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Al Guillem,
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(Scouting for boys, Lord Robert Baden-Powell)
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INTRODUCCIO

1.1 LA FAMILIA PICORNAVIRIDAE

La familia Picornaviridae és una de les families de virus més antigues i diverses que
existeix. Els picornavirus sén virions icosa¢drics no embolcallats d'uns 30nm de
diametre. El material genétic consisteix en una cadena senzilla de polaritat positiva
d’acid ribonucleic (ARN) d’aproximadament 7500 nucleotids que uneix covalentment la
proteina VPg (Viral Protein genome-linked) a 'extrem 5’ (Flanegan et al., 1977) i una cua
poliadenilada a l'extrem 3’. Aquesta familia inclou molts patdogens humans i animals
com el poliovirus, el virus del refredat comu, el virus de 'hepatitis A o el virus de la febre

aftosa.

1.1.1 Elgenoma dels picornavirus

El genoma dels picornavirus consisteix en una cadena d’ARN simple, de polaritat
positiva que és traduit directament a proteina. La llargada d’aquest ARN oscil‘la entre
7000 i 9000 nucleotids i la seva estructura esta molt conservada a tota la familia. El

genoma esta flanquejat per dues regions no codificants (UTR) als dos extrems, 5’1 3.

La UTR 5 pot presentar dos elements cis que permeten regular-ne lexpressié: un
domini implicat en replicacié (el Coverleaf'en enterovirus (Larsen et al., 1981; Toyoda et
al., 2007) i les Stems no ramificades en la resta (Brown et al., 1991; Duke et al., 1992;
Ghazi et al.,, 1998; Le et al,, 1993) i un IRES (Internal Ribosome Entry Site, llocs
d’entrada interns dels ribosomes) necessari per la traduccid, independent de la
modificacié Cap’ (Figura 1). Tots els picornavirus contenen I'TRES, perd n’hi ha quatre
tipus segons les diferents estructures secundaries que dibuixen (revisat a Belsham 2009).
Entre els dominis terminals de 'extrem 5’ i I'inici de I'TRES hi ha un domini espaiador
que conté regions riques en citosines implicades en la regulacié de la replicacié del virus:

la mutacié o delecié d’aquestes en poliovirus i mengovirus determinen la reduccié o

! Durant la sintesi de TARN missatger (ARNm) un nucledtid de guanina metilat s'afegeix a lextrem 5'. Aquesta
modificacié és clau per al correcte reconeixement del TARNm pel ribosoma, la seva proteccié de les 5’ exonucleases,

Isplicing i el transport.
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INTRODUCCIO

eliminaci6 de la replicacié de TARN viral (Martin and Palmenberg, 1996; Toyoda et al.,
2007) (Figura 1).

5 UTR AACo, 3 UTR
C, o &!o
G, Cyy
A, < Stems no ramificades

AAAA
Cua poliadenilada

Figura 1. Esquema dels elements cis del genoma de poliovirus amb la VPg. On 5’CL és la

coverleaf, el CRE és el cis replication element i ORF és la regié del marc obert de lectura.

D’altra banda, I'extrem 5’ presenta al seu inici dos residus UU on es troba covalentment
unida la VPg (Flanegan et al., 1977; Lee et al., 1977). La forma uridilada de la VPg
(VPgpUpUon) funciona també com a encebador de la replicacié (Crawford and
Baltimore, 1983). L'extrem 3’ inclou una regié no codificant i una cua poliadenilada
d’entre 35 1 120 bases que forma Stemns no ramificades i participa dels processos de

replicacié i traducci6 (Zoll et al., 2009).

Els CRE (cis replication element) sén estructures I’ ARN molt conservades localitzades en
diferents regions del genoma dels picornavirus i formen un Aairpin com a estructura
secundaria. Va ser descrit per primera vegada dins la regié codificant per la proteina 1 de
la capsida (VP1) en el rinovirus huma de serotip 14 (McKnight and Lemon, 1998,
1996). Fins ara, s’han identificat elements CRE a sis géneres i la seva localitzaci6 varia

en funcié dels géneres i alguna vegada també de I'espécie (Taula 1).
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Especie Génere Localitzaci6 CRE Referéncies
(Goodfellow et al., 2000; Paul et al.,
Poliovirus Enterovirus Regi6 2C
2000)
Coxsackievirus Enterovirus
Rinovirus 14 Huma Enterovirus Regié VP1 (McKnight and Lemon, 1998)
Rinovirus 2 Huma Enterovirus Regié 2A (Gerber et al., 2001)
Cardiovirus Regié VP2 (Lobert et al., 1999)
Aftovirus Regi6 5 NTR (Mason et al., 2002)
Parechovirus Regié VPO (Al-Sunaidi et al., 2007)
Hepatovirus Regi6é 3D (Yang et al., 2008)

Taula 1. Localitzacié dels CREs identificats en diferents géneres i espécies de

picornavirus.

Malgrat els CREs sén variables en longitud (14-23 residus), part del /ogp apical presenta
una sequiéncia conservada en tots els picornavirus: AAAC; aquesta serveix com a motlle
per la uridilacié de la VPg: I'addicié de dos uracils units covalentment per un enllag
fosfodiester al grup hidroxil de la tirosina 3 de la VPg donant lloc a la VPgpUpUow,
encebador en la replicacié (Paul et al., 2003, 2000; Steil and Barton, 2009).

El genoma conté un tnic marc obert de lectura (ORF) que codifica per una poliproteina
de que és co- i post-traduccionalment processada mitjangant proteases virals i, en alguns
casos, de T'hoste per obtenir precursors i les proteines madures necessaries per la
replicacié del virus. La part codificant del genoma agrupa les proteines basicament en
tres regions: la P1 que conté les proteines estructurals de la capsida (VP1-VP4), P2 i P3
que contenen les proteines implicades en la replicacié viral (2A-2C i 3A-3D) (Figura 2).
En alguns géneres, la poliproteina comenga amb un peptid lider que té funcions en la

seva maduracié (Figura 2).
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Proteines de la capside Proteines no estructurals

$_UTR | I P3 | 3-UTR

P | P2
~ VPQI vP3 I VP QBI 2C eAﬂ GCDFOI 3ppol ]—}
VPg
2BC 3CD

Figura 2. Esquema del genoma dels picornavirus. S’especifiquen les proteines madures
(VP1-4, 2A-C, 3A-D i L) resultat del final de la proteolisi de la poliproteina dins la seva
regi6 (P1-P3) i els tres intermediaris principals (2BC, 3AB i 3CD). Figura modificada de

Whitton et al. 2005.

El processament de la poliproteina és seqiiencial. La primera divisié és cotraduccional i
rapida, resultant-ne la separaci6 del domini de les proteines estructurals i no estructurals.

En picornavirus existeixen tres mecanismes per dur-la a terme.

En el cas d’enterovirus i sembla que també en sapelovirus, la proteina 2A és una proteasa
que, al final de la seva sintesi, produeix un tall en el seu extrem N-terminal separant P1
de P2-P3. En ambdés casos es déna també un processament primari entre 2C i 3A
mitjancant la proteasa 3C. En hepatovirus, la proteasa 3C s’encarrega del tall primari a
l'extrem C-terminal de 2A (Harmon et al., 1992; Jia et al., 1993) i sembla que també

podria ser aixi en parechovirus i kobuvirus.

En cardio-, tescho-, cosa-, seneca-, afto- i erbovirus la preséncia del motiu de seqiiéncia
NPGP (Asn-Pro-Gly-Pro) provoca un lliscament del ribosoma que impedeix la sintesi
de l'aminoacid d’unié entre 2A i 2B de manera que es separen durant la sintesi
(Donnelly et al., 2001). En el cas d’aftovirus i erbovirus, la proteina L és una proteinasa

que participa del processament primari del seu extrem C-terminal (Strebel and Beck,

1986).

Malgrat en alguns casos proteines de l'hoste i el polipeptid 3CD, precursor de la
proteasa 3C, duen a terme alguna proteolisi, la segona divisié és protagonitzada per la

3C que, un cop sintetitzada, processa tots els talls necessaris per a la obtencié de
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intermediaris i proteines madures. En la dltima etapa de la formacié del virié té lloc la
divisi6 de maduracié, on es talla la VPO (VP4 VP2). Es un estat molt dificil d’observar i
sembla que pot estar potenciat per la unié6 d’ARN a l'estructura de la capsida (Baltimore,

1968).

1.1.2 Taxonomia de la familia Picornaviridae

L’adaptacié constant dels virus a diferents entorns ha determinat que les eines utilitzades
anteriorment per classificar els picornavirus com l'estabilitat segons el pH, I'especificitat
d’hoste o de receptor hagin sigut substituides per les similituds filogenetiques i

lorganitzacié del genoma.

Segons el criteri del Grup d’Estudi de Picornaviridae dins el Comite Internacional de
Taxonomia de Virus s’estableixen diverses directrius per la classificacié dels geéneres dins

de la familia:

a. Els polipeptids Lider, 2A, 2B i 3A haurien de ser homologues entre els membres
d’un mateix genere.

b. Els membres d'un mateix génere haurien de tenir un IRES estructuralment
homoleg. Si (a) es compleix, aquesta no té perqué complir-se. D’altra banda,
membres de diferents géneres poden compartir un mateix tipus dIRES.

c. Les regions del genoma P1, P2 i P3 haurien de ser filogenéticament properes
entre els membres d'un mateix geénere, compartint una seqiiéncia d’aminoacids

en >40%, >40% i >50%, respectivament.
Les especies contenen diferents serotips o soques que haurien de compartir:

a. Un rang limitat d’hostes i receptors cel-lulars.
b. Un grau significatiu de compatibilitat en processament proteolitic, replicacid,
encapsidacié i recombinacié genética.

c. Mapes genomics identics a nivell fonamental.
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Actualment, la familia Picornaviridae esta formada per 37 especies agrupades en 17
generes (veure la Taula 1):  Aphrovirus (4 espécies), Agquamavirus (1 especie),
Avibepatovirus (1 especie), Cardiovirus (2 especies), Cosavirus (1 espeécie), Dicipivirus (1
especie), Enterovirus (12 espécies), Erbovirus (1 especie), Hepatovirus (1 espécie),
Kobuvirus (3 especies), Megrivirus (1 espécie), Parechovirus (2 espécies), Salivirus (1
especie), Sapelovirus (3 especies), Senecavirus (1 especie), Teschovirus (1 especie) i

Tremovirus (1 especie) (Adams et al., 2013).
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Génere Espécie
Aphthovirus  Virus de la Febre Aftosa
Bovine rhinitis A virus
Bovine rhinitis B virus
Equine rhinitis A virus
Agquamavirus  Aquamavirus A
Cardiovirus  Virus de I'Encefalomiocarditis
Theilovirus
Cosavirus Cosavirus A
Dicipivirus Cadicivirus A
Enterovirus Enterovirus A
Enterovirus B
Enterovirus C
Enterovirus D
Enterovirus E
Enterovirus F
Enterovirus G
Enterovirus H
Enterovirus |
Rinovirus A
Rinovirus B
Rinovirus C
Erbovirus Virus de la rinitis equina B
Hepatovirus  Virus de [Hepatitis A
Kobuwirus Aichivirus A
Aichivirus B
Aichivirus C
Megrivirus Melegrivirus A
Parechovirus  Parechovirus huma
Virus Ljungan
Salivirus Salivirus A
Sapelovirus Sapelovirus porci
Sapelovirus simia
Sapelovirus aviar
Senecavirus Virus Seneca Valley
Teschovirus Teschovirus porct
Tremovirus Virus de I'Encefalomielitis Aviar

Taula 2. Geéneres i espécies continguts en la familia dels picornavirus segons I'ltima

actualitzacié de del Comite Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) a febrer de

2013.
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En aquesta tesi s’han estudiat proteines de tres espécies diferents de picornavirus dins els
geéneres enterovirus, cardiovirus i hepatovirus: el Coxsackievirus B3 (CVB3), el virus de

I'encefalomiocarditis (EMCV) i el virus de 'hepatitis A (HAV), respectivament. 3Dr!

1.1.3 El Coxsackievirus B3

La ciutat de Coxsackie (Nova York) on, el 1948, es va aillar el virus causant d’'una
paralisi flaccida que era molt diferent als virus de la Polio va donar el nom als
Coxsackievirus. Aviat se’'n van identificar dos tipus segons a patogeneicitat: A i B
(Crowell and Landau, 1997). Aquest virus es classifica dins el génere enterovirus i la

transmissié es déna basicament per via fecal-oral.

Figura 3. Micrografia electronica del Coxsackievirus B4.

Clinicament no es manifesta com a una malaltia severa, pero pot desencadenar en
afectacions serioses del cor, pancrees i sistema nerviés central, especialment en recent
nascuts, infants i adults amb deficiéncies immunitaries (revisat a Esfandiarei and
McManus, 2008). La infeccié per CVB3 generalment desenvolupa una miocarditis
aguda que pot esdevenir en malaltia cronica en un 10-20% dels casos (O’Connell et al.,
1986). D’altra banda, CVB3 també pot induir pancreatitis (Mena et al., 2000)
mitjancant la infeccié de les cel'lules acinars que presenten una elevada concentracié dels
seus receptors. A més, també pot desencadenar meningitis aséptica i hepatitis (Feuer et

al., 2003; Wessely et al., 2001).
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Actualment, el tractament de les infeccions per CVB3 és simptomatic: antitérmics per
baixar la febre i remeis locals per les butllofes i irritacions de boca, mans i peus. En casos
de miocarditis derivada de la infeccié en que el dany és provocat per la lisi cel-lular virica
i la resposta immunitaria, s'utilitzen diferents estratégies amb importants efectes
secundaris: farmacs de baix pes molecular (pleconaril, ribavirina), interferd, analegs
solubles del receptor o elements d’ARN inhibidors (Fechner et al., 2011). La ra6 basica
per la qual no existeixen vacunes per prevenir les infeccions de CBV3 és el poc interes
comercial ja que, a dia d’avui, generalment no es manifesta com una malaltia greu
(Henke et al., 2003). No obstant, estudis sobre l'atenuacié del virus ofereixen
possibilitats pel desenvolupament de vacunes aixi com de la terapia genica (Brave et al.,
2007; Rolph and Ramshaw, 1997). Com poliovirus, CVB3 té caracteristiques bones per
a la seva consideracié com a vector viral: es coneix tota la seqiiencia del genoma i no
s'integra al de I'hoste, no hi ha risc de mutagénesi per insercié perqué no presenta un pas
de doble cadena de ADN, pot replicar en cél-lules que no es divideixen, es coneix molt
bé la biologia molecular, receptors, cicle i creixement en teixits del virus i té un molt bon
model animal (revisat a (Kim and Nam, 2011). Tot i aixi, la persistencia de la infecci6
pel virus atenuat entre d’altres sén inconvenients que cal sobreposar per ser bon candidat

a terapia viral (Kim et al., 2005).

1.1.4 Elvirus de 'encefalomiocarditis

El virus de I'encefalomiocarditis (EMCV) es classifica dins el génere cardiovirus i va ser
aillat per primera vegada I'any 1945 a Miami d’un orangutan en captivitat que va morir
sobtadament per un edema pulmonar i miocarditis (Helwig and Schmidt, 1945). El
1948, al districte de Mengo de la ciutat d’Entebbe a Uganda, es va aillar el mengovirus
d’'un macaco que presentava paralisi a les potes de darrere. Estudis antigénics indicaren

que EMCV i mengovirus formaven part de la mateixa espécie.

El virus EMCV s’ha detectat a moltes regions de tot el mén: Europa (Maurice et al.,
2005), Canada (Dea et al., 1991), America del Sud (Czechowicz et al., 2011), Australia
(Reddacliff et al., 1997), Corea (An et al., 2009) o la Xina (Ge et al., 2010). El virus pot
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infectar un rang ampli d’animals, pero el seu reservori natural sén rosegadors (ratolins o
rates) 1 pot ser que aquests participin en la propagacié del virus (Spyrou et al., 2004).
Infeccions en humans han sigut detectades (Oberste et al., 2009), pero és probable que

moltes hagin sigut asimptomatiques o no diagnosticades (Tesh, 1978).

La transmissi6 de EMCV es déna per la ingestié de menjar o aigua contaminats pel
virus o d’animals morts que havien estat malalts (Gainer, 1967). Els simptomes i el
desenvolupament de la malaltia sén especifics de la soca infectiva i venen determinats
per T'especie animal infectada i el sexe i l'edat de l'individu. En primats no humans
generalment impliquen congestié pulmonar o edema amb fallada cardiaca i la mort i en
porcs es provoca una miocarditis amb mort sobtada. En rosegadors pot ser
asimptomatica, perd en ratolins normalment provoca encefalitis, paralisi d’extremitats,

miocarditis o diabetis tipus 1 (revisat a Carocci & Bakkali-Kassimi 2012).

Aquest virus utilitza les proteines L i 2A com a essencials per determinar 'espectre
d’hostes i la virulencia del virus (Agol and Gmyl, 2010; Paul and Michiels, 2006; Zhu et
al., 2011). Tot i que EMCV actualment no representa un problema meédic greu en
humans, cal tenir-lo en compte degut al seu ampli espectre d’hostes i a la utilitzacié de

cors de porc per Xenotrasplantaments.

1.1.5 Elvirus de 'Hepatitis A

El 1912 es va reconeixer per primera vegada la naturalesa infecciosa del que es coneixia
popularment per ictericia virica (Cockayne, 1914). Després de la Segona Guerra
Mundial, estudis diferenciaren dos tipus d’ictericia virica segons temps d’incubacié i via
d’infeccié (Havens, 1945). Fou als anys 40 quan es distingi entre Hepatitis A i B. El
virus de 'Hepatitis A (HAV) va ser identificat per microscopia electronica en matéria
fecal humana l'any 1973 (Feinstone et al., 1973). Tot i que la recerca per interés
comercial va finalitzar amb la sortida de les vacunes als anys 90, encara resten molts

aspectes del virus i la malaltia sense resoldre.
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Figura 4. Fotografies de microscopia electronica del virus de 'Hepatitis A. Imatge

extreta de Feinstone 1973.

El HAV es classifica dins el génere hepatovirus i es transmet per ruta fecal-oral. Aixo
implica que la prevalenca de la infeccié sigui desigual segons la regid, essent més comu

en zones on les condicions higiéniques i sanitaries sén deficients.

La manifestacié del virus és una hepatitis aguda que pot anar acompanyada de nausees,
pérdua de gana, febre, dolor abdominal, coloracié fosca de la orina i ictericia (Lemon,
1985). Els infants poden presentar una hepatitis A asimptomatica. Malgrat la majoria
de casos sén resolts en unes setmanes, una proporcié petita de les infeccions resulta en
una fallada hepatica que pot ser fatal si no es realitza un transplantament. La baixa
mortalitat de 'hepatitis A no implica que no sigui una malaltia severa: pot requerir
atencié hospitalaria durant dies o setmanes i absentisme laboral o escolar de setmanes a

mesos de durada. Aixi, els costos medics i de produccié laboral sén elevats.

El virus HAV es caracteritza per una baixa taxa de replicacié en cultius cellulars i, a
diferéncia de la resta de picornavirus, provoca infeccions persistents sense induir efectes
citopatics. Tampoc sembla que generi grans canvis en la ultraestructura cel-lular excepte
una acumulacié citoplasmatica de membranes al voltant de la zona de replicacié de virus
vista en cultius cel'lulars (Gosert et al., 2000; N. Teterina et al.,, 1997). Diferents
hipotesis puntualitzen la sortida del virus a I'exterior de la cél-lula sense lisi a través de la

membrana apical o basolateral (Blank et al., 2000; Snooks et al., 2008).
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La baixa taxa de replicacié de HAV esta relacionada amb la ineficiencia de 'IRES i amb
un us deoptimitzat dels codons (Pinté et al., 2007; Whetter et al., 1994). Aquesta
estratégia consisteix en un Us abundant de codons rars que implica un creixement
quiescent i sembla jugar un paper en l'evasié de les defenses de la cél-lula hoste. D’altra
banda, la baixa taxa de replicacié també podria tenir un paper en el plegament correcte
de les proteines del virus. Per exemple, la capside de HAV presenta aglomeracions de
codons rars que semblen imprescindibles per una bona estabilitat de la capside i, en
definitiva, per la supervivéncia del viri6 (Aragones et al., 2010, 2008; Sanchez et al.,
2003). Respecte a 'IRES, s’ha vist que l'eficiéncia de replicacié d’aquest en HAV és
bastant més baixa que en el virus de 'encefalomiocarditis o el virus de la polio (Whetter

et al., 1994).

1.2 LES PROTEINES VIRALS

1.2.1 Proteines estructurals

La capsida icosaedrica dels picornavirus esta formada per 60 copies de cada una de les
proteines estructurals: VP1-VP4 (Putnak and Phillips, 1981). Aquestes proteines
provenen del processament proteolitic del precursor P1, codificat al ter¢ N-terminal del

genoma.

L’assemblatge de la capsida s’inicia amb la formacié de protomers formats per VPO,
VP1 i VP3. Seguidament, cinc protomers s’uneixen per formar un pentamer i dotze
d’aquests s'assemblen per formar el viri6 immadur (Putnak and Phillips, 1981) (Figura
5). En tots els picornavirus la maduracié del viri6 es produeix amb el processament del
precursor VPO en VP2 i VP4, excepte en els kobuvirus i parechovirus (Hyypii et al.,
1992; Reuter et al., 2011; Stanway et al., 1994).
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x60

Figura 5. Esquema de les capsides de picornavirus. (a) Protdomer: unitat de repeticié de
la capside. (b) Pentamer format per cinc protomers. (¢) Capside icosaedrica amb simetria
pseudo T3 formada per 12 pentamers. (d) Tall sagital de la capsida on s’especifiquen les

proteines que la formen. Imatges extretes de Swiss Institute of Bioninformatics.

L’organitzacié d’aquestes proteines en el viri6 determina diferents propietats de
reconeixement als virus. La proteina VP1 en rinovirus presenta un /ogp molt prominent
que deixa un fossar envoltant l'eix quinari poc accessible pels anticossos, al qual se
lanomena canyd i s’ha proposat com al lloc d'unié a receptor (Rossmann et al., 1985).
En altres membres de la familia com cardiovirus, el canys no és continu, pero també
presenta parts enfonsades (Luo et al., 1987); FMDV, pero, té una superficie llisa
(Acharya et al., 1989). Tot i aixi, segueix sent un /oop de la VP1 exposat a la superficie

qui desenvolupa la funcié de reconeixement i unié al receptor (Mason et al., 1994).

Els /oops de la VP1 exposats a la superficie sén reconeguts pels anticossos i, per tant,
contenen mutacions d’escapament que permeten al virus evadir la resposta immune de
I'hoste. Estudis estructurals i funcionals en enterovirus i també en FMDV han
demostrat que aquestes mutacions d’escapament es localitzen en determinats residus que

no comprometen lestructura o funcions biologiques de la capsida (Lea et al., 1994;

Mateu et al., 1994; Smith et al., 1993).

La capsida dels picornavirus presenta un equilibri d’estabilitat i flexibilitat que permet
protegir el material genétic i, alhora, alliberar-lo quan és necessari. Un element

important en la regulacié de l'estabilitat de la capsida és el Pocket, cavitat hidrofobica de
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la proteina VP1, ocupada per lipids endogens (Pocket Factor) en el cas d’enterovirus (Fry
et al., 2003; Hogle et al., 1985; Oliveira et al., 1993) o per voluminoses cadenes laterals
en afto- i cardiovirus (Fry et al., 1991). Dels primers antivirals proposats contra els
picornavirus van ser inhibidors hidrofobics que s’unien al pocket factor desplagant
lligands naturals i afectant I'estabilitat de la capsida, com els derivats del pleconaril, per
exemple els WIN (Badger et al., 1988; Smith et al., 1986). Aixi, mutacions en aquesta
cavitat sovint comporten I'aparicié de soques resistents de virus a aquest tipus de farmacs

(Shepard et al., 1993).

1.2.2 Proteines no estructurals

Les proteines no estructurals sén les responsables de totes les funcions que permeten la
replicacié viral: la maduracié de les proteines, la transcripci6 i replicacié de TARN
genomic i la creacié d’un entorn idoni per a que aquesta es dugui a terme. Aquest treball
es centra en dues d’aquestes proteines, la 2B i la 3D, que seran tractades en més

profunditat en propers apartats de la introduccié.

S’ha designat com a proteina L (leader) qualsevol proteina codificada entre l'extrem 5’
de 'OREF i I'inici de la regié P1. No és present a tots els picornavirus i la seva funcié
depén del genere. Els aftovirus i els erbovirus sén papain-like cystein proteinases
(Gorbalenya et al., 1991; Guarné et al., 1998). En cardiovirus, la proteina L presenta un
domini d’'unié a zinc i participa de la regulaci6 de la traducci6é (Dvorak et al., 2001), la
fosforilacié de nucleoporines (Porter and Palmenberg, 2009) i la inhibicié de la sintesi
d’interferé (Hato et al., 2007; Zoll et al., 2002). Altres 5 géneres presenten la proteina

L, pero no se’n coneix la seva funcié.

La proteina 2A és bastant variable en seqiéncia, longitud i funcié entre els picornavirus.
En enterovirus, la 2A actua com a proteasa tallant entre P1-2A i proteines cel-lulars,
inactivant-les durant la infeccid, com el factor eucariotic d’iniciacié de la traduccié 4G
(eIF-4G), l'encarregat de reconeixer ARN missatger cel-lular amb Cap (Schlick et al.,
2002; Svitkin et al., 1999). La 2A dels afto-, cardio-, erbo-, tescho- i senecavirus
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presenta el motiu NPGP que permet la separacié de P1-2A pel sistema de lliscament
descrit a I'apartat 1.1.1. No obstant, la 2A de cardiovirus és més llarga i té una seqiéncia
consens conservada de localitzacié nuclear idéntica a la de proteines ribosomals de llevat
(G/P-K/R;s-X1.4-G/P, Stuger et al. 2000) , participa en la unié de ARN ribosomal i la
inhibicié de la traducci6 cel'lular depenent de Cap (Aminev et al., 2003; Groppo and
Palmenberg, 2007). En hepatovirus, la proteina 2A no és proteasa i els seus aminoacids

queden ancorats a la proteina VP1 de la capsida (Cristina and Costa-Mattioli, 2007).

La proteina 2C, aixi com el seu precursor 2BC, esta implicada en la produccié
d’estructures vesiculars membranoses on té lloc la replicacié (Cho et al., 1994). La 2C té
activitat ATPasa (Mirzayan and Wimmer, 1994) i uneix ARN (Rodriguez and
Carrasco, 1995). Tot i que el seu paper en la replicacié viral no esta clar, sembla que
necessita oligomeritzar formant anells de 5 a 8 monomers per ser activa (Adams et al.,

2009).

La proteina 3A té una mida petita, variable segons el virus, i conté una sequiéncia
transmembrana; juntament amb el seu precursor 3AB juguen diferents rols durant el
cicle viral. La 3A es troba al complex membranés citoplasmatic on es duu a terme la
replicacié (Towner et al., 1996; Wessels et al., 2006); en poliovirus, presenta la forma
3AB orientant correctament la 3B (VPg) per permetre la iniciacié de la replicacié (Paul
et al., 1998). Es proposa com a co-factor per a la polimerasa 3D i la unié de 3CD a les
estructures szem en la replicacié (Lama et al., 1994; Molla et al., 1994). També s’ha vist
que pot inhibir el trafic de proteines del reticle endoplasmatic i el Golgi, perd és una
caracteristica limitada a Coxsackievirus B3 i poliovirus (HEV-C) (Choe et al., 2005).
Finalment, s’ha vist que pot estar implicada en l'afectacié de l'autofagia cel'lular per

reclutar membranes en alguns virus (Choe et al., 2005).

La proteina 3B o VPg és petita (20-23 aminoacids). Esta unida covalentment a 'extrem
5’ del genoma via 'oxigen de la cadena lateral de la tirosina 3 de la VPg amb el fosfat
alfa de la uridina terminal de l'extrem 5" del RNA (Palmenberg et al., 1984). La VPg

uridilada actua com a encebador de la replicacié.
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La proteina 3C té una longitud entre 180 i 220 aminoacids i és una proteasa que
s'encarrega de la majoria de processaments en la cascada proteolitica. En alguns
picornavirus, com el virus de T'hepatitis A (HAV) o el virus de I'encefalomiocarditis
(EMCYV), és la unica proteasa viral encarregada del processament (Harmon et al., 1992).
Els precursors 3ABC i 3CD també actuen com a proteases (Parks et al., 1989). Al seu
torn, el precursor 3CD participa de la preparacié del genoma per la sintesi de 'RNA de
cadena negativa (Walter et al., 2002) i uneix el CRE, el motlle per la uridilacié de la

VPg (Pathak et al., 2008).

1.3 LA PROTEINA 2B

La proteina 2B té longituds molt diferents entre els picornavirus, de 98 a 251
aminoacids. La seva funcié és també variable i en alguns casos encara no s’ha aclarit del

tot, com en el cas del virus de I'hepatitis A (HAV).

