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RESUMEN

Esta tesis se centra en investigar la topologia y las etapas iniciales de la biogénesis del
Dominio | (DI) del canal de sodio NALCN humano y la proteina no estructural NSP4 del
SARS-CoV-2.

NALCN desempefia un papel clave en el sistema nervioso central, habiéndose vinculado
algunas mutaciones a trastornos del neurodesarrollo, como el sindrome CLIFAHDD.
Recientemente se ha resuelto la estructura de NALCN confirmando que contiene cuatro
dominios estructurales (dominios I-1V), y cada uno de ellos esta formado por seis
segmentos transmembrana (TM) (S1-S6). Es importante destacar que un tercio de las
mutaciones relacionadas con el sindrome CLIFAHDD ocurren en el DI, siendo éstas
especialmente abundantes en su hélice TM S6. En esta tesis nos centramos en
investigar la topologia y las etapas iniciales de la biogénesis del DI de NALCN en
membranas bioldgicas. Descubrimos que, aunque la primera region hidrofobica
direcciona la proteina a la membrana, hasta que no aparece el S3, la proteina no se
inserta adecuadamente en ella. Por otro lado, exploramos experimentalmente y por
simulaciones de dinamica molecular el impacto de las mutaciones CLIFAHDD descritas.
Los resultados muestran que estas mutaciones no afectan a la insercion de S6 en la
membrana. Sin embargo, observamos que algunas mutaciones modifican la flexibilidad
y las interacciones entre los residuos de una region de S6 responsable de la apertura
del canal, mientras que otras mutaciones provocan la reorganizacion de residuos en la
membrana. Todos estos cambios a nivel estructural podrian a su vez generar
alteraciones en la funcionalidad de NALCN.

La proteina no estructural 4 (NSP4) del SARS-CoV-2 juega un papel crucial en los
reordenamientos de membrana y la formacién de vesiculas de doble membrana que son
esenciales para la sintesis y replicacion eficiente del RNA viral. Debido a las
inconsistencias encontradas en las predicciones computacionales, en esta tesis hemos
abordado la caracterizacién estructural de la proteina, con el objetivo de determinar su
topologia, el numero de segmentos TM y las posibles modificaciones co- y/o post-
traduccionales. Observamos que al expresar individualmente la proteina NSP4 en
células humanas, ésta se integra en la membrana co-traduccionalmente como una
proteina politdpica y delimitamos, ademas, la posicion de las regiones TM. Por otro lado,
hemos descubierto que su primera region hidrofébica es reconocida como secuencia
sefial “criptica” y procesada parcialmente por el complejo peptidasa (SPC) en diferentes
lineas celulares. Y, por ultimo, demostramos que la diana de glicosilacién no candnica
de la NSP4 no es modificada en células humanas. Globalmente, nuestro estudio
proporciona informacion valiosa sobre las caracteristicas estructurales de NSP4 del
SARS-CoV-2 y puede abrir nuevas vias para reducir la capacidad infectiva del virus
inhibiendo el procesamiento de la proteina.
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ABREVIATURAS

CHOL/ch: colesterol.

CL: cardiolipina.

CLIFAHDD: contracturas congénitas de
extremidades y cara, hipotonia y
retraso del desarrollo.

CLTM: sistema transmembrana de la
cadena ligera de la inmunoglobulina
Ct: extremo C-terminal.

DGIcDAG: di-glucosil-diacil-glicerol.
ECL.: loop o bucle extracelular.

EMD: dominio extramembranoso.
ERG: ergosterol.

FS: filtro selectivo del canal i6nico
GPCR: receptor acoplado a proteina G.
Hek293T: células embrionarias de rifidén
humano 293.

IHPRF: hipotonia infantil con retraso
psicomotor y caracteristicas faciales.
IMP: proteina integral de membrana
lacZa: gen codifica el fragmento a de la
B galactosidasa.

LB: Medio Luria-Bertani.

LPG: lisil-fosfatidilglicerol.

MD: Dinamica molecular

ME: membrana externa bacterias.

MI: membrana interna bacterias.

Nt: extremo N-terminal.

NALCN: canal no selectivo de flujo de
sodio.

NAR: actividad relativa normalizada.
OMIM: Herencia mendeliana en linea
del hombre.

ONPG: orto-nitrofenil-B-D-galactosido.
ORF: marco de lectura abierto.

OST: Oligosacaril transferasa

PC: fosfatidilcolina.

PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa.

PD: dominio del poro del canal idbnico
PDB: Banco de datos de proteinas.
PE: fosfatidiletanolamina.

PEI: Polietilenimina.

PG: fosfatidilglicerol.

phoA: gen codifica fosfatasa alcalina.
PI: fosfatidilinositol.

PL.: fosfolipidos.

pPNPP: p-nitrofenil fosfato.

POPC: 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine.
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PP: proteina periférica.

PS: fosfatidilserina.

RE: Reticulo endoplasmico.

Red Gal: 6-cloro-3-indolil-3-D-
galactosido.

RER: reticulo endoplasmatico rugoso.
RNAg: ARN gendmico.

RNAm: acido ribonucleico mensajero.
RNAr: acido ribonucleico ribosomal.
RNAsg: ARN sub-gendmico.

RNC: Complejo cadena naciente-
ribosoma
SARS-CoV-2: Coronavirus 2 del

Sindrome Respiratorio Agudo Severo.
SM: esfingomielina.

SNP: sitios de polimorfismo de un solo
nucledétido.

SP: Péptido senal

SR: SRP receptor

SRP: Particula de reconocimiento de
sefal.

TM: transmembrana.

TRAM: proteina asociada a la cadena
de translocacion.

TRAP: Proteina asociada al translocon
DMV: vesiculas de doble membrana.
VSD: dominio sensor de voltaje.

X-Pho: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
fosfato.



NOMENCLATURA DE AMINOACIDOS

Acido aspartico - Asp - D
Acido glutamico - Glu - E
Alanina - Ala - A
Arginina - Arg - R
Asparragina - Asn - N
Cisteina- Cys - C
Fenilalanina - Phe — F
Glicina-Gly - G
Glutamina - GIn - Q
Histidina - His - H
Isoleucina - Iso - |

Lisina - Lys — K
Metionina - Met - M
Prolina - Pro - P

Serina - Ser - S

Tirosina - Tyr-Y
Treonina - Thr-T
Triptofano - Trp - W
Valina - Val - V

X: cualquier aminoacido.
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I.1. Membranas biolégicas

Las membranas bioldgicas estan constituidas principalmente por lipidos y proteinas
organizados estructuralmente, de forma simplificada, segun el modelo del mosaico
fluido (Singer y Nicolson, 1972). Esta estructura lipoproteica rodea a las células de todos
los organismos vivos, procariotas, arqueas y eucariotas, representando una barrera
fisica que las protege de moléculas extrafas y cumple diferentes funciones como la
regulacion del transporte de iones, la endocitosis mediada por receptores, la sintesis de
componentes de la membrana, la secrecion de sustancias toxicas, la sintesis de ATP, el
transporte de electrones, la transduccién de sefales, diversas reacciones enzimaticas,
comunicacion intercelular, sefalizacion celular, entre otras (Jelokhani-Niaraki et al.,
2023). El componente lipidico de la membrana esta compuesto por dos monocapas de
lipidos (bicapa lipidica) en la que pueden diferenciarse dos regiones, un nucleo
hidrofdbico y dos interfases polares (Figura 1), cuyas dimensiones fueron calculadas
usando un modelo lipidico de dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) (Wiener y White, 1992).

Grupos de
cabezas
polares

. = Interfase 15 A

Nucleo hidrofébico de

Colas
™ lamembrana 30 A

hidrofébicas

Grupos de
cabezas

polares - Interfase 15 A

Figura 1. Membranas biolégicas. Los fosfolipidos con sus grupos de cabezas polares y colas hidrofébicas
son los componentes mas abundantes en la membrana. La longitud de las colas hidrocarbonadas determina
el grosor del nucleo hidrofébico de la membrana que normalmente es de unos 30 A y el tamafio de los
grupos de las cabezas polares a cada lado del nicleo es de alrededor de 15 A, dandole a la bicapa
(anaranjado y verde) un grosor aproximado de 60 A.

El componente proteico de la membrana esta compuesto principalmente por proteinas
integrales (atraviesan el nucleo hidrofébico) y periféricas (no atraviesan el nucleo
hidrofébico) (Figura 2). Estas ultimas permanecen en la superficie de la membrana
interactuando con los grupos de las cabezas polares de los lipidos o adheridas a otras
proteinas de membrana. Por su parte, las proteinas integrales de membrana (IMP),
ajustan la longitud de sus dominios transmembrana (TM) con el grosor de la bicapa. Un
desajuste entre ambos provoca el desplazamiento lateral de la proteina, la agregacién

de proteinas, la inclinacién y/o el empaquetamiento entre segmentos TM o el ajuste de
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la bicapa mediante deformacién lipidica (Grau et al., 2017; Harayama y Riezman, 2018).
Asimismo, se ha comprobado que la presion lateral de la membrana (por los grupos de
sus cabezas polares y de las cadenas hidrofobicas) ejerce diversas fuerzas sobre las
IMP, habiéndose sugerido que afecta a su funcién, localizacién y conformacion (Lee,
2011).

Figura 2. Proteinas de membrana. En la bicapa lipidica (BL) encontramos proteinas periféricas de
membrana (PP), las cuales no atraviesan el ndcleo hidrofébico; y proteinas integrales de membrana
(IMPs) que atraviesan el nucleo hidrofébico.

Los fosfolipidos de membrana son moléculas anfipaticas con grupos de cabeza
hidrofilica (que contienen fosfatos) y colas hidrocarbonadas hidrofébicas (acidos
grasos). En un medio acuoso se organizan espontaneamente en una bicapa con los
grupos polares orientados hacia el medio acuoso y las colas hidrofébicas de cada
monocapa asociandose entre ellas, evitando el contacto con el agua. Esto se debe a
que las cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos no pueden formar puentes de
hidrogeno con el agua; sino que establecen entre ellas interacciones de van der Waals
(Casares et al. 2019). La estructura, abundancia y tipo de lipidos de membrana
dependen del organismo, del organulo e incluso de la monocapa (Sanders et al. 2018),
y sus propiedades electrostaticas y mecanicas estan determinadas por dos factores. El
primero de estos factores es el tamano y la carga del grupo que constituye la cabeza
polar de los lipidos que puede estar cargado y ser catidnico (O-lisil-fosfatidilglicerol) o
aniénico (fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol
(P1); o neutro (diglucosildiacilglicerol (DAG)) o zwitteridnico (fosfatidilcolina (PC) y
fosfatidiletanolamina (PE)). El segundo factor es, la longitud y grado de insaturacién de
las cadenas hidrocarbonadas de sus acidos grasos. En la membrana plasmatica de
bacterias, tanto Gram negativas como Gram positivas, predominan PE, PG y CL (Raetz
y Dowhan 1990), mientras que las membranas plasmaticas de células de mamiferos
son bicapas lipidicas que contienen cuatro fosfolipidos mayoritarios: PC, PE, PS y
esfingomielina (SM); los cuales se distribuyen asimétricamente entre las dos
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monocapas, siendo los lipidos anidnicos mas abundantes en la monocapa
citoplasmatica y generando una carga neta negativa en la cara citosélica. Las células
eucariotas presentan un rico sistema de endomembranas en el que destaca el reticulo
endoplasmico (RE). El RE rugoso tiene sus membranas cubiertas por ribosomas unidos
al complejo multiproteico denominado translocén, a través del cual se realiza la insercién
o translocacion de proteinas integrales de membrana y de secrecion, respectivamente.
En la membrana del RE predomina principalmente la PC (Tabla 1) (Casares et al., 2019;
Van Meer et al., 2008).

Tabla 1. Composicion lipidica de membranas celulares. Fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol
(PG), fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI), cardiolipina (CL), colesterol (Ch),
esfingomielina (SM). Porcentajes del total de lipidos en la membrana (Harayama y Riezman, 2018).
Cuando la composicion de lipidos no sea igual al 100%, el resto de lipidos menos frecuentes se han
omitido.

