacién en los virus de RNA. Notablemente, en el caso de NS2 de BTV, la proteina
presenta una actividad nucletidil hidrolasa pero carece de algiin motivo similar al descrito
en las proteinas HIT o en NSP2 (motivo tipo-HIT) que pueda estar implicado en la unién
e hidrolisis del NTP. La eventual resclucion de la estructura de NS2 es de gran interés
debido a la posible presencia de un plegamiento de su estructura similar al que se observa
en la proteina equivalente en rotavirus (NSP2). Por el momento la proteina de rotavirus
NSP2, es la tnica proteina viral descrita que presenta un plegamiento tipo-HIT y que
posee un sitio activo similar implicado en la unién e hidrolisis del NTP. Estas
caracteristicas pueden significar que NSP2 sea el representante de un nuevo y distinto
grupo de nucleotidil hidrolasas virales, haciéndola un blanco atractivo para el desarrollo

de drogas antivirales.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio, usando diversas técnicas y ensayos tanto

experimentales (biologfa molecular y bioquimica) como computacionales (simulacién

molecular), permiten concluir que:

iii)

vi)

vii)

La hendidura formada por los dominios C- y N-terminal en NSP2 es el sitio de
unidn e hidrolisis de las moléculas de NTPs.

Las histidinas 221 y 225 del motivo tipo-HIT y otros residuos conservados
cercanos estructuralmente al motivo, representan aminoécidos criticos para la
actividad nucledsido trifosfato fosfohidrolasa de NSP2.

La uni6n e hidrélisis de los NTPs por parte de NSP2 presenta caracteristicas
similares a las proteinas HIT, aunque también posee caracteristicas finicas,
especialmente en el mecanismo de hidrélisis de los NTPs.

El requerimiento del ion Mg®* en NSP2 seria fundamental en el evento de
hidrélisis del NTP y no asi en su unién a la proteina,

La hidrélisis del NTP por parte de NSP2 produciria la formacién de un
intermediario fosforilado inestable en la proteina.

La actividad NTPasa de NSP2 tiene un efecto inductor en la fosforilacién
basal de la proteina NSPS5, pero no en la hiperfosforilacién de NSP5 que se
observa in vivo.

La actividad NTPasa de NSP2 no presenta relacion con la formacién de

estructuras tipo viroplasma en células de mamifero co-transfectadas, lo cual




permite postular que la funcién de la actividad NTPasa de NSP2 en el ciclo

viral seria requerida posterior a la formacién del viroplasma.
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