La proteina 2B resulta del processament del precursor 2BC durant la cascada
proteolitica. Aquest precursor s’ha vist implicat en reorganitzacié de membranes
produint estructures vesiculars on la replicacié viral té lloc (Cho et al.,, 1994). En
enterovirus, la proteina 2B presenta dues regions hidrofobiques: HR1 i HR2 (Figura 6).
La HR1, segons la distribucié d’aminoacids, és una putativa a-helix amfipatica que
conté residus hidrofobics en una cara i residus hidrofilics a I'altra (van Kuppeveld et al.,
1996). Els resultats d'estudis de mutagenesi, bioquimics i de doble hibrid o FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) suggereixen la formacié de porus mitjancant
l'associacié de diverses 2B que adopten una conformacié helix-/ogp-helix, en que les
dues travessen la membrana, com indica la figura 6 (Agirre et al., 2002; Cuconati et al.,

1998; de Jong et al., 2003, 2002; van Kuppeveld et al., 2002).
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Figura 6. Formaci6 de porus per la 2B. (a) Seqiiéncia aminoacidica de la 2B de

Coxsackievirus. Les regions HR1 i HR2 hi sén assenyalades. (b) Visi6 lateral i (c) apical.

Diversos estudis han determinat la seva localitzacié a l'aparell de Golgi i reticle
endoplasmatic impedint el trafic de proteines i afectant la permeabilitat de les
membranes d’aquests elements, alterant les concentracions d’i6 Ca* (de Jong et al,
2008; van Kuppeveld et al., 1997). Una infeccié per enterovirus pot comportar una
disminucié de la concentracié d’ions Ca?* al reticle endoplasmatic i el Golgi d’'un 40%
aproximadament i un augment de la concentracié d’aquest i6 al citosol (Aldabe et al.,
1997; de Jong et al., 2008; van Kuppeveld et al., 1997). La transferéncia de ions Ca** del
reticle endoplasmatic al mitocondri juga un paper molt important en l'apoptosi
(Boehning et al., 2003): l'augment de la concentracié d’'ions calci al mitocondri resulta
en l'aparicié de factors cel'lulars pro-apoptotics. La baixa concentracié de Ca? al reticle

endoplasmatic provocada per 'expressié de 2B té un efecte anti-apoptotic.

Les 2B dels aftovirus, els cardiovirus i els hepatovirus no presenten totes aquestes

propietats i el seu rol biologic encara resta per determinar.

Tot i que el lloc de tall de la 3CP™ d’enterovirus es troba conservat en HAV, aquesta
proteina té una especificitat diferent en aquest virus canviant el lloc de tall entre 2A i 2B
144 residus cap a 'N-terminal (Gosert et al., 1996; Malcolm, 1995; Martin et al.,

1995). Aixi, la proteina 2B d’Hepatitis A és més llarga (251 aminoacids) i la 2A més
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curta (71 aminoacids) del que shavia predit inicialment segons el model de

processament de poliproteina d’enterovirus.

Experiments de microscopia electronica han permes observar el fenomen d’alteracié de
membranes en cel'lules infectades per diferents soques del virus i la localitzacié de la
proteina 2B en les membranes alterades (Gosert et al., 2000; N. Teterina et al., 1997)

(Figura 7).

Figura 7. Imatges de microscopia electronica de cél'lules de rony6 de fetus de Macaca
mulatta (FRhK-4) infectades amb la soca HM175/24a de HAV. Es pot observar la
formaci6 de vesicules tubulars allargades formant una xarxa (a) i una magnificacié (b) on
s’observa la co-localitzaci6é de la proteina 2B amb la xarxa de membranes reorganitzades.

Figura modificada de Gosert et al. 2000.

En HAV s’ha vist que la 2B és capag¢ d’inhibir la sintesi d'interferé f (IFN-B) mitjancant
la interferéncia de 'activacié del seu factor regulador 3 (IRF-3) (Paulmann et al., 2008).
La via d’activacié d’aquest factor regulador implica els receptors RIG-1 (retinoic acid-
inducible gene 1) 1 MDA-5 (melanoma differentiation-associated gene 5), que regulen
Pactivitat de les encarregades de l'activacié de 'TRF-3: la quinasa TBK1 (Z4ANK binding
kinase) i la quinasa IKKe, que inhibeix el factor nuclear NF-«kB (Fitzgerald et al., 2003;
Sharma et al., 2003). La proteina de senyalitzacié antiviral (MAVYS), localitzada a la

membrana del mitocondri, s'encarrega de reclutar els receptors i el seu substrat, les
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quinases (Kawai et al., 2005; Seth et al., 2005). La 2B, mitjancant el seu efecte de
reorganitzacié de membranes, podria interferir la dinamica xarxa de membranes

mitocondrials tot impedint el correcte funcionament de MAVS (Chan, 2006).

1.4 LES POLIMERASES VIRALS

Les polimerases sén enzims indispensables durant el cicle viral per la produccié ’ARN
missatger traduible a proteina i per la generacié de copies idéntiques del genoma per la
formacié de nous virus. Una cadena polinucleotidica amb un patré de seqiéncia
determinat serveix com a motlle a la polimerasa durant la catalisi de formacié d’enllagos
fosfodiester entre un nucleotid que s’afegeix a una nova cadena polinucleotidica i el

nucleotid que es troba a 'extrem d’'unié d’aquesta.

Les polimerases es classifiquen segons el tipus de nucleotids que addicionen i el tipus de
cadena motlle, segons si és d’acid ribonucleic (ARN) o d’acid desoxiribonucleic (ADN).
Aixi, trobem les ARN polimerases dependents d ARN (RdRp), les ARN polimerases
dependents ’ADN (DdRp), les ADN polimerases dependents ’ARN (RdDp) i les
ADN polimerases dependents ’ADN (DdDp). Malgrat difereixen en el tipus de
substrat i de motlle, totes presenten una estructura molt similar que recorda a una ma

dreta on s’hi diferencien els subdominis dels dits, el palmell i el polze.

La forma de ma dreta va ser definida arrel de la resolucié del fragment Klenow de la
DdDp I d’Escherichia coli (Ollis et al., 1985) (Figura 8). Les seglients estructures resoltes
amb dominis polimerasa, com la transcriptasa reversa del virus de la immunodeficiéncia
humana 1 (Kohlstaedt et al., 1992), la RdDp del fag T7 (Sousa et al., 1993) o la RdRp
de poliovirus (Hansen et al., 1997), presentaven la mateixa estructura de ma dreta i els
corresponents subdominis. Aquesta estructura permet definir una cavitat central, un
entorn adient pel correcte posicionament d’ions i substrats on dur a terme la catalisi de
la reaccié d’addicié de nucleotids. A més, els subdominis semblen tenir una funcié

analoga: el palmell conté els residus catalitics i és el responsable de la unié del nucleotid
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entrant a 'extrem 3’ de I'encebador. El subdomini dels dits uneix la cadena senzilla de
motlle fins al centre actiu i el polze interacciona amb la doble cadena motlle-encebador a

partir del lloc de sintesi (Joyce and Steitz, 1995).

Figura 8. Estructura global de les polimerases. (a) Fragment Klenow de 'TADN

polimerasa d’Escherichia coli (1IDPI) i representaci6 fotografica e la ma dreta oberta (b)

ARN polimerasa de poliovirus (1IRDR) i representacié fotografica de la ma dreta tancada.

1.4.1 La catalisi: el mecanisme dels dos ions

Evolutivament, l'habilitat de replicar el genoma acuradament per assegurar la
transmissié de la informacié genetica esdevingué un fet necessari des de temps
ancestrals. Aquesta premissa portd a pensar que la reacci6 que duen a terme les

polimerases hauria de ser catalitzada per un mecanisme universal i relativament senzill.

El 1993, Steitz defini el mecanisme dels dos ions metal-lics (Steitz and Steitz, 1993) en
base als resultats estructurals que obtingueren dels complexes del domini amb activitat
3’-5’ exonucleasa de la DdDp I amb una cadena senzilla I’ ADN o el producte de cadena
doble (Beese and Steitz, 1991; Freemont et al., 1988). Aquest mecanisme de catalisi és
general per a totes les polimerases donada I'elevada conservacié dels motius estructurals

entre elles.

El mecanisme dels dos ions metallics requereix la preséncia de dos residus carboxilics

(aspartics en les polimerases) que ancoren dos ions metal-lics divalents (i6 A i i6 B). El
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nucleotid trifosfat (NTP) entra al centre actiu juntament un catié divalent (I'ié B).
Aquest i6 estd coordinat amb els fosfats a-, - i y- del nucledtid i amb un residu
carboxilic i molécules d’aigua. 1'i6 B permet la orientacié del NTP cap al centre actiu i
la neutralitzacié de la carrega durant la catalisi. Una vegada el NTP esta ben situat, l'i6
A es coordina amb el 3'-OH, el fosfat a- i els dos residus carboxilics, dos acids aspartics
en picornavirus (Figura 9). Aquest i6 s‘encarrega de disminuir el pK, del 3-OH
facilitant la seva desprotonacié a un pH fisiologic provocant l'atac al fosfat o- del
nucleotid. Tal com s’ha vist en la polimerasa ’ADN n humana, només en el moment en
que els dos ions estan units i el nucledtid posicionat, una molécula d’aigua transitoria
catalitza la desprotonacié del 3-OH (Nakamura et al., 2012). 1'i6 B facilita la sortida
del grup pirofosfat generat en la reaccié i protonat per part d'un aminoacid basic del
centre actiu, la qual cosa augmenta amb escreix eficiencia de la reacci6 (Castro et al.,
2009). Un cop la reacci6 s’ha dut a terme, ’ARN rota fins que l'extrem 3’ de I'encebador

queda a la posicié adient per tal que tingui lloc un altre cicle catalitic (Brautigam and

Steitz, 1998).

Base

Base

Encebador se— (O)H O

Motiu C / O\‘_

Motiu A

Figura 9. Esquema del mecanisme dels dos ions. Els dos ions divalents A i B estan
coordinats amb els residus carboxilics dels motius A i C i amb els grups fosfats de
Iencebador i el nucleotid entrant. S’hi representen 'aminoacid basic i la molecula d’aigua

que hi participen.
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S’ha postulat que la preséncia d’un tercer i6 Mg?* pot ser un fet general en totes les
polimerases. Aquest i6 estabilitza la transicié durant la transferéncia de nucleotids i

facilita alliberacié dels productes de la reaccié (Nakamura et al., 2012)

1.4.2 Les RNA polimerases dependents de RNA

Els virus amb genoma RNA, que no tenen una fase amb DNA en el seu cicle,
codifiquen per una RNA polimerasa dependent de RNA (RdRp) (Baltimore, 1971).
Les RdRp so6n les encarregades de dur a terme la transcripcié i replicacié del genoma
viral juntament amb altres proteines virals o de la cel'lula hoste (Lai, 1998). La
importancia de la reaccié que duen a terme aquests enzims probablement determina que

les seves regions codificants siguin les més conservades entre els genomes virals (Koonin

and Dolja, 1993).

La primera informacié estructural sobre les RdRp va ser l'estructura parcial de la
polimerasa 3D de Poliovirus (Hansen et al., 1997) i indicava que les RdARp compartien
Pestructura global i els subdominis amb el fragment Klenow de la DdDp I &’ Escherichia
coli (Ollis et al., 1985). Des de llavors fins ara, s’han resolt les estructures de les RdRps
d’almenys nou representats de virus amb ARN de cadena senzilla (Taula 3), perd també
RdRp de virus amb ARN de cadena doble com la del bacteridfag ®6 (Butcher et al.,
2001); dels reovirus A3 (Tao et al., 2002) i rotavirus (Lu et al., 2008); les de dos
membres de la familia Birnaviridae: el virus de la bursitis infecciosa (Garriga et al.,

2007) i el virus de la necrosi pancreatica infecciosa (Graham et al., 2011).
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Familia Virus Referéncia
Flavivirus Hepatits C (Ago et al., 1999; Bressanelli et al., 1999)
Virus de la diarrea viral bovina (Choi et al., 2004)
Virus de I'Oest del Nil (Malet et al., 2007)
Virus del Dengue (Yap et al., 2007)
Calicivirus Virus de la malaltia henorragica dels conills (Ng et al., 2002)
Virus de Norwalk (Ng et al., 2004)
Sapovirus (Fullerton et al., 2007)
Norovirus (Lee et al., 2011)
(Hansen et al., 1997; Thompson and Peersen,
Picornavirus Poliovirus
2004)
Virus de la febre aftosa (Ferrer-Orta et al., 2004)
Rinovirus huma (Appleby et al., 2005; Love et al., 2004)
Coxsackievirus B3 (Campagnola et al., 2008; Gruez et al., 2008)
Enterovirus 71 (Wu et al., 2010)
Tetravirus (Ferrero 2013, Tesi Doctoral)

Taula 3. Relacié de la majoria virus d’ARN de cadena senzilla dels quals s’ha resolt

I’estructura.

Les polimerases ’ADN i I’ARN presenten una estructura basica en comu, perd les
RdRp tenen més similitud entre elles que no amb la resta de polimerases. A nivell de
seqliéncia, tot i ser de les regions genomiques més conservades, presenten una baixa

similitud en general excepte per certs motius conservats (Bruenn, 2003; Garriga et al,,

2013).

La conformacié de ma dreta tancada és la caracteristica comuna més evident de les
RdRp, en contraposicié a la conformacié de ma oberta o forma d’'U que presenten les
altres polimerases (Figura 8). El tancament és degut a la connexié que es déna entre un
conjunt de Joops que sobresurten del domini dels dits (anomenat puntes dels dits) i el
polze. Aquesta unié permet encerclar el centre actiu de I'enzim, limitant un entorn

recollit per catalitzar la reaccié com es pot observar a la figura 10 (Ferrer-Orta et al.

2006a).
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Figura 10. Polimerases d’ARN dependents d’ARN. Representacié convencional de

RdRps. L’estructura de FMDYV, en gris, té els motius conservats representats en color: A
(groc), B (verd), C (vermell), D (taronja), E (magenta), F (blau fosc). En la resta, es
representen els subdominis de les polimerases: polze (vermell), palmell (verd), dits (blau
fosc) i les puntes dels dits (blau cel). En groc es representen les protrusions C-terminals
de les polimerases de HCV, BVDV, ®6 i 3. La polimerasa de A3 és la més gran i té
extensions N- i C-terminals extres que envolten els subdominis del polze, palmell i dits.

Extret de Ferrer-Orta et al. 2006a.
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En totes les RdRps s’han definit set motius estructurals conservats, anomenats de la A a
la G (Figura 10). Aquests motius juguen papers molt importants en lactivitat de
lenzim: els motius A i B s’encarreguen del reconeixement i la unié dels nucleotids
trifosfat entrants (rINTP) i el motiu C, juntament amb el motiu A, contenen els acids
aspartics que coordinen els ions Mg?* responsables de la catalisi. El motiu D manté la
integritat estructural del palmell on resideixen els dominis anteriors, perd alhora
presenta una flexibilitat que permet el tancament del complex catalitic quan s’ha reclutat
el nucleotid correcte al centre actiu (Yang et al., 2012). El motiu E és el responsable de
posicionar la cadena encebadora, I'F permet l'entrada i el posicionament dels NTP i el

G lentrada de la cadena motlle.

La conformacié que presenten les RdARps permet la formaci6 de tres canals (Figura 11).
El primer, més curt i carregat positivament, és el tinel d’entrada dels INTP (Bressanelli
et al., 1999) i, mitjancant interaccions seqiiencials dels rNTP carregats negativament
amb els residus basics, principalment del motiu F, arriben fins al centre actiu. També és

el canal de sortida dels grups pirofosfat alliberats de la reaccié.

El segon canal és ric en residus basics i s’estén des de la regi6é de la punta dels dits, a
través el subdomini dels dits, fins al centre actiu com s’ha vist en l'estructura del complex
d’iniciacié de la RdRp de ®6 (Butcher et al., 2001) i en els complexes de RdRps de
picornavirus i calicivirus amb ARN (Ferrer-Orta et al.,, 2004; Gong et al., 2013;
O’Farrell et al., 2003; Zamyatkin et al., 2008). A 'entrada d’aquest canal és on les RdRp
presenten els mecanismes encarregats d’assegurar 'entrada de la cadena adequada i amb
la orientaci6 correcta cap al centre actiu de I'enzim (Butcher et al. 2001; revisat a Ferrer-
Orta et al. 2006a). La cavitat central de la polimerasa també és un canal, on es duu a

terme la catalisi i pel qual en surt el producte, TARN de doble cadena.
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Canal dentrada del motlle

. » e A\ PR
Cavitat central —————— “‘;:\/ y <t~ Canal dentrada dels NTP

Cavitat central

Figura 11. Els canals de les RdARp. Representacié de la superficie de potencials de la
RdRp de FMDYV on es poden apreciar els canals d’entrada de ’ARN motlle i els NTPs i
la cavitat central on es duu a terme la reaccié d’addicié nucleotidica. (a) Vista frontal. (b)

Vista lateral, s’ha eliminat el polze per facilitar la visié.

L'i6 emprat més freqiientment com a cofactor en els estudis de polimeritzacié “in vitro”
ha estat el Mg?** ja que és el catié natural per les RdRps. No obstant, s’hi poden unir
altres ions divalents com el Mn?. Moltes estructures cristal'lines s’han obtingut en

presencia de Mn?* i algunes amb Ca*".

El Mn* estimula 'activitat de les RdRp (Bressanelli et al., 2002) i en facilita la iniciacié
(van Dijk et al., 2004), perd en disminueix la capacitat selectiva dels INTP i, per tant, la
fidelitat de replicacié. Aquesta situacié és deguda a la capacitat que té el Mn?* per unir
fortament el motiu trifosfat del INTP, estabilitzant el complex format per la polimerasa,
la cadena motlle i el tNTP. Aixi, les interaccions que sestableixen entre la base
acceptora i el nucleotid entrant no sén necessaries perqué es dugui a terme la reaccié
(Castro et al., 2005). A més, s’ha descrit que la preséncia de Mn?* al medi de replicacié
pot provocar una polimeritzacié de novo en polimerases que, de normal, necessiten un

encebador, com per exemple en poliovirus (van Dijk et al., 2004).

Al contrari, el Ca?* inhibeix la sintesi ’ARN (van Dijk et al., 1995). L’estructura de la
polimerasa del bacteriofag @6 en complex amb Ca?* mostra que un i6 es col-locaria de la

mateixa manera que un Mg?* interaccionant amb el trifosfat del rNTP, perd l'altre
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estaria desplacat distorsionant les interaccions que haurien de tenir lloc per al correcte

funcionament del centre actiu (Salgado et al., 2004).

Aixi com les polimerases dependents d’ADN presenten reorganitzacié de dominis
segons si s6n actives o inactives, en les dependents ’ARN no s’hi han observat grans

canvis estructurals.

La comparaci6 de les estructures de la polimerasa ’ADN de Thermus aquaticus (Taq)
(Kim et al., 1995) i la transcriptasa reversa del virus de immunodeficiéncia humana tipus
I (HIV-RT) (Rodgers et al., 1995) en complex amb ADN motlle-encebador i amb
nucleotid entrant mostren grans canvis conformacionals al subdomini dels dits (Doublié
et al., 1999). En concret, la part superior del subdomini dels dits en la Taq rota 46° en
direcci6 al centre actiu en la conformacié activa respecte la inactiva. En el cas de la
HIV-RT aquest desplacament és de 20° (Figura 12). En la conformacié tancada es
redueix considerablement l'espai al centre actiu assegurant l'entrada del nucleotid
correcte. Un cop incorporat, la polimerasa es tornara a obrir per permetre el
desplagament del motlle i la incorporacié d’'un nou nucleotid. La forma de ma dreta
oberta de les polimerases ’ ADN permet aquesta mobilitat, en canvi, la connexié dels
subdominis dels dits i el polze en forma de ma dreta tancada a les polimerases ’ARN

limita aquests canvis conformacionals.
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Figura 12. Comparacié de les estructures actives i inactives de dues polimerases d’ADN.
La (a) Retrotranscriptasa de HIV i la (b) polimerasa Taq amb la conformacié activa (gris)

iinactiva (negre). Extretes de Doublié et al. 1999.

Malgrat el moviment general de les RdRps esta més limitat degut a la rigidesa conferida
per les puntes del subdomini dels dits, en algunes polimerases s’ha pogut observar un
moviment relatiu entre subdominis. Inicialment, la resolucié de 'estructura de la RdRp
del virus de la malaltia hemorragica de conills (RHDV) permeté veure que, per
superposicié de dues conformacions presents a la unitat asimetrica del cristall, hi havia
una rotacié de 8° del subdomini del polze respecte al palmell i els dits entre les dues (Ng
et al., 2002). Els autors postularen que la forma tancada seria activa degut a que la
coordinacié dels ions en aquesta conformacié era 'adequada per la reaccié d’addicié
nucleotidica. La comparacié de dues formes cristal‘lines de la 3D de HCV mostra que
també hi havia una rotacié de 7,5° del subdomini del polze respecte al palmell i els dits
(Biswal et al., 2005). Complexes amb inhibidors no analegs de nucledtid només es
formaren en la forma cristal‘lina de la conformacié tancada (activa) provocant, pero, que
lestructura presentés la forma oberta (inactiva) (Biswal et al., 2005). No obstant, el
moviment més destacat s’ha observat en la 3D del virus de THCV comparant de les
estructures cristal-lines de la forma apo de la 3D i el complex de la 3D! amb motlle-

encebador: 20° de rotacié del polze respecte el dits. Aquest canvi conformacional es va
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poder observar després de delecionar un B-hairpin (residus 444-453) que bloqueja la
cavitat central de la polimerasa estabilitzant el complex d’iniciacié i impedint la sortida
de 'ARN (Figura 13). Aixo facilita el desplagament del polze i el desordre de la regié
C-terminal ampliant la cavitat central deixant prou espai per la unié de 'ARN de

cadena doble (Mosley et al., 2012).

Figura 13. Comparacié6 de les conformacions adoptades per la 3D de HCV. (a) Vista
frontal de la superposicié dels dominis dels dits i el palmell de la 3D?°" apo (gris) i la
3Dro! A444-456 (turquesa). El hairpin deleccionat i la regié equivalent en la 3DP! A444-
456 es mostren en vermell. E1 motiu GDD del centre catalitic es troba en groc.
S’assenyala la desviacié de 20° de la 3DP°! A444-456 respecte la 3DP°! apo. (b) Vista de
dalt, gir de 90° en I'eix de les x respecte d’(a). (c¢) Vista frontal d’a amb el diplex motlle-
encebador (verd). Codis de la base de dades PDB: 2XXD (apo) i 4E7A (A444-456 en

complex amb diplex motlle-encebador).

En Poliovirus s’ha determinat que el tancament de la polimerasa ve donat per canvis
estructurals subtils al palmell mitjan¢ant un desplacament del motiu A amb l'objectiu de
col-locar l'aspartic A essencial per a la unié d’un dels ions metal-lics (Gong and Peersen,
2010). En la conformacié oberta, la fulla beta formada pels motius A i C estaria
subtilment distorsionada (Figura 14). També s’ha vist, en comparacions de les 3D™! de
PV, CVB3 i FMDV en complexes d’elongacié amb ARN i la seva forma sola, que
presenten una conformacié més oberta del canal central per acomodar 'ARN sortint del

centre actiu (Gong et al., 2013).
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Figura 14. Comparacié6 de les conformacions oberta i tancada de la polimerasa de PV.
L’ampliacié mostra en detall la desviacié del motiu A en la coformacié oberta (vermell)
que impedeix la formacié de la fulla beta a diferéncia de la conformacié tancada (verd).
S’assenyalen els ions divalents (esferes magenta) i els acids aspartics que els coordinen:

Asp328 (motiu C) i Asp 233 (motiu A).

Actualment, estudis de dinamica molecular de quatre 3D amb l'estructura resolta per
cristal-lografia de raigs X de diferents picornavirus (Poliovirus, CVB3, rinovirus huma
de serotip 16 i FMDV) han determinat que aquestes poden expandir-se i contraure’s
(Shen et al., 2012) i que la major flexibilitat es troba al domini dels dits i la menor al
palmell (Moustafa et al., 2011) (Figura 15). Tot i que els motius altament conservats de
les RdRps (A-G) intervenen en els canvis conformacionals, presenten diferents graus de
mobilitat davant d’aquests. Aixi, els motius implicats en la unié de 'encebador, el motlle
o els nucledtids (A, D, E, F i G) s6n prou dinamics. No obstant, els motius implicats en
la uni6 dels ions divalents (regié del motiu A amb I'’AspA, I'hélix alfa del motiu B i el
motiu C) semblen ser molt menys flexibles. S'observen també canvis conformacionals
entre dominis que impliquen l'obertura i el tancament correlatiu del canal central i el
d’entrada de nucléotids de manera que es mobilitzarien els reactius i els productes de la

reaccié al centre actiu (Moustafa et al., 2011).
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Figura 15. Conformacions oberta (vermella) i tancada (verda). Resultat de simulacions
de dinamica molecular amb les 3D?°! de (a) PV, (b) CVB3, (¢) HRV16 i (d) FMDV.
S’indiquen els residus dels segments amb més mobilitats i presenten més gruix en la

representacio.

1.4.3 Mecanismes d’iniciacié de la sintesi ’ARN

La iniciacié de la reaccié d’addicié de nucleotids que realitzen les polimerases és un pas
clau en la regulacié de la replicacié viral. Cal assegurar la produccié de les quantitats
necessaries de cadenes d’ARN i que l'inici de la replicacié sigui en el punt correcte per
tal d’evital la pérdua d’informacié genetica. Hi ha basicament dos mecanismes possibles

d’iniciaci6 de la sintesi  ARN: de novo i depenent d’encebador (Figura 16).
De novo

La iniciacié de novo requereix la preséncia de, com a minim, quatre elements: la RdRp,
la cadena I’ARN motlle, un nucleotid d’iniciacié i un segon nucledtid, complementaris

al'extrem 5’ de la cadena motlle. El primer enllag fosfodiester es forma entre aquests dos
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rNTPs, essent el primer el que aporta 'hidroxil 3’ per 'addicié del segon (essencialment
un encebador d’un nucleotid). Aquest sistema evita la peérdua d’informacié genética
durant la replicacié i no necessita proteines auxiliars per generar un encebador o per

tallar 'encebador de TARN sintetitzat de nou.

Les interaccions que s’estableixen durant la iniciacié han de ser estables per permetre
una correcta formacié del complex encebador, perd no han dimpedir el pas a
elongacié. Aixi, sha observat en la 3D del virus de I'Hepatitis C (HCV) que la
polimerasa té més afinitat per als INTPs de I'elongacié que no pas per 'tTNTP d’iniciacié

(Luo et al., 2000).

En la majoria dels casos, d’iniciacié de novo va seguida de I'elongacié, perd en alguns
casos es produeix una iniciacié abortiva que déna lloc a oligonucledtids molt curts (2 a 5
nucleodtids) que al seu torn poden ser utilitzats com a encebadors. Les RdRps de reovirus

(Yamakawa et al., 1981) o rotavirus (Chen and Patton, 2000) en sén un exemple.

Alguns virus amb ARN de cadena negativa utilitzen el mecanisme d’iniciacié i
realiniament. Un cop la iniciacié de novo ha sintetitzat un oligonucleotid curt, aquest es
desprén de la cadena motlle i s’hi torna a hibridar desplagant-se cap a l'extrem 3’ de
manera que la base inicial del motlle queda emparellada amb I'dltim nucleotid afegit a
l'encebador. Aquest sistema permet que la iniciacié de novo tingui lloc en un nucleotid
intern més protegit evitant que es perdi informacié genetica (Kao et al.,, 2001). Els
arenavirus (Garcin and Kolakofsky, 1990) i els bunyavirus (Garcin et al., 1995) utilitzen

el mecanisme d’iniciacié i realiniament.
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Figura 16. Esquema dels mecanismes d’iniciacié de la sintesi d’ARN. Cortesia Cristina

Iniciaci6 dependent d’encebador

Ferrer-Orta.

Molts virus necessiten un encebador que proporcioni 'hidroxil 3’ necessari per 'addicié

del segtient nucleotid:

a. Un oligonucleotid obtingut a partir del tall de 'extrem 5" amb Cap d'un ARN

missatger de la cellula hoste (cap snatching).

b. Un petit encebador (de dos a cinc nucleotids) sintetitzat per RdRps virals

mitjangant iniciacions abortives.
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c. L’extrem 3’ del propi motlle doblegat sobre si mateix.

d. Una proteina un aminoacid de la qual aporta un grup hidroxil.

Lultima estratégia és utilitzada en la familia Picornaviridae (Paul et al., 1998) i la

proteina que utilitzen és la VPg (codificada com a 3B).

El primer pas d’aquest mecanisme d’iniciacié de la replicacié és la uridililacié de la VPg,
l'unié covalent de dos nucleotids monofostat al grup hidroxil de la tirosina 3. Aquesta
reaccié la catalitza la propia polimerasa (Paul et al., 1998) , requereix la preséncia de
element CRE que actua com a motlle del procés (Mason et al., 2002), veure apartat

1.1.1, i és estimulada pel precursor 3CD (Rieder et al., 2000).

La reaccié d'uridililacié déna lloc a VPgpUpUon que es dissocia de la polimerasa
acumulant-se a l'interior de la cel'lula, essent assequibles com a encebadors per la sintesi
d’ARN i deixant la polimerasa lliure per seguir uridililant (Crawford and Baltimore,

1983).

Estudis sobre la sintesi d’ARN de cadena positiva i negativa a Poliovirus han mostrat
que la uridililacié de la VPg no és sempre necessaria per la iniciacié. La sintesi ’ARN
de cadena negativa no requereix la preséncia de la VPgpUpUon, pero si de la tirosina 3
de la VPg. En canvi, la sintesi de cadena positiva necessita de la presencia de

VPgpUpUon (Murray and Barton, 2003).