Membrana PE | PG | PC | PS PI CL Ch | SM
Membrana plasmatica

de E. coli 70-75(20-25| O 0 0 5-10 0 0
Membrana plasmatica

de eucariotas 11 0 23 8 0 0 34 17

RE 20 0 54 0 11 0 8 0

I.2. Proteinas de las membranas bioldgicas

Ademas de los lipidos encontramos como componente principal de las membranas
biolégicas a las proteinas de membrana cuya importancia radica en su diversidad de
funciones y en su abundancia celular. Se estima que el 20-30% de los genes de los
organismos secuenciados codifican proteinas de membrana (Krogh et al., 2001; Wallin
y von Heijne, 1998). Ademas, desde el punto de vista farmacéutico también son muy
importantes, ya que mas de la mitad de las dianas farmacolégicas de nuestro arsenal
terapéutico son proteinas de membrana (Hopkins y Groom, 2002; Russell y Eggleston,
2000). Como mencionamos anteriormente, las proteinas de membrana se pueden
integrar en la estructura de la bicapa lipidica o simplemente se pueden asociar con un
componente lipidico o proteico a su superficie. Por su parte, las proteinas integrales de
membrana pueden subdividirse en bitopicas y politopicas, dependiendo del niumero de
veces que atraviesan el nucleo hidrofébico de la membrana. Se denominan bitdpicas
aquellas que presentan una sola regiéon transmembrana (TM), y politdpicas a aquellas
que presentan dos o mas segmentos TM (Figura 3), siendo mas numerosas estas

ultimas (Allen et al., 2019; Overduin et al., 2023).
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Figura 3. Proteinas
integrales de las
membranas biolégicas. Las
IMPs se subdividen en
bitopicas (celeste) que
atraviesan el nucleo
hidrofébico una sola vez y
politépicas  (morado) que
atraviesan el nucleo
hidrofébico mas de una vez.

Bitopica Politépica

Clasificacion de las proteinas integrales de membrana

Las proteinas integrales de membrana (IMP) tanto bitépicas como politépicas se pueden
clasificar en proteinas de tipo | (tienen péptido sefal escindible en el extremo N-
terminal), tipo Il (con N- terminal orientado al citosol) o tipo Il (sin péptido sefial
escindible y con su N-terminal corto extracitoplasmatico) (Figura 4). Ademas, las
proteinas bitopicas que tienen su segmento TM préximo al extremo C-terminal se
conocen como TA (tail anchoring) (C-terminal corto extracitoplasmatico) (Figura 4)
(Hegde y Keenan, 2022).

Bitépicas Politépicas

{Tipo | Tipo Il Tipo lll TA | { Tipo | Tipo Il Tipo 1l |
Digestion C

i ‘ N & N
Péptido

sefal
C N C N N

Citosol

Figura 4. Clasificacion de las proteinas integrales de membrana. Aproximadamente el 46% de las
proteinas integrales de membrana son bitdpicas y el 54% politdpicas en humanos. En el esquema se
muestra los segmentos TM (rojo) y el péptido sefial (azul). N y C indican los extremos N-terminal y C-
terminal, respectivamente. Adaptado de Hegde y Keenan, 2022.
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Estructura de las proteinas integrales de membrana

Las proteinas estan constituidas por aminoacidos unidos por enlaces peptidicos entre
sus grupos a-carboxilo y a-amino. Este enlace covalente tiene un caracter parcial de
doble enlace que restringe su rotacién y le confiere planaridad (Pauling, 1960),
permitiéndole unicamente libertad de rotacion alrededor de los enlaces N-Ca y Ca -CB,
lo que da lugar a angulos de torsion o diédricos phi (¢) y psi (W) respectivamente, que
permiten a la cadena polipeptidica adoptar diferentes conformaciones. Los angulos de
torsion en proteinas (¢ y W) pueden tener cualquier valor entre -180° y +180°. Sin
embargo, ciertos valores de ¢ y W estan prohibidos porque podrian provocar choques
estéricos entre los atomos presentes en el esqueleto polipeptidico, asi como entre las
cadenas laterales de los aminoacidos (van der Wel, 2021). Por otra parte, el enlace
peptidico se caracteriza por adoptar la conformacion trans en la que los carbonos-a (Cq)
de los dos aminoacidos que forman el enlace peptidico apuntan en direcciones opuestas
(Golden et al., 2017; Zacharias et al., 2013).

Debido a la polaridad del enlace peptidico, el esqueleto polipeptidico de las proteinas
de membrana debe adoptar en las regiones embebidas en la membrana conformaciones
o estructuras secundarias (locales) estabilizadas por interacciones por puentes de
hidrogeno que minimicen su polaridad y que les permitan atravesar de forma
termodinamicamente estable el nucleo hidrofébico de la membrana. De las estructuras
secundarias que se han descrito en proteinas de membrana, destacan principalmente
las hélices a y la hoja B plegada, si bien también se pueden encontrar hélices Ty 31,
aunque con mucha menos frecuencia. Asi pues, las proteinas de membrana se pueden
clasificar segun la estructura en su region TM como helicoidales o como barriles beta,
estas segundas s6lo se han observado en membrana externa procariotica, mitocondrial
y cloroplastica, siendo las proteinas de membrana helicoidales las absolutamente
mayoritarias y las que son objeto de estudio en la presente tesis, por lo que se describen

brevemente a continuacion.

La conformacion en hélice a es la mas abundante en proteinas en general y también en
las proteinas de membrana. Estas hélices tienen 3,6 residuos por vuelta y 13 atomos en
una vuelta del esqueleto polipeptidico, por lo que se denominan hélices 3,643 (Tabla 2),
se estabilizan por puentes de hidrégeno entre los grupos NH i+ 4-C=0;, y los valores de
sus angulos diedros (¢, W) son aproximadamente -57° y -47° (Kendrew et al., 1958;
Pauling et al., 1951). La segunda estructura helicoidal relevante para la presente tesis
es la hélice 1T 0 4,4+6. Este tipo de hélices tienen generalmente una longitud de 5 a 18
residuos, presentan 4,4 residuos y 16 atomos por vuelta del esqueleto peptidico, y estan
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estabilizadas por puentes de hidrogeno entre los grupos NH  + 5-C=0; Ademas de los
enlaces de hidrégeno intrahelicoidales, las hélices 1 también se estabilizan mediante
otras interacciones interhelicoidales y muestran distintas preferencias por residuos
especificos (Xie et al., 2020; Kumar y Bansal, 2015). Por otra parte, sus angulos de
torsion presentan valores variables en diferentes proteinas (Tabla 2) (Kumar y Bansal,
2015; Fodje y Al-Karadaghi, 2002). La mayoria de las hélices 1 se encuentran junto a
hélices a en las proteinas de membrana causandoles distorsion (Kumar y Bansal, 2015)
y a menudo estan implicadas en la formacion del centro activo de algunas enzimas
(Medlock et al., 2007) o en la apertura de canales TM transportadores de iones (Xie et
al., 2020, McGoldrick et al., 2018; Zubcevic et al., 2019), como el estudiado en la

presente tesis.

Tabla 2. Parametros geométricos de las hélices a y 1. Los valores de los rotameros ¢ y W son la
media y desviacion estandar (entre paréntesis) de 659 hélices  y 25,368 hélices a asignados por
ASSP (Assignment of Secondary Structure in Proteins). Datos obtenidos de Kumar y Bansal, 2015.

Tipo de NuUmero de
estructura Residuos/vuelta | a&tomos/vuelta o (9) Y(°)
Hélice a (3.613) 3.6 13 —63.3 (20.2) | —44.7 (14.9)
Hélice 1T (4.416) 4.4 16 —81.2 (20.7) | —=37.5 (22.6)

Las hélices TM adaptan su longitud a las dimensiones y limitaciones de las membranas
biolégicas, mientras que las hélices de proteinas solubles son generalmente mas cortas
porque no tienen las restricciones del entorno impuestas por la membrana (Baeza-
Delgado et al., 2013). Estos dominios TM estan en contacto con el interior hidrofébico
de la membrana y no solo sirven de anclaje a la misma, sino que también realizan
funciones bioldgicas especificas (Cheng W. y Li W., 2014; Zhou et al., 2012). Ademas
de los dominios TM en las proteinas integrales de membrana hay regiones expuestas al
entorno acuoso denominadas dominios extramembranosos (EMD). Los EMD tienen
propiedades estructurales similares a las proteinas solubles y algunos presentan
funciones biolégicas independientes de los dominios TM, como el sitio de hidrdlisis de
ATP en la ATPasa (bomba Na/K), o los péptidos de fusidon presentes en glicoproteinas
de virus con envuelta lipidica como gp41 del virus influenza y de la proteina S del SARS-
CoV-2 (Ohta et al., 1986; Zhang et al., 2022).
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Composicion y distribucion de aminoacidos en las IMP

Los segmentos TM de las proteinas de membrana presentan, ademas de estructura
secundaria en su esqueleto polipeptidico, aminoacidos generalmente hidrofébicos con
cadenas laterales compatibles con el nucleo hidrofébico de la bicapa lipidica. La baja
presencia de aminoacidos cargados en los segmentos TM hace que su insercién en la
bicapa lipidica sea termodinamicamente favorable. Los aminoacidos con cadena lateral
alifatica valina (V), isoleucina (1), glicina (G), fenilalanina (F), alanina (A), leucina (L) son
abundantes en las hélices TM de las proteinas integrales de membrana, mientras que
los aminoacidos polares y cargados a pH fisiolégico como aspartico (D), glutamico (E),
lisina (K). arginina (R) o histidina (H), son menos frecuentes (Baeza-Delgado et al., 2013;
Punta et al., 2013). Asimismo, la figura 5A muestra que en el centro hidrofébico hay una
abundancia relativa de los aminoacidos hidrofébicos y ligeramente polares valina (V),
isoleucina (1), cisteina (C), metionina (M), leucina (L), alanina (A), fenilalanina (F), glicina
(G), treonina (T) y serina (S). También se observa la presencia de triptéfano (W), tirosina
(Y) y prolina (P) en la interfase extracitoplasmatica. Los aminoacidos polares glutamina
(Q), histidina (H) y asparagina (N) predominan en ambas regiones interfaciales, siendo
su presencia dentro del nucleo hidrofébico de la membrana energéticamente
desfavorable. Los aminoacidos cargados aspartico (D), glutamico (E), lisina (K) y
arginina (R) son prevalentes en la interfase citoplasmatica, siendo los aminoacidos
acidos (D y E) mas prevalentes en la interfase extracitoplasmatica. Es importante
destacar que los aminoacidos basicos K y R son fuertes determinantes topolégicos de
las proteinas de membrana y estan presentes en gran medida en la region flanqueante
citoplasmatica. Estudios estadisticos de proteinas de membrana con estructura resuelta
(Figura 5B) mostraron que, a parte de los residuos hidréfobos, glicina (G) y los
aminodacidos hidroxilados serina (S) y treonina (T) estan igualmente distribuidos a lo
largo del nucleo hidréfobo de la membrana (posicion 9,-9). Metionina (M) y cisteina (C)
también ocupan diferentes ubicaciones dentro del nucleo hidrofébico, presentando una
cierta prevalencia en la regién de los grupos glicerol y fosfato de las cabezas polares de
los fosfolipidos. En el caso del triptéfano (W), tirosina (Y) y prolina (P) son mas
abundantes dentro de la regién de la interfase (a 8-9 residuos del centro de la
membrana), pero con cierta preferencia por la interfase extracitoplasmatica. Finalmente,
asparragina (N), histidina (H) y glutamina (Q) tienen una tendencia interfacial cercana al

final de las regiones TM (Baeza-Delgado et al., 2013).
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Figura 5. Prevalencia de aminoacidos en proteinas integrales de membrana. (A) Los aminoacidos
hidrofébicos se muestran en azul. W, Y y P en verde. Los aminoacidos polares Q, H y N anaranjados.
Los aminoacidos cargados D, E, Ky R en rojo. El tamafio de las letras es proporcional a su frecuencia
relativa (Odds normalizadas). (B) Distribucion de los aminoacidos en las hélices TM. En este grafico se
muestra el posicionamiento normalizado segun su prevalencia (Odds, en escala de rojo a azul se
representa respectivamente la abundancia relativa de cada residuo en cada posicién a lo largo de la
membrana siendo el 0 el centro de la bicapa). Tomado de Baeza-Delgado et al., 2013.

1.3. Biogénesis de las proteinas helicoidales de membrana

Al igual que el resto de proteinas, las proteinas de membrana y de secrecion son
sintetizadas por ribosomas, si bien, su sintesis la realizan ribosomas asociados a
membranas. El direccionamiento de los ribosomas a las membranas puede ser co-
traduccional o post-traduccional, siendo el primero mucho mas comun y del que
disponemos de mas informacion. Asi, la biosintesis co-traduccional de las proteinas de
membrana puede dividirse en 3 etapas: direccionamiento, insercion y plegamiento. A
continuacion, pasaremos a describir de forma breve estas etapas, para mayor detalle
se recomiendan las revisiones actualizadas de Hegde y Keenan, 2022; Li et al., 2021,
O'Keefe et al., 2021 y Duart et al., 2023.

El direccionamiento co-traduccional de las proteinas de membrana y de secrecién esta

mediado por la presencia de una region hidrofébica proxima al extremo N-terminal de la
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proteina: una secuencia o péptido senal (de 7 a 9 aminoacidos hidrofébicos) escindible,
0 en su ausencia, un primer dominio TM (de 15 a 25 aminoacidos hidrofébicos).
Generalmente, esta region hidrofébica es reconocida por una chaperona citoplasmatica,
la particula de reconocimiento de sefal (SRP); la unién de la ribonucleoproteina SRP a
la cadena naciente genera el complejo de direccionamiento (TC), detiene
temporalmente la traduccion y dirige el complejo cadena naciente-ribosoma (RNC) hacia
la membrana plasmatica en el caso de procariotas o hacia la membrana del reticulo
endoplasmatico (RE) en el caso de eucariotas, donde se encuentra el receptor de la
SRP asociado al complejo proteico del translocon (Figura 6). Una vez se ha posicionado
el ribosoma sobre el translocon, la SRP se separa (mediante la hidrolisis de GTP) del

ribosoma reiniciandose la sintesis de la proteina (Li et al., 2021).

Figura 6. Direccionamiento co-
traduccional de proteinas de
membrana y de secrecion. El
Ribosome ‘ SRP54 direccionamiento es mediado por la

mRNA GTP . " }
‘ - i secuencia sefial (o en su ausencia por
N:s;i‘;”‘ ANA domain el primer segmento TM de la cadena
el =S naciente), que es reconocida por la
A 4 n
sequence domain SRP (azul claro). La unién de la SRP
Ribosome- Signal recognition detiene temporalmente la traduccioén y
Nascent chain (RNC) particle (SRP)

direcciona el complejo (TC) a la

GDPO membrana donde se encuentra el
Targeting OGTP receptor SRP (azul oscuro) asociado al
complex ikt 7O translocon (verde). La interaccién de la

(TC) o R L "
I @6 ® QN SRP con su receptor facilita el

NG — .. . .
erse'?::ptor O C 0. , posicionamiento del ribosoma sobre el
\@4 E’ ‘ translocén. A continuaciéon, mediante
b . TR
memorans &l ! hidrélisis de GTP, la SRP y su receptor
Translocon Sec61/Y . . . L

se disocian del ribosoma y se reinicia la
sintesis de la cadena naciente. Tomado

de Lietal., 2021.

En el caso de las proteinas de membrana en esta la etapa se produce la insercién de la
cadena naciente, dado que a medida que la proteina va siendo sintetizada, sus
segmentos TM deben ser insertados en la bicapa lipidica a través del translocén
Sec61/SecY. Recientemente se han descrito, otros complejos insertasas que se ha
propuesto que participan en la insercién de proteinas que se anclan a través de una
region hidrofébica préxima a su extremo C-terminal (C-tail anchoring,TA) y en la
insercion de proteinas politdpicas, como el complejo GET1-GET2, el complejo EMC y el
complejo TMCO1 (Hegde y Keenan, 2022; O'Keefe et al., 2021) que pasaremos a

describir brevemente.
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Complejo Sec61/SecY. El translocon es un complejo multiproteico de membrana
conservado y presente en todos los organismos, procariotas, eucariotas y arqueas (Park
y Rapoport, 2012). El componente central del translocon es un complejo heterotrimérico,
formado por tres subunidades Sec61a, Sec61f y Sec61y en mamiferos (Gérlich et al.,
1992; Goérlich and Rapoport, 1993), SecY, Secp y SecE en arqueobacterias y SecY,
SecE y SecG en bacterias. EI componente central del canal es Sec61a (o sus
homologas SecY), proteina de 53 kDa que consta de 10 dominios TM organizados en
dos dominios de cinco hélices cada uno (TMs 1-5 y TMs 6-10) que dejan un poro
hidrofilico en el centro (Voorhees et al., 2014), similar a SecY en arqueobacterias (Van
den Berg et al., 2004) y bacterias (Voorhees y Hegde, 2016). El lazo entre las hélices
TM 5y 6 actua como una bisagra, conectando ambas mitades (Figura 7 A). En el lado
opuesto de la bisagra, el TM2 y el TM7 forman una puerta lateral (Martinez-Gil et al.,
2011), que permite la difusion de los segmentos TM a la bicapa lipidica y que permanece
cerrada en estado de reposo, es decir sin ribosoma unido. En ausencia de ribosoma
unido el poro central del translocén esta obstruido por una pequena hélice (solapa) entre
el TM1 y TM2. Ademas, en el centro del poro se disponen residuos aromaticos que
forman un anillo hidrofébico y producen una constriccion central, que estrecha el canal
del translocon, dando al poro una forma de reloj de arena con un diametro de solo 5-8
A en dicha region (Figura 7 B) (Junne et al., 2010; Li et al., 2021) que impide el paso de
moléculas e iones. En mamiferos, Sec61p y Sec61y son proteinas de membrana
asociadas a Sec61 a. Sec61y es la subunidad mas pequena (7.7 kDa), formada por un
dominio TM largo y curvo orientado en diagonal a la membrana, por lo que entra en
contacto con ambas mitades de Sec61a manteniéndolas unidas (Rapoport et al., 2017;
van den Berg et al., 2004). Por su parte, Sec61p es una proteina de 10 kDa, ubicada
cerca de las hélices TM1 y TM4 de Sec61a, y se ha propuesto que participa en el

reconocimiento del complejo RNC (Jiang et al., 2008).
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Figura 7. Topologia y estructura
de Sec61a. (A) Ambos extremos de
Sec61a/SecY (N y C terminal) estan
TMs 1-5  orientados hacia el citosol. Esta
proteina consta de 10 hélices TM.
Entre el TM5 y TM6 se forma una
bisagra (linea discontinua). EITM2 y
TM7 junto a un segmento de los
TM3 y TM8 (en azul) forman la
puerta lateral. La flecha hacia abajo
indica la direccion de entrada en el
poro y los residuos del anillo
% e hidrofébico se indican en amarillo.
Lumen | &_J __y (B) Esquema del poro formado por
E— Sec61a. Se muestra el anillo
Puerta lateral hidrofobico (amarillo), la puerta
lateral (azul), y la solapa (morado).

A B Adaptado de Li et al., 2021
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El complejo RNC se une al lazo extramembrana que une los TMs 8 y 9, y al C-terminal
de Sec61a. Este acoplamiento provoca un cambio conformacional en el poro del
translocon que permite la apertura de la puerta lateral hacia la bicapa del RE y a su vez
la modificacion estructural de su extremo citosodlico para facilitar el acoplamiento de las
secuencias sefiales (péptido sefal o primer dominio TM) entre los TMs 2 y 7 (Plath et
al., 1998; Raden et al., 2000). La interaccion ribosoma-Sec61a genera movimientos
menores de las hélices TM 6, 7, 8 y 9 de Sec61q; sin embargo, las otras hélices TM del
complejo Sec61a experimentan un giro de aproximadamente 22°, creando un espacio
entre las hélices 2 y 7 que permite intercalar el péptido sefnal (Pfeffer et al., 2015;
Voorhees y Hegde, 2016). Esta rotacion de las hélices 2, 5 y 10 lejos de la hélice 7
desplaza al conjunto de residuos hidrofobicos que forman el anillo del poro, alterando
su configuracion y desestabilizando a la solapa; lo que crea un canal sin obstrucciones
a través de la membrana que permite el paso de la cadena naciente. La apertura de
este canal esta directamente relacionada con el reconocimiento de la secuencia senal
a través de su intercalacion en la puerta lateral de Sec61a (Voorhees y Hegde, 2016).
Cuando la secuencia sefal (o en su defecto el primer segmento TM) es insertada en la
bicapa via la puerta lateral, el péptido sefal se une a Sec61a, con su N-terminal hacia
el citosol, dejando su sitio de digestion accesible al complejo del péptido sefial (SPC)
hacia el lumen. Esta disposicion y orientacién hace que la secuencia polipeptidica que
sigue al péptido sefial sea atraida hacia el canal hidrofilico central de Sec61. A partir de
este punto, la sintesis de cadenas nacientes correspondientes a proteinas de secrecion
da como resultado la translocacion del polipéptido al otro lado de la membrana, vy el
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péptido senal hidrofébico es escindido por el complejo peptidasa del péptido sefial
(SPC), cuyo sitio activo esta orientado hacia el lumen del RE en eucariotas y arqueas o
hacia el periplasma en bacterias. Por lo que respecta a las proteinas de membrana, el
translocén Sec61/SecY permite la insercidn subsiguiente de los distintos segmentos TM.
La hidrofobicidad de los segmentos TM favorece su difusion a través de la puerta lateral
del canal e insercion en el entorno hidrofébico de la membrana circundante (Hegde et
al., 2022; Whitley y Mingarro, 2014).

Complejo EMC. El complejo de proteinas de membrana del RE (EMC) fue implicado en
la biogénesis de proteinas de membrana en experimentos de disrupcidn génica de sus
subunidades, los cuales generaron efectos pleiotrépicos en la expresion de proteinas
politépicas (Bai et al., 2020; Gaspar et al., 2021; Miller-Vedam et al., 2020; O’'Donnell et
al., 2020; Satoh et al., 2015; Tang et al., 2017; Volkmar et al., 2019). EMC es un complejo
de 10 subunidades que reside en el RE y presenta dominios luminales y citosélicos
voluminosos (Figura 8). Los dominios citosolicos de EMC tienen sitios de unién a los
que pueden asociarse segmentos TM poco hidrofébicos, lo cual podria favorecer la
insercién en membrana de proteinas TA y de proteinas politdpicas de tipo Il con hélices
TM de baja/moderada hidrofobicidad (Hegde y Keenan, 2022). La inserciéon en
membrana de ambos tipos de proteinas se ve facilitada por la actividad insertasa y
chaperona de este complejo. En la estructura de este complejo, se ha observado que
su funcion insertasa recae fundamentalmente en las subunidades EMC3, EMC4 y
EMCS®, las cuales forman un vestibulo hidrofilico conservado situado en el lado citosdlico
de la bicapa. Cabe destacar que EMC3 es homdloga a YidC (una insertasa de bacterias)
(Figura 8) (McDowell et al., 2021), la cual tiene dominios citosélicos que contactan
transitoriamente con SecY (ortdlogo de Sec61a) durante la insercién de las proteinas de
membrana. Se ha propuesto que EMC3 y YidC podrian capturar selectivamente
dominios TM de proteinas tipo Ill y dirigirlos hacia el sitio de la insertasa de EMC
(Chitwood y Hegde, 2019).
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Figura 8. Estructura de EMC y sus homélogos funcionales YidC y GET. Comparacion estructural de
YidC bacteriana con GET1 y EMC3 de eucariotas. Estas 3 proteinas (en azul) conservan un vestibulo
hidrofilico caracteristico que facilita la translocacion regiones hidrofilicas que flanquean los TMD durante su
insercion. EMC 3 (azul) y 6 (anaranjado) forman el vestibulo hidrofilico del complejo EMC en humanos, el
cual esta orientado hacia el citoplasma. Adaptado de Hegde y Keenan, 2022.

Ademas, al igual que YidC y SecYEG en bacterias, el complejo EMC se ha propuesto
que pueda realizar la insercion co-traduccional de proteinas de membrana tanto sola
como actuando con el complejo Sec61; de forma que EMC facilitaria la translocacién
del extremo N-terminal hacia el lumen, permitiendo posteriormente que el ribosoma se
acople a Sec61, donde se sintetizaria e insertaria el resto de la proteina (Figura 9). Cabe
destacar que la funcién de estabilizacion e insercion de EMC no esta estrictamente
limitada al primer TMD de las proteinas politdpicas tipo Ill, sino que su funciéon, al menos
en algunos casos, se extiende también hacia los siguientes segmentos TM,
independientemente de la orientacion del primer TM (O'Keefe et al., 2021). El factor
decisivo que determina la dependencia de las proteinas politdpicas por el complejo EMC
parece ser la reducida hidrofobicidad (y/o su aumento de carga o polaridad) de algunos
de sus segmentos TM. De hecho, experimentalmente, la introduccion de residuos
polares/cargados en segmentos TM resulta en una insercion dependiente de EMC
(Coelho et al., 2019; Lin et al., 2019; Tian et al., 2019). Asimismo, también se ha descrito
que, en ausencia de un complejo EMC funcional, una proteina de membrana con
segmentos TM subdptimos en términos de hidrofobicidad es degradada via de control
de calidad, resaltando el papel del complejo EMC como chaperona de proteinas
politdpicas y diferenciandolo funcionalmente del translocén Sec61 (Hegde y Keenan,
2022; O'Keefe et al., 2021).
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Figura 9. Insercién de proteinas de membrana politépicas mediada por EMC. Se ha propuesto que
en algunos casos EMC acomode inicialmente el segmento TM facilitando su inserciéon. Para ello se ha
propuesto que tras ser dirigido a la membrana por la SRP (amarillo) donde se encuentra su receptor (gris
oscuro), el ribosoma deposita la cadena naciente el vestibulo hidrofilico de EMC3 (azul), facilitando la
translocacion del extremo N-terminal hacia el lumen, posicionandose a continuacion sobre Sec61 (verde)
y facilitando la insercion del resto de la proteina. Adaptado de Hegde y Keenan, 2022.