Fins ara, els tres models cristal-lografics existents de complexes de 3D amb VPg en
picornavirus, concretament per FMDV, CVB3 i EV71, indiquen tres llocs d'uni6
diferents (Ferrer-Orta et al. 2006b; Gruez et al. 2008; Chen et al. 2013) (Figura 17). En
el model proposat en FMDV, la VPg s'uneix a la cavitat central de I'enzim situant la
Tyr3 al centre catalitic. La localitzacié d'un intermediari del procés d'uridilacié
(VPgpU) al centre actiu de 'enzim a FMDV seria compatible amb una uridilacié en cis
(Ferrer-Orta, et al. 2006b). En l'estructura de CBV3, en canvi, només va poder-se
localitzar la part C-terminal de la VPg i s'unia a la zona de transicié entre els

subdominis del polze i el palmell (Gruez et al., 2008), allunyada de la cavitat central de
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Ienzim. Aquest lloc d’'uni6 concorda, almenys en una part, amb el lloc d’'unié predit per
estudis mutacionals en PV (Tellez et al., 2006). En EV71, la VPg es localitza a la base
del palmell extenent-se des de “darrere” fins al “davant” de la polimerasa. Tan en EV71
com en CVB3, la Tyr3 de la VPg es trobaria massa lluny del centre catalitic de 3DP! per
poder ser uridilada en cis (Chen et al., 2013). Aquests darrers llocs d’unié de VPg només
poden ser compatibles amb un mecanisme d'uridilacié en #ranms o amb un paper
alternatiu de les VPg (Gruez et al., 2008). Tot i que les 3D i les VPg de picornavirus
s6n molt semblants entre si, les zones d’interaccié detectades a les estructures de CVB3 1
EV71 s6n més variables en seqtiencia (Chen et al., 2013). Estudis d'uridililacié in vitro
amb combinacié de 3D sense activitat (D238H) i 3Dr' defectives en unié de VPg
indicaren que, en EV71, aquesta es produia en #rans (Chen et al., 2013). Aixi, el lloc
d’unié de VPg en picornavirus sembla ser variable i el mecanisme d’uridililacié no esta

del tot clar.

Figura 17. Llocs d’'unié de la VPg en FMDV, EV71 i CVB3. Es representa en superficie
blanca la 3DP°! ’EV71 i en colors els residus implicats en la unié de les diferents VPg en
FMDYV (vermell), EV71 (verd pastel) i CVB3 (blau). Les VPg respectives s’assenyalen en

verd, turquesa i lila.

1.4.4 La3Drila terapia antiviral

Avui en dia no existeix cap terapia antiviral efectiva per cap membre de la familia dels

picornavirus i només existeixen vacunes preventives per alguns d’ells. Per tant, davant de
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la prevalenca d’infeccions causades per picornavirus i la complexitat de serotips que
presenten totes les especies, la cerca de farmacs d’ampli espectre per tractar les infeccions

d’un gran rang de virus és una area de recerca de molt interés.

Les cél'lules de mamifer no sintetitzen ARN utilitzant ARN com a motlle, de manera
que els inhibidors de la 3D s6n bons candidats per la terapia antiviral pel fet de ser
molt selectius. Aquests inhibidors es classifiquen en dos grans grups en funcié de la seva
estructura quimica i del mecanisme d’accié: inhibidors analegs de nucleosid i inhibidors

no nucleosids (NNIs).

Els inhibidors analegs de nucleosids s'uneixen al centre actiu de la polimerasa emulant
els substrat natural i aquesta els incorpora a ’ARN en sintesi. Aixi poden provocar una
terminacié prematura de la sintesi (Carfi’ et al., 2007; De Clercq and Neyts, 2009), com
laciclovir en el virus de I'herpes o I'azidotimidina en el virus de la immunodeficiéncia
humana, o bé ser incorporats a la cadena ’ARN en sintesi, causant una acumulacié

d’errors a la seqiéncia i contribuint a I'extincié del virus per mutagenesi letal (Domingo,

2005).

Els enzims encarregats de replicar material genétic estableixen un compromis entre la
velocitat de sintesi i la fidelitat del producte sintetitzat respecte el motlle. Les RdRps en
virus ARN han desplagat I'equilibri per aconseguir una gran velocitat de replicacié en
detriment de la fidelitat. Aixd fa que els virus ARN presentin la taxa de mutagenesi més
alta que qualsevol altre organisme (Drake, 1993), la qual cosa també reporta avantatges.
L’alta taxa de mutacié i altres mecanismes com la recombinacié sén les principals causes
que determinen la rapida evolucié dels virus ARN (Domingo and Holland, 1994;
Domingo, 2000, 1997). Aquest sistema genera el que s'anomenen quasiespécies,
poblacions que contenen diferents genomes amb totes les mutacions viables
representades per un determinat ambient, que s6n seleccionades segons la seva capacitat
replicativa i eficiencia (Domingo et al., 2000, 1998). Es a dir, tenir una amplia gamma
de variants genomiques és un avantatge perque permet 'adaptacié a un canvi sobtat en

l'ambient. Tot i aixi, existeix un limit maxim de mutacions per mantenir les poblacions
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viables a partir del qual es produeix la mutagénesi letal i la poblacié esdevé inviable

(Domingo and Holland, 1994; Domingo, 2005; Domingo et al., 2005; Eigen, 2002).

Un exemple de farmac que desencadena l'extincié del virus principalment mitjancant la
mutageénesi letal és la ribavirina (Crotty et al., 2000). La ribavirina, un analeg de purina
que pot aparellarse tant amb la citosina com amb l'uracil, va ser el primer mutagen letal
que es va descobrir, veure figura 18. (Airaksinen et al., 2003; Contreras et al., 2002;
Crotty et al., 2000; Severson et al., 2003). A més, la ribavirina també desenvolupa la
seva activitat antiviral per altres mecanismes davant d’aquests virus i de virus ADN

(revisat a Vignuzzi et al. 2005).

a) b) c)
0 HQ H,N
N / OH 0
/4 NH HO e
| )\ o) I\
N “ N
A N“" “NH, N N
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| D :
)o; A ey
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Figura 18. Formula estructural de la (a) guanosina, (b) 'adenosina i la (¢) Ribavirina.

Els NNIs, per contra, s'uneixen generalment de forma al-lostérica causant alteracions en
la dinamica de I'enzim. Poden estabilitzar una conformacié inactiva, bloquejar el canal
d’entrada del motlle o bé segrestar I'enzim en una conformacié activa impedint la
transicié entre dos estats necessaris per l'activitat de I'enzim, com per exemple entre
iniciacié i elongaci6 (Biswal et al., 2006; De Francesco et al., 2003; Niyomrattanakit et

al., 2010).

Sovint, el tractament amb antivirals promou l'aparicié de soques viriques resistents. Aixo

s'explica per I'elevada capacitat d’adaptaci6 a entorns hostils que els confereix l'alta taxa
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de mutacié que presenten. Aquesta resisténcia pot venir donada per una mutacié
puntual o diverses mutacions simultanies en diferents proteines del virus. Per aixo, la
cerca de farmacs contra virus d’ARN, com els picornavirus, és encara una area emergent
d’investigacié. L'estudi estructural dels complexes de la RdRp amb els inhibidors aixi
com dels mutants de resisténcia amb els inhibidors poden permetre explicar els
mecanismes pels quals es donen. Coneixer les caracteristiques del lloc d'unié d’'un
farmac pot ajudar en la seva optimitzacié, per exemple, per augmentar 'afinitat. D’altra
banda, entendre com el virus evadeix I'efecte de I'inhibidor també pot aportar informacié

interessant de cara a millorar el farmac.

Com a part d’aquesta tesi s’ha estudiat estructuralment el mecanisme d’'unié d'un nou
pro-farmac NNI, el GPC-N114, a la 3D de CVB3 i YEMCV. També s’han resolt les

estructures de dos mutants de la polimerasa ’EMCYV resistents al pro-farmac.

El compost té T'origen en una serie de 5-nitro-2-fenoxibenzonitrils entre els quals, el
GPC-N114, presentava l'activitat antiviral iz vifro més potent i selectiva per CVB3
(Purstinger et al., 2008) (Figura 19). Altres virus testats també presenten resultats
comparables als de CVB3 com per exemple EV71, HRV14, HRV2, EMCV o SAFV.
Aixi, el GPC-N114 és un inhibidor de la replicacié dels enterovirus i alguns cardiovirus.
Estudis de resisténcia i assaigs bioquimics han indicat que l'activitat antiviral es déna per
la inhibicié de la 3Dr! (comunicacié personal de F.M. van Kuppeveld) i que no

competeix amb els N'TPs, perd fins ara no se sabia on s'uneix.
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Figura 19. Férmula estructural del precursor i del GPC-N114. (a) Precursor de la série
de 5-nitro-2-fenoxibenzonitrils de la qual va sortir el GPC-N114. (b) Estructura del
GPC-N114.

Un altre NNI ampliament estudiat és 'amilorida. L’amilorida i els seus derivats eren
coneguts com a bloquejants dels canals epitelials de Na*, Na*/H*i Na*/Ca®* i dels anti-
transportadors Na*/Mg?* (Kleyman and Cragoe, 1988). Més tard es va veure que
I'amilorida inhibia la replicacié de CVB3 en cel-lules HeLa afectant a la uridilacié de la
VPg i l'elongacié de TARN per part de la 3D*' (Gazina et al., 2011; Harrison et al.,
2008). Sha proposat un model d’unié a la 3D de CVB3 indica que l'amilorida
ocuparia part del lloc d’'unié del i6 Mg?* B i del nucleotid entrant (Gazina et al., 2011),

com es pot veure a la figura 20.
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Figura 20. (a) Férmula estructural de I'amilorida. (b) Model d’'unié de I'amilorida

generat mitjancant estudis computacionals.

La preséncia d’aquest inhibidor en seéries successives de passis de cel'lules Hela
infectades va permetre I'aillament de virus resistents que presentaven mutacions en la
3Drt S299T i A372V (Harrison et al., 2008). El residu 299 es troba al motiu B, al
costat del lloc d'unié de la ribosa (Ferrer-Orta et al., 2004; Gong and Peersen, 2010), i
el 372 resideix al motiu E i col'labora en el posicionament de l'extrem 3’ de I'encebador
(Ferrer-Orta et al. 2006a; Gruez et al. 2008; Gong & Peersen 2010). A més, tot i que el
mutant S299T presenta una disminucié de la fidelitat de copia, protegeix contra 'efecte
mutagenic de 'amilorida, degut a l'alteracié de les concentracions intracellulars d’ions
divalents, i contra la inhibicié de la sintesi ’ARN (Levi et al., 2010). L’analisi
estructural del mutant S299T de CVB3 s’ha dut a terme en aquest treball per tal
d’'intentar explicar la base molecular del mecanisme de resisténcia i entendre el com

aquesta mutacié pot alterar la fidelitat de 'enzim.
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OBJECTIUS

El treball d’aquesta tesi doctoral gira al voltant de les proteines no estructurals dels
picornavirus implicades en la replicacié. Presenta dos blocs diferencials: la proteina 2B
del virus de I'hepatitis A (HAV) i les 3D 3D de Coxsackievirus B3 (CVB3) i el virus
de I'encefalomiocarditis (EMCV).

El virus de HAV presenta peculiaritats respecte la majoria dels membres de la familia
dels picornavirus i, tot i que s’han observat diferéncies en la replicacié, és un virus poc
estudiat. Només existeix informaci6 estructural de la proteasa 3C. Aix{ ens plantejarem

com a objectius:
- Caracteritzar estructuralment la proteina 2B del virus HAV

Les polimerases ’ ARN dependents ’ARN (3D') han sigut ampliament estudiades a
nivell funcional i estructural. No obstant, la 3D de EMCYV encara no havia estat
cristal-litzada. Actualment, la cerca de farmacs especifics contra les 3D és un interes
emergent de cara a donar resposta a la infeccié per aquests virus. Aquests tipus d’estudis
sovint es troben amb l'aparicié de virus resistents que presenten mutacions puntuals en
la 3D que en modifiquen la seva activitat. Els segon bloc d’aquest treball es centra en
estudi de les 3D de CVB3 i EMCYV en preséncia i abséncia d’inhibidors i d’alguns

mutants de resisténcia, concretament:

Caracteritzar a nivell estructural el mecanisme d’'unié i inhibicié del GPC-N114

ala 3Dr! de CVB3.

- Caracteritzar estructuralment la 3D de EMCV i el mecanisme dunié i
inhibicié del GPC-N114.

- Caracteritzar estructuralment el mecanisme de resisténcia dels mutants M300V i
1304V de la 3Drt de EMCV.

- Analitzar estructuralment l'efecte de la mutacié S299T de la 3Dr! de CVB3 que

presenta resisténcia 'amilorida i fidelitat de copia alterada
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RESULTATS: CAPITOL 1

3.1 CAPITOL 1: LA PROTEINA 2B DEL VIRUS DE
L’HEPATITIS A

Els limits de la seqiiéncia codificant per la proteina 2B no sempre s’han conegut com
estan descrits actualment. L’any 1987, Cohen et al. publicaren la seqliéncia nucleotidica
completa del virus HAV i, mitjancant la comparacié amb sequéncies d’altres
picornavirus en les quals els llocs de tall entre proteines shavien definit, es determina el
lloc de tall entre les proteines 2A i 2B equivalent al d’enterovirus (Cohen et al., 1987).
L’any 1995, estudis d’especificitat de la proteasa 3C i de processament de la poliproteina
de HAV determinaren un canvi del lloc de tall, reassignant-lo 144 residus cap a 'N-
terminal, tal com s’ha comentat a la introduccié (Malcolm, 1995; Martin et al., 1995)

(Figura 21).

En un primer moment, aquest estudi plantejava la resolucié de I'estructura de la proteina
2A de HAV, ja que fins llavors només es coneixien dues estructures d’enterovirus,
CVB3 i HRV14 (Baxter et al., 2006; Petersen et al., 1999). Durant l'escriptura
d’aquesta tesi es resolgué I'estructura de la 2A d’EV71, la tercera del génere enterovirus,
la qual no presenta diferéncies destacables respecte les dues anteriors (Mu et al., 2013).
La sequiencia de la 2A, necessaria per a fer el clonatge, s’extragué de la base de dades
GenBank. Linica seqiiencia disponible en aquell moment era I'associada a la publicacié
de Cohen et al. del 1987 (codi d’accés al GenBank M14707.1). Aixi, tenint en compte
la descripcié de les seqliéncies de la base de dades i les definicions posteriors del lloc de
tall, el que realment es va clonar fou una poliproteina que contenia la 2A i el domini N-

terminal de 2B, el qual inclou practicament tota la regié soluble de la proteina.
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Figura 21. Esquema i alineament dels llocs de tall entre les proteines 2A i 2B a
picornavirus. (a) Representacié esquematica del lloc de tall 2A/2B i VP1/2A en
picornavirus: enterovirus (CVB4 i HRV2), hepatovirus (HAV) i parechovirus (HPEV1).
El tall s’indica amb les linies vermelles verticals quan és realitzat per la 3CP™ i en blau si
el fa la 2AP™. El requadre vermell indica la regié de tall corresponent a enterovirus que es
conserva als quatre virus. S’indiquen els residus especifics pel nou lloc de tall de la 3CPr
de HAV. El requadre verd indica la part superposable estructuralment entre la 2B de
HAV i 2A d’enterovirus. Els punts suspensius entre paréntesi representen 75 residus de
HAYV compactats per simplificar la comparacié. (b) Alineament de seqiéncia del lloc de
tall 2A/2B d’enterovirus indicat a (a). Els residus estrictament conservats s’'emmarquen
en requadres vermells i estan enumerats segons la seva posicié en la poliproteina.
S’utilitzaren les seqiiencies amb els codis d’accés ABF19105, P04936, P08617 i
CAQ76820, per ordre en 'alineament.

A hores d’ara no existeix informacié de l'estructura atomica de la proteina 2B de cap
picornavirus. En el cas de HAV, la proteina 2B s’ha vist implicada en la reorganitzacié
de membranes cel'lulars (Gosert et al., 1996). Per altra banda, la proteina 2A de HAV

forma part del precursor de la proteina VP1, perd tampoc se’n coneix I'estructura.

Els resultats presentats mostren l'estructura tridimensional del domini soluble de la
proteina 2B i una hipotesi a partir de lorganitzacié cristal'lina i analisi del

comportament en solucié de com modifiquen les estructures membranoses cel-lulars.
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En aquest apartat de resultats mostrarem l'estructura tridimensional del domini soluble
de la proteina 2B, la seva organitzacié cristal'lina en forma de fibres i I'analisi del

) . .,
comportament d aquesta protelna en SOIUCIO.

3.1.1 Obtencié de la poliproteina 2AB

La descripcié de la implicacié de la 2B en reorganitzacié de membranes intracel-lulars
implica la preséncia de fragments hidrofobics a la proteina capagos d’ancorar-shi.
L’analisi de la seqiiencia aminoacidica de la poliproteina 2A-2B mitjangant diferents
servidors de prediccié d’helixs transmembrana (veure 'apartat de materials i metodes)
indica la preséncia d’'una putativa helix transmembrana entre els residus 178 1 197 de la
proteina 2B (20 dels 251 aminoacids totals). Per tant, el nostre constructe que contenia
la seqiéncia de la 2AB fins al residu 146 de la proteina 2B evitava la preséncia del

fragment transmembrana.

Es va dissenyar un gen sintétic ja que I'ds de codons del virus HAV no és apropiat per la
sobrexpressié en E. co/i. La sobrexpressié de la poliproteina presenta grans dificultats
també degudes a la peculiar baixa taxa de replicacié d’aquest virus. Per tal d’obtenir 2AB
soluble es testaren moltes condicions: tipus cel'lular, temperatures i temps d’induccié i
vectors d’expressié. Finalment, els nostres collaboradors, el grup de la Dra. Sandra
Ribeiro a 'IBMC (Porto), aconseguiren obtenir 2AB soluble amb una temperatura
d’'induccié de 12°C. A Tapartat de materials i metodes s'especifiquen els passos de

'obtencié de la proteina.

3.1.2 Cristal'litzacié de la poliproteina 2AB

Es va realitzar un cribatge de condicions mitjangant difusié de vapor en gota asseguda
en plaques de 96 pous a 4 i 20°C. La condicié on van aparéixer cristalls petits (0.1M
MES pH 6 i 1.26M sulfat amonic a 20°C) va ser extrapolada a plaques de 24 pous per
obtenir cristalls més grans. En gotes d'1 o d’1,5 pl fetes a partir de la mescla de volums
iguals de proteina a 6.5 mg/ml i solucié de cristal'litzacié (0.1M MES pH 5.2-5.8,

1,26M sulfat amonic i 5SmM DTT) equilibrades contra 750 pl de reservori s'obtingueren
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cristalls en 4 setmanes. Tot i I'optimitzacid, els cristalls obtinguts eren molt petits (mida

maxima (8000 um?®) (Figura 22).

Els cristalls de proteina amb selenometionina foren aconseguits en les mateixes

condicions.

Figura 22. Cristalls ortogonals de la poliproteina 2AB. Cristalls obtinguts en una gota
d’1pl en una placa de 24 pous a 4°C (Esquerra). En 'ampliacié (dreta) es pot observar la

morforlogia ortogonal. La barra d’escala correspon a 100pum.

3.1.3 Difraccié de raigs X i resolucié de I'estructura tridimensional

Malgrat l'optimitzacid, els cristalls eren for¢a petits i per aconseguir dades de difraccié
calgué utilitzar la linia ID23-2 de 'ESRF, la qual proporciona un feix de radiacié d’un
diametre menor a 10pm. Es van recollir dades a una A=0.973 1 100K de temperatura. La
resolucié de la difraccié dels pocs cristalls que es van poder extreure de les gotes dequeia
molt rapidament, aixi que es van poder recollir unes 100 imatges a 1° de rotacié de cada

cristall.

Les dades es van processar mitjangant iMOSFLM (Leslie and Powell, 2007) i es van
escalar amb Scala (CCP4i, (Evans, 2006)). En un inici, s'intenta la derivacié dels

cristalls mitjancant immersions en preséncia de mercuri, osmi i or, pero no els atoms no
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es van introduir al cristall. Finalment, per la determinacié de l'estructura es va utilitzar
un grup de dades d’un cristall natiu a una resolucié de 2.7A i dos grups de dades
combinats a 3.2A de cristalls derivats amb selenometionina, amb I'objectiu d’augmentar
la multiplicitat de la senyal anomala a alta resolucié. L’analisi de les absencies
sistematiques i la posterior obtencié de les fases ens permeté determinar que el grup
espacial era P4;. El coeficient de Matthews indica, tenint en compte les dimensions de

la unitat asimeétrica, la possible preséncia de dues molécules de 2AB (Matthews, 1968).

L’estructura va ser resolta mitjangant el meétode de la dispersié anomala simple (SAD)
utilitzant el seleni com a atom pesat. El programa autoSHARP (Vonrhein et al., 2007)
va permetre determinar i refinar la localitzacié de sis atoms de seleni a partir dels quals
s'estimaren les fases experimentals, amb figures de merit de 0.41 per els reflexions
centriques i 0.21 per les no céntriques. Els mapes inicials permeteren tragar 230 residus
automaticament mitjancant ARP/WARP (“The CCP4 suite: programs for protein
crystallography.,” 1994) i el primer model permeté identificar 2 molécules a la unitat
asimetrica. Tenint els selenis com a referéncia es va construir la resta del model
manualment mitjancant COOT (Emsley and Cowtan, 2004). Les fases d’aquest model
es van aplicar a les dades obtingudes del cristall natiu, que contenia informacié a major
resolucié (fins a 2.7A) i es procedi a multiples cicles de refinament automatic amb
BUSTER (Bricogne et al., 2010) i reconstruccié manual amb COOT (Emsley and
Cowtan, 2004). El model final inclou 280 residus aminoacidics: 138 pertanyents a una

molécula, del 4 al 141, 1 142 a l'altra, de I'1 al 142.
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Derivats selenometionina
1 2

Parametres de recollida i estadistica de processat

ID23-2 (ESRF)

Linia de recollida I1D23-2 (ESRF)
r(A) 0.973 0.973
Grup espacial P45 P4;
Cel'la unitat
a,b,c (A) 90.2, 90.2, 73.2 90.4,90.4, 73.2
a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90
Resolucié (A) 63.0-3.3 (3.48-3.3) 56.7-3.2 (3.37-3.2)
Reflexions totals/uniques 609356/11920 436072/11963
Multiplicitat 18.3 (5.4) 20.7 (13.1)
Completesa (%) 100 (100) 99.9 (100)
Rmerge (%) 17 (47) 14 (41)
/6 (I) 14.9 (3) 19.2 (6.3)
Multiplicitat anomala 100 (99.7) 99.7 (98.7)
Completesa andomala (%) 9.3(2.7) 10.6 (6.6)

Estadistiques del fasejat
Nombre atoms pesats per u.a.
Poder de fasejat
Recullis
FOM (céntrica/acéntrica)
Estadistiques de refinat de I'estructura
Resolucié (A)
Rwork (%)
Rfree (%)
Nombre d’atoms/residus
Proteina
Lligands
Aigua
Factor B (A)
Rmsd Longitud d’enllag
Rmsd Angle d’enllag
Diagrama de Ramachandran
Residus en regions preferents

Residus en regions permeses

Combinat

1D23-2 (ESRF)
0.973
P43

90.3,90.3, 73.2
90, 90, 90
63.9-3.2 (3.37-3.2)
1045128/11920
38.9 (18.3)
100 (100)

17 (45)
27.3(6.7)

100 (100)
19.9 (9.4)

Natiu

ID23-2 (ESRF)
0.973
P43

90.4,90.4, 73.4
90, 90, 90
57.0-2.7 (2.85-2.7)
54920/13343
2.4(1.3)

81.0 (62.9)

10 (27)

8.9 (2)

12
1.99
0.58

0.21/0.41

57.0-2.7
18.4
21.5

2263
10
25

67.5

0.010

1.140

271 (96.8 %)
9 (3.2 %)

Taula 4. Parametres i estadistica de la recollida, el processat i refinament de les dades de

la proteina 2B de HAV. Els valors entre paréntesi dels parametres de recollida i

estadistica del processat representen els valors de I'altima capa de resolucié. Les

definicions dels parametres R estan especificades als apartats 6.2.6 i 6.2.8 de materials i

meétodes.
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La regié modelada correspon només al domini soluble de la 2B (2B*!) ja que els primers
70 residus de la poliproteina, corresponents a la 2A, no sén visibles en la densitat
electronica. L’analisi per SDS-PAGE demostra que el fragment cristal-litzat correspon a
la poliproteina 2AB intacta (Figura 23). El desordre de la 2A concorda amb el resultat
de diferents programes de prediccié de desordre intrinsec com Foldindex (Prilusky et al.,
2005), DisEMBL (Linding et al., 2003), Disprot (Vucetic et al., 2005) o PrDOS
(Ishida and Kinoshita, 2007).

Figura 23. SDS-PAGE tenyit amb plata dels cristalls de 2AB. El carril 1 correspon al
marcador, el carril 2 a la 2AB recent purificada i el carril 3 a cristalls de 2AB dissolts.
El pes molecular de la banda dels cristalls de 2AB es correspon al de la proteina

purificada.

3.1.4 L’estructura tridimensional de la proteina 2B

La 2B*! esta plegada en 5 helixs alfa i 8 cadenes beta organitzades de dos subdominis
(Figura 24a i b). El domini N-terminal consisteix en un pseudo barril beta format per 5
cadenes (B1, B4, B5, P6 i B7) organitzades en una fulla beta antiparal-lela corbada. Les
dues cadenes més llargues, B1 i B4, es prolonguen amb un Aairpin format per f2 i p3. El

segon subdomini s'organitza en una troca d’helixs (a1-4) com es pot veure a la figura 24.
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L’extrem C-terminal consisteix en una cadena beta (B8), estabilitzada per una interaccié

antiparal-lela amb la cadena B4, seguida d’'una petita helix alfa (a5).

Figura 24. Estructura i topologia de la 2Bl Representacié grafica de estructura de la

2B*°!, acolorida de N-terminal (blau) a C-terminal (vermell). Els elements d’estructura

secundaria estan assenyalats. (b) Topologia de la 2B*°!, la representacié de colors equival
a I’a. S’assenyalen els residus inicials i finals per cada estructura secundaria. (c)

Superposicié de les dues molécules presents a cada unitat asimeétrica, en blau i groc. La

diferéncia principal resideix al hairpin B2-B3.

La superposicié dels 122 residus coincidents de les dues molecules de la unitat
asimétrica déna un rmsd de 0.51A, indicant que sén practicament iguals (Figura 24c).
Les diferencies resideixen en el hairpin format per B2 i B3: respecte la molécula 1 el
hairpin de la molécula 2 rota 1400, sobre el propi eix, i gira 40° cap a I'h¢lix a5. En
conseqiiéncia, a la molecula 2, la 4 és més curta i desestabilitza la interaccié amb la B8,
la qual perd la seva conformacié de cadena beta. L’helix a5 també esta una mica

desplagada (Figura 24c).

3.1.5 L’empaquetament cristal'li: organitzaci6 quaternaria de la 2B!

Al cristall, la 2B*! s'organitza en una fibra helicoidal al llarg de I'eix C on les molécules
estableixen contactes a través del hairpin (B2-B3). Els dos hairpins estan orientats

ortogonalment respecte la fibra, concatenant-se formant una espina beta antiparal-lela
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(Figura 25). El hbairpin B2-p3 de les dues molecules s'estabilitza mitjan¢ant una
interaccié m-catié entre les cadenes laterals de Trp90 i Arg91 i un agrupament
hidrofobic format per Met86, Phe88 i Val93. L’espina beta esta polaritzada: una banda
del hairpin conté el conjunt hidrofobic que estableix contacte amb la zona hidrofobica
del hairpin adjacent; I'altra banda és hidrofilica i presenta les cadenes laterals de Lys87 i
Thr94 exposades que estableixen ponts d’hidrogen amb la cadena lateral de la Thr93 del
hairpin adjacent (Figura 25a). A més, les interaccions entre el residu Trp90 de la
molécula 1 i 'Alal120 de la molécula 2 i entre els residus Ser89, Trp90 i Arg91 de la
molécula 1 amb Glu84, Tyr78 i Thr97 de la molécula 2 respectivament connecten

espina beta amb el cos principal de la 2B (Figura 25b, cid).
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Glu84

b

Trp90

Ser89 |

Lys87
a
Tye79 Arg203 Leu969
Trp Arg91
Thr97 Leu20,
Sgr89
Phess Ala95

Trp90

Ala120

d

200

Figura 25. Representacié de la fibra que forma la 2B al llarg de I'eix C del cristall. Les
dues molécules a la unitat asimétrica es mostren en groc i blau. Els augments a-d mostren

els detalls de les interaccions entre els protdmers i els ponts d’hidrogen estan marxats

amb linies de punts. (a) Detall de dos Aairpins consecutius on es pot observar la

polaritzacié de la fibra: el dret mostra la banda hidrofobica i 'esquerra, a 180° de

rotacid, la hidrofilica. (b) Interaccions establertes entre les 2-B3 de la molécula 1 i el
cos principal de la molécula 2. (c¢) Interaccié entre les p2-B3 de la molecula 2 i el cos

principal de la molécula 1. (d) Interaccié entre 'helix a5 de la molécula 1 i I'heélix o5 ila
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El cossos principals de les 2B*' es disposen en creu al llarg de la fibra seguint
I'empaquetament marcat pel grup espacial P4s (Figura 26a). En el context cristal'li, les
fibres s'empaqueten mitjan¢ant contactes entre a3 i 04 d'una molécula 1 i una molécula
2 generant un pseudo-eix binari de simetria com s’indica a la figura 26b. Aquest
empaquetament genera unes grans cavitats ortoédriques de base quadrada al llarg de l'eix
C, daproximadament 76A x 76A, els vertexs de les quals sén les fibres i que

probablement estarien ocupades pel fragment N-terminal desordenat corresponent al

fragment de 2A.
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Figura 26. Empaquetament cristal'li de les fibres de la 2Bsol. (a) Representacié de
empaquetament en el pla a-b del cristall. La fibra de referéncia esta acolorida en blau i
groc i les simetriques en gris. (b) Vista de les interaccions establertes entre fibres veines

al cristall entre els residus Pro179, Glul83 and Thr184 dels /oops 0a3-04 de dues

molécules 1 i 2 relacionades per un pseudo-eix binari de simetria (rombe negre).
Les grans cavitats que presenta 'empaquetament cristal'li entre les fibres, aixi com

lorientaci6 del cos globular de la 2B*! al llarg d’aquestes, indiquen que la 2A podria

estar ocupant-les. Aquest desordre intrinsec de la proteina 2A probablement hagi sigut
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la causa de I'extrema dificultat per aconseguir cristalls i de la mida reduida de tots els que

s’han obtingut.

3.1.6 La2B*! forma fibres tipus amiloide en solucié

L’assemblatge de la 2Bsol en una fibra helicoidal al llarg de l'eix C recorda a estructures
de fibres amiloides (Shewmaker et al., 2011). Es va analitzar la seqiiéncia amb diferents
algoritmes de prediccié (FoldAmyloid (Garbuzynskiy et al., 2010) i Aggrescan
(Conchillo-Sol¢é et al., 2007)) que indicaren que la regié del hairpin p2-P3 presentava

una probabilitat alta d’agregacié i/o de formacié de fibres amiloides.

Al laboratori de la Dra. Sandra Ribeiro, a 'TIBMC (Porto), es realitzaren estudis de
monitoratge continu de la cinética d’agregacié de Thioflavina-T durant la incubacié de
la proteina en solucié a 37°C en diferents tampons. Com es pot veure a la figura 27a, en
condicions semblants a les fisiologiques (50mM HEPES pH7.5, 100mM NaCl, 1mM
EDTA i 1mM DTT), la cinética d’agregacié presentava tres fases: una laténcia de 13
hores seguida per una pujada pronunciada i una fase final d’augment progressiu de la
fluorescencia. La fase de laténcia s’escur¢ava quan la forca ionica del tampé era baixa
(50mM HEPES pH7.5, 1ImM EDTA i 1mM DTT) i la pujada esdevenia més
pronunciada amb un tampé a pH més baix, semblant al de cristal-litzacié (0.1M MES
pH 6, 1.26M sulfat amoni i 5mM DTT). Es van tenyir els agregats de la tltima fase
amb vermell Congo i presentaven una birefringencia de color groc quan eren observats
amb filtres polaritzadors creuats, caracteristica d’estructures de tipus amiloide (Figura
27b). A més, presentaven una morfologia fibril'lar replegada quan sobservaven
mitjan¢ant microscopia electronica. Les fibres tenen un diametre mitja de 14nm,
compatible amb les dimensions de la fibra observades al cristall (=9nm) completades
amb dos extrems formats per la 2A N-terminal, que no s’observen al cristall, unides a la

superficie externa del cos principal de la 2B*! (Figura 27c i d).
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Figura 27. La 2B*' forma fibres amiloides in vitro. (a) Cinetica d’agregacié de

Thioflavina-T a 37°C en condicions properes a les fisiologiques (tampons A i B) i en les

de cristal-litzacié (tampé C). (b) Tincié amb Congo que desprén una birefringéncia

groga, tipica de polaritzadors creuats. (¢ i d) Fotografies de tincié negativa on s’observen

fibres de la 2Bsol a 37°C en el tampé A (c) i el tampé C (d). Escala: 200nm.
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3.2 CAPITOL 2: EL COMPLEX DE LA 3D*°" DE CVB3 AMB
GPC-N114

Aquest capitol presenta els resultats estructurals del complex de la 3D de CVB3 amb
linhibidor no analeg a nucledtid GPC-N114. També recull els resultats dels assajos
d’activitat antiviral realitzats als laboratoris del Dr. Frank M. van Kuppeveld,
Universistat d’'Utrech (Utrech, Holanda) i el Dr. Bruno Canard (AFMB-UMR,
Marsella, Franga) col'laboradors d’aquest treball. Es prengué el CVB3 com a membre

representatiu dels enterovirus.

Els primers treballs estructurals de la 3D de CVB3 es van dur a terme al grup del Dr.
Bruno Canard a Marsella i, en parallel, al grup del Dr. Olve Peersen a Colorado
(Campagnola et al., 2008; Gruez et al., 2008). Els protocols d’obtencié i purificacié de
la 3DP! que s’han fet servir en aquest treball deriven del treball original del grup del Dr.

Bruno Canard (veure apartat 6.2.2.2).

3.2.1 Estudi de 'activitat antiviral de GPC-N114 a CBV3

Els estudis d’activitat antiviral del GPC-N114, amb una activitat selectiva i potent
envers CVB3, que les nostres collaboradores Lonneke van der Linden (Utrech) i
Barbara Selisko (Marsella) van dur a terme indicaren una ECs? de 0.15:0.02pM.
L’efecte inhibidor maxim es troba a 3 pM, pero tot i aixi no hi ha una inhibicié total de
la replicacié del virus fins a concentracions de 10 pM o més altes (Figura 28a i b). Per
determinar quin és el pas del cicle de replicacié afectat es realitzaren assajos d’expressi6
de luciferasa associada a la poliproteina. Els resultats indicaren que fins les dues hores,
quan la traduccié té lloc, els nivells d’expressi6 eren comparables en abséncia o preséncia
de GPC-N114, pero, passat aquest temps, els nivells en céllules tractades disminuien
respecte les no tractades. Aixi, 'efecte del GPC-N114 afectava el pas de replicacié en el

cicle viral (veure Figura 28c). Assajos d'uridilacié de VPg mostraren que l'inhibidor no

2 Concentracié d’inhibidor que permet reduir en un 50% el efectes citopatics provocats pel virus.
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la inhibia, de manera que el GPC-N114 afectava exclusivament el procés d’elongacié de

IARN.
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Figura 28. E1 GPC-N114 inhibeix la replicacié de CBV3. Activitat antiviral de GPC-
N114 contra CBV3. Cé¢l-lules BGM(cel-lules de ronyé de Chlorocebus sabaeus) van ser
infectades amb un MOI (multiplicitat d’infeccié) de 0.1. Immediatament després de la
infeccié es va tractar el cultiu amb GPC-N114 a les concentracions indicades (a) o a
10uM (b). (c) Mesura dels nivells de luciferasa a diferents temps per determinar el nivell
de replicaci6 i traduccié. També es tractaren cultius amb DMSO (control negatiu) i

GuGCl (control positiu).

3.2.2 Cristal'litzacié del complex de la 3D amb GPC-N144

Malgrat la co-cristal'litzacié de la polimerasa i I'inhibidor es va intentar a diferents
condicions de cristal'litzaci6, temperatures, temps d’incubacié i concentracions de
GPC-N114, només s'obtingueren gotes amb precipitat. El complex amb l'inhibidor
s'obtingué per immersié dels cristalls obtinguts de la proteina WT en la solucié de
cristal-litzacié (50mM Tris pH7.5, 24.5% (w/v) glicerol i 1.29M sulfat amonic) amb
una concentracié de l'inhibidor a 10mM durant 72 hores. Tot i que a la gota d'immersi6
s'obtingué precipitat i a les parets dels cristalls aparegueren estries, aquests van resistir el
tractament i la seva difraccié va generar grups de dades suficients per a resoldre

lestructura (Figura 29).
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Figura 29. Imatges de cristalls de 1a 3D?°! WT. (a) Cristalls en bon estat. (b) Cristalls
esquerdats, aspecte que presentaven després de la immersié amb la solucié d’inhibidor.
(c) Ampliacié on es pot apreciar el mal estat dels cristalls. La mida dels cristalls és

d’aproximadament 50pm x 50pum x 50pm.

3.2.3 Difraccié de raigs X i resolucié de I'estructura tridimensional

Es difractaren els cristalls a la linia ID29 de U'European Synchrotron Radiation Facility
(ESRF), Grenoble, Franga. Es recolliren i processaren dades de molts cristalls amb
diferents condicions d'immersié amb l'inhibidor. La determinacié de les fases es realitza
mitjanc¢ant un reemplagament molecular utilitzant el model de la 3D nativa de CVB3
(codi d’accés a la base de dades PDB: 3DDK). Com que les cel'les cristal-lines del
complex 3D amb GPC-N114 i de la 3D™ nativa eren gairebé idéntiques, un
refinament de cos rigid va ser suficient per ajustar el model a la nova cella i calcular els

mapes de diferencies.
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Parametres de recollida i estadistica de processat Estadistiques de refinat de les estructures
Linia de recollida Resolucié (A) 72.36-2.9
r(A) 0.97 Rwork (%) 21.7
Grup espacial P4:2:2 Rfree (%) 23.2
Cel‘la unitat Nombre d’atoms/residus
a,b,c(A) 74.7,74.7,289.1 Proteina 3746
a, B,y (°) 90, 90, 90 Lligands 80
Resoluci6 (A) 72.4-2.9 (3.05-2.9) Aigua 25
Reflexions totals/uniques 141404/32777 Factor B (A) 41.7
Multiplicitat 3.6 (3.6) Rmsd Longitud d’enllag 0.008
Completesa (%) 99.8 (99.3) Rmsd Angle d’enllag 1.087
Rmerge (%) 8.1 (45.0) Diagrama de Ramachandran
1/6 (I) 7.6 (17.4) Residus en regions preferents 370 (89.8%)

Residus en regions permeses 42 (10.2%)

Taula 5. Parametres i estadistica de la recollida, el processat i refinament de les dades de
la 3Dr°! de CVB3. Els valors entre paréntesi dels parametres de recollida i estadistica del
processat representen els valors de 'altima capa de resolucié. Les definicions dels

parametres R estan especificades als apartats 6.2.6 i 6.2.8 de materials i métodes.

Els mapes de densitat electronica 2|Fo|-|Fc| i |Fo|-|Fc|, calculats a 2.9A, permeteren
posicionar una molécula de GPC-N114 en una cavitat localitzada a la paret inferior del
canal d’entrada del motlle, imitant la posicié del nucleotid acceptor que hauria
d’aparellar-se amb el nucleotid entrant. L'omissié de la molecula d’inhibidor en diversos
cicles de refinat i el calcul posterior del mapes permeté verificar la seva posicié i els

contactes amb els diferents aminoacids de la cavitat (Figura 30).
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Figura 30. Ellloc d’'unié de GPC-N114 a CVB3. (a) Model de la unié al canal del motlle
de la 3Dr°! de CBV3 (verd) de l'inhibidor GPC-N114 (groc). (b) Xarxa d’interaccions
entre el GPC-N114 i la cavitat d’'unié. La densitat electronica apareguda al mapa
d’omissié |Fo|-|Fc| esta representada per una malla de color blau. Els ponts d’hidrogen
estan senyalats amb linies discontinues. (c¢) Secci6 lateral de la superficie de la 3DP°! amb
potencial electrostatics (blau negatiu i vermell positiu). L’augment mostra la posicié

equivalent de I'inhibidor i el motlle (verd) a la cavitat.

L’inhibidor pren una conformacié de mitja lluna que encaixa perfectament amb la
cavitat. Aquesta cavitat estd formada pels residus L.107, E108, 1110, D111, T114 del
motiu G; R188, Y195, H199 de motiu F; T294, S285, 1296 del motiu B i Y327 del
motiu A. Molts d’aquests residus estan conservats en les polimerases de picornavirus,
veure Figura 31. De tots els contactes establerts, la interaccié per apilament aromatic
entre el residu Y195 i l'anell clorofenol central del GPC-N114 sembla jugar un paper

important en la unié. El primer anell 2-ciano-4-nitrofenil esta orientat cap als residus
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dels motius B i G, mentre que el segon esta parcialment exposat al solvent ocupant la

posicié esperada per al motlle.
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Figura 31. Alineament de seqiiéncia de 3D?°' de Picornavirus. Els residus estrictament
conservats s’assenyalen en requadres vermells i els similars en requadres blaus. Els residus

que interaccionen amb el GPC-N114 estan marcats amb requadres verds.

3.2.4 El1 GPC-N114 competeix amb el diplex motlle-encebador

El lloc d’'unié del GPC-N114 coincident amb el del motlle suggeri estudiar la possible
competicié entre l'inhibidor i el diplex motlle-encebador. Al laboratori del Dr. Bruno
Canard es realitzaren experiments de competicié segons ordre d’addicié amb un resultat
positiu: I'inhibidor afegit abans que el diplex presenta una ICsy 12 vegades més baixa

que quan s’afegeix després (Figura 32). Per tant, podriem dir que el GPC-N114
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interfereix amb el correcte posicionament del diplex motlle-encebador bloquejant la

sintesi ’ARN.
140 = Inhibidor afegit abans del
120+ duplex motlle-encebador
8 100 - _s Inhibidor afegit després del
Z  80- duplex motlle-encebador
9
< 607
£
40+
20+
0-
1 10 100 200

[GPC-N114] (uM)

Figura 32. E1 GPC-N114 impedeix 'activitat de la 3D?°' de CVB3 per competicié amb el
duplex motlle-encebador. Mesura de l'activitat d’elongacié segons 'ordre d’addicié del

GPC-N114 i el duplex motlle-encebador (poli(rA)/dT15).
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3.3 CAPITOL 3: LA 3DP°L D’EMCV I ELS MUTANTS DE
RESISTENCIA A GPC-N114: M300V I 1304V

En l'avaluacié de l'efecte antiviral del GPC-N114, s’escolli 'TEMCV com a representant
del génere cardiovirus. En aquest cas, el tractament amb I'inhibidor determina l'aparicié
de dos soques resistents amb una mutacié a la 3D*. En aquest capitol es mostren els
resultats de l'estudi estructural de la 3D FEMCYV, de la qual encara no se’n coneixia
I'estructura, i dels mutants M300V i 1304V resistents a GPC-N114. L’obtencié de
complexes d’aquestes proteines amb el GPC-N114 no fou possible malgrat els esforgos

dedicats.

3.3.1 Activitat de la 3DP°! recombinant iz vitro

Previament als assajos d’'inhibici6 i a I'estudi estructural es comprova com es comportava
in vitro la proteina 3D de EMCV pel que feia a la seva activitat. Els estudis
d’elongacié de la polimerasa de EMCV i d’uridilacié de la VPg van ser realitzats al
laboratori del Dr. Kuppeveld. Un cop les condicions optimes per a I'assaig d’elongacié
van ser trobades (50mM MOPS pH 7.0, 10mM KCl, 4mM MgClL, 9% glicerol, 2pM
dT15 anellat amb 350nM poli(rA), 0.5pM 3Dre! FEMCV, 100uM UTP and 2pCi
[*HJUTP) la sintesi de dT15-poli(rU) es dona a alta velocitat (Figura 33a). A més, es
pogué observar també uridilacié en un assaig en presencia de VPg purificada i una
cadena de poliA (Figura 33b). Aquests resultats demostraren que la 3D* 'EMCV

recombinant era activa iz vifro i que podia uridilar la VPg.
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Figura 33. Assajos in vitro de l'activitat polimerasa de la 3D?°! ’EMCV. (a) Activitat
d’elongacié de la 3DP°! en un tampé 50mM MOPS pH7.0, 10mM KCI, 4mM MgCl,, 9%
(w/v) glicerol, 2uM dT15 anellat amb 350nM poli(rA), 0.5pM 3Dr*! EMCV, 100pM
UTP i 2uCi [*HJUTP. (b) Tris-Tricina-SDS-PAGE de I'assaig d’uridilacié per addicié
de [**P]JUTP a un motlle poli(rA).

3.3.2 Inhibici6 de la 3D de EMCV pel GPC-N114

Com en el cas de CVB3, al laboratori del Dr. Kuppeveld es realitzaren estudis per
determinar lactivitat antiviral del GPC-N114 envers EMCV. Aquest inhibidor inhibeix
totalment la replicacié de EMCV a una concentracié de 10pM (ECs=5.4+0.49 uM)
(veure Figura 34a). Com en CVB3, els resultats dels assajos d’expressié de luciferasa
associada a la poliproteina indicaren que el pas afectat del cicle viral és la replicacié i no

la traducci6. (veure Figura 34b).

Després de tres o quatre passis en presencia de GPC-N114, a concentracions més baixes
de les optimes, aparegueren dues soques de virus resistents amb una mutacié puntual a
la 3Dr: M300V i I304V. En el cas de CVB3, amb més de 30 passis no s'obtingué cap
soca resistent. Per verificar la resistencia del fenotip, es generaren virus mutants amb
aquestes mutacions a la 3D, Els fenotips mutats presentaren un increment dramatic de
la ECso: passaren de 5.44+0.49uM a més de 100pM i els titols de virus obtinguts
després de 8h amb 10 uM de GPC-N114 no es van veure afectats, indicant que eren

resistents al compost (veure Figura 34¢ i d).
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Figura 34. E1 GPC-N114 inhibeix la replicaci6 ’EMCYV i genera 'aparicié6 de mutants

de resisténcia. (a) Activitat antiviral del GPC-N114 a les concentracions indicades en

cel-lules BGM infectades amb un MOI de 0.1. (b) Assaig d’activitat luciferasa associada

a la replicacié i traducci6 del virus. L’inhibidor de Cardiovirus Dipiridamol s’inclogué

com a control. (c) Assaig de reduccié d’efecte citopatic a diferents concentracions i (d)

titulacié de virus a 8h post-transfeccié. E1 DMSO s’utilitza com a control negatiu. (e)

Grafic Michaelis-Menten de les velocitats d’elongacié de la 3DP°! mesurades segons
I'addicié de [PHJUTP usant poli(rA)/dT15 com a motlle-encebador a diferents

concentracions d’UTP i de GPC-N114.

La localitzacié de les mutacions suggeri que la diana d’accié del GPC-N114 era la 3Dl

Assajos d’elongaci6 quantitatius, segons la taxa d’incorporacié de [*H]JUTP a un primer

amb motlle poliA, indicaren la inhibicié de la 3D depenent de la dosi de GPC-N114

(veure Figura 34e). Tenint en compte diverses mesures de l'activitat d’elongacié a

diferents concentracions d’'UTP i inhibidor se n’extragué una constant d’inhibicié (Ki)
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de 1.3uM. En canvi, als mutants M300V i 1304V la Ki era de 26.9pM i 10.3pM

respectivament. Aixi, la inhibicié de lactivitat d’elongacié de la 3D provocada pel

GPC-N114 és contrarestada pels mutants.

3.3.3 Cristal'litzaci6 de la 3D EMCV

La polimerasa es cristal'litza utilitzant el métode de difusié de vapor en gota asseguda.
En primer lloc es va realitzar un cribatge de condicions a 4 i 20°C en plaques de 96 pous
i gotes de 200nl mitjancant robot on la solucié proteina a 10mg/ml (50mM Tris pH
8.0, 500mM NaCl, 10% (w/v) glicerol, ImM DTT i 1mM EDTA) era mesclada a

volums iguals amb la solucié de cristal‘litzacié i el volum de reservori eren 100pl.

En el cas de la 3D WT sobtingueren dos tipus de cristalls en dues condicions
diferents. La primera forma cristal'lina (I4,22, anomenada aixi per la simetria que
adopta el cristall) aparegué a 4°C i una solucié de 10% PEG 6K i 2M NaCl, perd la
optimitzacié només es pogué dur a terme en plaques de 96 pous a un volum maxim de
gota de 400nl (Figura 35a). La segona forma (C2) aparegué a 20°C i s'optimitza en
plaques de 24 pous en gotes de 2ul a volums iguals de solucié de proteina i de la solucié

de cristal litzaci6é 4M acetat d’amoni i 0.1M acetat de sodi pH 4.6 (Figura 35b).

a) b)

Figura 35. Cristalls de la 3DP*' EMCV WT. (a) Gota del 400nl de la forma 14,22,
obtinguda a 4°C i 10% PEG 6K i 2M NaCl. (b) Gota d’1pl de la forma C2, obtinguda a
20°C i 4M acetat d’amoni i 0.1M acetat de sodi pH 4.6. Les barretes corresponen a

50pm.
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3.3.4 Difraccié de raigs X i resolucié6 de I'estructura tridimensional

Les dades de difraccié es recolliren a la linia XALOC del sincrotré ALBA-CELLS

(Barcelona).

En el cas de la 3D WT, les dues formes cristal-lines van ser difractades, obtenint grups
espacials diferents. La forma 14,22 difracta fins a una resolucié de 2.15A, en canvi, la
C2 arriba fins a una resolucié de 2.8A. En ambdés casos les imatges van ser processades

mitjangant XDS (Kabsch, 2010) i escalades amb Scala (Evans, 2006).

Les fases van ser calculades mitjancant reemplacament molecular amb PHENIX
(McCoy et al., 2007) usant com a model un model d’homologia de la 3D 'EMCV
generat pel Swiss Model Server (Arnold et al., 2006; Peitsch, 1995) basat en l'estructura
de la 3D de FMDV (codi d’accés a la base de dades PDB: 1U09), que presenta el grau
similitud més alta a nivell de seqiéncia (veure Figura 31). Les formes 14,22 i C2
presenten dos grups espacials diferents, com el seu nom indica. El reemplagament
molecular indica que els cristalls C2 contenen 6 molécules independents a la unitat

asimétrica, en canvi, els 14122 només hi contenen una molécula.

Els models inicials van ser sotmesos a multiples cicles de refinaments alternant la
reconstruccié manual en COOT (Emsley and Cowtan, 2004) i el refinament automatic

amb Refmac5 (Murshudov et al., 1997).
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14,22 C2 14122 C2
Parametres de recollida i estadistica de processat Estadistiques de refinat de les estructures
XALOC XALOC .
Linia de recollida Resolucié (A) 43.15-2.15 48.97-2.8
(ALBA) (ALBA)
Z.(A) 0.98 0.98 Rwork (%) 22.9 24.7
Grup espacial 14:22 C2 Rfree (%) 25.2 25.8
Cel'la unitat Nombre d’atoms/residus
. 230.4, 140.8,
a,b,c(A) 122.6,122.6,189.8 Proteina 3697 22105
170.6
a, B,y () 90, 90, 90 90, 125.9, 90 Lligands 23 61
o 49.3-2.8 (2.95-
Resolucié (A) 43.1-2.15 (2.27-2.15) 29) Aigua 110 85
Reflexions .
201287/40499 250575/107270 Factor B (A) 32.2 48.4
totals/uniques
Multiplicitat 5.0 (5.0) 2.3(2.3) Rmsd Longitud d’enllag 0.004 0.004
Completesa (%) 98.4 (98.3) 98.9 (99.2) Rmsd Angle d’enllag 0.887 1.050
Diagrama de
Rmerge (%) 9.0 (77) 5.0 (56)
Ramachandran
Residus en regions
1/6 (T) 13.1 (2.8) 10.2 (1.8) 438 (96.7%) 2544 (94.9%)
preferents
Residus en regions
15 (3.3%) 137 (5.1%)

permeses

Taula 6. Parametres i estadistica de la recollida, el processat i refinament de les dades de

la 3DPe! ’EMCV. Els valors entre paréntesi dels parametres de recollida i estadistica del

processat representen els valors de 'altima capa de resolucié. Les definicions dels

parametres R estan especificades als apartats 6.2.6 i 6.2.8 de materials i métodes.

Els mapes de densitat electronica obtinguts dels dos tipus de cristalls van permetre

modelar tots els residus de la 3D de EMCV: de 1aGlyl al Trp460. La polimerasa

presenta la classica conformacié de ma dreta tancada amb els subdominis del polze, el

palmell i dits (Figura 36).

3.3.5 L’estructura de la 3DP'd’EMCV

La polimerasa 3D d’EMCV presenta, com era d’esperar, unes caracteristiques generals

molt semblants a les descrites per les altres 3D de picornavirus. El subdomini dels dits
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es pot dividir en dues parts: la interna, que envolta i s'empaqueta al costat del subdomini
del palmell i que esta formada per una troca d’helixs alfa (a1-4, a6, a8 i 09), i l'externa,
que projecta fora del palmell rica en cadenes beta (B1, B5, B7, p9 i p10) (Figura 36). El
llarg Joop format per les cadenes B5 i B7 (residus del 151 al 179) juntament amb 'extrem
N-terminal (1-65) s’extenen des del subdomini dels dits fins al del polze formant les
anomenades puntes dels dits. En aquesta regié s’hi troben diversos residus hidrofobics
que sé6n els responsables d’establir les connexions entre els dits i el polze. Per exemple,
els residus Val24 i Phe29 de 'extrem N-terminal s'insereixen dins les helixs al12 i al4 i
la Leul62 de la regié B5-B7 participa d’'una agrupacié hidrofobica amb diversos residus
de I'helix a13. D’altra banda, a la regié B5-B7 també s’hi troba el motiu conservat I que
conté residus carregats positivament i forma el sostre del canal d’entrada de nucleotids.
També dins el subdomini dels dits, el /oop connector de les helixs a3 i 12 conté el motiu

G (110-120) que forma l'entrada del canal del motlle (Figura 36).

Figura 36. Estructura tridimensional de la 3D?*! ’EMCYV. Els motius conservats en
3Dro! també sén presents en aquesta estructura: A (vermell), B (verd), C (groc), D
(violeta clar), E (taronja), F (blau) i G (rosa). El motiu A presenta dues conformacions la

de la forma I4,22 (vermell clar) i la de la forma C2 (vermell fosc).
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El domini del palmell de la 3D*! 'EMCV consisteix en una fulla beta central de tres
cadenes (B8, 11 i B12) situada entre les hélixs a7 i a1l seguida de les cadenes beta $13 i
B14 que formen la interfase entre el palmell i el polze i inclouen el motiu E. La cadena
B8 forma el motiu A i conté els residus conservats Asp235 i Asp240. L’Asp240
juntament amb '’Asn302, també conservada (hélix a10), s’han descrit com a fonamentals
en la seleccié de rNTPs per davant dels dNTPs mitjangant un pont d’hidrogen amb el
grup hidroxil 2’ del nucleotid entrant. En I'estructura, estan units per el pont d’hidrogen
ja descrit en altres 3D de picornavirus. L’helix a10 i el Joop N-terminal que l'uneix
amb la f10 formen el motiu B. Aquest motiu conté, a més de 'Asn302 mencionada
abans, els residus estrictament conservats Gly289, Ser293, Gly294 i Thr298 que estan
implicats en la unié del motlle i dels nucleotids entrants, tal com s’ha vist a les
estructures de complexes catalitics de 3D d’altres picornavirus. L’hélix al0 esta
empaquetada al costat de la fulla beta del centre catalitic, format pels motius A i C. El
motiu C esta localitzat al gir format per la B11 i la 12 i conté la seqiiencia Gly332-
Asp333-Asp334 (GDD) conservada gairebé universalment en les RdRps. Els ions
metal-lics implicats en la reaccié de catalisi interaccionaran amb els acids aspartics 235 i
333 dels motius A i C. L’helix a1l juntament amb el /oop que el segueix, C-terminal

(a11-p13), conformen el motiu D que recolza la fulla beta central.

El subdomini del polze esta format per les helixs al2- al5 formant una troca. La mida
reduida d’aquest subdomini permet la formacié d’'un gran canal localitzat al centre de la
molecula tipic de les RdRps dependents d’encebador. L’extrem C-terminal de I'heélix
al5 esta ancorat al domini del palmell mitjangant interaccions hidrofobiques entre la
Phe459 amb la Val 216 de I a7 i la Leu390 del motiu E. El residu Trp460, del qual
s’havia descrit que establia un contacte funcional amb els dominis del polze i el palmell
(Dmitrieva et al., 2007), es troba exposat al solvent i, al cristall, en algunes molécules

participa en interaccions amb 3D veines.

Les sis molecules presents a la unitat asimétrica de la forma cristal'lina C2, malgrat

alguns /ogps no queden del tot ben definits en alguna molécula, presenten una
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conformacié gairebé idéntica quan es realitza una superposicié de tots els carbonis alfa

(rmsd=0.5A).

La superposicié de les estructures obtingudes dels dos grups espacials, C2 i 14,22, amb
un rmsd=1.1A també ens indica que ambdues son molt semblants. No obstant,
estructura de la forma cristal-lina 14,22 presenta un canvi conformacional important al
centre actiu (Figura 37). Aquesta reorganitzacié afecta principalment al /ogp format pels
residus Tyr236 a Ala246 del motiu A. Aquest /oop conté 'Asp240 que es troba desplagat
10 A respecte la seva posici6 esperada al centre actiu en direccié al canal d’entrada dels
nucledtids quedant totalment exposat al solvent (Figura 37b i d). La nova conformacié
del /ogp esta estabilitzada mitjangant una interaccié n-catié entre I'anell de la Phe239 i el
grup amino de la Lys56, localitzada a la helix al al subdomini dels dits, i dues fortes
interaccions hidrofobiques amb la Lys172 i la Argl163 del motiu F (Figura 37b). Les
interaccions que s'estableixen entre la cadena lateral de la Thr242 amb I'’Asn60 i les
cadenes principals de la His243 amb la Leu291 i I'Asn306 també contribueixen a

Iestabilitat d’aquesta conformacié.