Complejo TMCO1. La proteina TMCO1 es una insertasa que también presenta un
vestibulo hidrofilico. Esta proteina se asocia con la proteina CCDC47 y Nicalin-
TMEM147-NOMO para formar el translocon TMCO1 (Figura 10), que se ha vinculado
también en la biogénesis de las proteinas integrales politopicas (McGilvray et al., 2020).
Ademas, la similitud estructural entre TMCO1 y EMC, sugiere que TMCO1 podria
integrar preferentemente segmentos TM poco hidrofobicos. Se ha demostrado que
TMCO1 puede asociarse con el complejo Sec61 unido al ribosoma y colaborar en la
insercion de dominios TM subdptimos, asi como en la proteccion de TMs recién
integrados durante el ensamblaje de proteinas de membrana politépicas. Sin embargo,
parece ser que la formacion del complejo TMCO1 es transitoria, dado que se ensambla
y desensambla de acuerdo con las necesidades del complejo Sec61 y RNCs,
habiéndose observado que sus subunidades no forman un complejo estable en

ausencia de ribosomas unidos (O’Keefe et al., 2021).
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Figura 10. Translocén TMCO1. La asociacion de la proteina TMCO1 con el complejo Nicalin-TMEM147-
NOMO y CCDCA47 forma el holocomplejo TMCO1, el cual tiene actividad insertasa y chaperona. CCDC47
es la responsable del contacto con el ribosoma. Todas las proteinas que forman parte del translocén
TMCO1 son proteinas de membrana (cuyos segmentos TM se muestran en amarillo) con dominios y
bucles extramembrana (en celeste). Sec61a se muestra de color rosa. Adaptado de O’Keefe et al., 2021.

Complejo PAT. El complejo PAT es un heterodimero formado por la proteina Astérix
(inicialmente denominada PAT10) y CCDC47 que fue descubierto mediante estudios in
vitro de biogénesis de proteinas politépicas (Meacock et al., 2002). Se ha sugerido que
después de que el primer segmento TM de una proteina politopica abandona el
translocon Sec61, puede ser reconocido por Astérix y asociarse a ésta, mientras que los
siguientes segmentos TM de la misma cadena naciente podrian integrarse a través del
complejo Sec61 (Ismail et al., 2006 y 2008). En este contexto, se ha propuesto que la
subunidad Astérix del complejo PAT se asociaria a segmentos TM poco hidrofobicos
(que presentan residuos cargados/polares) permaneciendo asociada a estos incluso
después de la terminacion de la traduccion, protegiendo estos segmentos TM
“subdptimos” hasta que se empaquetan correctamente para posibilitar la adopcién de la
conformacion nativa de la proteina, como se observa en la figura 11 (Hegde y Keenan,
2022; O’'Keefe et al., 2021).
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Figura 11. Complejo PAT. Este complejo con actividad chaperona esta formado por la asociacion de
las proteinas de membrana CCDC47 (morado) y Asterix (lila). Los dominios citosolicos de CCDC47
interaccionan con el ribosoma y Asterix se asocia con segmentos TMs que presentan residuos
hidrofilicos (en azul) evitando que tales TMs sean direccionados al control de calidad y posteriormente
degradados. El complejo PAT se disocia de sus sustratos facilitando la adopcion de la estructura nativa
de la proteina naciente (rojo). Adaptado de Hegde y Keenan, 2022.

Esta preferencia del complejo PAT por los TMs poco hidrofébicos junto a su capacidad
para proteger TMs independientemente de su orientacién caracterizan su actividad
chaperona, de alguna forma similar a la actividad de EMC (Chitwood et al., 2020;
Meacock et al., 2002), de hecho, se ha demostrado que algunas proteinas politpicas
que se insertan a través del complejo EMC también requieren el complejo PAT para

adquirir su conformacién nativa (Chitwood et al., 2020).

Determinantes topolégicos y de insercién.

La longitud de la regién hidrofébica de las hélices TM es un factor que afecta a su
insercion. Como se ha mencionado anteriormente, el ndcleo hidrofébico de la bicapa
lipidica tiene un espesor aproximado de 30 A, por lo que son necesarios alrededor de
20 residuos hidrofébicos consecutivos para que su insercion sea termodinamicamente
favorable, dado que en la hélice-a canédnica la distancia de un residuo al siguiente es de
1,5 A. En las estructuras de proteinas resueltas, la longitud promedio de las hélices TM
es de 24,0 (+/- 5,6) residuos (Baeza-Delgado et al., 2013). Varios estudios
experimentales y computacionales sugieren que se requiere un minimo de 10-12
residuos altamente hidrofobicos para una insercion eficiente (Baeza-Delgado et al.,
2016; Jaud et al, 2009; Ulmschneider et al, 2011). La elevada hidrofobicidad de las
regiones TM favorece su insercidon con una topologia N-terminal extracitoplasmatica
(Sauri et al., 2009; Wahlberg y Spiess, 1997). Ademas de residuos hidrofébicos, también
encontramos en las hélices TM residuos polares y cargados (Bafo-Polo et al., 2012;
Duart et al., 2022), que suelen estar muy conservados. Debemos tener en cuenta que
en los segmentos TM, no todos los residuos interaccionan con los lipidos, ya que el

empaquetamiento de las hélices crea entornos donde las cadenas laterales de los
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residuos menos hidrofébicos estan orientadas hacia el interior de la proteina, y por tanto
“protegidos” del entorno lipidico. Esto explica el hecho de que las hélices TM de las
proteinas politdpicas sean, en general, menos hidrofébicas que las proteinas bitdpicas
(Hegde y Keenan, 2022). En cualquier caso, hay que tener en cuenta que tanto los
residuos hidrofébicos como los residuos polares de las hélices TM establecen enlaces
intra e inter-helicoidales dando estabilidad y facilitando el empaquetamiento y
plegamiento de las proteinas de membrana, al tiempo que, en el caso de los residuos
polares y cargados, reducen su polaridad (Popot et al., 2000; Ubarretxena-Belandia et
al., 2001). Otro factor determinante en la insercién y sobre todo de la topologia de las
IMPs son los residuos cargados que se encuentran en las regiones flanqueantes de las
hélices TM. El analisis de secuencias y estructuras de proteinas integrales de membrana
muestra la prevalencia de los residuos cargados positivamente (arginina y lisina) en el
extremo de las hélices TM y sus regiones flanqueantes orientadas al citoplasma (Figura
5). Se ha sugerido que estos residuos podrian dirigir la orientacién de la hélice al
interaccionar con la carga negativa de los fosfolipidos y prevenir la translocacion de las
regiones de la cadena polipeptidica con carga positiva (von Heijne, 1986). Por otra parte,
los residuos cargados negativamente (aspartico y glutamico) parecen ser sefiales
topolodgicas de translocaciéon cuando estan flanqueando una hélice TM; si bien, se
requieren varios residuos cargados negativamente para inducir la translocacion de los
polipéptidos o atenuar el efecto topoldgico de los residuos cargados positivamente tanto

en proteinas de membrana bacterianas como eucariotas (Nilsson et al., 1990).

Las hélices de las proteinas de membrana politdpicas una vez insertadas se ensamblan
entre ellas para formar haces y a este proceso se le llama plegamiento. Se ha
demostrado que muchos segmentos TM contienen residuos polares o cargados que son
necesarios para su funcionamiento en el entorno de la membrana, siendo poco estables
en ausencia de sus vecinos, por lo que requieren el establecimiento de contactos entre

ellos para su estabilidad en membrana (Choi et al., 2019; Enquist et al., 2009).

Puentes salinos. Las hélices TM interactuan entre si formando estructuras funcionales.
Para formar estas estructuras, los segmentos TM se asocian a través de interacciones
entre los aminoacidos que incluyen la formacion de puentes salinos, permitiendo el
plegamiento de la proteina y la adopcion de estructuras terciarias funcionales. Los
aminodacidos que participan en la formacion de puentes salinos son lisina (K), arginina
(R), histidina (H), aspartico (D) y glutamico (E); que, a pesar de su menor prevalencia,
estan presentes en muchas proteinas politdpicas formando puentes salinos, como por

ejemplo en el dominio sensor de voltaje de la proteina transportadora de sodio (Barber
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et al., 2012) y en la proteina transportadora de dopamina (Pedersen et al., 2014). La
formacion de estos puentes salinos reduce la polaridad de las hélices TM que presentan
estos residuos cargados, lo que facilita su insercion. De hecho, se ha estimado en 0,5-
0,7 kcal/mol la contribucién de la formacion de un puente salino intra-hélice a la insercién
de hélices TM que presentan residuos con cargas opuestas a distancias J, i+3 o i, i+4
(Duart et al., 2022).

Puentes de hidrégeno. Los enlaces de hidrogeno tienen una mayor contribucion en la
estabilizacion de las proteinas de membrana que en las proteinas solubles; ya que,
dentro de la regién apolar de la bicapa la constante dieléctrica del medio es menor que
en un entorno acuoso y los grupos que participan en la formacion de un enlace de
hidrégeno no tienen la competencia de las moléculas de agua. Por lo tanto, estas
interacciones proporcionan una fuerza impulsora en el plegado de segmentos TM
(DeGrado et al, 2003), siendo los enlaces de hidrogeno inter-helicoidales
particularmente importantes para estabilizar las proteinas de membrana (Adamian y
Liang 2001). Esto se demostré en estudios con hélices TM disefiadas en donde un solo
residuo polar, como Asn, Asp, Glu, GIn o His, fue suficiente para mediar la
homooligomerizacién de segmentos de polileucinas en membranas bioldgicas y micelas
(Gratkowski et al., 2001, Zhou et al., 2001).

Interacciones hidrofébicas. El peculiar entorno de la membrana hace que las
interacciones hidrofébicas en las interfases hélice-hélice muestren preferencia por
formarse entre residuos con cadenas laterales cortas, como por ejemplo glicinas (G) y
alaninas (A), que permitan un mejor empaquetamiento y a su vez estabilizan la
oligomerizacion (Senes et al., 2000; Popot et al., 1990). Por el contrario, los residuos
hidrofébicos con cadenas laterales voluminosas como fenilalanina (F), Leucina (L),
Isoleucina (1) y Valina (V) estan mas frecuentemente ubicados en las superficies de las
hélices TM expuestas a las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos (Arkin et al., 1996;
Ulmschneider et al., 2005). Asi, en las proteinas de membrana las interacciones de van
der Waals son consideradas la principal fuerza impulsora del empaquetamiento entre
hélices. El empaquetamiento de este tipo de proteinas en el nucleo hidrofébico de la
membrana es diferente al de las proteinas solubles (Adamian y Liang, 2001; Hildebrand
et al, 2006), incrementandose en las regiones que presentan residuos apolares
mediante interacciones de van der Waals, siendo mas fuerte la interaccién cuando los
residuos estan mas cerca (Oberai et al, 2009). Ademas, una consecuencia de este
mayor empaquetamiento entre hélices TM es una mayor sensibilidad a las mutaciones

que causan enfermedades (Oberai et al, 2009).
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Motivos implicados en el empaquetamiento de hélices TM. Las proteinas integrales
de membrana a menudo expresan su funcién bioldégica como oligémeros. El dimero que
forma la hélice TM de glicoforina A (GpA) ha sido un modelo de estudio fundamental
para empezar a comprender este tipo de interacciones (Mackenzie et al., 2006). Su
estructura revela una organizacion en la que las dos hélices adyacentes no son
totalmente paralelas entre si, pues forman un angulo y un punto de cruce donde tienen
un mayor acercamiento (Mackenzie et al., 1997). Estos puntos de cruce en las hélices
TM de los dimeros introducen restricciones en la secuencia de la proteina favoreciendo
pequenos residuos en dichas posiciones, siendo la glicina en particular la que estabiliza
la interaccién entre las hélices (Lemmon et al., 1992; Mingarro et al., 1997). En el caso
de GpA, el motivo principal que dirige la dimerizacién de sus segmentos TM es
G"9XXXG?, en donde la glicina 83 es el residuo mas importante para formacién del
dimero (Trenker et al., 2015). Este y otros motivos de dimerizacién, ampliamente
descritos pueden ir acompanados de residuos pequefios como serina, treonina y alanina
(Dawson et al., 2002; DeGrado et al., 2003; Orzaez et al., 2005; Russ y Engelman, 2000;
Zhou et al., 2001).

l.4. Modificaciones cotraduccionales de las IMPs

Como hemos mencionado los péptidos sefial son procesados por el complejo peptidasa
SPC. Existen dos paralogos SPC heterotetraméricos funcionales formados por las
proteinas accesorias SPCS1, SPCS3 y SPCS2 y una subunidad proteolitica SEC11Aen
las cuales se encuentra su sitio catalitico formado por una triada serina-histidina-
aspartato orientado al lumen de RE (Figura 12) (Liaci et al., 2021). Recientemente se ha
identificado, que el complejo SPC ademas de eliminar los péptidos senal en el RE, actua
como factor de control de calidad de proteinas de membrana. En este sentido, SPC
reconoce y corta por unos sitios de corte cripticos que son expuestos cuando las
proteinas de membrana no se pliegan o ensamblan correctamente, dirigiéndolas de esta
manera a su degradacién (Zanotti et al., 2022). La subunidad SPCS1 no catalitica, que
recientemente se ha demostrado que esta regulada negativamente en el cerebro de los
pacientes con enfermedad de Alzheimer, participa de manera critica en las funciones de
control de calidad del SPC (Zanotti et al., 2022).