L’espai generat com a conseqiiencia del desplagament és ocupat per les cadenes laterals
de residus de l'entorn que han canviat la seva orientacié, com per exemple 1'Asn302 o
1'Asn306, i per una glutamina provinent del tampé d’equilibrat de la membrana del
concentrador. La proteina que s'utilitza per crear ambdues formes cristal'lines, 14,22 i
C2, segui el mateix protocol de concentracié, pero en lestructura del C2 no apareix cap

molécula de glutamina (veure apartat 6.2.2.3 de materials i métodes).
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Figura 37. Centre actiu amb (a) conformacié estandard, forma C2 i (b) conformacié
alterada, forma 14,22. Els residus implicats en U'estabilitat de cada conformacié estan
representats amb pals i etiquetats. Representacié de superficies de la 3DP! ’EMCYV en la
conformacié estandard (c) i 'alterada (d) amb els motius implicats en el reconeixement
de nucledtids i catalisi de la sintesi marcats. Un nucleodtid entrant estd representat en (c),

perd en la conformacié alterada, el desplacament del motiu A n’impediria 'entrada.

L’estructura 14,22 presenta també altres canvis conformacionals que semblen estar
directament relacionats amb aquest canvi del motiu A. Concretament, s’observen canvis
a la regié C-terminal de al i al Jogp al-02 (residus 54-63) que es manté en contacte amb

el motiu A malgrat el seu desplagament. D’altra banda, també s’han observat diferéncies
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importants a 'extrem N-terminal de la proteina. A les sis molécules de 3DP! resoltes a
partir del grup espacial C2, la Glyl es troba enterrada dins el domini dels dits
participant de la xarxa de ponts d’hidrogen que connecta els dits amb '’Asp240 del
motiu A. Aquesta xarxa es troba a totes les estructures de RdRps conegudes fins al
moment i sha descrit que és essencial per mantenir el correcte posicionament de
I'Asp240 al centre actiu i per lactivitat de l'enzim (Thompson & Peersen 2004). A
Pestructura 14,22, la Glyl presenta una orientacié completament exposada i la xarxa de

ponts d’hidrogen totalment alterada (Figura 38).

Figura 38. Superposici6 de les dues conformacions de la 3D?°! de EMCV. S’enumeren les
regions de residus que presenten més diferéncies entre la conformacié C2 (gris) i la 14,22

(taronja).

Al marge dels canvis conformacionals esmentats fins ara, directament relacionats amb la
reorganitzacié del motiu A, lestructura 14,22 presenta també altres canvis que
impliquen a regions essencials pel funcionament de la polimerasa. El primer, a la regié
Leu99-Val125, inclou el motiu G i els seus aminoacids conservats Gly112 i Pro114, que
s’han vist implicats en la unié del motlle i la translocacié de la cadena durant la sintesi
en estructures de complexes catalitics. El segon, dins el motiu D, inclou els residus

[1e359 a Pro369 (Figura 38). No és estrany que aquestes regions presentin canvis
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conformacionals perqué sén flexibles per poder adaptar-se al moviment de 'ARN

durant la sintesi.

3.3.6 Avaluacié de lestabilitat del motiu A en les conformacions

estandard i alterada

Al laboratori del Dr. Oliva es realitzaren estudis computacionals de l'estabilitat basada
en potencials de les dues conformacions del motiu A de la 3Dr! FEMCV amb el
programa Prosa2003 (Sippl, 1993; Wiederstein and Sippl, 2007). Aquest programa
analitza la qualitat de les interaccions entre residus (potencial parella) i dels residus amb
el solvent (potencial superficie) i es representa amb un valor Z. La combinacié d’ambdés

potencials déna una idea de I'estabilitat general de I'estructura que s’esta analitzant.

En comparaci6, les dues formes del motiu A (residus 237 a 243) presenten un valor Z
combinat igual: -13.53. En canvi, si es comparen els valors Z dels potencials de parella i
superficie per separat es pot veure que en el cas de 14122 sén -10.64 i -9.92
respectivament i que per la forma C2 sé6n -10.45 i -10.03 respectivament. Per tant, la
forma 14,22 és més estable a nivell de conformacié interna (el valor Z és més alt respecte

C2), pero menys estable en la interaccié amb el solvent (el valor Z és més baix respecte

C2).

Per entrar més en detall, es van analitzar els efectes de la mutacié puntual de cada residu
de l'entorn proper al motiu A per tots els residus possibles. La comparacié dels valors Z
combinats de cada residu mutat respecte el residu original revela en quants casos el canvi
estabilitza la posicié (ME, mutacions estabilitzadores) i en quants la desestabilitza (MD,
mutacions desestabilitzadores). Per conveni, si més d'un 75% (=15) de les substitucions
augmenten el valor de Z es considera que el residu és inestable. Tot i que en la majoria
de casos les mutacions desestabilitzarien la conformacié respecte als residus originals,
algunes posicions serien estabilitzades (veure Taula 7). S’analitzaren els residus 1, 50-64
i 237-243. A nivell de potencials de superficie, el residu Lys56 es presenta inestable en

les dues conformacions del motiu A. En la conformacié 14122 també apareixen com a
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inestables la Ser237 i la Ser241. En el cas del C2, la Glyl, '’Asp50 i 'Asp240 també
presentarien inestabilitat, en el cas de I"dltim la qual cosa concordaria amb la reactivitat
necessaria per intervenir en la catalisi. En l'analisi de lestabilitat conformacional
mitjangant les interaccions entre residus, tan sols la Phe239, en la conformacié C2, és
inestable. Aixo indica que la seva posicié en el /ogp actiu, C2, no és optima i la interaccié

n-catié que estableix en la conformacié alterada estabilitzaria 'estructura.

Residu Potencial Superficie Potencial Parella
14122 C2 14122 C2

Ne  Tipus | ME MD ME MD ME MD ME MD

1 G 19 N | 17 2 + 3 16 N 1 18 N
50 D 2 17 N | 17 2 + 2 17 N 0 19 N
51 E 1 18 N 1 18 N 1 18 N 1 18 N
52 \% 5 14 N 14 5 N 4 15 N 3 16 N
53 A 6 13 N 9 10 N 0 19 N 4 15 N
54 F 0 19 N 0 19 N 4 15 N 9 10 N
55 S 6 13 N 3 16 N 8 1 N 6 13 N
56 K 16 3 + 16 3 + 3 16 N 2 17 N
57 H 9 10 N 9 10 N 6 13 N 6 13 N
58 T 0 19 N 0 19 N 1 18 N 1 18 N
59 S 2 17 N 2 17 N 1 18 N 1 18 N
60 N 13 6 N | 13 N 7 12 N 4 15 N
61 Q 14 5 N | 14 5 N 7 12 N | 13 6 N
62 E 1 18 N 4 15 N 7 12 N 5 14 N
63 T 9 10 N 9 10 N 12 7 N 5 14 N
64 L 2 17 N 2 17 N 0 19 N 0 19 N
237 S 16 3 + 6 13 N 3 16 N 1 18 N
238 N 12 7 N | 12 7 N 1 18 N 2 17 N
239 F 0 19 N 0 19 N 12 7 N 15 4 +
240 D 2 17 N 18 1 + 0 19 N 12 N
241 S 16 3 + 12 7 N 1 18 N 5 14 N
242 T 11 8 N 11 N 4 15 N 8 11 N
243 H 9 10 N 9 10 N 3 16 N 3 16 N

Taula 7. Resultats de I’analisi de mutacions dels residus. Mutacié estabilitzadora (ME),
mutacié desestabilitzadora (MD), efecte no estabilitzador de la mutacié (N) i efecte

estabilitzador (+).
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3.3.7 Cristal'litzacié i resolucié de l'estructura tridimensional de les

3DP! mutants 'EMCV M300V i 1304V

Per la cristal'litzacié dels dos mutants se segui el mateix procediment que per la 3Dr!
WT, tant en els cribatges com en la optimitzacié. En el cas del mutant M300V
s'obtingueren cristalls en les condicions de la forma 14,22 de la WT amb la mateixa
morfologia. Pel mutant 1304V aparegueren cristalls en les condicions de la forma C2 de

la WT, compartint-ne també la morfologia.

La qualitat de les dades de difraccié recollides a la linia XALOC del sincrotré6 ALBA-
CELLS es resumeix a la Taula 8. Els mapes de densitat electronica 2|Fo|-|Fc| i |Fo|-
|Fc| es van obtenir directament a partir model WT després d’un refinament de cos rigid
per ajustar la posicié de les molecules a les noves cel'les cristal'lines que eren gairebé
iguals a la del model. Aixi, pel mutant M300V es va utilitzar el model de la WT dels
cristalls de forma 14,22 i pel mutant 1304V el dels cristalls de forma C2, als quals
préviament s’havien substituit els residus mutats per alanina. Les estadistiques del

refinat i la qualitat dels models es resumeix a la Taula 8.
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Linia de recollida
L(A)
Grup espacial
Cel‘la unitat

a,b,c (A)

o, B,v ()
Resolucié (A)
Reflexions

totals/duniques
Multiplicitat
Completesa (%)

Rmerge (%)

M300V 1304V
Parametres de recollida i estadistica de processat
XALOC (ALBA) XALOC (ALBA)
0.98 0.98
14122 C2
232.3,140.8,
122.6,122.6,198.5
171.8
90, 90, 90 90, 126.0, 90
43.4-2.2 (2.32-2.2) 139-3.2 (
34387 255102/73585
2.8 (2.6) 2.9 (3.0)
94.5 (97.4) 99.5 (99.5)
9.9 (82.3) 16.8 (56.8)
7.3 (22.1) 3.1(6.4)

Vs (1)

Estadistiques de refinat de les estructures

Resolucié (A)
Rwork (%)
Rfree (%)

Nombre d’atoms/residus

Proteina

Lligands
Aigua

Factor B (A)

Rmsd Longitud
d’enllag
Rmsd Angle d’enllag
Diagrama de
Ramachandran
Residus en regions
preferents
Residus en regions

permeses

M300V 1304V
40.0-2.2 47.0-3.2
21.9 20.6
25.5 25.0
3711 22088
24 61
176 72
313 77.9
0.004 0.004
0.876 0.912
449 (98.1%) 2586 (94.1%)
9 (1.9%) 162 (5.9%)

Taula 8. Parametres i estadistica de la recollida, el processat i refinament de les dades de

les 3D mutants ’EMCV. Els valors entre paréntesi dels parametres de recollida i

estadistica del processat representen els valors de I'dltima capa de resolucié. Les

definicions dels parametres R estan especificades als apartats 6.2.6 1 6.2.8 de materials i

1304V

meétodes.

3.3.8 Les estructures dels mutants de la 3D ’EMCV M300V i

Les estructures tridimensionals dels dos mutants s6n practicament identiques a la del

WT (rmsd=0.4 per les C2 i rmsd=0.2 per les 14:22) excepte en els residus de les

mutacions i el /Joop N-terminal a aquestes (f10-010), veure la figura 39¢c. Les dues

mutacions estan localitzades a 'hélix 010 que, juntament amb el /ogp situat al seu extrem

N-terminal, formen el motiu B de la 3D,

Tot i que es van intentar obtenir co-cristalls de complexes de la 3D 'EMCV amb el

GPC-N114, tant de la WT com de les mutants, no va ser possible. Les proves
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d'immersié dels cristalls en solucions que contenien diferents concentracions de
I'inhibidor per obtenir complexos per immersié tampoc van resultar perque, en el cas
dels 14122, el cristall es dissolia i, en el cas dels C2, quedaven malmesos pero sense
contenir linhibidor. Per tant, per entendre quin seria el context de linhibidor en
EMCYV i entendre l'efecte de les mutacions V300 i V304 es van realitzar superposicions
amb l'estructura del complex de la 3D de CVB3 amb el GPC-N114. En el model
resultant, la disposicié de I'inhibidor no és compatible amb la disposicié del /oop B10-
010 en EMCV, com representaria el nivol de densitat groc a la figura 39, ja que el /oop

bloqueja parcialment el seu lloc d’'unié. Cal recordar, pero, que aquest /ogp és de per si

flexible.

El model de la figura 39 també mostra que aquests dos residus, 300 i 304, es troben
molt a prop del lloc d'unié del GPC-N114, pero sense fer-hi cap interaccié directa.
L’analisi de les interaccions a la zona de les mutacions a la proteina WT mostra que les
cadenes laterals de la Met300 i I'Tle304 estableixen interaccions hidrofobiques amb
Tyr75 (02); Phe194, Ala195 i Phe199 (a6); la 11e210 (/ogp a6- o7); Leu251, Phe255 i
Phe256 (a8). En lestructura dels mutants M300V i 1304V les interaccions
hidrofobiques amb I’Ala195, I'Tle210 i la Phe256 desapareixerien o, com a minim,
esdevindrien més febles (Figura 39). D’aquesta manera s’augmentaria la possibilitat de
moviment de I'hélix i, per tant, de /oop contigu. Als mutants es pot observar una petita
distorsi¢ de I'helix a10 generada per un desplagament del residu Ala297 respecte el WT,
el qual estableix encara un pont d’hidrogen amb la Thr298 estabilitzant I'dltima volta
d’helix. Aquest fet determinaria encara més flexibilitat al /ogp en questié i podriem
pensar que facilitaria que aquest es disposés en conformacions incompatibles amb la

unié de l'inhibidor.
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Figura 39. Entorn dels residus 300 i 304 en les 3D?! ’EMCV WT i mutants. (a)

Representacié dels motius B (color gris sdlid), A i C (color gris amb transparéncia) de la
3Dre! WT. S’indiquen els residus implicats en la catalisis (en motius A i C) i els residus
300 i 304 i els que hi interaccionen. En superficie (groc) es representa la densitat
electronica que ocupen les dues posicions del GPC-N114 en CVB3. (b) Representacié
anterior rotada 90° a la dreta. (c) Representacié equivalent a I'(a), perd amb el motiu B
dels mutants i les cadenes laterals dels residus mutats (M300V en turquesa i 1304V en

vermell).
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3.4 CAPITOL 4: EL MUTANT S299T DE LA 3D"°" DE CVB3

L’estudi d’activitat antiviral de l'amilorida contra CVB3 provoca l'aparicié diversos
mutants de resisténcia, un dels quals té una sola mutacié situada al residu 299 de la 3Dv!
(S299T). En aquest apartat es recullen els resultats de lestudi estructural d’aquest

mutant i del mutant homoleg en PV (S298T).

3.4.1 Cristal‘litzacid i resolucié de l'estructura tridimensional de la

3DP!S299T

Les condicions de cristal'litzacié d’aquest mutant de la polimerasa van ser exactament
les mateixes que per la proteina WT. Un cop obtinguts els cristalls, es realitzaren
immersions en una solucié d’amilorida a una concentracié 100mM per formar el

complex 3Dro-inhibidor (Figura 40).

a) b)

Figura 40. Cristalls de 1a 3D?°' S299T de CVB3. (a) Gota amb alta nucleaci6 on es
presenta una mica de precipitat a banda dels cristalls. (b) Gota de baixa nucleacié. La

mida dels cristalls és d’aproximadament 50pm x 50pm x 50pm.

La qualitat de les dades de difraccié recollides a la linia ID29 del sincrotr6 ESRF
(Grenoble) es resumeix a la Taula 9. La determinacié de les fases es realitza mitjancant

la tecnica de reemplacament molecular utilitzant com a model inicial l'estructura de la
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3Dr! de CVB3 resolta anteriorment (3DDK). Els mapes de diferéncies, tot i que

mostraven algunes densitats extra, un cop realitzats diversos cicles d’omissié no

permeteren posicionar l'amilorida dins T'estructura. Les estadistiques del refinat de

Pestructura es resumeixen a la taula 9.

Parametres de recollida i estadistica de processat

Estadistiques de refinat de les estructures

Linia de recollida 1D29 (ESRF) Resolucié (A) 75.25-2.8
A(A) 0.98 Rwork (%) 19.5
Grup espacial P4:2:2 Rfree (%) 21.6
Cel‘la unitat Nombre d’atoms/residus
a, b, c(A) 74.6,74.6, 288.7 Proteina 3728
a, B,y () 90, 90, 90 Lligands 76
Resolucié (A) 72.2-2.8 (2.95-2.8) Aigua 99
Reflexions totals/uniques 151409/20877 Factor B (A) 40.7
Multiplicitat 7.3 (7.4) Rmsd Longitud d’enllag 0.006
Completesa (%) 98.9 (99.3) Rmsd Angle d’enllag 1.067
Rmerge (%) 7.1 (28.5) Diagrama de Ramachandran
/o (I) 10.5 (27.6) Residus en regions preferents 452 (97.6%)
10.5 (27.6) Residus en regions permeses 12 (2.4%)

Taula 9. Parametres i estadistica de la recollida, el processat i refinament de les dades de

la 3Dr°! S299T de CVB3. Els valors entre paréntesi dels parametres de recollida i

estadistica del processat representen els valors de I'altima capa de resolucié. Les

definicions dels parametres R estan especificades als apartats 6.2.6 1 6.2.8 de materials i
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Figura 41. Comparaci6 de la 3D?! WT ila 3D?°! S299T de CVB3. (a) Visi6 general de la
superposicié de la 3DP°' WT (verd) i la S299T (taronja). Els residus 299 estan
representats amb pals. (b) Augment on es pot percebre la orientacié de les cadenes

laterals.

L’estructura de la 3D S299T sense I'inhibidor no presenta diferéncies a nivell global
respecte la WT (Rmsd=0.4A) i només el residu 299 presenta variacions: l'orientacié del
grup —OH dador d’electrons en la Thr és oposat al de la Ser WT (Figura 41). Els mapes
de diferéncia |Fo|-|Fc| ho confirmen ja que s’adapten millor a aquesta conformaci6

(Figura 42).

Figura 42. Representaci6é del mapa de densitat electronica i del mapﬁ de diferéncies
|Fo|-|Fc| al voltant del residu 299. (a) Mapes resultants del refinament de la 3Dr°!
mutant amb I’hidroxil de la cadena lateral de la Thr299 amb orientacié oposada al de la
Ser299 de la 3D?°! WT. (b) Mapes resultants del refinament de la 3D?°! mutant amb
I'hidroxil de la cadena lateral de la Thr299 amb la mateixa orientacié que el de la Ser299
de la 3Dr! WT.
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L analisi d'interaccions del residu 299 amb l'entorn en la polimerasa WT defineix només
un pont d’hidrogen entre la cadena lateral de la Ser i 'amida de la cadena principal de la
Gly328, localitzada al motiu catalitic conservat a totes les RARp (Glicina- Acid aspartic-
Acid aspartic/ GDD). En el cas de la polimerasa S299T, el grup ~OH de la Thr es
troba exposat al solvent i no estableix cap interaccié amb l'entorn, tampoc el pont

d’hidrogen del seu homoleg WT (Figura 43).

Figura 43. Interaccions del residu 299 en la 3D?°! S299T i WT de CVB3. (a)
Representacié dels motius A, B i C de la 3DP°! S299T, amb ’ARN modelat a partir del
(b) complex 3Dr! -~ARN (4K4X). S’assenyalen el residu 299 (motiu B), el centre actiu
(motiu C, GDD) i l'aspartic A (motiu A) implicat en el reconeixement dels nucleotids

entrants.

3.4.2 Estudis d’activitat de la 3D de CVB3 i els mutants S299T i
S299A

Estudis de viabilitat infectiva en cél-lules BGM amb CVB3 realitzats al laboratori de
F.M. van Kuppeveld indicaren que els virus amb la 3D S299T tenien un fenotip
termostable. La titulacié del virus a 8 hores post transfeccié indica clarament que els
virus amb la 3DP WT no eren viables a 39°C. A 36°C, pero, la viabilitat era la mateixa
en els dos casos (Figura 44a). Una PCR quantitativa permeté confirmar que la causa de

la quantitat imperceptible de virus WT a 39°C era la inhibicié de la replicacié de TARN
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(Figura 44b). A més, la incubaci6 a 39°C augmenta molt la taxa de mutacié del CVB3
WT i molt poc del S299T de manera que a aquesta temperatura el mutant té un efecte

de protector (Figura 44c).

En aquesta linia també es va estudiar I'efecte d’'una alanina al residu 299, que no té
cadena lateral evitant aixi qualsevol tipus d’interaccié. S’observa l'activitat luciferasa de
les cellules transfectades amb ARN WT o mutat a les 6 hores post-transfeccié
(eliminant el soroll de fons del propi ARN transfectat mitjangant la comparacié amb un
control tractat amb GuaHCI, un inhibidor de la replicacié en enterovirus) Aquest
mutant era capag de replicar a nivells comparables al WT a 32°C, pero no era viable a
36°C (Figura 44d). Aquestes dades indiquen que el virus amb la mutacié S299A a la

3Dr! també té un fenotip termosensible.
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Figura 44. Assajos de viabilitat i replicacié6 viral dels mutants S299T i S299A. (a) Corba
de creixement simple de cel-lules BGM a 36 (blau) i 39°C (vermell). Les cel-lules van ser
infectades a un MOI de 10 TCIDso per cél-lula amb virus amb la 3D?*! WT (rombes) i
3Dre! S299T (rodona). (b) Cel-lules infectades igual que (a). Als temps indicats, ’ARN
era aillat i PARN viral quantificat per PCR quantitativa. Es representa 'augment
respecte la quantitat d’ARN viral inicial. (¢) Taula on es representen el nombre de
mutacions per cada 10* nucleotids afegits per la 3DP°!. (d) Cel-lules infectades igual que
(a) perd amb virus amb la 3DP' WT i 3D?°! S299A i incubades a 32 i 36°C. S’assenyala

laugment del nivell de luciferasa respecte les cél-lules control tractades amb GuaHCI.

3.4.3 Cristal'litzacié i resolucié de 'estructura del mutant S298T de la
3Dr! de PV

La 3Dr! de PV és molt semblant a la de CVB3, per tant, sembla interessant reproduir el
mateix estudi per al virus mutant amb la 3Dr! S298T. L’estudi de lactivitat del virus
indica un comportament equivalent al del virus salvatge, és a dir, no presentava el mateix

fenotip termostable del mutant de CVB3 amb la 3DP S299T (comunicacié de F.M.
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Van Kuppeveld). L'estudi estructural ens permetria determinar si la cadena lateral del
residu 298 adopta la conformacié equivalent a la 3D salvatge o bé si presenta la
mateixa que la de la 3DP! S299T de CVB3. Per obtenir la proteina s'utilitza el protocol
descrit anteriorment per Freistadt et al. (Freistadt et al., 2007), el qual esta descrit a

lapartat 6.2.2.6 de materials i metodes.

La cristal-litzaci6 de la S298T es realitza directament en plaques de 24 pous seguint les
condicions de cristal-litzacié que s’'indicaven per la cristal'litzacié de la proteina WT
(Thompson et al., 2007). Finalment s’obtingueren cristalls en forma de barres a 20°C en
dos dies a 2.2M d’acetat sddic, 0.1M cacodilat a pH7.1 i 2mM DTT (Figura 45).
Malgrat les gotes amb cristalls també presentaven precipitat, aquests es pogueren
extreure nets i el tractament amb el tampé de crio (2.2M d’acetat sodic, 0.1M cacodilat
a pH7.1, 2mM DTT i 20% (w/v) glicerol) ajuda a netejar possibles restes de precipitat
de la superficie dels cristalls. A Thora de recollir els cristalls en /ogps es separaren les

barres de les agulles adjacents intentant tenir un sol cristall.

Figura 45. Cristalls de la 3D?°! S298T de Poliovirus. La barreta indica 50pum.

La qualitat de les dades de difraccié recollides a la linia XALOC del sincrotré6 ALBA-
CELLS (Barcelona) es resumeix a la Taula 10. Les fases per poder determinar el model

tridimensional d’aquesta proteina s’obtingueren mitjangant un reemplacament molecular
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amb l'estructura de la 3D! de PV (codi d’accés a la base de dades PDB: 2ILY). Es
realitza la mutacié puntual S298T al model preliminar mitjancant la interficie grafica
COOQOT (Emsley and Cowtan, 2004). Posteriorment es realitzaren diversos cicles de

refinament automatic i modelat manual mitjancant Refmac5 (Murshudov et al., 1997) i

COQT. Les estadistiques del refinat de I'estructura es resumeixen a la taula 10.

Parametres de recollida i estadistica de processat

Estadistiques de refinat de les estructures

Linia de recollida XALOC (ALBA) Resolucié (A) 112.8-2.85
r(A) 0.98 Rwork (%) 17.0
Grup espacial Pés Rfree (%) 20.3
Cel‘la unitat Nombre d’atoms/residus
a,b,c ([\) 127.3,127.3, 112.8 Proteina 3746
a, B,y () 90, 90, 120 Lligands 80
Resoluci6 (A) 112.8-2.85 (3.0-2.85) Aigua 25
Reflexions totals/iniques 204850/24363 Factor B (A) 67.1
Multiplicitat 7.2(7.2) Rmsd Longitud d’enllag 0.006
Completesa (%) 99.9 (99.9) Rmsd Angle d’enllag 1.076
Rmerge (%) 7.6 (47.5) Diagrama de Ramachandran
/o (I) 8.3(18.2) Residus en regions preferents 435 (95.6%)

Residus en regions permeses 20 (4.4%)

Taula 10. Parametres i estadistica de la recollida, el processat i refinament de les dades
de la 3D?°! S298T de PV. Els valors entre paréntesi dels parametres de recollida i
estadistica del processat representen els valors de I'altima capa de resolucié. Les

definicions dels parametres R estan especificades als apartats 6.2.6 1 6.2.8 de materials i

meétodes.

3.4.1 Analisi de I'entorn del residu 299 de CVB3

En l'afany d’entendre perqueé la orientacié de 'hidroxil de la Thr299 al mutant de CVB3
presenta una orientacié diferent, es van estudiar les disposicions i interaccions de tots els
residus contigus en comparacié amb el mutant de PV. Només es trobaren canvis en
residus llunyans implicats en interaccions amb residus a menys de 6A del 299 (L196A,
T197A, L200K, S235T i I304L), pero la part del residu implicada en les interaccions
era la cadena principal, de manera que no afectava la disposicié dels residus propers al

299.
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Més enlla, es va comparar la 3D S299T de CVB3 amb la 3D WT en complex amb
ARN (codi d’accés de la base de dades PDB: 4K47Z), per veure la disposicié dels residus
en el mateix entorn quan la polimerases esta en contacte amb 'ARN. No s’observaren

diferéncies en les interaccions i conformacions dels residus inclosos en 'analisi

3.4.2 Estructura del mutant S298T ala 3Dr*' de PV

L’estructura de la S298T és practicament idéntica a la WT. En aquest cas, a diferéncia
de la S299T de CVB3, I'hidroxil de la cadena lateral de la treonina presenta la mateixa

orientacié que el de la serina de la proteina WT (Figura 46).

b)

Figura 46. Comparaci6 de la 3D?°' WT ila 3D S298T de PV. (a) Visi6 general de la
superposicié de la 3DP°' WT (turquesa) i la S298T (verd). Els residus 298 estan
representats amb pals. (b) Augment on es pot percebre la orientacié de les cadenes
laterals. (¢) i (d) Representacié del mapa de densitat electronica i del mapa de diferéncies

|Fo|-|Fc| al voltant del residu 298 en la conformacié correcta (¢) i 'equivalent a la 3Dr°!

S299T de CVB3 (d).
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41 LA2BDEHAV

4.1.1 Relacié evolutiva dels géneres enterovirus i hepatovirus

La familia Picornaviridae és una de les que conté més generes de virus sota el seu
paraiglies i forma part de l'ordre dels Picornavirals. Tot i que el paper principal de
evolucié dels virus ARN s’ha assignat a la recombinacié (Agol, 2010; Hirst, 1962;
Romanova et al.,, 1980), les quasi-espécies, poblacions amb un genoma dinamic i
heterogeni, generen alhora un procés evolutiu constant cap a les variants més eficients
del virus envers l'entorn. L'’alta taxa de mutacié durant la replicacié dels virus ARN
deguda, en part, a la baixa fidelitat de les ARN polimerases dependents ’ARN és la que
permet aquest procés adaptatiu (Domingo, 2007; Drake, 1993).

El genoma dels picornavirus presenta diferents graus de diversitat segons les zones que
s'analitzen. Per exemple, la proteina L no és present en tots els picornavirus, i només
comparteix, com a minim en cardio- i aftovirus, el fet de ser prescindible per la
replicacié (Kong et al., 1994; Piccone et al., 1995). La proteina 2A també presenta
diversitat de longitud i funcié entre els picornavirus. Per explicar-ho, shan proposat
mecanismes d’adquisici6 independent d’aquestes proteines durant I'evolucié (Romanova
et al., 1980) o bé insercions o delecions, ambdés processos pel mecanisme de la

recombinacié (Johansson et al., 2002).

En HAV, semblaria que la diferéncia de longitud de la proteina 2A és deguda al
desplagament del lloc de tall de la 2A/2B, pel canvi d’especificitat de la proteasa 3C,
generant també una proteina 2B amb una longitud gairebé el doble que en enterovirus

(Malcolm, 1995; Martin et al., 1995) (Figura 21).

Les estructures de les 2Ar° de HRV2 i CVB4 presenten un domini N-terminal petit
format per una fulla beta antiparal-lela de 4 cadenes, un domini C-terminal més gran

format per un barril beta de 6 cadenes antiparal-leles i el centre actiu situat entremig dels

dos (Baxter et al., 2006; Petersen et al., 1999). En HAV, no hi ha cap altra proteasa a
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part de la 3C, ni a la 2A ni a la 2B se’ls ha descrit cap activitat proteolitica similar a la de
2A d’entero-, afto- o cardiovirus. Els alineaments estructurals entre el domini N-
terminal de la proteina 2B*!, que presenta una estructura de pseudo fulla B corbada, i el
domini C-terminal de les 2AP™ d’enterovirus suggereixen que ambdés dominis podrien

tenir el mateix origen (Figura 47).