Ademas, el complejo SPC es utilizado por algunos virus para la maduracion de sus
poliproteinas virales, incluidas las pre-proteinas de la mayoria de los flavivirus (por
ejemplo, el virus del Zika, el dengue y la hepatitis C), el VIH y el coronavirus del SARS
(Estoppey et al., 2017; Oostra et al., 2007; Snapp et al., 2017; Suzuki et al., 2013; Zhang
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et al., 2016). Cabe destacar también, que el procesamiento de proteinas virales no
estructurales de los flavivirus favorece la evasion de la respuesta inmune innata
mediada por interferén, en la célula hospedera (Chen et al., 2017). Todo lo anterior,
indica que los virus aprovechan una caracteristica inherente a esta enzima revelando
que el rango de sustratos de la SPC es mas amplio de lo que se creia (Zanotti et al.,
2022).

Figura 12. El complejo senal
peptidasa (SPC). El esquema
muestra el complejo SPC humano,
que comprende las proteinas
accesorias SPCS1 en gris, SPCS3
en anaranjado y SPCS2 en
amarillo y la subunidad proteolitica
SEC1MA en marrén. La triada
catalitica de SPC se muestra en
morado (serina-aspartato-
histidina). Adaptado de Zanotti et
al., 2022.

Citosol

La translocacion de proteinas a través de la membrana es acompanada de algunos
mecanismos de modificacion de la cadena naciente mas alla de la digestion del péptido
sefal, como por ejemplo la glicosilacion de la cadena polipeptidica. En las células
eucariotas, /la glicosilacion de las proteinas de membrana y de secrecion es un proceso
muy comun que tiene lugar en el lumen del RE. La adicidén cotraduccional de azucares
a las cadenas nacientes la realiza el complejo multienzimatico oligosacaril transferasa
(OST) asociado al translocén, formado por 9 subunidades (Ost1p, Ost2p, Ost3p, Ost4p,
Ost5p, Ost6p, Stt3p, Swp1p and Wbp1p) e integrado en la membrana del RE con su
sitio catalitico orientado hacia el lumen (Figura 13). Esta enzima agrega oligosacaridos
al grupo amida de la cadena lateral de asparaginas en la secuencia consenso Asn-X-
Thr/Ser que se encuentran a una distancia de al menos a 12-14 residuos de un
segmento TM (Orzaez et al., 2004; Nilsson y von Heijne, 1993; Tai y Imperiali, 2001;
Welply et al.,1983). Este proceso especifico puede ser aprovechado experimentalmente
para obtener informacion topolégica. De esta manera se pueden afadir sitios de
glicosilacion a secuencias de proteinas de membrana desprovistas de ellos para
estudiar su topologia en sistemas de expresion in vivo o in vitro (Tamborero et al., 2011;
Bano-Polo et al.,, 2011). En estos sistemas el estado de glicosilacion puede ser

detectado mediante técnicas electroforéticas, pues un oligosacarido anadido en la
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cadena polipeptidica incrementa su masa molecular en aproximadamente 2,5 kDa (van

Geest et al., 2000).

Ribosoma

Cadena
Naciente

Sec61

citosol

SP

Figura 13. Esquema de la maquinaria
de glicosilaciéon (OST) cotraduccional.
En células eucariotas la glicosilacion
ocurre en el lumen del RE y lo realiza la
enzima oligosacaril transferasa (OST)
(en rojo), asociada al translocon (azul)
que agrega oligosacaridos a la cadena
naciente (negro) mientras esta siendo
sintetizada por el ribosoma (gris). La

glicosilacion eficiente de Asn por el sitio

Membrana activo de la OST requiere una distancia

TRAP — de la membrana de 6.5 nm
lumen aproximadamente. Adaptado de
~ Braunger et al., 2018.
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I.5. Proteina NALCN (Sodium Leak Channel Non-selective)

El gen que la codifica la proteina NALCN humana esta ubicado en el cromosoma 13
(13933.1) y comprende al menos 44 exones. Se expresa principalmente en el sistema
nervioso central (SNC), pero también en el corazén, la glandula suprarrenal, la glandula
tiroides, los ganglios linfaticos y los islotes de Langerhans (Kutlu et al., 2009; Swayne et
al., 2009). En el caso concreto del SNC, NALCN se expresa principalmente en neuronas,
y en menor medida en oligodendrocitos y en astrocitos (Cahoy et al., 2008). En
invertebrados, los ortélogos de NALCN se concentran en la zona de sinapsis y a lo largo
del axén de neuronas en Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans (Nash et
al., 2002; Yeh et al., 2008). En el gen NALCN (na) (también llamado Rb21, VGCNL-1,
NA en D. melanogaster y NCA-1/2 en C. elegans) aparecen mutaciones en la region
codificante, ocasionando diferentes fenotipos tanto en mamiferos como en
invertebrados. Algunas de estas mutaciones producen descendencia viable en C.
elegans y D. melanogaster, mientras que en ratones homocigoticos son letales
(Krishnan y Nash, 1990; Lu et al., 2007; Nakayama et al., 2006; Speca et al., 2010). En
diferentes estudios realizados en D. melanogaster se observé que la supresion del gen
na genera la aparicion de fenotipos diferentes al silvestre, generando moscas mutantes
mas pequefias y con abdémenes mas delgados y alargados (Nash et al., 2002;
Humphrey et al., 2007). Por otra parte, NALCN es importante en los ritmos circadianos

de D. melanogaster, ya que mutantes nulos para esta proteina muestran un ritmo
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circadiano interrumpido, hasta el punto de que siendo esta especie diurna, los mutantes
nulos exhiben la mayor parte de su actividad durante la noche (Nash et al., 2002).
Asimismo, también se ha evaluadado la participacion de NALCN en la agrupacién social
de animales en D. melanogaster, observandose que determinados mutantes muestran
un fenotipo social deficiente en comparacion con las moscas de tipo silvestre, y dicho
fenotipo se corrigid cuando se expresé exdgenamente el gen na en neuronas
colinérgicas y glutamatérgicas (Burg et al., 2013). Por otra parte, estudios funcionales
en ratones demostraron que NALCN es importante en la supervivencia de mamiferos,
ya que crias de ratones homocigotos knockout (NALCN") mueren 12 horas después del
nacimiento por la interrupcion de su ritmo respiratorio. Esta interrupcion se debe a una
alteracion en la senalizacion eléctrica del sistema nervioso, ya que no se observaron
anomalias en el desarrollo embrionario ni en el movimiento espontaneo de las
extremidades (Lu et al., 2007). Otro estudio en ratones demostré que NALCN participa
en la osmorregulacion sistémica al controlar la concentracion sérica de sodio (Sinke et
al., 2011), y también se ha vinculado a NALCN en la regulacion de la actividad
marcapasos intestinal en las células intersticiales de Cajal, es decir las contracciones

fasicas de los musculos gastrointestinales (Kim et al., 2012)
Estructura de la proteina NALCN.

NALCN es una proteina politépica de 1.738 aminoacidos que consta de 24 hélices TM
organizadas en 4 dominios (DI-DII-DIII-DIV) de 6 segmentos TM (S1-S6) cada uno
(Kschonsak, et al 2020). Las regiones extramembranosas, de alrededor de 50 A,
sobresalen a ambos lados de las hélices TM formando lazos extracelulares (ECL) e
intracelulares (ICL). El analisis de la secuencia de NALCN identifica tres sitios de
glicosilacion putativos en los residuos N210, N216 y N1064, los dos primeros ubicados
en el ECL entre S5-S6 del DI y el tercero en el ECL entre S5-S6 del DIll. Ademas,
también se han identificado cuatro puentes disulfuro repartidos en los ECL de los
dominios DI, DIll y IV (Xie et al 2020). La organizacion estructural de los 4 dominios de
NALCN es similar, con los 4 primeros segmentos TM (S1-S4) formando el dominio
sensor de voltaje (VSD) y los segmentos S5 y S6 formando el dominio del poro (PD) con
un filtro selectivo (FS). La estructura de NALCN en humanos resuelta por microscopia
crioelectronica (cryo-EM) (Kschonsak et al., 2020) es semejante a la de los canales de
sodio y calcio dependientes de voltaje. A pesar de estas similitudes estructurales NALCN
ha sido clasificado como miembro de una nueva subclase de la familia de canales
idnicos. Entre las diferencias con otros canales podemos mencionar que los segmentos

TM S4 de los dominios DIl y DIV de NALCN presentan menos residuos cargados
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positivamente (argininas o lisinas) en comparacion con los canales de sodio y calcio,
esto posiblemente explique la menor sensibilidad de NALCN al voltaje (Chua et al.,
2020). Ademas, la region ICL entre el S4 y el S5 del DI comprendida entre los residuos
157 y 162 ("*"YFRFEL"®?), a diferencia de lo que ocurre en los otros tres dominios de
NALCN y en otros canales, forma un lazo flexible en lugar de una hélice a.
Adicionalmente, en una de las estructuras resueltas se observa que este mismo lazo
ICL entre S4-S5 de DI y el propio segmento S5 forman una cavidad que aloja un lipido
que podria contribuir a la regulacion de NALCN (Xie et al 2020). Finalmente, NALCN
tiene un FS idnico particular, formado por los residuos EEKE en sus 4 dominios, el cual
difiere del FS de los canales de sodio (DEKA) y calcio (EEEE/EEDD).

Dominio sensor de voltaje (VSD) de NALCN.

La estructura resuelta de NALCN muestra un dominio VSD con una distribucién de
cargas positivas “gating charges” (GC) particular (Kschonsak, et al 2020). El segmento
S4 del VSD del DI tiene 4 residuos cargados positivamente (R143, R146, R152, R155),
el S4 del VSD del DIl tiene 3 residuos basicos (R481, R484, K487), el S4 del VSD del
Dlll tiene 4 (R989, R992, R995, K998) y el S4 del VSD del DIV presenta solo 2 residuos
cargados positivamente (R1310, K1317) (Figura 14). Se ha demostrado que
neutralizando las cargas del S4 en los dominios VSDI y VSDII, se altera la modulacion
dependiente del voltaje de NALCN, a diferencia de lo que ocurre cuando se neutralizan
las cargas del S4 de VSDIII o VSDIV (Kschonsak, et al 2020; Xie et al 2020). Asi pues,
estos autores han sugerido que la baja sensibilidad al voltaje de NALCN comparado con
otros canales podria ser por 4 motivos. Primero, el S2-Dlll tiene una metionina en
posicion 929 en lugar de los residuos de fenilalanina o tirosina conservados en los
canales de sodio y calcio, los cuales son cruciales para la transferencia de iones a través
de las GC durante la activacion del canal. Segundo, las hélices S4 de los dominios VSD
presentan regiones con conformaciones en hélices 310, excepto S4-DIV que forma
mayormente una hélice a teniendo solo una pequefa region en hélice 310, donde hay
una serina en lugar de un residuo cargado positivamente, o que podria explicar que
VSDIIl'y VSDIV contribuyan poco a la sensibilidad al voltaje. En tercer lugar, las GC del
lado extracelular (R143-R481-R992) del S4 de los dominios DI, DIl y DIll forman
numerosos puentes de hidrégeno con los residuos polares o0 con carga negativa
circundantes en comparacion con otros canales de iones. En cuarto lugar, el ICL entre
S4-S5 del dominio DI tiene una estructura diferente a las observadas en los dominios

DIl, DIll y DIV de NALCN, lo que puede dificultar la transduccion efectiva del
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acoplamiento electromecanico, ya que estos ICLs son transductores clave que enlazan

los VSDs al dominio del poro conductor de iones (Xie et al 2020).
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Figura 14. Estructura de la proteina NALCN. (A) Esquema de los 4 dominios (DI, DII, DI, DIV),
representando los segmentos TM como cilindros. Sus extremos N y C terminal estan orientados hacia el
citoplasma. En el VSD (S1-S4) de cada dominio se destaca de diferente color el S4, en el que se resaltan
los residuos basicos (+). Entre los segmentos que forman el dominio del poro (PD) (S5 y S6) hay lazos
extracelulares (ECL1,2,3,4), los cuales tienen una region de residuos conservados que forman un filtro
selectivo (FS) de iones. (B) Alineamiento de las cargas de activacion (en rojo) y su posicion en la hélice S4
de cada dominio de NALCN con las de otras proteinas transportadoras de iones Nav 1.1 y Cav 1.1.
Adaptado de Chua et al., 2020. (C) Esquema de la estructuras de los dominios individualizados siguiendo
el cédigo de color utilizado para resaltar la hélice S4 en el panel A. Adaptado de Kschonsak et al., 2020.

Dominio del poro de NALCN

El poro de NALCN tiene un vestibulo exterior, un filtro de selectividad (FS) de iones
(Figura 15), una cavidad central y una puerta de activacion (cerrada en reposo). En el
vestibulo exterior la estructura formada por los ECLs permite a los iones acercarse al
FS a través de una cavidad extracelular de 9 x 15 A, donde un potencial electronegativo
concentra cationes en las proximidades del filtro de selectividad. EI FS de NALCN es
mas estrecho y electronegativo que su equivalente en los canales de sodio, pero similar
en dimension al de los canales de calcio. Por tal motivo, los canales de calcio se han
usado para establecer similitudes estructurales y funcionales con NALCN (Kschonsak
et al., 2020; Xie et al., 2020).
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Figura 15. Estructura del filtro selectivo de NALCN. (A) Vista superior. Los principales residuos del
FS son E280, E554, K1115, E1389 (en anaranjado) y cada S6 se muestra con su color respectivo (Figura
14C). (B) Vista lateral. La region de FS tiene tres sitios de unién a iones de Na+ (esfera morada) con
residuos cargados negativamente (E275, D558, D561 y D1390). El Sitio 1 se ubica en el medio de FS'y
es mas estable, mientras el sitio 2 y 3 son transitorios y posiblemente atraen cationes. (C) Residuos del
FS de los 4 dominios alineados (anaranjado) y residuos cargados negativamente (en morado). Tomado
de Kschonsak et al., 2020; y Xie et al., 2020.

Puerta intracelular de NALCN

La puerta de activacion intracelular esta cerrada en la estructura resuelta, debido
probablemente a que NALCN requiere la presencia de las proteinas UNC80, UNC79 y
FAM155A para funcionar como un canal de sodio. EI complejo NALCN-FAM155A debe
sufrir cambios conformacionales sustanciales para la apertura de esta puerta hacia el
citoplasma en presencia de UNC80 y UNC79 (Kschonsak, et al 2020). Los analisis
estructurales revelan que los ICLs que unen los cuatro dominios podrian también
participar en el cierre y estabilizacion de la puerta de entrada intracelular mediante
enlaces de hidrogeno o interacciones polares entre S6DI y el ICL entre los dominios DII
y DIIl. La mayoria de los residuos involucrados en esta region de NALCN no estan
conservados en otros canales de iones, sugiriendo que las interacciones locales entre
S6DlI, el lazo entre DII-DIll y el lazo entre DIII-DIV son especificos de NALCN y hacen
que esta proteina tenga un mecanismo de activacion distinto, habiéndose sugerido que
los S6 de los cuatro dominios deben sufrir un cambio conformacional que induzca la
apertura de esta puerta para que permita el paso de cationes hidratados (Xie et al 2020).
La ruta de transito de iones debajo del filtro selectivo en NALCN esta formada por un
grupo tetrahelicoidal de cuatro segmentos S6, una caracteristica estructural presente en

canales de iones. Este grupo de hélices deben sufrir un cambio conformacional de hélice
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a a 11 para permitir el paso de iones. Estudios de modelado por homologia sugieren que
las hélices 11 se estabilizarian por enlaces de hidrégeno intra-hélice entre W311-N315,
L588-S592, M1145-T1149, Y1436-N1440 del segmento S6 de DI, DIl, DIl y DIV,
respectivamente (Kschonsak et al., 2020). Otro estudio comparativo entre la proteina
transportadora de calcio TRPV6 y NALCN describe una region de 7 residuos ubicados
en el centro de cada segmento S6 del dominio DI de NALCN (residuos F308-K314) con
el mismo cambio conformacional de hélice a a 1 cuando el poro de NALCN se abre,
estabilizado por enlaces intra-hélice en los cuatro segmentos S6 (F308-V313, L309-
K314 en DI) e inter-hélice (W311- L1439, L588- K314, M1145- L591 y Y1436- L1148).
Ademas, en este mismo estudio se describe otra region de residuos hidrofébicos
conservados (1318-V595-V1152-V1443 vy 1322-L599-11156-V1447) que también
participan en la apertura del poro de NALCN (Xie et al., 2020) (Figura 16).
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Figura 16. Estado abierto y cerrado de NALCN y del canal transitorio selectivo de la subfamilia
vanilloide (TRPV 6). (A) Representacion molecular de la probable estructura del canal abierto de NALCN,
donde la flecha sefala la estructura 1 (en anaranjado) en los S6i,1,,iv (B) Los segmentos que conforman el
poro de TRPV 6 sufren transiciones de hélice a (en azul para TRPV6) a 1 (en anaranjado para TRPV6),
donde la induccidon de la estructura 1 en los S6 puede abrir los canales tras la unién del ligando.
Potencialmente, una transicion S6 analoga puede dilatar la puerta S6 en NALCN para iniciar la conductancia
idnica. Tomado de Xie et al., 2020 y McGoldrick et al., 2018..
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Enfermedades asociadas a NALCN

NALCN es una proteina esencial en mamiferos que regula el potencial de membrana
neuronal en reposo, y mutaciones en su gen afectan significativamente a sus funciones
provocando diversas enfermedades (Lu et al., 2007; Nakayama et al., 2006). Asi,
mutaciones en NALCN se han relacionado con distrofia neuroaxonal infantil, en concreto
la conversion de C a T en el exdn 16 de NALCN (c.1924C > T), lo que crea una sefial
de terminacion de la traduccioén prematura en el codén 642 (Q642Stop) y por ende un
canal NALCN truncado (Koroglu et al., 2013; Seven et al., 2002). En personas con
sindrome autosémico recesivo caracterizado por hipotonia severa, deterioro del habla y
retraso cognitivo, se ha encontrado una delecion ubicada en la region que codifica la
hélice S4 del dominio DIl, y en otros pacientes una mutaciéon que genera el cambio
W1287L en la hélice S4 del dominio DIV (Lu et al., 2007). Ademas, se ha observado que
individuos con epilepsia presentan deleciones en regiones del gen NALCN (Kirchhoff et
al., 2009; Lalani et al., 2013), y se han identificado mutaciones en NALCN asociadas
con cancer de pulmén (Lee et al., 2013), y la metastasis del cancer (Rahrmann et al.,
2022).

NALCN y el sindrome de CLIFAHDD.

El sindrome CLIFAHDD (Congenital contractures of the limbs and face, hypotonia, and
developmental delay), cuyo numero MIM (Mendelian Inheritance in Man) es 616266
(https://www.omim.org/entry/616266), es un trastorno causado por mutaciones
heterocigotas en el gen NALCN. Todos los casos notificados con el sindrome de
CLIFAHDD han ocurrido de novo (Chong et al., 2015), es decir, no son fruto de herencia
congénita. Todas estas sustituciones descritas estaban ausentes en las bases de datos
del Proyecto Secuenciacion del Exoma, Proyecto 1000 Genomas y Consorcio de
Agregacion del Exoma (Chong et al., 2015). De todas estas mutaciones registradas
asociadas al fenotipo CLIFAHDD, en la presente tesis estudiamos en detalle 5 de ellas
localizadas en el dominio DI (Figura 17). El resto de las mutaciones asociadas al
sindrome de CLIFAHDD se indican en la Tabla 3.
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Figura 17. Mutaciones en el DI de
NALCN estudiadas en la presente
tesis. Las mutaciones estudiadas en
esta tesis se muestran en rojo. El
esquema muestra también las cuatro
cargas (+) del segmento TM S4 y el
ECL | del DI donde se muestra un
lazo re-entrante (reentrant loop) y dos
hélices (P1 y P2) flanqueando al
residuo de glutdmico (E) del filtro
selectivo.



Tabla 3. Lista de mutaciones en la proteina NALCN que generan un espectro fenotipico CLIFAHDD.

Mutacion Arglitr;?zg:)do Ubicacion en NALCN Referencia
c.191A>G Tyr64Lys S1-S2 DI Pergande et al., 2020
c.530A>C GIn177Pro S5 DI Chong et al., 2015
C.934C>A Leu312lle S6 DI Chong et al., 2015
€.934C>G Leu312Vval S6 DI Fukai et al., 2016
€.938T>G Val313Gly S6 DI Chong et al., 2015
€.950T>G Phe317Cys S6 DI Karakaya et al., 2016
€.950T>G Phe317Lys S6 DI Pergande et al., 2020
Cc.956C>T Ala319 Val S6 DI Lozic et al., 2016
C.965T>C 1le322Thr S6 DI Sivaraman et al., 2016
C.979G>A Glu327Lys S6 DI Chong et al., 2015
C.985A>G Arg329 Gly DI-DlI Stark et al., 2016
€.1526T>C Leu509Ser S5 DIl Chong et al., 2015
€.1534T>G Phe512Val S5 DIl Chong et al., 2015
c.1538C>A Thr513Asn S5 DIl Chong et al., 2015
c.1571G>A Ser524Asn S5 DIl Angius et al., 2019
€.1640T>C Met547Thr S5-S6 Dl Kumaki et al., 2022
c.1733A>G Tyr578Cys S6 Dl Vivero et al., 2017
c.1733A>C Tyr578Ser S6 DIl Chong et al., 2015
c.1745A>C Tyr582Ser S6 DIl Vivero et al., 2017
c.1768C>T Leu590Phe S6 DIl Chong et al., 2015; Bend et al., 2016
c.1783G>T Val595Phe S6 DIl Karakaya et al., 2016; Pergande et al., 2020
c.1789G>A Val597lle S6 DIl Wang et al., 2016
€.1800C>A Asp600Glu S6 DIl Angius et al., 2019
c.1870G>C Glu603GIn S6 DIl Winczewska-Wiktor et al., 2022
c.1838A>G GIn613Arg DII-DllI Singh et al. 2022
€.3017T>C Vall006Ala S4-S5 DIl Chong et al., 2015
€.3016G>T Val1006 Phe S4-S5 DIl Li et al., 2020
¢.3050T>C 11e1017Thr S5 DIl Chong et al., 2015
€.3058G>T Val1020Phe S5 DIl Fukai et al., 2016
€.3448C>G Leul150Val DIII-DIV Vivero et al., 2017
€.3493A>C Thr1165Pro DIlI-DIV Chong et al., 2015
c.3542G>A Arg1181 GIn DIlI-DIV Aoyagi et al., 2015, Chong et al., 2015
c.3553G>A Alal185Thr DIlI-DIV Vissers et al., 2017
c.4205C>T Leul324Phe S4 DIV Byrne et al., 2023
€.4300A>G lle1434Val S6 DIV Liao et al., 2022
Cc.4333A>T lle1445Leu S6 DIV Bramswig et al., 2018
€.4338T>G llel446Met S6 DIV Chong et al., 2015
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l.6. Virus SARS-CoV-2

El virus SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), es el agente
responsable de la enfermedad COVID-19. Se trata de un virus de RNA de cadena simple
perteneciente a la familia de los coronavirus que fue identificado por primera vez en la
ciudad china de Wuhan a finales de 2019. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
declaré la propagacion del virus como una pandemia en marzo de 2020 (Wu et al.,
2020). EI SARS-CoV-2 se propaga principalmente a través de aerosoles y afecta
principalmente al sistema respiratorio, provocando sintomas que varian en gravedad.
La enfermedad registra mas de 770 millones de infecciones y mas de 7 millones de
muertes a principios de 2024 (https://covid19.who.int/), ademas de innumerables
hospitalizaciones masivas, pérdidas econémicas, despidos laborales, cierre de escuelas
y universidades, etc. Las estrategias efectivas para disminuir la incidencia de la
enfermedad fueron el distanciamiento social, el uso de mascarillas y el confinamiento
en areas gravemente afectadas vy, sin lugar a duda, el desarrollo de vacunas. Sin
embargo, la comprension de la biologia del virus es fundamental para controlar su
expansiéon y proteger la salud publica a nivel mundial, asi como prepararnos para
posibles brotes futuros de virus similares (Chen et al., 2020; Dong et al., 2020; Li et al.,
2020; Johns Hopkins Coronavirus Resource Center. COVID-19 dashboard. JHU. 2021.

https://coronavirus.jhu.edu/map.html).