T

4 )
% Q ‘ HRV2 2Apro

HAV 2Bsol

Figura 47. Alineament estructural entre 'N-terminal de 1a 2B de HAV i la 2A
d’Enterovirus. Entre la 2B*°! (esquerra) i la HRV2 2Ar™ (dreta), les dues en gris. En verd
clar els dominis equivalents estructuralment i els superposables mitjancant SHP en verd
fosc. Resultaren 28 equivaléncies (més de 50% del barril beta de 2Apro) situades en 4
cadenes beta del pseudo-barril beta de la 2Bsol i 4 cadenes beta del barril de 2AP™, amb
un Rmsd de 2,23A.

Aquesta relacié estructural entre els dominis C-terminal de la 2AP™ i I'N-terminal de la
2B*! juntament amb en canvi del lloc de tall entre 2A/2B i la conservacié de la
sequiencia, fan pensar que aquesta regié del genoma de HAYV hagi evolucionat d'un
ancestre semblant als enterovirus, la 3CP® del qual adquiris canvis d’especificitat de
substrat. Aquest canvi d’especificitat hauria determinat el desplagament del lloc 2A/2B
generant una proteina 2A truncada i una 2B elongada amb el seu barril C-terminal, perd
també un trencament del centre catalitic de la 2A ja que dos residus de la triade
catalitica (His18 i Asp35, a la 2Ar° de HRV2) quedarien a la nova 2A i el tercer
(Cys106, a la 2AP° de HRV?2) es trobaria al nou segment N-terminal de la 2B (Figura

126



DISCUSSIO

47). Aixd explicaria la pérdua de la funcié catalitica de la 2A en HAV (Schultheiss et al.,
1994).

Els enterovirus bloquegen la traduccié de I'hoste per destinar tots els recursos cel-lulars a
la replicacié viral. La 2Ar™ executa la proteolisi del factor d’iniciaci6 de la traduccié 4G
(eIF4G) (Krausslich et al.,, 1987) de manera que s’inhibeix el reclutament d’ARN
missatger amb Cap i la replicacié dependent d'IRES, com la dels picornavirus, és
potenciada (Hambidge and Sarnow, 1992; Liebig et al., 1993). La pérdua de la funcié
proteolitica per part de HAV déna coherencia a la seva estrateégia de replicacié: aquest
virus no causa un efecte de citolisi i permet infeccions persistents a diferéncia d’altres
membres de la familia dels picornavirus. L’abséncia del segrest de la traduccié cel-lular
en les infeccions de HAV probablement hagi desencadenat 'is dels codons rars evitant

aixi competir amb la c¢l-lula pels ARN de transferéncia.

Sembla clar que existi un ancestre comud a partir del qual derivaren els generes
enterovirus i hepatovirus de la familia picornavirus. Es dificil determinar quina situacié
presentava l'ancestre, és a dir, si el canvi puntual de U'especificitat de la 3CP™ va generar
laparicié del génere hepatovirus o si aquest fou I'ancestre a partir del qual derivaren els
enterovirus. Tenint en compte que el fenotip de HAV implica un comportament molt
concret d’infeccions lentes i persistents, probablement l'aparicié d’aquest fos una
adaptacié concreta que funciona en l'entorn determinat del virus i que li ha permes

perdurar fins a dia d’avui.

4.1.2 Rol de les fibres de 2B en la reorganitzacié de membranes

cel-lulars.

La reorganitzaci6 de membranes cellulars internes per formar estructures associades
amb la sintesi I’ ARN viral és caracteristica de les infeccions de virus ARN de polaritat
positiva (Bienz et al., 1987; Egger et al., 2002; Gosert et al., 2000; Monaghan et al.,
2004; Pedersen et al., 1999; Schwartz et al., 2004; N. Teterina et al., 1997). Aquest

procés permet generar un entorn adequat on reclutar totes les proteines implicades en la
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replicacié del virus formant factories virals. Les proteines no estructurals 2B i 2C, i el
seu precursor 2BC, juguen un rol clau en aquesta reorganitzacié, perd mitjancant, a
hores d’ara, un mecanisme desconegut (Aldabe et al., 1996; Cho et al., 1994; N. L.
Teterina et al., 1997).

Tot i que la replicacié de HAV té un ritme molt més lent que la resta dels membres de
la familia Picornaviridae, també presenta mecanismes similars. L’observacié per
microscopia electronica de cultius cel-lulars infectats amb una soca de HAV adaptada o
amb sobrexpressié de la proteina 2B mostra estructures membranoses Gniques que no
s'observen en les ceél'lules no infectades. Aquestes estructures sén conjunts de vesicules
amb forma tubular que servirien per generar 'entorn adequat del lloc de replicacié viral
(Gosert et al., 2000; N. Teterina et al., 1997), reclutant les proteines virals i de 'hoste
necessaries per a la replicacié i aillant els intermediaris de replicacié per a protegir-los de

les defenses de 'hoste.

L’estructura obtinguda de la 2B*! de HAV i la seva disposicié al cristall ens ha permes
postular un possible mecanisme per la reorganitzaci6 de membranes intracel-lulars
induida per 2B. L’organitzacié de la 2B*! en forma de fibra al cristall (Figura 25)
suggereix una estructura semblant a amiloide, coincident amb el que s’observa en solucié
en tenyir la mostra amb vermell Congo (Figura 27b). A més, assajos d’unié de
Tioflavina-T mostren que aquest ordenament fibrillar es déna espontaniament en
condicions fisioldogiques (Figura 27a). D’aquesta manera, lestructuracié en forma
d’espina beta en l'empaquetament cristal'li de la 2B*' podria reflectir l'organitzaci6

adoptada per les proteines 2B en les cél-lules infectades (Figura 48).

La capacitat de la 2B de HAV d'unir membranes sembla estar relacionada amb la
preséncia d’'una putativa helix transmembrana localitzada a 'extrem C-terminal, l'inici
de la qual esta predit 30 residus cap al C-terminal de l'estructura cristal-lografica
(Garriga et al., 2011; Gosert et al., 2000). Les interaccions establertes entre les cadenes
B4 i B8 situarien 'extrem C-terminal a prop del hairpin i, aixi, assistirien 'ancoratge de

les fibres de 2B determinant la formacié de la xarxa de vesicules tubulars observades in

128



DISCUSSIO

vitro en cl-lules infectades per HAV (de Jong et al., 2008; Gosert et al., 2000) (Figura
48).

Figura 48. Model d’'uni6 a membrana i contextualitzaci6é en 'espai cel'lular de la
proteina 2B. (a) i (b) Representacions del citoplasma d’una ceél-lula infectada per HAV,
mostrant les reorganitzacions sofertes per les membranes cel-lulars i la formacié de xarxes
de cossos membranosos tubulars adaptada de Gosert et al. 2000. S’hi indica el nucli (N),
una mitocondria (M) i una part del reticle endoplasmatic (ER). El requadre verd a (b)
indica el lloc on es trobaria la fibra de 2B (c), unint dues membranes de vesicules i
provocant la formacié de xarxes tubulars. (¢) Model de la unié a la membrana vesicular de
la fibra de 2B, amb el fragment C-terminal modelat segons la prediccié d’helix

transmembrana (gris).
L’agregaci6 fibril-lar provocada per la proteina 2B (sigui en la seva forma madura com

en forma de precursor 2BC) permet generar un entorn adequat i aillat, mitjan¢ant la

reorganitzacié de membranes, per reclutar tots els agents implicats en la replicacié viral.
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Probablement, el mecanisme de reorganitzacié de membranes que es proposa en aquest
treball sigui exclusiu de HAV perque, malgrat en enterovirus s’hagi definit la preséncia
de putatius fragments transmembrana a la proteina 2B, sembla ser que funcionaria com
un porus, desestabilitzant les concentracions ioniques citoplasmatiques (Agirre et al.,
2002; Cuconati et al., 1998; de Jong et al., 2008, 2003, 2002; van Kuppeveld et al.,
1997, 2002). Aixi, aquesta estratégia pot representar una pega clau en les infeccions per

HAYV probablement lligada a la baixa taxa de replicacio.

Actualment s’estan desenvolupant experiments in wvivo per comprovar si la hipotesi
creada sobre el mecanisme de reorganitzacié de membranes provocada per la 2B és
certa. Tenint en compte que el Aairpin format per P2-p3 de la 2B és crucial per
l'assemblatge de la fibra, s’intenta veure si la transfeccié de la proteina 2B amb la zona
del hairpin delecionada pot provocar també les reorganitzacions de membrana o no. En
aquest moment s’estan posant a punt els controls negatius i explorant condicions
d’immunomarcatge que permetran localitzar la proteina 2B en el context cellular

(Figura 49).

a)

Figura 49. Fotografies de microscopia electronica d’experiments preliminars d’expressié
in vivo de 2B en cél-lules $293. Ultraestructura de cél-lules S293 a 48h post transfeccié
amb expressié de la proteina 2B salvatge, barra 200nm (dreta). Immunomarcatge de la

proteina 2B, barra 500nm (esquerra).
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4.2 LES3DPOLDE CVB31EMCV

4.2.1 Primera 3D de cardiovirus: una nova conformacié

Les ARN polimerases dependents d’ARN sén enzims indispensables per 'existéncia
dels virus ARN ja que s‘encarreguen de la sintesi del material genétic tant per la
posterior traduccié a proteina com per la generacié de nous virions. Dins la familia
Picornaviridae, a nivell de seqiiéncia, en les 3D només es pot identificar un alt grau
d’homologia en dominis concrets, tots ells involucrats directament o indirecta en la
catalisi de la reaccid, i en residus puntuals d’aquests dominis que presenten una

conservaci6 absoluta entre totes les 3D (Bruenn, 2003; Garriga et al., 2013).

No obstant, les estructures cristal-lografiques permeten determinar que presenten un alt
grau de similitud estructural i se les ha definit a grans trets com una ma dreta tancada
encerclant el centre actiu i determinant els canals necessaris per 'entrada i sortida de
substrats i productes (Ferrer-Orta et al. 2006a). L'estructura de la 3D* EMCV no és
una excepcid i presenta la mateixa conformacié global en ambdues formes cristal-lines.
No obstant, si que s’ha pogut observar un canvi pronunciat en el motiu A al grup

espacial 14,22.

Aquesta estructura presenta una conformacié del motiu A que no s’havia descrit fins el
moment: el /oop continent del residu Asp240, implicat en el mecanisme de
reconeixement del NTP entrant, es desplaca aproximadament 10 A de la posici6
esperada. Aixi, aquest residu ocupa una posicié propera a la del trifosfat del nucleotid
entrant (Figura 37). Tots els residus que haurien d’estar implicats en el tancament del
centre actiu estabilitzen aquest desplagament. La Phe239 es troba formant una
interaccié m-catié amb la Lys56 i interaccions hidrofobiques amb Lys172 i Arg174 del
motiu F (Figura 37). Les cadenes principals de la Gly290, la Leu291, la I1e310 (motiu
B) i la I'Asp333 (motiu C) també estableixen contacte amb la conformacié alterada del
motiu A. Els residus de I'entorn d’aquesta regi6 del motiu A han canviat la orientacié de

les cadenes laterals per ocupar 'espai buit generat a conseqiiencia del desplagament
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(Figura 50c i d). En concret, '’Asp333 catalitic del motiu C presenta una conformacié
de rotamer alterada i forma ponts d’hidrogen amb '’Asn306 i 'Asn302 que, al seu torn,
interacciona amb I'’Asp240 (Figura 37b). A més, cal considerar també la preséncia de la
glutamina que ocupa l'espai que ha deixat el /ogp A i que en la 3DP! C2 no hi és present
malgrat també s'usa per concentrar-la. En aquest sentit, les difereéncies observades en els
residus de I'entorn del /oop A en ambdues conformacions i la preséncia de la glutamina

sembla que siguin conseqiiencia del desplacament i no al revés.

Les estructures tridimensionals de les 3Dr! han revelat diferents passos del procés
catalitic i s’ha evidenciat, mitjancant comparacions estructurals, que les 3D no
requereixen grans canvis entre dominis (Ferrer-Orta et al., 2007, 2004; Gong and
Peersen, 2010; Gong et al., 2013). Concretament, la fulla beta formada pels dominis A i
C al palmell determina una conformacié oberta pre-catalitica en qué es troba
parcialment formada i una conformacié tancada activa en qué esta completament

formada permetent la catalisi via el mecanisme dels dos ions (Arnold et al., 2005; Gong

and Peersen, 2010).

Les dues estructures resoltes de la 3DP! EMCV reflecteixen les dues conformacions de
la fulla beta del palmell (Figura 50c i d). Les sis molécules independents de la unitat
asimetrica dels cristalls C2 presenten una conformacié oberta del centre actiu, com
cabria esperar d’'una estructura cristallitzada en abséncia d’ARN i rNTPs. Sorprenent
ment, els cristalls 14,22 presenten una conformacié tancada i I'’Asp235 posicionat
frontalment amb I'Asp333 del motiu C, la qual cosa no s’ha observat mai en una 3D
sense lligands. En la conformaci6 oberta, I'acid aspartic conservat 240 (en EMCYV) de la
regié C-terminal del motiu A i els residus Asn302 i Ser293 del motiu B s’encarregarien
del reconeixement i, amb alguns residus basics del motiu F, de la unié del nucleotid
entrant (Ferrer-Orta et al., 2009, 2007; Lescar and Canard, 2009). Un petit
desplagament del motiu A posicionaria I'acid aspartic catalitic 235, situat al seu extrem
N-terminal, en l'orientacié adient per unir I'ié metal-lic (Figura 50b). Aquest moviment

subtil del palmell i els residus implicats descrits sén I"inic mecanisme de fidelitat que
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tenen les 3D, ja que no presenten activitat de correccié (revisat a Lescar & Canard
2009). En el cas de lestructura 14,22, els residus implicats en aquest reconeixement
tenen la cadena lateral en una conformacié diferent a la que tindrien en una conformacié

tancada estandard.

Figura 50. Tancament del centre actiu durant I'activitat de la polimerasa. (a) 3Dr°! de
FMDYV en complex amb el motlle-encebador en un pas pre-catalitic on la polimerasa
mostra una conformacié oberta de la fulla beta formada pels motius A i C (2E9R). (b)
3Dpol de Norovirus en complex amb el motlle-encebador en un estat catalitic (3BSO).
(c) 3DP! EMCYV en conformacié C2 amb la fulla beta oberta. (d) 3Dr°! EMCV en
conformacié 14122 amb la fulla beta tancada. Es mostren els motius A, B, C i F (vermell,
verd, groc i blau) i a (a) i (b) tenen 'esquema del motlle-encebador i (b) dos ions

metal-lics com esferes liles.
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Un altre caracter conservat de les 3D™! present a totes les estructures de polimerases
resoltes fins el moment és una xarxa de ponts d’hidrogen establerta entre la glicina N-
terminal, inserida en una cavitat a la base dels dits, i altres glicines conservades dels
dominis del palmell i els dits (Thompson & Peersen 2004; Ferrer-Orta et al. 2006a;
Marcotte et al. 2007). Aquesta xarxa ajuda al correcte posicionament del nucledtid unint
I'Asp240 del centre actiu (Thompson and Peersen, 2004). A enterovirus i aftovirus, el
grup amino de la Glyl estableix ponts d’hidrogen amb tres glicines conservades, una al
subdomini dels dits i les altres dues al /oop del motiu B (Figura 51a). Altres ponts
d’hidrogen entre cadenes principals de residus dels motius A i B contribueixen a
estabilitzar-ho. Estudis mutacionals, bioquimics i estructurals en la 3D de PV i la falta
d’activitat del precursor 3CD indiquen que lactivitat de la 3Dr! és molt sensible a
modificacions a I'N-terminal i, en conseqii¢ncia, a la pérdua de la xarxa de ponts
d’hidrogen (Hobson et al.,, 2001; Marcotte et al., 2007; Rothstein et al., 1988;
Thompson and Peersen, 2004). Les glicines situades al motiu B estan totalment
conservades a totes les 3D de Picornavirus, pero la glicina del subdomini dels dits
només esta conservada a enterovirus i aftovirus. En EMCV, aquest residu és una serina
(Ser59) i, en les set molecules independents resoltes en aquest treball, la cadena lateral
resta exposada al solvent i no participa en contactes intramoleculars. A més, els residus
que formen la cavitat dels dits que acull la Ser59 (53-63) s6n molt flexibles i adopten
diferents conformacions en cada molécula. No obstant, la xarxa de ponts d’hidrogen es
manté en cinc de les sis molécules del cristall C2 i en la sisena les connexions es perden
(Figura 51b i ¢). En la setena, la del cristall 14,22, la xarxa de ponts d’hidrogen esta

completament distorsionada (Figura 51d).
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Figura 51. Xarxa de ponts d’hidrogen entre 'extrem N-terminal i el centre actiu en
diferents 3Dr°!. (a) 3D de PV unida a un tNTP (groc) (PDB: 1RA6). (b) 3Dr°!
d’EMCYV dels cristalls C2 (cinc de les sis molécules). (c) 3Dl EMCV dels cristalls C2
(sisena molecula). (d) 3Dr! EMCV dels cristalls 14,22. En totes les imatges els residus
es representen en colors segons els atoms i 'Asp240 del motiu A s’assenyala en vermell.
El rNTP de I'estructura de PV s’ha modelat a EMCV mitjancant la superposicié dels

residus del centre actiu i es representa en groc semitransparent.

L’estructura del grup espacial C2 reprodueix les caracteristiques de la majoria de les
3Dr! de picornavirus resoltes sense lligand. No obstant 'estructura del grup espacial
14,22 contindria elements tant de conformacié activa com d’inactiva. Per una banda, la
conformaci6 tancada de la fulla beta determinaria una 3D activa. Per altra, la disrupci6
de la xarxa de ponts d’hidrogen i, per suposat, el desplagament del /logp del motiu A
descollocant residus imprescindibles per la reaccié i obstruint el canal d’entrada de
nucledtids sén elements que determinarien una 3D inactiva. Podria ser que ens

trobéssim davant d’'un estat previ o posterior a la reaccié de sintesi ja que un estat
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entremig de la reaccié semblaria poc probable degut a la magnitud dels canvis que cal
fer. Aixi, podria ser un mecanisme de regulacié de la replicacié viral en el qual
coexistirien polimerases actives i polimerases inactives segons la necessitat. Aquest
mecanisme es podria extrapolar a altres picornavirus ja que els residus implicats en

I'estabilitzacié de la conformacié estan conservats.

El 2007, Dmitrieva et al. determinaren mitjancant estudis de mutacions que el Trp460,
o un residu voluminds i polar, era critic per la reproduccié viral (Dmitrieva et al., 2007).
Mitjangant l'analisi d'un model estructural creat en base a l'estructura de la 3D de
FMDYV definiren que aquest residu establia un contacte funcional entre els subdominis
del polze i el palmell (Dmitrieva et al., 2007). No obstant, en cap de les 7 molécules
independents resoltes aquest residu fa un pont d’hidrogen amb la Thr219 ni estableix
una interaccié hidrofobica amb la Val216 com s’havia descrit. El Trp460 esta exposat al
solvent i, malgrat la superposicié de les molécules és equivalent, segons la molecula,
interacciona amb el solvent o fa stacking amb la cadena lateral d’'una arginina exposada
d’una molécula contigua. En totes les molecules de 3D 'EMCYV resoltes, la Phe459
estableix els contactes amb els residus Val216 i Thr219 que s’havien descrit tedricament
pel Trp460 (Dmitrieva et al., 2007) (Figura 52). Aixi, el mecanisme proposat per
explicar la necessitat de la preséncia del Trp460 per la reproduccié viral no es veu
recolzat per les estructures obtingudes en aquest estudi. Podria ser que aquest residu,
que a les estructures trobem exposat al solvent, estigui involucrat en interaccions amb

altres proteines del complex replicatiu necessaries pel correcte funcionament d’aquest.
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Figura 52. E1 Trp460 a 'estructura C2 de la 3D?*' ’EMCV. L’ampliacié de la zona

assenyalada a la visié global de la polimerasa mostra el Trp460 (vermell) exposat al
solvent i la Phe465 realitzant contactes amb la Val216 i la Thr219 que tedricament,

segons Dmitrieva et al. 2007, hauria de fer el Trp460.

4.2.2 Implicacions de l'estructura alterada del motiu A pel disseny de

nous antivirals

La sintesi d’ARN, com altres reaccions del cicle viral, requereix certa dinamica. Les
regions flexibles de les 3D ben determinades i majoritariament conservades, sén un
punt clau per la seva activitat estant implicades en la unié del motlle, I'encebador o els
nucleotids, la translocacié de les cadenes o la catalisi propiament, entre d’altres. Aquesta
dinamica pot ser modulada per agents externs que activin I'enzim o bé I'inhibeixin com
per exemple petites molecules que suneixin a determinat lloc estabilitzant certa

conformacis.

En el cas JEMCV, una possibilitat seria buscar una molécula que estabilitzés la
conformaci6 alterada del motiu A per evitar l'entrada de nucleotids i evitar aixi I'activitat
de la polimerasa i, en conseqii¢ncia, la replicacié viral. Degut a que es podria extrapolar
aquesta reorganitzacié del motiu A per la resta de picornavirus, aquest compost podria
esdevenir un farmac d’espectre ampli util per eradicar les infeccions provocades per

aquesta familia de virus.
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Concretament, la glutamina podria ser utilitzada com a punt de partida de la cerca
d’aquesta molécula estabilitzadora de la conformacié inactiva 14,22. Tenint en compte
que la 3D™! en el grup espacial C2 no presenta cap molécula de glutamina malgrat hagi
estat purificada i concentrada de la mateixa manera fa pensar que la unié d’aquesta és
posterior al desplagament del /logp A. Aixi, si la conformaci6 alterada representa un
mecanisme de regulacié natural de la 3D es podria decantar l'equilibri cap a la
presencia de polimerases inactives que, degut a la unié de la molecula dissenyada, serien
incapaces de recuperar la conformacié activa i quedar segrestades. D’aquesta manera

s'impediria la replicacié de TARN viral.

4.2.3 El GPC-N114 s’'uneix a la 3D de CVB3

La manca de tractaments efectius envers les infeccions de Picornavirus a dia d’avui
determina la necessitat de trobar farmacs eficients i d’ampli espectre ja que, encara que
en general no impliquen la mort, tenen una alta prevalenca i el tractament simptomatic
genera importants despeses mediques. No obstant, existeixen compostos que afecten el
cicle viral involucrant tan proteines estructurals com no estructurals. La ribavirina,
analeg de nucleotid, I'amilorida, NNI, o el pleconaril, que s'uneix a la VP1 impedeixen
el correcte desenvolupament del cicle viral. EI GPC-N114 és un nou compost que

inhibeix la replicacié ’ARN d’'un gran espectre d’enterovirus i algun cardiovirus com

EMCV.

La resolucié de lestructura tridimensional del complex de la 3D de CVB3 amb el
GPC-N114 determina que el lloc d’'unié es troba a la conjuntura del palmell amb els
dits i es superposa amb el nucledtid de l'extrem 3’ del motlle. Aquest resultat esta
recolzat parcialment pels experiments de competicié en els que el GPC-N114
Unicament competeix amb el complex motlle-encebador quan s’afegeix abans que aquest
a la reaccié. Aixo no voldria dir, pero, que el motlle no pugui unir-se a la polimerasa ja
que té una superficie d'unié molt més gran que l'inhibidor. No obstant, la presencia de
Iinhibidor podria determinar una unié defectuosa del motlle que impediria

aparellament de la base acceptora amb el nucleotid entrant.
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La majoria dels residus implicats en la unié d’aquest compost estan conservats en altres
generes de picornavirus a part dels enterovirus i cardiovirus. Aixi doncs, és probable que

aquesta situacié sigui extrapolable a altres virus.

4.2.4 Laresisteéncia a farmacs especifics de la 3D

La resistencia als farmacs és un dels principals problemes en els tractaments d’infeccions
virals. Per tant, molécules que no propiciin l'aparicié de mutacions d’escapament, que
permeten al virus sobrepassar l'efecte del farmac, sén les més desitjables. En l'estudi
realitzat no s’'obtingueren soques resistents de CVB3 o PV1 al GPC-N114. No obstant,
menys de 5 passis de cultius infectats amb EMCYV foren suficients per I'aparicié de
soques resistents al compost. Les mutacions, situades a la 3D, consisteixen en una
transversié d’adenina a guanina que determina, en un cas, el canvi de metionina a valina
al residu 300 i, en laltre, el canvi de isoleucina a valina al residu 304. Aquestes
determinen que lactivitat antiviral del GPC-N114 dirigida a la 3DP' decaigui fins a

nivells practicament imperceptibles.

L’obtencié de lestructura tridimensional de la 3Dr! EMCV i dels dos mutants,
M300V i I304V ha permes analitzar 'entorn de les mutacions de resisténcia per inferir
un possible mecanisme molecular de resistencia. Els dos residus mutats formen part del
motiu B conservat, que participa en la unié del motlle 'ARN i del mecanisme de
translocacié durant la sintesi (Ferrer-Orta et al,, 2007; Gong and Peersen, 2010).
Aquest motiu, per comparacié de les estructures cristal-lografiques conegudes de 3D
s’ha descrit com a flexible (Garriga et al., 2007; Hogbom et al., 2009; Ng et al., 2004;
Wu et al., 2010) i, per tant, les mutacions situades en aquesta regié poden distorsionar
aquesta propietat implicant una modificacié de l'activitat o de l'efecte de reguladors
externs com pot ser el GPC-N114: mantenint Thabilitat d'interaccié amb el motlle-
encebador malgrat la presencia de linhibidor o afectant al seu lloc d'unié,

respectivament.
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La comparacié de les tres estructures de les 3D 'EMCYV resoltes en aquest treball fa
evident la semblanca entre elles, inclis de la regié del motiu B. Tot i aixi, hi ha petits
canvis destacables que podrien afectar a la unié de I'inhibidor. La superposicié del nivol
de densitat ocupada pel GPC-N114 en l'estructura del complex amb la 3D de CVB3 a
la de EMCV mostra que, en el cas de la WT, el /oop del motiu B hauria de desplagar-se
per deixar entrar I'inhibidor, si és que conserva el lloc d’'unié. En el cas dels mutants la
situacié s’accentua ja que el /ogp envaeix més el lloc que teoricament hauria d’ocupar el

GPC-N114.

En el model d’'unié a partir del I'estructura de CVB3, només el residu M300 podria
establir un contacte directe amb el GPC-N114 (distancia de 3.5A, per homologia a la
1296 en CVB3) i la 1304 no hi intervindria en interaccions directes. Aixi, com a minim
una de les mutacions no tindrien cap efecte directe en la unié de I'inhibidor. No obstant,
un analisi acurat de la zona ens mostra que les cadenes laterals mutades si que presenten
diferéncies destacables entre les estructures ja que la de la valina és més curta que la de la
metionina i la isoleucina. L’analisi detingut de I'entorn de les mutacions i, sobretot, de
I'helix que les conté revela la perdua de gran part de les interaccions hidrofobiques que
sestableixen en la WT i, per tant, deixa lloc a una major flexibilitat de I'hélix i,
probablement en conseqii¢ncia, del /ogp B. A més, el desplagament del residu Ala297 en
els mutants també elimina l'dltima volta d’hélix afegint-se també a les possibles causes

d’un augment de flexibilitat.

En el cas de la 3D WT d'EMCV probablement el GPC-N114 adopti una
conformacié lleugerament diferent a la de CVB3 i s’acobli a la conformacié que presenta
el /oop B de la 3D d’aquest virus. No obstant, el possible augment de flexibilitat de la
helix i el Joop del motiu B, conferida per les mutacions als residus 300 i 304, pot ser una
raé de pes per evitar la uni6 de linhibidor, donat que les possibles interaccions serien

menys estables, i, per tant, un mecanisme de resisténcia.
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4.2.5 Laresistéencia a amilorida de 1a 3D?°! S299T de CVB3

La resisténcia a farmacs mitjan¢ant mutacions puntuals a la 3DP! és bastant comu i s’ha
observat en casos anteriorment. En aquest treball s’ha pretes estudiar l'efecte de la
mutacié S299T de la 3D de CVB3 davant del tractament amb amilorida (Harrison et

al., 2008). Aquest residu, com els anteriors de la 3D 'EMCYV, es troba a 'hélix alfa

del motiu B i en les 3D de picornavirus presenta una serina o una treonina.

L’estructura tridimensional de la 3Dr! S299T de CVB3 només revela diferéncies en
Porientacié del grup hidroxil de la cadena lateral de la treonina respecte la del de la
serina. A nivell estructural no se n’han pogut derivar les conseqiéncies, pero si s’observa
la perdua del pont d’hidrogen que s’establia entre el residu 299 i la cadena principal de la

glicina del centre actiu, al motiu C, aconseguint segurament major flexibilitat de la zona.

Les implicacions funcionals d’aquesta mutacié sén: la resisténcia a la inhibicié de la
sintesi d’ARN i lactivitat mutagénica provocades per l'amilorida; la resisténcia a
lactivitat mutagenica per la preséncia d’altes concentracions de Mg* i Mn?* i la baixa
fidelitat en la replicacié de TARN. La 3D S299T presenta un fenotip termostable i és
capag de replicar a 39°C, temperatura a la qual la proteina WT és inactiva. La S299A,
analitzada amb l'objectiu de veure si realment la cadena lateral del residu 299 és

determinant per a l'activitat, presenta activitat a 32°C, pero no a 36°C a diferéncia de la

S299T.

Aixi, tot i que I'estructura obtinguda del mutant no ens déna informacié del mecanisme,
la cadena lateral del residu 299 és crucial per la correcta activitat de la 3D Lestructura
de la 3D mutant S298T de PV, equivalent al S299T de CVB3 i que presenta la
mateixa activitat que la WT rebella que la mateixa orientaci6é del grup hidroxil de la
cadena lateral que la WT. De manera que, es podria determinar que la interaccié que
estableix la cadena lateral del residu 299 és clau per l'activitat de la polimerasa, la qual
cosa esta en acord amb el fet de que lorientacié d’aquesta es mantingui en totes les

estructures conegudes de 3D de picornavirus.
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La similitud estructural i de seqliéncia observada entre els dominis N-
terminal de 2B*! d’hepatovirus i C-terminal de 2AP™ d’enterovirus suggereix
que la regié 2AB del genoma d’aquest dos generes de picornavirus provindria
d’un mateix ancestre.

La disposicié del domini 2B*! a 'empaquetament cristal'li en forma de fibra
helicoidal al llarg de l'eix C i la preséncia d’una putativa helix transmembrana
a la regié C-terminal de la proteina 2B permeten inferir en el mecanisme que
fa servir el virus de I'hepatitis A per la reorganitzacié de membranes internes
de la cel'lula hoste.

El mecanisme d’inhibicié de la 3D de CVB3 pel GPC-N114 radica en el
solapament dels llocs d’unié de linhibidor amb la posicié del nucleotid
acceptor de la cadena motlle i suggereix que la presencia del GPC-N114
interferiria amb el correcte posicionament de TARN motlle al centre actiu de
lenzim.

La conformacié alterada el Joop del motiu A en la 3D*! 'EMCYV determina
una conformacié inactiva i podria tenir un paper en l'autoregulacié de
lactivitat de la polimerasa. La conservacié dels residus implicats en el
desplagament suggereix un mecanisme extrapolable a la resta de polimerases
de picornavirus.

Els residus mutats de les 3D* I’'EMCV de les soques resistents a GPC-
N114, M300V i 1304V, determinen una augment de flexibilitat del motiu B.
Aquesta flexibilitat i el desplacament del /oop B10-010 en direccié al lloc
d’uni6 de l'inhibidor descrit a la 3D! de CVB3 semblen estar relacionats amb
el mecanisme de resisténcia.

L’orientacié de la cadena lateral del residu 299 de la 3D de CVB3 és
determinant per la seva activitat afectant la fidelitat i la termoestabilitat de

I'enzim i permetent la resisténcia a 'amilorida.
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6.1 MATERIALS

6.1.1 Plasmids

pDest14-CBV3-3DWT i pDest14-CBV3-3D5*T: ¢l grup collaborador del Dr.
Bruno Canard (AFMB-UMR, Marsella, Franca) ens proporciona el plasmid que
conté la 3Dr! de Coxsackievirus B3 salvatge (WT) i mutant al residu 299
(5299T). El vector pDest14 (Invitrogen) és un plasmid d’expressié de gens
heterolegs en Escherichia coli; aquesta esta regulada pel promotor de la polimerasa
del bacteridfag T7 i conté el gen de resisténcia a ampicil'lina per poder
seleccionar les colonies correctament transfectades. Presenta His-Tug 6.X al C-
terminal, per aixd la seqiéncia de les dues proteines presenta una cua de 6
histidines a l'extrem C-terminal.

pET26Ub-PV-3DSP8TL4ADIRISD; ¢] Jaboratori del Dr. Frank M. van Kuppeveld
(Universitat Utrech, Utrech, Holanda) proporciona el plasmid que conté la 3Dr!
de Poliovirus salvatge mutant pel residu 298 (S298T), 466 (L446D) i 455
(R455D). Aquestes dues tltimes mutacions incrementen la solubilitat de la
proteina i permeten un bon empaquetament cristal'li per resoldre l'estructura
completa de la polimerasa (Thompson and Peersen, 2004). El vector pET26Ub
augmenta el rendiment d’expressié de la proteina mitjancant la fusié
d’Ubiquitina a 'extrem N-terminal. Conté un gen de resisténcia a cloramfenicol
per poder seleccionar les colonies correctament transfectades.

pCGT1: el laboratori de F. M. van Kuppeveld proporciona aquest plasmid que
codifica per una proteasa especifica del C-terminal de la Ubiquitina, de manera
que permetra obtenir la polimerasa de poliovirus sense elements de fusié.
pTYB1-2AB: el vector pTYB1 (New England Biolabs) permet fusionar la inteina
a l'extrem C-terminal de la proteina recombinant. Utilitzen el promotor T7 i
seguidament codifiquen pel gen Zac I que permet evitar la sintesi de la proteina

en abséncia dTPTG. A més, abans del promotor presenta quatre copies del
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terminador de transcripcié d’E. co/i per minimitzar transcripcions inespecifiques.
Conté gen de resisténcia a Ampicil-lina.

pETG20A-EMCV3DVYT,  pETG20A-EMCV3D™V i  pETG20A-
EMCV3DB™: el vector codificant per la 3D salvatge ’EMCV va ser facilitat
pel laboratori del Dr. Bruno Canard (AFMB-UMR, Marsella, Franga). La 3Dr!
d’EMCYV derivada de la soca infecciosa pM16.1 va ser clonada al pETG20A
Gateway (Inwvitrogen), vector d’expressié per E. coli que permet fusionar una cua
6xHis a 'extrem C-terminal de la proteina recombinant. Utilitza el promotor T7

condicionat al gen Jac I. Conté el gen de resisténcia a Ampicil-lina.

6.1.2 Soques Escherichia coli

BL21 (DE3): soca derivada de la soca B d’'Escherichia coli que permet un alt
nivell d’expressié de proteines recombinants basada en el promotor de
bacteridfag T7. Aquesta soca té la ARN polimerasa T7 sota el promotor
induible per IPTG /acUV5 de manera que es suprimeix l'expressié basal de
proteines recombinants que puguin afectar el creixement i la viabilitat cel-lular
(DE3). Tot i aixi, no és tan eficient en aquesta inhibicié com les soques
BL21(DE3)pLysS o BL21(DE3)pLysE.

Rosseta (DE3) pLys: soca derivada de les BL21 dissenyades per a expressié de
proteines eucaridtiques que contenen codons rars per E. co/i. Aquesta soca conté
un plasmid resistent a cloramfenicol que aporta ARNs de transferéncia pels
codons AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA lexpressié dels quals esta
controlada pels seus promotors natius. Aquesta soca té la ARN polimerasa T7
sota el promotor induible per IPTG /acUV5 de manera que es suprimeix
expressié basal de proteines recombinants que puguin afectar el creixement i la
viabilitat cel-lular (DE3).

B834 (DE3): soca parental de les BL21, deficients en proteases i auxotrofs per
metionina. Permeten una alta activitat en el marcatge de proteines amb *S-

metionina i selenometionina. També presenten la caracteristica DE3.
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- Origami2: soca derivada de les K-12 que presenta mutacions als gens de la
reductasa de tioredoxina i la reductasa de glutatié els quals propicien la formacié

de ponts disulfur. Sén resistents a tetraciclina.
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6.2 METODES: LA CRISTAL-LOGRAFIA DE PROTEINES

La cristal'lografia de proteines permet determinar l'estructura tridimensional d’una
macromolécula a nivell atomic. Els atoms units covalentment estan separats 1-2 A, per
aixd es necessita [lum d’una longitud d’ona al voltant d'1 A per a obtenir dades amb prou
resolucié per poder diferenciar dos atoms propers. Les ones electromagnétiques en

aquest rang de longitud d’ona sén els rajos X.

La difraccié de rajos X d’'una molécula és massa debil per ser detectada, en part degut al
dany per radiacié que pateix quan els fotons hi interactuen. Els cristalls sén una solucié
a aquest problema: presenten un nombre elevat de molécules ordenades
tridimensionalment en unitats repetitives formant xarxes cristal'lines d’'una simetria
determinada. Aixi, la senyal de dispersié dels rajos X s’intensifica fins a un nivell

perceptible.

La formacié dels cristalls requereix una solucié concentrada de proteina pura i unes
condicions que permetin arribar a una solucié sobresaturada en la que les molecules

s'ordenin de manera periodica permetent el creixement cristalli.

6.2.1 Obtencié de proteina pura

L’objectiu d’aquest pas és aconseguir una mostra homogenia i concentrada de proteina,

ja sigui a partir de mostres biologiques o d’expressié recombinant.

Es necessari trobar un bon sistema per obtenir grans quantitats de proteina, com per
exemple la sobrexpressié heterologa recombinant en bacteris. En aquest cas, es clona la
proteina d’estudi en un vector d’expressié heterdloga sota un promotor concret que és
introduit, mitjancant una transformacié, a una soca dEscherichia coli. Els vectors
inclouen gens de resistencia a antibiotics, de manera que s'utilitza el tractament amb
antibiotic per seleccionar les colonies d’E. co/i que s’han transformat correctament. Es

creix un cultiu bacteria de la soca recombinant i s'indueix I'expressié de la proteina sota
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unes condicions determinades de temperatura, temps i agitacié que permetin I'obtencié

d’aquesta en la fraccié soluble resultant de la lisi.

Un cop s’ha obtingut la proteina en la fraccié soluble cal dur a terme la purificacié per
obtenir la mostra homogenia. Existeixen moltes técniques per aillar proteines, pero totes
es basen en aspectes diferencials que pot tenir la proteina respecte la resta d’elements de

la fraccié soluble. A continuacié es detallen les técniques utilitzades en aquest treball.

6.2.1.1 Precipitacio per Sulfat Amonic
Les proteines s6n solubles en medi aqués perqué tenen aminoacids amb cadenes laterals
hidrofiliques que poden interaccionar amb l'aigua. El sulfat amonic (SA) és una sal i, en
conseqiiéncia, segresta les interaccions hidrofiliques disponibles en una solucié de
manera que les proteines agreguen i precipiten. Com més hidrofila sigui una proteina,
més concentracié de SA caldra per precipitar-la. En el cas de la 3D de Poliovirus

calgué un 40% de SA. Després de la precipitacio, es realitza una dialisi per tal d’eliminar

el SA.

6.2.1.2 Cromatografia d’afinitat
Les proteines recombinants presenten la possibilitat de fusionar elements amb una

afinitat determinada que facilita la seva purificacié.

- Afinitat a metalls quelants: la cua d’histidines

Als extrems N- o C-terminal de la proteina s’hi poden afegir unes quantes
histidines (His-7ag en anglés), aminoacid que s'uneix de forma no covalent a
ions metal‘lics de transicié com el Ni*". Les columnes de Ni** tenen aquest i6
associat a una matriu i uneixen fortament les proteines amb cua d’histidines
(HisTrap HP, GE Healthcare). L’elucié es duu a terme mitjan¢ant un tampé amb
altes concentracions d’imidazol que competeix pels punts d’unié i allibera la
proteina.

- Afinitat a quitina: IMPACT system (New England Biolabs)
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Aquest sistema de columnes de quitina permet la purificacié de proteines
fusionades a inteina. La inteina és afi a la quitina i conté activitat auto-
proteolitica que permet separar-la de la proteina d’interés en preséncia de tiols
(com el DTT). D’aquesta manera s’evita Iis de proteases per eliminar la

proteina de fusié.

6.2.1.3 Cromatografia de bescanvi ionic

La composicié aminoacidica de cada proteina en determina una carrega eléctrica. Aixi,

en sotmetre la mostra a una resina carregada, obtindrem una elucié diferencial en funcié

de la carrega.

Bescanvi cationic: Sepharose SP HP (GE Healthcare)

La resina conté grups -SO;3™ que determinen una carrega negativa a pH neutre de
manera que les proteines carregades positivament queden adherides a la resina.
Un tampé amb concentracié elevada de clorur de sodi elueix les proteines segons
la quantitat de carrega positiva per competicié del i6 Na.

Bescanvi anionic: Sepharose Q HP (GE Healthcare)

La resina conté grups -N*(CHs); que determinen una carrega positiva a pH
neutre de manera que les proteines carregades negativament queden adherides a
la resina. Un tampé amb concentracié elevada de clorur de sodi elueix les

proteines segons la quantitat de carrega negativa per competicié del i6 CI.

En el cas de la 3D de Poliovirus s'utilitzaren les dues columnes seqiiencialment per

optimitzar la puresa de la mostra.

6.2.1.4 Cromatografia per exclusio molecular

Aquest tipus de cromatografia permet separar les proteines d’una mescla segons el seu

pes molecular. Consisteix en una fase solida composada per polimers, agarosa i dextra

(Superdex 200, GE Healthcare), que formen una xarxa de canals i coves sense sortida a

nivell microscopic. La fase liquida que conté la mescla proteica transcorre per la

columna de manera que les proteines més petites recorren més espais que les grans. Aixi,
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el temps de retencié a la columna és inversament proporcional a la mida de la proteina.
D’aquesta manera, a part de separar les proteines, aquesta cromatografia permet també

saber el pes molecular la proteina eluida.

Durant la purificacié és important assegurar qualitativament la preséncia i puresa de la

proteina en la mostra. Per aixo s’utilitza:

6.2.1.5 Analisi electroforetic en condicions desnaturalitzants
La tecnica d’electroforesi en gels desnaturalitzats d’acrilamida (SDS-PAGE) permet
separar proteines segons el seu pes molecular mitjancant I'aplicacié d’'un camp electric
(Laemmli, 1970). Les proteines es mesclen amb un tampé desnaturalitzant
(62.5mMTris-HCI, pH 6.8, 5%SDS (w/v), 0.025% (w/v) de blau de bromotimol, 25%
(w/v) glicerol i 10mm DTT) i s’escalfen a 95°C durant 5 minuts abans de ser carregades
al gel d’acrilamida. S'utilitza el marcador de pes molecular SeeBlue Prestained Protein
(Invitrogen). Els gels es tenyeixen amb una solucié de blau de Coomassie al 0.25% en

10% isopropanol i 10% acid acetic.

A continuaci6 s’especificaran breument els protocols seguits per al clonatge i expressié
de cada proteina del treball. Els detalls concrets de cada clonatge i purificacié es troben a

les taules de protocols especifics de I'apartat 6.4.

6.2.2 Obtencié de les proteines de la tesi

6.2.2.1 La poliproteina 2ZAB
El gen de la poliproteina 2AB es dissenya amb els codons optimitzats per la
sobrexpressié en E. co/i. Mitjancant PCR, es construi a partir dun grup de 34
oligonucleotids (de 32 a 47 bases de llargada) generats pel programa DNAWorks
(Hoover and Lubkowski, 2002; Stemmer et al., 1995).
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fwd 1 5’-GGTGGTCATATGTCCATGATGTCTCGTATCGCGGCGGGTGAC-3” rev1 5’-GGTGGTTGCTCTTCCGCAGCCCTGTTCTTTGA-3”

fwd 2 5’-CTGGAATCTTCTGTTGACGACCCGCGTTCTGAAGAAGACA-3’ rev 2 5’-TTTCCTGAACACCAGACAGACCCAGCATACGGTCCGC-3"

fwd 3 5’-AACGTTTCGAATCTCACATCGAATGCCGTAAACCGTACAAA-3’ rev3 5’-CAGGTTGATTTTTTTCGGGTTCAGCCAGTGCAGCAGGA-3

fwd 4 5’-GAACTGCGTCTGGAAGTTGGTAAACAGCGTCTGAAATACGCG-3’ rev4 5’-AGCACAGGTCGGTTTCAGACATGTTCGGGAAGTCTTTAGAGTT-3’
fwd 5 5’-CAGGAAGAACTGTCTAACGAAGTTCTGCCGCCGCC-3° rev5 5’-CGCCGCGATTTCTTCCAGGTCCAGCATGCCGTGCG-3”

fwd 6 5’-GCGTAAAATGAAAGGTCTGTTCTCTCAGGCGAAAATCTCCCTG-3” rev 6 5’-GGAAGTTAACTTTGCTCCAGTA;':I'TGTTGCTGGTGAATTTTTCGATC-
fwd 7 5’-TTTTACACCGAAGAACACGAAATTATGAAATTCTCTTGGCGT-3’ rev7 5’-AGAGAAACGATTTTGTCGTCTTTCATTTCGGTCCATTTTTCAT-3’
fwd 8 5’-GGTGTTACCGCGGACACCCGTGCGCTGCGTCG-3” rev8 5’-CGTTCAGACGGATCAGACGACCGGTCAGAACACCCG-3”

fwd 9 5-TTTCGGTTTCTCTCTGGCGGCGGGTCGTTCTGTTTG-3" rev 9 5’-CGTCCATTTCCAGGGTCCAAACAGAACGACCCGC-3”

fwd 10 5’-GACCCTGGAAATGGACGCGGGTGTTCTGACCGG-3" rev 10 5’-CGCCAGAGAGAAACCGAAACGACGCAGCGCACG-3”

fwd 11 5’-TCGTCTGATCCGTCTGAACGATGAAAAATGGACCGAAAT-3’ rev il 5’-GGTGTCCGCGGTAACACCACGCCAAGAGAATTTCATAA-3’

fwd 12 5’-GAAAGACGACAAAATCGTTTCTCTGATCGAAAAATTCACCAGCA-3’ rev 12 5-TTTCGTGTTCTTCGGTGTAAAACAGGGAGATTTTCGCCTGAGAG-3’
fwd 13 5’-ACAAATACTGGAGCAAAGTTAACTTCCCGCACGGCATGCTGGACCTG-3’ rev 13 5’-AACAGACCTTTCATTTTACGCGGCGGCGGCAGA-3"

fwd 14 5’-GAAGAAATCGCGGCGAACTCTAAAGACTTCCCGAACAT-3’ rev 14 5’-ACTTCGTTAGACAGTTCTTCCTGCGCGTATTTCAGACGCTGTTTA-3"
fwd 15 5’-GTCTGAAACCGACCTGTGCTTCCTGCTGCACTGGCTGAA-3 rev 15 5’-CCAACTTCCAGACGCAGTTCTTTGTACGGTTTACGGCATT-3”
fwd 16 5’-CCCGAAAAAAATCAACCTGGCGGACCGTATGCTGG-3’ rev 16 5’-CGATGTGAGATTCGAAACGTTTGTCTTCTTCAGAACGCGG-3”
fwd 17 5’-GTCTGTCTGGTGTTCAGGAAATCAAAGAACAGGGCTGCGG-3’ rev 17 5’-GTCGTCAACAGAAGATTCCAGGTCACCCGCCGCGAT-3’

Taula 11. Relacié d’oligonucleotids utilitzats per sintetitzar el gen de la poliproteina

2A-2B perla cadena 5’-3’ (fwd) i la 3’-5" (rev).

La seqiiéncia nucleotidica que codifica per la poliproteina de 217 residus (71 residus de
la proteina 2A i 146 residus del domini soluble de la 2B) va ser clonada al vector pTYB1
(New England Biolabs), que permetia la fusié de la proteina inteina a l'extrem C-

terminal de la 2AB (Figura 53a).

Les proves d’expressié de la poliproteina 2AB foren molt exhaustives. Es testaren
diferents tipus cellulars (BL21, Rosetta, Rosetta pLysS i Origami2), temperatures
d’induccié (15, 20, 30 i 37°C), medis de cultiu (I'B, SB i LB), temps d’induccié (5h i
20h), vectors d’expressié i constructes (variant la proteina de fusi6: inteina, MBP,
HisTag, GST) en una combinatdria per generar aproximadament tots els possibles
escenaris a partir de totes les variables. Cap d’aquestes sobrexpressions funciona ja que la

poliproteina quedava en la fraccié insoluble del cultiu.
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Finalment, les condicions d’induccié foren en BL21 (DE3), en medi LB complementat
amb 100 pg/pl d’ampicillina, amb una concentracié de 0.3mM IPTG durant 17 hores a
12°C.

L’expressié de la proteina derivada amb selenometionina es va fer en cél'lules B834
(DE3) transformades amb el plasmid i crescudes durant 17 hores en un 100m! de medi
minim (SelenoMet, Molecular Dimensions) complementat amb 4mg/L de L-metionina.
Abans de la induccié, les cel-lules van ser rentades i utilitzades com a indcul d'un cultiu
de 2L preparat amb medi minim i 1X L-SeMet (segons indicacié del fabricant
Molecular Dimensions). Les condicions d’induccié van ser equivalents a la proteina

nativa.

Les purificacions tan de la proteina nativa com de la proteina amb selenometionina
segueixen el mateix procés. La cua d'inteina fusionada a l'extrem C-terminal de la
poliproteina permeté la purificacié mitjancant una columna d’afinitat de quitina
(IMPACT system, New England Biolabs) (Chong et al., 1998). La 2AB unida a la
columna fou eluida mitjancant l'addicié de 50mM de DTT al tampé de carrega.
Seguidament, la proteina eluida, va ser acabada de purificar per cromatografia d’exclusié

molecular (HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 HR column, GE Healthcare) (Figura 53b).
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Figura 53. Clonatge i purificacié de la poliproteina 2AB. (a) Esquema de la regié
clonada del genoma: poliproteina 2AB (blau) exceptuant la regié C-terminal de la 2B a
partir del segment transmembrana predit (vermell) unida a la inteina (rosa). (b) SDS-
PAGE de la purificacié de la poliproteina: la fraccié ancorada a la columna després de

I'elucié amb DTT conté la inteina (1), fraccions de I’elucié amb contaminants (2,3) i
fraccions del pic de la cromatografia d’exclusié molecular amb certes traces de
contaminacié, probablement degudes a degradacié (4-6). (¢) Pic d’elucié de la columna

Sephacryl §-100 HR.

6.2.2.2 La 3Dro! de CVB3
Les proves d’expressié en diferents soques d'Escherichia coli, temperatures i temps

indicaren que les millors condicions per a 'expressié d’aquesta proteina eren en Rosseta

pLyS (DE3) a 20°C durant 15 hores.

El pas inicial de la purificacié consisti en una columna d’afinitat de niquel. L’analisi
mitjancant un gel SDS-PAGE indicd que el producte eluit contenia la proteina

desitjada, en un pes de 52kDa, i alguns contaminants de menor pes molecular. S'utilitza
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una columna d’exclusié molecular (Superdex 200) per acabar de purificar la mostra.

Finalment, s’obtingué un rendiment mitja de 10mg per litre de cultiu (Figura 54).
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Figura 54. Clonatge de la 3D de CVB3 i el mutant S299T i purificacié de la 3DP*! WT.
(a) Esquema de les proteines expressades en E. co/i, indicant el fragment que ocupa la
seqliéncia en el genoma i la situacié de la mutacié del residu 299 (estrella vermella) a la
3Dr°! mutant (verd clar) respecte la 3DP°! WT (verd fosc). (b) SDS- PAGE corresponent
a la fracci6 soluble abans del pas per la columna HiTrap (1) i el producte eluit (2). (c)
Cromatograma de la purificacié per Superdex 200. (d) SDS-PAGE de dues fraccions

corresponents al pic del cromatograma anterior (1,2).

6.2.2.3 La 3Dpr°! d’EMCV
Lexpressié es dugué a terme en la soca d’'E. co/i Rosseta (DE3) pLyS en medi Zurbo
Broth (AthenaES), complementat amb 100pg/ml d’ampicilina i 34pg/ml de
cloramfenicol, induint amb 500pM d'IPTG durant 16 hores a 20°C.
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En la purificacié, la fraccié soluble obtinguda de la lisi, mitjan¢ant la ressuspensié en
tampé de lisi i sonicaci6, es va filtrar i carregar en una columna d’afinitat HiTrap™ HP
de 5 ml (GE Healthcare). Lelucié es realitza amb un gradient de 10 a 500 mM
d’imidazol. Posteriorment es realitza una dialisi per eliminar la presencia d’'imidazol i
disminuir la concentracié de clorur de sodi fins a 300mM per permetre la digestié per
tallar la cua d’histidines mitjangant la proteasa TEV. La digesti6 es dugué a terme
durant 16 hores a 20°C i la relacié proteina:TEV optima fou 10:1. La cua d’histidines i
la 3D van ser separades mitjangant una altra columna HiTrap™, les fraccions
continents de la proteina de la qual van acabar-se de purificar mitjangant cromatografia
d’exclusié molecular (Superdex 200, GE Healthcare). La concentracié de la proteina va
requerir l'equilibrat de la membrana del concentrador (Amicon Ultra 10000MWCO,
MILLIPORE) amb 50mM d’arginina i 50mM de glutamina per evitar la seva adhesi6 a
la membrana. Es va concentrar fins a 10mg/ml i se n’analitza la puresa mitjangant SDS-

PAGE (Figura 55).
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Figura 55. Clonatge i purificaci6 de les 3D?*! ’EMCV WT i mutants M300V i 1304V.
(a) Esquema dels clons WT (gris), M300V (turquesa) i 1304V (vermell) amb les posicions
mutades marcades amb una estrella vermella. (b) Cromatograma de la segona HiTrap i de
(c) la Superdex200. (d) SDS-PAGE on es poden observar fraccions del pic de la HiTrap

(2,3) i I'eluit amb la TEV (4). Els carrils 5 i 6 contenen fraccions del pic de la
Superdex200 (c¢).

6.2.2.4 Les 3Drol M300V i 1304V d’EMCV
Els vectors dels mutants M300V i 1304V s’obtingueren mitjan¢ant mutagenesi puntual
dirigida a partir del vector amb la 3D* W'T clonada al laboratori del Dr. Frank M. van
Kuppeveld (Universitat Utrech, Utrech, Holanda). La purificacié de 3D mutants

segueix exactament el mateix procés que la WT (Figura 55a).
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6.2.2.5 La 3Dr°' S299T de CVB3
El constructe de la proteina S299T va ser obtinguda mitjangant la mutacié puntual del
constructe de la proteina WT al laboratori del Dr. Bruno Canard (AFMB-UMR,
Marsella, Franca) (Figura 54a). Les proves d’expressié en diferents soques d Escherichia
coli, temperatures i temps indicaren que les millors condicions per a 'expressié d’aquesta

proteina eren en Rosseta pLyS (DE3) a 20°C durant 15 hores.

La purificacié del mutant S299T és equivalent a la WT, pero en aquest cas fou
impossible eliminar els contaminants de la mostra, veure figura 56. Es repeti la columna
d’exclusié molecular al final de la purificacié obtenint el mateix resultat. La proporcié de
proteina a 52kDa respecte els contaminants, observada en analisi per SDS-PAGE, és

molt alta de manera que es decidi provar la cristal'litzacié malgrat la seva preséncia.
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Figura 56. Purificacié de la 3D?°' S299T. (a) SDS-PAGE corresponent a dues fraccions
corresponents al pic eluit de la HiTrap (1,2). (b) Cromatograma de la Superdex200 on
s’observa el pic eluit corresponent a la proteina. (¢) SDS-PAGE de dues fraccions del pic

de la Superdex200 on es pot observar la preséncia de residus de pes molecular més baix.

6.2.2.6 La 3Dr°! S298T de PV
Les proves d’expressié d’aquest plasmid en la soca BL21 (DE3) a 24°C per diferents
temps d’expressié indicaren que el més optim eren 15 hores. La purificacié de la
proteina inclou una precipitacié en sulfat amonic al 40% i dues columnes d’intercanvi

idnic: en primer lloc catidnic (SP HP Sepharose) i en segon anionic (Q_HP Sepharose),
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que serveix per acabar d’eliminar les poques impureses presents en I'eluent de la primera.
En ambdés casos el pic de proteina s’elueix al voltant d’una concentracié de 0,26M de
NaCl i, en analisi per SDS-PAGE, es pot veure que té un pes molecular de 52kDa.

S’obtenen 4mg per litre de cultiu de rendiment.
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Figura 57. Clonatge i purificacié de la 3D?°! S298T de PV. (a) Esquema del clon de la
3Dre! (verd fosc) amb la inteina (fcsia) i les posicions mutades marcades amb una
estrella vermella. (b) Cromatograma de les SP HP Sepharose (a dalt) i Q HP Sepharose (a
baix). (¢) SDS-PAGE on es poden observar fraccions del pic de la SP HP Sepharose i (d)
de la Q HP Sepharose.

6.2.3 Cristal'litzacié de la proteina

La concentracié de la proteina és un element critic en el procés de cristal'litzacié. En

general sera necessari concentrar la solucié de proteina obtinguda de la purificacié
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utilitzant concentradors de centrifuga amb una mida de porus en funcié del pes

molecular de la proteina en estudi.

Per cristal‘litzar una macromolécula és necessaria la formacié de nuclis cristal'lins a
partir d’'una solucié sobresaturada; aquest fenomen només succeeix en la fase de
nucleacié (Figura 58). Actualment existeixen diverses técniques que permeten explorar

les condicions optimes de cristal-litzacié.

Zona de
supersaturacié
Zona de precipitacié

eina >
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Concentracié de prot:

Zona no saturada ;
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Figura 58. Diagrama de fases dels diferents estats de saturacié d’'una solucié proteica en
funcié de les concentracions de proteina i de precipitants. La fletxa vermella indica el

recorregut que realitza la solucié de la gota de cristal-litzacié.

La cristal'litzacié de totes les proteines d’aquest treball s’ha dut a terme mitjangant el
meétode de difusié de vapor en gota asseguda. Aquest meétode consisteix en posar una
gota de solucié proteica mesclada amb igual o similar volum de solucié de cristal-litzacié
(generalment composta de tampd, sal i agent precipitant) d’entre 0.1-2pl en un pou

segellat on hi ha un diposit de solucié de cristal-litzacié d'1ml (Figura 59).
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A

Figura 59. Esquema de la gota asseguda en el métode de difusié de vapor.