Genoma y proteoma del SARS-CoV-2. El SARS-CoV-2 es un virus del género
Betacoronavirus de la familia Coronaviridae. Los coronavirus son virus con envuelta
lipidica con un genoma de RNA monocatenario de polaridad positiva. EI| SARS-CoV-2
tiene uno de los genomas mas grandes (29,9 kb), comparado con otros virus de RNA
(Zhu et al., 2020; Wu et al., 2020). La estructura del genoma viral es similar al de otros
coronavirus conocidos, con las dos primeras pautas de lectura abierta en el extremo 5°
del genoma, ORF1a y ORF1ab (Figura 18), que codifican para dos poliproteinas (pp1a
y pp1ab) que una vez procesadas daran lugar a 16 proteinas no estructurales (nsps)
(Khan et al., 2023). Las nsps del SARS-CoV-2 estan involucradas en la inhibicion de la
inmunidad innata y en distintas fases del ciclo vital del virus (Thomas et al., 2021;
Kakavandi et al., 2023; Lu et al., 2022), en el que cada nsp desempena funciones

especificas.

NSP1 inhibe la traduccion de las proteinas celulares, uniéndose a la subunidad 40S

ribosomal y obstruyendo la entrada de mRNAs del huésped (Lapointe et al., 2021;

Schubert K. et al., 2020). NSP2 participa en la inhibicién de la expresién del mRNA del

huésped, reduciendo la respuesta antiviral y facilitando la replicacion del SARS-CoV-2.
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Ademas, también participa en la transcripcion y traduccion viral interactuando con
ribosomas y con complejos de replicacion-transcripcion (CRT) (Xu et al., 2022; Gupta et
al., 2021). La proteina NSP3 es una proteasa similar a la papaina (PLpro) que escinde
y genera las nsps 1-3 maduras. Se ha comprobado que participa junto con NSP4 en el
ensamblaje de vesiculas citoplasmaticas de doble membrana (DMV), necesarias para
la replicacion viral (Ricciardi et al., 2022). NSP3, también interfiere en la induccién de la
respuesta inmune innata del interferon al bloquear la fosforilacién, dimerizacion y
posterior translocacion nuclear del factor regulador de interferén 3 (IRF3) del huésped y
previene la senalizacién NF-kappa-B del huésped (Lei et al., 2020). NSP4 es una
proteina de membrana que desempefia un papel relevante en la formacion y
mantenimiento de los organulos de replicacion o DMV junto a NSP3 y NSP6 (Ricciardi
et al., 2022). La NSP5, o proteasa principal (Mpro), es una proteasa similar a la
quimotripsina, escinde la regién C-terminal de las poliproteinas pp1ay pp1ab en 11 sitios
y origina las nsps 4-16 maduras (Dai et al., 2020; Shin et al., 2020). Ademas, puede
activar en células epiteliales pulmonares la via del inflamasoma NLRP1 y desencadenar
la muerte celular epitelial (Planés et al 2022). NSP6 es una proteina de membrana que
desempena un papel en la formacion y mantenimiento de organulos de replicacién de
DMVs (Oostra et al., 2008; Ricciardi et al., 2022). Esta proteina se une a la proteina
quinasa serina/treonina TBK1 del huésped ocasionando una disminucién en la
fosforilacion de IRF3, lo que conduce a una reduccién de la producciéon de interferén
IFN-B (Xia et al, 2020). NSP7 y NSP8 forman hexadecameros que podrian participar
en la replicacion viral. Se ha demostrado también que ambas proteinas se ensamblan
con NSP12 para mejorar la actividad de la RNA polimerasa viral, y conjuntamente NSP7
y NSP16 participan en la formacién del complejo de replicacion y transcripcion (RTC)
viral para regular la replicacion y transcripcion viral (Gao et al 2020; Wang et al 2020).
Cabe destacar, que la proteina NSP8 interactia con la SRP y junto con NSP9 suprimen
la integracion de proteinas en la membrana celular, afectando a las defensas inmunes
del huésped (Banerjee et al., 2020). NSP10 es un cofactor de NSP14 y NSP16 (Yan et
al., 2021; Jiang et al., 2021) y tiene un papel principal en la metilacion de los mMRNAs
virales (Park et al., 2022). NSP12 es la RNA polimerasa RNA dependiente que cataliza
la transcripcion de los RNAs gendmicos y subgendmicos del virus (Yin et al., 2021).
NSP13 tiene actividad helicasa y se une a la proteina TBK1 del huésped e inhibe su
fosforilacion, lo que genera una reduccién del interferon IFN-B (Xia et al, 2020). NSP14
es una exorribonucleasa correctora de errores que reduce la sensibilidad del virus a los
mutagenos de RNA durante la replicacion, ademas tiene una funcion N7-guanina
metiltransferasa originando GpppA-RNA (Lin et al., 2021; Park et al., 2022). NSP15 tiene
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actividad endorribonucleasa y actia degradando las 5'-poliuridinas generadas durante
la replicacion de la region poli(A) de los RNAs gendmicos y subgendémicos virales, lo
que evita que el RNA poli(U) hibride con las colas poli(A) y active los sensores de RNA
de doble cadena (dsRNA) del huésped (Kim et al., 2020; Kim et al., 2021; Pillon et al.,
2021). Finalmente, NSP16 tiene actividad 2'-O-metiltransferasa que media en el proceso
de proteccion del mMRNA (Rosas-Lemus et al., 2020) a través de la metilacion de los
MRNA virales, lo cual es importante para evadir el sistema inmunologico (Park et al.,
2022). Ademas, esta proteina interrumpe el splicing de los mMRNAs del huésped en el
nucleo celular al interactuar con los dominios de reconocimiento de pre-mRNA de los

RNAs nucleares pequenos (snRNA) U1 y U2 (Banerjee et al., 2020).

En el extremo 3" del genoma, que ocupa aproximadamente un tercio del genoma, se
encuentran las pautas de lectura abiertas (ORF) que codifican las proteinas
estructurales intercaladas con varias ORFs que codifican proteinas accesorias, incluidas
las ORFs 3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 9c y 10 (Figura 18). Las proteinas estructurales del
SARS-CoV-2 incluyen la glicoproteina de la espicula (S o spike) que se une al receptor
del huésped y facilita la fusién de membranas (Moreira et al., 2020; Huang et al., 2020);
la glicoproteina M (membrane) que es la mayoritaria en la envuelta viral y esta asociada
con la proteina de la nucleocapside y otras proteinas estructurales virales para facilitar
el ensamblaje viral, ademas de participar en el proceso de patogénesis (Fu et al., 2021);
la proteina E (envelope) que es la proteina de membrana mas pequeina (Duart et al.,
2020 y 2021) y forma un canal idénico que promueve el ensamblaje y la patogénesis del
virus (Nieto-Torres et al., 2014; Schoeman et al.,, 2019); y la proteina soluble N
(nucleocapsid) que facilita el empaquetado del genoma viral en complejos
ribonucleoproteicos (RNPs) protegidos en el interior del virus y promueve el ensamblaje
del virion (Sheikh et al., 2020; Zeng et al.,, 2020). Profundizar en la comprensién
estructural y funcional tanto de estas proteinas estructurales como de las nsps es de
particular interés para comprender mejor la patogénesis del SARS-CoV-2 (Gordon et al.,
2020; Yoshimoto, 2020).
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Figura 18. Estructura del genoma y proteoma de SARS-CoV-2. A partir de las dos primeras ORFs
1a y 1ab se sintetizan las poliproteinas pp1a y pp1ab. La protedlisis de estas poliproteinas da lugar a
las proteinas no estructurales (nsps), que promueven la formacion del complejo de replicacion-
transcripcion (CRT) y las vesiculas de doble membrana (DMV), donde ocurre la replicacion del genoma
viral. En estas estructuras se sintetiza un genoma viral de sentido negativo (antigenoma) que servira
como molde para la transcripcion de los RNAs subgendmicos (sgRNA) y del RNA viral de sentido
positivo. A partir de los sgRNA se traduciran las proteinas estructurales (S, E, M, N) y otras proteinas
accesorias. Adaptado de Khan et al., 2023.

Ciclo infectivo del SARS-CoV-2. Los coronavirus utilizan factores del huésped y
estrategias propias para la infeccidon y expresion génica, tanto a nivel transcripcional
como traduccional. Los principales factores que participan en la entrada del SARS-CoV-
2 a la célula huésped, son la glicoproteina viral spike (S) y el receptor de la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) de la célula huésped (V’kovski et al., 2021).
Cuando la proteina S se une al receptor ACE2 es hidrolizada por la proteasa celular
furina dividiéndola en dos fragmentos S1 y S2, posteriormente la serin-proteasa
transmembrana 2 (TMPRSS2) escinde el fragmento S2 viral provocando un cambio
conformacional de éste que permite la exposicidon de una region hidrofdbica conocida
como péptido de fusion. La exposicion del péptido de fusién facilita la interaccién con la
membrana celular lo que resulta en la fusién de las membranas virales y celulares. Este
proceso permite la liberacién del genoma viral al interior celular (Ou et al., 2020). El
genoma viral del SARS-CoV-2, posee polaridad positiva, es decir, es reconocido por los
ribosomas celulares y actua directamente como RNA mensajero. Asi, se traducen las
ORFs del extremo 5’ generandose las poliproteinas pp1a y pp1ab que tienen 4.405 y

7.096 aminoacidos de longitud, respectivamente. Cabe sefialar que la produccion de
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pp1ab depende de la aparicién de un cambio de pauta de lectura del ribosoma, lo que
ocurre aproximadamente en el 60% de los casos, que elimina la aparicion de un codon
de parada y amplia la regién codificante. Esto genera que la pp1a codifique 11 nsps
(NSP1-NSP11), y la poliproteina pp1ab codifique 16 nsps (NSP 1- NSP 16) (Wu et al.,
2020; Whittaker et al., 2021). Como se ha mencionado anteriormente, las poliproteinas
son procesadas por las proteasas viricas PLpro (NSP3) y Mpro (NSP5). Algunas de las
nsps se ensamblan formando el complejo de replicacidon-transcripcion (CRT)
responsable de la replicacion y transcripcion del genoma viral (Malone et al., 2022). Al
mismo tiempo se forman las vesiculas de doble membrana (DMVs) mediante la
reorganizacion de membranas del RE por las IMPs NSP3, NSP4 y NSP6,
desempenando un papel clave en la regulacion de la inmunidad del huésped y la
modificacion de los organulos celulares para la replicacién y salida de los viriones (Lu et
al., 2022; Sakai et al., 2017). Las DMVs ofrecen el ambiente favorable para la sintesis
de RNAy a su vez lo protegen de la respuesta inmunitaria activada por los dsRNA. De
esta manera, a partir del RNA gendmico (RNAgQ) se sintetiza en los CRT una cadena de
RNA complementaria llamado antigenoma y un conjunto de RNA-subgendmicos
(RNAsg) de polaridad negativa. El antigenoma sirve como molde para producir nuevo
RNAg viral, mientras que los RNAsg serviran para la expresién de las cuatro proteinas
estructurales necesarias para el ensamblaje y salida del virion, y otras proteinas
accesorias implicadas en la modulacién de la respuesta inmune innata del huésped. El
ensamblaje del SARS-CoV-2 comienza con el recubrimiento de los RNAg con proteinas
de la nucleocapside (N) generando estructuras que emergen del ERGIC (RE-
compartimento intermedio de Golgi), adquiriendo asi una bicapa lipidica que contiene
las proteinas S, My E del virus (Figura 19) (Malone et al., 2022). Finalmente, los viriones

son secretados de la célula infectada mediante exocitosis.
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Figura 19. Ciclo infectivo del SARS-CoV-2. La entrada del virus se realiza tras el reconocimiento de la
proteina S por el receptor via endocitosis o fusion de membranas, posteriormente tiene lugar la traduccion
de las poliproteinas pp1ay pp1ab que después de ser procesadas por NSP3 y NSP5 produciran 16 proteinas
no estructurales (nsp) de las cuales algunas se ensamblan formando el complejo de replicacion-transcripcion
(CRT). La replicacion del RNA viral ocurre en DMVs, el ensamblaje de viriones en ERGIC, la maduracion del
virion en Golgi y finalmente la salida de los viriones se produce por exocitosis. S, proteina de la espicula; M,
proteina de membrana; E, proteina de envuelta; N, proteina de nucleocapside; TMPRSS2, serina proteasa
transmembrana 2; ERGIC, reticulo endoplasmatico-compartimento intermedio de Golgi; CMs, membranas
contorneadas. Adaptado de Chen et al., 2023.