La concentracié de sals i precipitants a la gota sera la meitat que la del reservori de
manera que, per adoptar un nou equilibri, el solvent de la gota s’anira evaporant.
Aquesta evaporacié augmentara progressivament la concentracié de proteina de manera
que, teoricament, s’exploraran diferents fases del diagrama amb l'objectiu d’arribar a la
fase de nucleacié on es puguin formar els nuclis cristal-lins. Es molt important controlar
tots els parametres que afecten a la difusié: I'aparicié de massa nuclis implica la formacié
de molts cristalls petits ja que competeixen entre ells per la proteina soluble disponible;

si no es formen nuclis, no creixen cristalls.

La mida de la gota, la solucié de cristal'litzacié, la concentracié de proteina i la
temperatura sén parametres que afecten a la difusié. Determinen la velocitat d’equilibri,
el temps requerit per I'aparicié de cristalls, que pot oscil'lar entre hores i mesos. La
solucié de cristal'litzacié pot contenir diferents tipus de sals i precipitants a una
concentracié determinada que promouen la formacié de nuclis. La concentracié de
proteina determina la quantitat de macromolécules disponibles, de manera que a més

concentracié més nuclis.

El pH, controlat per un tampé present a la solucié de cristal'litzacid, i la temperatura
també afecten la nucleacié. Per aixo, les plaques que contenen els pous segellats s6n
emmagatzemades a sales amb temperatura constant, 20, 16 o 4°C, de manera que tots
els elements participants de la difusi6 resten a la mateixa temperatura durant tot el
procés. La forma de la gota també és important. Per aixo, la superficie on es diposita la

gota és hidrofobica de manera que impedeix deformacions i desplagaments de la gota,
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controlant un factor més de la difusié. Shan d’evitar canvis bruscs en la temperatura i

vibracions, ja que poden ser determinants en l'aparicié de cristalls.

L’equilibri de tots els factors per afavorir el procés és absolutament necessari, qualsevol
excés o manca pot determinar l'aparicié de precipitat irreversible o 'abséncia de nuclis
restant la gota transparent. Per trobar les condicions idonies per cada proteina es
realitzen cribatges que exploren multiples combinacions de precipitants, com ara sals
(sulfats, fosfats, citrats...), precipitants (glicerol, polietilenglicol (PEG),...), alcohols
(isopropanol, metilpentendiol,...), i tampons (Tris, HEPES,...) que permeten ajustar el
pH. Aquest procés de cribatge es realitza en plaques de 96 pous amb volums de gotes de
100-200nl 1 90yl de reservori. La preparacié dels reservoris de les plaques i la disposicié
de gotes ho realitza un robot (TECAN: Freedom EVO 1001 Cartesian Microsys 4000 XL)
que manté unes condicions d’humitat per evitar I'evaporacié de les gotes abans de

segellar els pous.

Un cop una o varies condicions determinen I'aparicié dels primers cristalls es procedeix a
la optimitzacié: variacions llegueres de concentracions al voltant de la condicié de
cristal-litzacié inicial. L'objectiu de 'optimitzacié és obtenir cristalls de major qualitat.
El seglient pas consisteix en escalar les condicions a gotes més grans (1-2pl) en plaques

de 24 pous per tal d'augmentar la mida dels cristalls.

Es possible que la proteina no cristallitzi sota cap condicié testada. Pot ser degut a la
preséncia d’'impureses a la gota (de la mostra o les solucions de cristallitzacié) que
interfereixen en el correcte posicionament de les moleécules, necessari per formar el

cristall, o a les caracteristiques conformacionals i moleculars de la proteina.

6.2.4 Muntatge de cristalls i congelacié

Per poder difractar els cristalls s'extreuen de la placa mitjan¢ant un “/ogp”, barreta
metallica acabada en un llag de nilé suportada per un element imantat (“cap”), que
serveix també de suport per fixar el cristall en el gonidometre davant del feix de raigs X

(Figura 60).
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L’energia dels raigs X és molt perjudicial per a I'estabilitat del cristall de manera que,
quan hi incideixen, trenquen enllagos quimics i ionitzen els atoms. Aixo afecta, sobretot,
a les dades a alta resolucié que decauen rapidament durant la difraccié. Per reduir els
danys per radiacié s’utilitzen técniques de crio-cristal-lografia. La recollida de dades es
duu a terme a 100° K (-173°C) la qual cosa, pero, pot comportar la formacié de gel per
la congelaci6 del solvent que interfereix en la senyal obtinguda de difraccié (Jeruzalmi,
2007). Per evitar aquest fenomen es submergeixen els cristalls en una solucié
crioprotectora que consisteix en la solucié de cristallitzacié complementada amb un
agent crioprotector com el glicerol, I'etilenglicol o altres alcohols de baix pes molecular

(Helliwell, 2005).

Figura 60. Cristall de la 2B de HAV congelat en un /o0p de 0.025pum. Les irregularitats
que es poden observar en aquest cas sén degudes a la preséncia d’un tel important a la

gota de la que es va pescar el cristall.

6.2.5 Difraccié de raigs X

La cristal-lografia de proteines requereix raigs X d’alta energia per a obtenir resolucié a
nivell atomic. Per dur a terme els experiments de difraccié dels cristalls d’aquesta tesi
s’ha usat la radiacié sincrotré. Shan recollit dades a diferents sincrotrons europeus:
European Synchrotron Radiation Facility (ESRF, Grenoble), Alba Syncrothron Light
Facility (ALBA-CELLS, Barcelona) i Swiss Lightsource (SLS, Zurich) (Figura 61).
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Figura 61. Imatges dels sincrotrons utilitzats per les recollides de dades d’aquests

projectes. (a) ESRF, Grenoble, (b) ALBA-CELLS, Barcelona i (¢) SLS, Zurich.

En les fonts de llum sincrotrd, la desviacié de la trajectoria d’uns electrons accelerats fins
a energies elevades mitjancant imans genera una descarrega d’energia en direccié
tangencial al gir: els raigs X. A més, mitjancant un sistema Optic complex, s'aconsegueix
un feix monocromatic (una unica longitud d'ona) i colllimat (amb totes les ones

paral‘leles, en fase).

Per recollir les dades de difraccié tridimensionals, el cristall ha de poder ser difractat en
moltes direccions diferents. L’adaptacié, mitjangant I'iman del “cap”, del loop a un
goniometre permet collocar el cristall centrat al feix de radiacié i rotar mantenint-lo

sempre en l'area irradiada pel feix.

La dispersié es produeix quan els raigs X sén desviats de la seva trajectoria pel xoc amb
els atoms. No obstant, només es produeix difraccié quan els rajos dispersats tenen la
mateixa direcci6 i mateixa fase, de manera que es combinen i es reforcen (reflexié de
Bragg, figura 62). Aixi, en cada direccid, s’obté informacié de la disposicié dels atoms
que dispersen en fase. La rotacié del cristall permet obtenir dades de tots els atoms de la
macromolécula en el cristall, segons la simetria que presenti la xarxa cristal-lina caldran

més o menys graus de rotacié durant la recollida de dades.
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Figura 62. Llei de Bragg. En una condici6 tal que dos raigs incidents amb un angle 0 en
una xarxa cristal-lina siguin difractats per dos plans paral-lels a una distancia 2dsin@
multiple de la longitud d’ona (A), les ones interferiran constructivament i la senyal
mesurada es reforgara (Extreta de Center for Materials and Dewvices for Information

Technology Research, EEUU).

6.2.6 Recollida i processat de dades

Les difraccions del cristall es recullen mitjan¢ant detectors que digitalitzen la intensitat i
localitzacié de cada una d’elles en imatges anomenades difractogrames (Figura 63).
Entre el cristall i el detector es col'loca una vareta, anomenada beamstop, per evitar que
totes les reflexions que han travessat el cristall sense patir dispersié impactin amb el

detector (Figura 63b).
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Figura 63. Difractogrames de (a) 2B de HAV i (b) 3D?°! de CBV3. En els

difractogrames, els punts d’intensitat propers al centre corresponen a la baixa resoluc

i

6

i

els externs a I'alta resolucié. La banda blanca en (a) i la banda enquadrada en vermell en

(b) corresponen a 'ombra del beamstop que evita I'arribada dels raigs no difractats al

detector. En (b) s’hi representa la mascara de processament (vermell) del programa

o

MOSFLM i la mascara de resolucié a 2.9A (blau).

El processament de les dades, que inclou l'indexat i 'escalat, permet determinar els

i6 de totes

1naci

ir, per combi

tria del cristall i obten

ime

itatilas

tres de la cella un

parame

ha diversos

(Iiw, h, ki 1). Hi
en aquest cas l'indexat s’ha dut a terme

6

i coordenades de cada reflexi

imatges, la intensitat

les

programes que permeten fer aquests calculs,

i

mitjangant el programa XDS (Kabsch, 2010) o iMOSFLM (Leslie and Powell, 2007)

Leslie and Powell, 2007; “The CCP4 suite: programs

.
)

I'escalat amb Scala (Evans, 2006

for protein crystallography.,” 1994). Per avaluar la qualitat de les dades s'utilitzen

licitat i completesa. A

Ry, Rineas, I/, multip

Rmerge,

tics com

’

1S

diferents parametres estad

1

6 s'especifica la definicié del parametre R estadistic utilitzat en aquest treball

continuact

mostrat a la taula especifica de cada proteina.
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n
Xhki /mz;;l'lhkl,j - <Ihkl)|

R =
e Yonkt 2 Tnkrj

Figura 64. Férmula de Rncas. On la I és la intensitat observada i la <I> la intensitat
mitjana de totes les observacions de reflexions relacionades per simetria. La multiplicitat
es representa per n, de manera que aquest valor de R és independent de la redundancia

del grup de dades.

6.2.7 Resolucié de 'estructura tridimensional

Arribats a aquest punt, cal extreure de les intensitats obtingudes als difractogrames
(espai reciproc) una densitat electronica per cada coordenada (pyy, espai real) mitjangant

la Transformada de Fourier.

+00

p(xyz) = %Z |F(hkl) |e—27'l.'i [hx+ky +1z—¢ (hkl)]
hkl

—00

Figura 65. Transformada de Fourier. Funcié que relaciona la densitat electronica en una
punt determinat (x,y,z), espai real, amb el seus factors d’estructura (F(hkl)) i les seves

fases (0(hkl)), espai reciproc.

Les fases corresponents als factors d’estructura no es poden mesurar experimentalment.
Per la resolucié del problema de la fase s’utilitzen diversos metodes, segons les dades de
que es disposi, que permetran obtenir aquesta informacié i, finalment, definir la densitat

electronica per a resoldre 'estructura tridimensional.

En aquest treball s’han utilitzat dues metodologies diferents per obtenir la densitat

electronica: el reemplagament molecular i la dispersié anomala simple.

6.2.7.1 Reemplacament molecular
El meétode de reemplagament molecular (RM) s’ha utilitzat en el cas de les 3Dr! de
CVB3, EMCV i PV. En disposar d'una estructura tridimensional semblant a la

problema podem assignar les seves fases com a fases inicials a la nostra proteina. En
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primer lloc es posiciona la proteina model a la cella unitat del cristall mitjan¢ant

operacions de rotacié i translacid, seguidament, s’extrapolen les fases.

En el cas de la 3Dr' FEMCYV, s'utilitza com a model un model d’homologia, creat
mitjancant Swiss Model Server (Arnold et al., 2006; Peitsch, 1995), basat en l'estructura
de la polimerasa de FMDV, ja que tenen la maxima similitud de seqiiéncia. Pel RM
s'utilitza el programa Phaser (McCoy et al., 2007). Per les estructures de les 3D de
CVB3, PV i els mutants M300V i 1304V, com que les celles problema era gairebé
identiques a les dels models, un afinament de cos rigid amb Refmac5 va ser suficient per
trobar la solucié correcta (Murshudov et al., 1997). En aquest métode especific de RV,
les operacions de rotacié i/o translacié de tots els atoms que el formen es fa en bloc, pero

en un espai més reduit que en el cas de Phaser.

6.2.7.2 Dispersio anomala simple.
En el cas de no tenir cap model similar a la proteina problema, cal utilitzar altres
metodes que intenten deduir I'estructura a partir d'un nombre petit d’atoms i afrontar la
determinacié de fases per metodes directes o de Patterson. Sutilitzen atoms pesats que

tenen una dispersié andmala quan la longitud d’ona del raig es correspon a un dels seus

pics d’absorcid.

En el cas de la dispersié anomala simple, a partir d'un sol cristall, es recullen dades a la
longitud d’ona corresponent a l'absorcié de l'atom pesant, la qual cosa implica una
modificaci6 de la fase (Figura 66). L'efecte de la dispersié andomala es veu reflectit en el
patré de difraccié ja que es trenquen les parelles de Friedel. Les diferéncies en les
reflexions entre els difractogrames ens donaran informacié de les intensitats degudes als
atom pesats i, aplicant la funcié de Patterson, en podrem obtenir les posicions i les fases

d’aquests. D’aqui es podran extrapolar les fases de la proteina.
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Figura 66. El métode de la dispersié anomala simple. (a) Espectre d’absorcié del Seleni.
(b) Il-lustracié d’un experiment de SAD mitjan¢ant un diagrama d’Argand i una
construccié de Harker. S’assenyalen amb vectors els factors d’estructura dels atoms
lleugers (Fp) i d’aquests amb els dels atoms pesats (Fpu), la contribucié dels quals es
descompon en la component normal (Fuf") i 'andmala, sempre perpendicular a 'anterior
i positiva (Fuf”). La fase reversa de la parella de Friedel de Fpu (Fpu™*) permet extreure
les dues contribucions andomales de 'atom pesat (Fu, F'u*). Els factors d’estructura
generats tenint en compte la parella de Friedel anomala (F*pu, Fpu*) permet dibuixar els
cercles i determinar la fase dels factors d’estructura (Protein Crystallography Course,

Randy Read, University of Cﬂmbridge).

En el cas de la proteina 2B es va utilitzar el SAD per a resoldre la estructura ja que no hi
havia cap model disponible. En un principi s’intentda fer MR amb fragments de la
proteasa 2A de Rhinovirus (2HRV): el barril i la fulla beta. No obstant, els factor Z de

rotacié i translacié calculats amb el programa Phaser no eren acceptables en cap de les
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proves realitzades (McCoy et al., 2007). Com que no va funcionar, es van difractar
cristalls natius i derivats amb selenometionina. La longitud d’ona utilitzada per recollir
les dades dels derivat de SeMet va ser de 0.97A que coincideix amb la longitud d’ona

d’absorcié del seleni.

Per trobar les fases mitjancant el metode de dispersié anomala simple es va utilitzar
lautoSharp (Vonrhein et al., 2007). Inicialment es trobaren sis atoms de seleni la
localitzacié dels quals fou refinada i utilitzada per estimar les fases experimentals. La
figura de merit (FOM) permet avaluar la qualitat de les fases obtingudes mitjancant
SAD i el seu valor va de 0 a 1, sent a partir de 0.4 un valor acceptable. En el cas de 2B

s'obtingué una FOM de 0.4 per les reflexions acéntriques i 0.2 per les céntriques.

6.2.8 Modelat, refinament i validacié de I'estructura

A partir del mapa obtingut de les fases inicials s’inicia el tracat de la cadena
polipeptidica. Per la proteina 2B, inicialment es va situar una cadena de poli-alanines
mitjancant ARP/WARP (Vonrhein et al., 2007). En el cas de les 3D»! de CVB3, PV i
EMCYV, el refinament a partir de models existents de la polimerasa mitjan¢ant Refmac5

(Murshudov et al., 1997) situa la cadena polipeptidica.

Posteriorment, cal ajustar manualment l'estructura de tots els aminoacids de la proteina
als mapes de densitat electronica obtinguts. Aixd es duu a terme mitjan¢ant programes
grafics com Coot (Emsley and Cowtan, 2004). En el cas de la 2B, a partir de
lassignacié de les selenometionines, reconstruir la seqliencia aminoacidica sobre la
cadena de poli-alanines. Per les mutacions puntuals, caldra substituir per alanina el
residu que s’ha mutat per poder veure sense biaix la densitat resultant de les noves fases

experimentals.

Seguidament, es procedeix a fer diversos cicles de refinament automatic mitjangant
programes com Refmac5 (Murshudov et al., 1997) o Phenix (McCoy et al., 2007),
intercalats amb ajusts manuals amb el programa grafic Coot fins que el model s’ajusta de

la millor manera a la densitat electronica.
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En el cas d’haver cristal'litzat complexes de la proteina amb lligands, com és el cas de la
3Dr! de CVB3 amb GPC-N114, s’intentaran localitzar densitats electroniques no
justificades per la disposicié atomica de la proteina. En primer lloc, es realitza una cerca
automatica del lligand mitjangant Coot (Emsley and Cowtan, 2004) i es seleccionen
possibles llocs d’unié. Tot seguit, es realitzen cicles de refinament per veure com respon
el mapa a la densitat electronica assignada. Es poden realitzar mapes d’omissié (Omit
maps) en que selimina la preséncia de la molécula per intentar definir millor el seu

posicionament.

El procés de refinament també conta amb parametres estadistics que informen de com
el model s’ajusta a les dades experimentals i que normalment van millorant a mesura que
s'avanga en el procés de refinat: Ryom 1 Rvec.

Z |Fobs _ pcalc

R . = hkl|Thkl hkl
work — obs
2kl Fri

Figura 67. Férmula de Ryor. On les F°P i Fe¥¢ s6n els factors d’estructura deduits de les
intensitats mesurades i calculats del model, respectivament. L’Ryc. és igual a Ry perd

calculat amb un 5% de reflexions escollides aleatoriament i no utilitzades pel refinament.

Ldltim pas consisteix en fer una validacié del model segons diferents parametres
estereoquimics (distancies atomiques i angles d’enllag) i vibracionals (factors teérmics
atomics) que han d’estar dins un rang de valors acceptable. Aquesta validacié s’ha dut a

terme mitjangant el programa Molprobity (Chen et al., 2010).

6.3 METODES COMPLEMENTARIS

6.3.1 Prediccié d’hélixs transmembrana

En el cas de la poliproteina 2AB s’introdui la seqiéncia completa del fragment en
diferents servidors de predicci6: TMHMM v2.0 (Krogh et al., 2001), TMPred
(Hofmann and Stoffel, 1993) i SOSUI (Hirokawa et al., 1998). La comparacié dels
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resultats revela que no eren completament coincidents, de manera que es procedi a un
analisi comparatiu per extreure la conclusié basada en la coincidencia de prediccié dels

diferents servidors.

6.3.2 Alineament estructural de proteines

Sovint és d’intereés fer una comparacié de dues proteines segons 'estructura secundaria i
terciaria en comptes de basar-la en la seqiiéncia nucleotidica o aminoacidica. Per aquesta
finalitat, en aquest treball s’han utilitzat el programa SHP (Rossmann and Argos, 1975;
Stuart et al., 1979) i les eines SSM Superpose i SHM Superpose de COOT (Emsley and
Cowtan, 2004).

6.3.3 Assajos d’activitat de les 3Dpol i del GPC-N114

Els assajos d’activitat de les polimerases i els assajos d’activitat antiviral del compost
GPC-N114 es dugueren a terme als laboratoris del Dr. Bruno Canard (AFMB-UMR,
Marsella, Franga) i del Dr. Frank M. van Kuppeveld (Universitat Utrech, Utrech,
Holanda)
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6.4 TAULES DE PROTOCOLS ESPECIFICS

Proteina Vector expressi6 Soca bacteriana Temps d'inducci6 (hores) Temperatura d'induccié (°C)
2B HAV pTYB1 (New England Biolabs) BL21 (DE3) 17 12
3Dr! CBV3 pDestl4 (Invitrogen) Rosetta (DE3) pLysS 15 20
3D CBV3 S299T pDestl4 (Invitrogen) Rosetta (DE3) pLysS 15 20
3Dr! PV S298T pET26Ub BL21 (DE3) 15 20
3D EMCV pETG-20A (Invitrogen) Rosetta (DE3) pLysS 16 20
3D EMCV M300V pETG-20A (Invitrogen) Rosetta (DE3) pLysS 16 20
3D EMCV WI304V pETG-20A (Invitrogen) Rosetta (DE3) pLysS 16 20

Taula 12. Condicions optimes d’expressié de les proteines incloses en aquest treball.



Proteina Pas1 Pas 2 Pas 3 Pas 4 Rendiment
3DrlcBYV3  CRafinitat  A:50mM Tris pH8, 300mM  Dialisi 20mM Tris pHS, CR Exclusié 20mM Tris pHS, 10mg/L
WT Ni2+ NaCl, 10mM Imidazol 600mM NaCl, 15%  Molecular 600mM NaCl, 15%
(HisTrap B:50mM Tris pH8, 300mM Glicerol, 0.5mM (Superdex200)  Glicerol, 0.5mM TCEP
HP) NaCl, 500mM Imidazol TCEP
3DrlcBv3  CRafinitat  A:50mM Tris pH8, 300mM  Dialisi 20mM Tris pHS, CR Exclusi6 20mM Tris pHS, 10mg/L
S299T Ni2+ NaCl, 10mM Imidazol 600mM NaCl, 15%  Molecular 600mM NaCl, 15%
(HisTrap B:50mM Tris pHS8, 300mM Glicerol, 0.5mM (Superdex200)  Glicerol, 0.5mM TCEP
HP) NaCl, 500mM Imidazol TCEP
3Drol py Precipitacié  40% Sulfat Amonic CR bescanvi A:25mM HEPES CR bescanvi A:25mM HEPES 4mg/L
S298T Sulfat cationic (SPHP  pHS.5, 0,01M NaCl, anionic(QHP  pHS8.5, 0,01M NaCl,
Amonic Sepharose) 15% glicerol, 0.1lmM  Sepharose) 15% glicerol, 0.1mM
EDTA, 2mM DTT EDTA, 2mM DTT
B: 25mM HEPES B: 25mM HEPES
pHB8.5, 1M NaCl, pH8.5, 1M NaCl, 15%
15% glicerol, 0.1mM glicerol, 0.1mM EDTA,
EDTA, 2mM DTT 2mM DTT
3DPIEMCV CRafinitat  A:50mM Tris pHS, 500mM  Digestié 1mg TEV/10 mg CR afinitat A:50mM Tris pHS, CR Exclusié 50mM Tris pH8, 500mM  18mg/L
WT Ni2+ NaCl, 10mM Imidazol, 10% proteina (dialisi per Ni2+ (HisTrap  500mM NaCl, 10mM Molecular NaCl, 10mM Imidazol,
(HisTrap glicerol, 1mM DTT baixar la HP) Imidazol, 10% glicerol, (Superdex200)  10% glicerol, ImM DTT,
HP) B:50mM Tris pH8, 500mM concentracié de 1mM DTT 50mM Arginina, 50mM
NaCl, 500mM Imidazol, NaCl a 300mM) B:50mM Tris pHS, Glutamina

10% glicerol, 1mM DTT

500mM NaCl, 500mM
Imidazol, 10% glicerol,
1mM DTT




3DrlEMCV
M300V

3Dl EMCV
WI304V

2B HAV

CR afinitat
Ni2+
(HisTrap
HP)

CR afinitat
Ni2+
(HisTrap
HP)

Afinitat:
resina de

quitina

A:50mM Tris pH8, 500mM
NaCl, 10mM Imidazol, 10%
glicerol, 1mM DTT
B:50mM Tris pHS8, 500mM
NaCl, 500mM Imidazol,
10% glicerol, 1mM DTT

A:50mM Tris pHS8, 500mM
NaCl, 10mM Imidazol, 10%
glicerol, 1mM DTT
B:50mM Tris pHS8, 500mM
NaCl, 500mM Imidazol,
10% glicerol, 1mM DTT

A:20mM HEPES pH8.5,
500mM NaCl, ImM EDTA
B:20mM HEPES pHS.5,
500mM NaCl, ImM EDTA,
50mM DTT

Digestié

Digesti6

CR Exclusié
Molecular
(HiPrep 16/60
Sephacryl S-
100 HR)

1mg TEV/10 mg
proteina (dialisi per
baixar la

concentracié de

NaCl a 300mM)

1mg TEV/10 mg
proteina (dialisi per
baixar la
concentracié de

NaCl a 300mM)

20mM HEPES
pHS.5, 500mM
NaCl, 1mM EDTA,
5mM DTT

CR afinitat
Ni2+ (HisTrap
HP)

CR afinitat
Ni2+ (HisTrap
HP)

A:50mM Tris pHS,

500mM NaCl, 10mM
Imidazol, 10% glicerol,

1mM DTT
B:50mM Tris pHS,

500mM NaCl, 500mM
Imidazol, 10% glicerol,

1mM DTT
A:50mM Tris pHS,

500mM NaCl, 10mM
Imidazol, 10% glicerol,

1mM DTT
B:50mM Tris pHS,

500mM NaCl, 500mM
Imidazol, 10% glicerol,

1mM DTT

CR Exclusié
Molecular
(Superdex200)

CR Exclusié
Molecular
(Superdex200)

50mM Tris pH8, 500mM
NaCl, 10mM Imidazol,
10% glicerol, 1mM DTT,
50mM Arginina, 50mM

Glutamina

50mM Tris pHS8, 500mM
NaCl, 10mM Imidazol,
10% glicerol, 1mM DTT,
50mM Arginina, 50mM

Glutamina

Taula 13. Protocols de purificacié de les proteines incloses en aquest treball. CR: cromatografia d’afinitat.

15mg/L

18mg/L



Condicions de cristal-litzacié

Proteina
3D CBV3WT
3Dr! CBV3 S299T
3D PV S298T
3DP'EMCV WT

3Dr! EMCV M300V

3D EMCV 1304V

2B HAV

Tampé
50mM Tris pH7.5
50mM Tris pH7.5
100mM Cacodilat pH7.1

50mM Tris pH8.0
100mM acetat de sodi pH 4.6

50mM Tris pH8.0
100mM acetat de sodi pH 4.6

100mM MES pH6.0

Sal
1.29M sulfat amonic
1.29M sulfat amonic
2.2M d’acetat sodic
2M NaCl
4M acetat d’amoni
2M NaCl
4M acetat d’amoni

1.26M sulfat

d'amoni

Precipitant
24.5% (w/v) glicerol
24.5% (w/v) glicerol

2mM DTT

10% PEG 6K

10% PEG 6K

Temperatura (°C)

20

20

20

4

20

4
20

20

Taula 14. Condicions de cristal-litzaci6 de les proteines incloses en aquest treball
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GLOSSARI

3Dpol
ADN
ARN
ATP
BGM
BVDV
C-terminal
CRE
CVB3
dNTP
DdDP
DdRP
DTT
EDTA
elF4G
EMCV
EV71
FMDV
FRET
FrhK-4
GuaHCI1
HAV
HCV
HEV-C
HR
HRVx
IFN-B
IRF-3
IPTG
IRES
MAVS
MDA-5
MES
MOI

Polimerasa 3D

Acid desoxiribonucleic

Acid ribonucleic

Adenosina 5’ trifosfat

Cél'lules de rony6 de Chlorocebus sabaeus
Virus de la diarrea bovina

Carboxil terminal

Element en cis de la replicacié

Virus Coxsackie B3

Desoxiribonucleotid trifosfat

ADN polimerasa dependent ’ADN

ARN polimerasa dependent ’ADN
Ditiotretiol

Etilé di-amina tetracetat

Factor d’iniciacié de la transcripcié eucariotica 4G
Virus de I'encefalomiocarditis

Enterovirus 71

Virus de la febre aftosa

Transferéncia d’energia de ressonancia Foster/Fluorescéncia
Cel'lules de rony6 de fetus de Macaca mulatta
Clorur de guanidini

Virus de 'hepatitis A

Virus de I'hepatitis C

Enterovirus huma C

Regié hidrofobica

Rhinovirus huma de serotip x

Interfer6 beta

Factor regulador 3 d’interferé
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosid

Lloc intern d’entrada del ribosoma

Proteina de senyalitzacié antiviral del mitocondri
Gen 5 associat a la diferenciacié de melanoma
Acid 2-(N-morfolino)etansulfonic

Multiplicitat d’infeccié
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NNI
N- terminal
NTP
ORF
PCR
PDB
PV
PEG
RHDV
fNTP
RIG-I
RdDP
RdARP
SA
SAFV
SDS
SeMet
TBK1
TEV
uTp
UTR
VPg

Inhibidor no analeg a nucledsid
Amino terminal

Nucleotid trifosfat

Pauta de lectura oberta

Reaccié en cadena de la polimerasa
Base de dades de proteines
Poliovirus

Polietilenglicol

Virus de la malaltia hemorragica dels conills

Ribonucleotid trifosfat

Gen induible 1 de l'acid retinoic
Polimerasa ’ADN dependent ’ARN
Polimerasa I’ ARN dependent ’ARN
Sulfat amonic

Virus Saffold

Dodecilsulfat

Seleni-metionines

Quinasa d’unié a Tank

Proteasa del virus jaspejat del Tabac
Uridina 5’ trifosfat

Regi6 no traduida

Proteina del genoma viric

NOMENCLATURA AMINOACIDS

A (Ala) Alanina

C (Cys) Cisteina

D (Asp) Acid aspartic
E (Glu) Acid glutamic
F (Phe) Fenilalanina
G (Gly) Glicina

H (His) Histidina
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I (Ile) Isoleucina

K (Lys) Lisina

L (Leu) Leucina

M (Met) Metionina
N (Asn) Asparagina
P (Pro) Prolina
Q_(GIn) Glutamina

R (Arg) Arginina
S (Ser) Serina

T (Thr) Treonina
V (Val) Valina
W (Trp) Triptofa
Y (Tyr) Tirosina