Proteina no estructural 4 (NSP4) del virus SARS-CoV-2

NSP4 es la proteina no estructural mas grande y la segunda proteina integral de
membrana de mayor tamafio del SARS-CoV-2 después de la proteina S. Como se ha
mencionado, NSP4 es clave para la formacién de DMVs (Angelini et al., 2013;
Oudshoorn, et al,.2017; Sakai et al., 2017; Wolff et al., 2020), permitiendo su interaccion
con NSP3 y NSP6 para la formacion de estas vesiculas (Hagemeijer et al., 2011). La
proteina NSP3 se encarga inicialmente de la deformacién de la membrana del RE,
necesaria para hacer posible la formacion de las DMVs. Posteriormente, la interaccion
con NSP4 genera la reorganizacion de las membranas del RE, y la subsiguiente

interaccion entre las proteinas NSP4 y NSP6 permite la formacion de las DMVs (Figura
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20A). Estas interacciones son previas al corte proteolitico de la poliproteina, lo que
permite mantener cerca las 3 proteinas asociadas a la membrana para facilitar su
interaccion (Angelini et al., 2013; Harcourt et al., 2004; Sawicki et al., 2005). La sintesis
del RNA viral se lleva a cabo en las DMVs, que actian como centros neuralgicos,
proporcionando un microambiente favorable y posiblemente protegiendo al RNA viral de
los sensores inmunitarios innatos de la célula huésped. EI RNA viral recién sintetizado
se exporta al citosol a través de un poro que atraviesa las DMVs (Figura 20A). Los
componentes de este poro incluyen NSP3, NSP4 y NSP6 (Wolff et al., 2020).

La proteina NSP4 esta presente en otros coronavirus y se ha demostrado su importancia
en el fenotipo y replicacion viral. Asi, en el coronavirus de ratén (MHV) se encontré que
las sustituciones de aminoacidos (N176A y N258T) en la proteina NSP4 originaron un
fenotipo viral sensible a la temperatura, y el analisis de las células infectadas con este
clon infectivo revel6 una disminucién drastica de las DMVs y del titulo viral, demostrando
la importancia de NSP4 en la direccién del ensamblaje de las DMVs y en la replicacion
viral (Clementz et al., 2008). Por otro lado, en cultivos celulares con los mutantes de
NSP4 N176A y N237A del MHV, se encontré que habia una disminucién en la sintesis
de RNA viral, lo cual sugiere que la disminucion de RNA viral es la responsable de los
defectos de produccién de viriones. Ademas, por microscopia electrénica se observo
que las células infectadas con estos mutantes tenian DMVs con morfologia alterada o
aberrante en comparacion con las células infectadas con MHV de tipo silvestre,
destacando que el grado de DMV irregulares en las células infectadas con el virus que
contenia la NSP4 mutante esta directamente relacionado con la alteracién en la sintesis
de RNA'y el desarrollo viral (Gadlage et al., 2010). Ambos estudios fortalecen el papel
de NSP4 en la organizacion y estabilidad de las DMV, que son esenciales para la
sintesis eficiente del RNA viral y la replicacion 6ptima del coronavirus MHV. En el caso
del coronavirus causante del sindrome respiratorio de oriente medio (MERS), se ha
demostrado que la expresion de NSP3 y NSP4 es suficiente para inducir la formacion
de DMVs (Oudshoorn et al., 2017). Estos resultados fueron corroborados en el virus
SARS-CoV, descubriéndose que la interaccion de NSP4 con NSP3 es necesaria y
suficiente para inducir la formacion de DMVs. En este ultimo caso se demostrd que los
residuos implicados en la interaccion con la NSP3 son la H120 y la F121 de NSP4; ya
que mutantes H120N y F121L alteraron la interaccién de ambas proteinas afectando los
reordenamientos de la membrana del RE y, por ende, la replicacion del RNA viral (Sakai
et al., 2017). Todo lo anterior sugiere que NSP4 juega un papel en la replicacion,
organizacién y estabilidad de las DMVs, siendo esta proteina de especial interés para

entender la patogénesis del virus. Por tal motivo, resulta importante investigar la
50



biogénesis de la proteina NSP4 del SARS-CoV-2 con el fin de comprender a nivel
molecular su papel en la patologia del virus y desarrollar estrategias eficaces para
combatir este virus (Ghosh et al., 2020). Hasta el momento no se ha podido determinar
la estructura con resolucion a nivel atdbmico de NSP4 de ningun coronavirus. Las
primeras caracterizaciones apuntan la presencia de 4 regiones TM tanto en el
coronavirus de ratones (MHV) como en SARS-CoV humano, con los extremos N y C-
terminal orientados al citoplasma (Oostra et al., 2007). Ademas, NSP4 de SARS-CoV
contiene un sitio de glicosilacion no candnico (NIC) ubicado entre la primera y la
segunda region hidrofébica que podria estar modificado. Por otro lado, se ha sugerido
que el extremo N-terminal de NSP4 de SARS-CoV, pero no el de MHV, es parcialmente
procesado por una peptidasa sefial (Oostra et al., 2007). En el caso del SARS-CoV-2 no
se ha demostrado experimentalmente la topologia de NSP4 ni sus modificaciones co-
/post-traduccionales, de hecho, aunque hay distintos modelos topoldgicos (Thomas,
2021), no hay un consenso entre los distintos algoritmos de prediccidén. Recientemente,
se simul6 el impacto de las hélices TM en la interaccion entre los dominios luminales de
NSP3 y NSP4 concluyendo que algunos modelos podrian ser irreales (Figura 20B),
probablemente derivados de la ubicacion inexacta de los segmentos TM (Klatte et al.,
2022), siendo un ejemplo del impacto negativo que tiene nuestro limitado conocimiento

de los detalles moleculares de NSP4 y, por ende, de su funcion en la propagacién viral.
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Figura 20. Morfologia de las vesiculas de doble membrana (DMVs). (A) Imagen de las DMVs
obtenida por microscopia electronica (TEM) 12 h.p.i (10000X) inducidas por la cepa Wuhan del SARS-
CoV-2 en células Vero E6. El diametro de estas vesiculas es de 100-300 nm, las flechas indican los
puntos de contacto entre las dos membranas, probablemente correspondiente a poros que permiten el
intercambio con el citoplasma. M, mitocondria. Tomado de Roingeard et al., 2022. (B) Esquema
ilustrativo que muestra la interaccién entre las proteinas NSP3 (morado) y NSP4 (azul) para formar las
DMVs. Tomado de Klatte et al., 2023).
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El objetivo general |: Estudio de la biogénesis del dominio DI del canal de sodio no
selectivo humano (NALCN). Para ello se han abordado los siguientes objetivos

especificos:

1. Estudio de la insercion individual en membrana de los 6 segmentos TM del dominio |
(DI) de la proteina NALCN.

2. Determinacién de la topologia del DI de NALCN en membranas bacterianas y de

células humanas.
3. Estudio computacional de las interacciones entre segmentos TM del DI de NALCN.

4. Posicionamiento del S6 del DI de NALCN en membranas y efecto de las mutaciones

asociadas a la enfermedad CLIFAHDD en su integracion en membranas.

El objetivo general II: Estudio topoldgico de la proteina no estructural 4 (NSP4) del

SARS-CoV-2. Para ello se han abordado los siguientes objetivos especificos:

1. Determinacion de la topologia de la proteina NSP4 en membranas de células

bacterianas y en membranas de células humanas.

2. Verificar si la primera region hidrofébica de la proteina NSP4 puede ser sustrato del

SPC y de su posible procesamiento en otras lineas celulares.

3. Estudios preliminares para la caracterizacion estructural de dominios solubles de la
proteina NSP4.
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M.1. Andlisis computacional de las secuencias proteicas

Prediccién de hélices TM y topologia. Para la prediccién de hélices TM y topologia

del Dominio | (DI) de NALCN y NSP4, utilizamos los programas computacionales

accesibles en la red especificados en la tabla 4 (Duart et al., 2024).

Tabla 4. Programas computacionales de prediccién de segmentos TM, topologia y péptido sefal
(SP) disponibles en la web.

Programa Prediccion Enlace web
AG predictor ™ http://www.cbr.su.se/DGpred/
TMHMM TM/Topologia http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/
HMMTOP TM/Topologia http://www.enzim.hu/hmmtop/
TOPCONS TM/Topologia/SP http://topcons.net/
MEMSAT TM/Topologia/SP http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
SPOCTOPUS | TM/Topologia/SP http://octopus.cbr.su.se/
Protter TM/Topologia http://ulo.github.io/Protter/
Uniprot ™ https://www.uniprot.org/

Simulaciones por dinamica molecular. Para la realizacion de los calculos

computacionales en las simulaciones de dinamica molecular del dominio DI de NALCN,

utilizamos los programas/softwares de acceso libre en la red indicados en la tabla 5.

Tabla 5. Programas computacionales de disefio, simulacion, analisis y procesamiento de trayectorias
y datos utilizados en dinamica molecular.

Programa

Enlace web/Referencia

CHARMM-GUI

http://www.charmm-qui.org/

GROMACS 2023.2

http://www.gromacs.orqg/

Dinamica Molecular
Visual (VMD) 1.9.4

https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/vmd-1.9.4/

Phyton 3.11.0

https://www.python.org/downloads/release/python-3110/

JupyterLab

https://jupyter.org/

En las simulaciones por Dinamica Molecular (DM) usamos una representacion a nivel

atomico, en la que la posicion y orientacion del modelo del dominio DI de NALCN se

obtuvo del Banco de Datos de Proteinas (PDB) (https://www.rcsb.org) con cédigo PDB

(7cm3). Usando el algoritmo CHARMM-GUI (http://www.charmm-qui.org/), insertamos

la estructura proteica resultante en una bicapa de POPC (16:0—18:1 PC) preequilibrada

siguiendo un modelo simplificado de membrana de RE que abarca el plano XY del

cuadro de simulacion periddica. EI complejo proteina-membrana se solvatdé con agua
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TIP3P que contenia KCI 150 mM (Jo et al., 2008 y 2009). A continuacién, procedimos a
la simulacién de todo el DI de NALCN utilizando GROMACS (version 2023.2). Primero
realizamos una minimizacion de energia. A continuacién, se realizaron seis rondas
cortas de equilibracion con restricciones de posicion en los atomos de la proteina. A
partir de la produccion se realizaron 3 réplicas. Los sistemas se simularon con un paso
de tiempo de 2 fs durante 1 s utilizando el campo de fuerza CHARMM36m (Huang et
al., 2017). La temperatura y la presién del sistema se mantuvieron a 310 Ky 1 atm
utilizando el termostato v-rescale y el barostato c-rescale (Bussi et al., 2007; Bernetti et
al., 2020). El analisis de las simulaciones fue configurado con Python 3.11.0 en la
interfase de usuario Jupyter Lab, y para la visualizacion de las trayectorias y disefio de
imagenes de las estructuras simuladas utilizamos VMD (Humphrey et al., 1996). Para la
estadistica descriptiva se utilizaron los valores cuantitativos (n=2700) de cada frame que

fueron analizados en GraphPad Prism 8.0.2.

M.2. Manipulacion de bacterias.

Cepas bacterianas: Empleamos la cepa de E. coli DH5a (genotipo: F— ¢@80lacZAM15
A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rK—, mK+) phoA supE44 A-thi-1 gyrA96
relA1) para procedimientos de clonacién, transformacién y amplificacion de DNA
plasmidico. Asimismo, esta cepa bacteriana también fue utilizada en los ensayos de
topologia de las proteinas DI NALCN y NSP4 utilizando el reportero dual PhoA-LacZa;
ya que permite la a-complementacién de LacZ y es deficiente de phoA. También,
utilizamos la cepa bacteriana E. coli C43(DE3) (genotipo: F — ompT hsdSB (rB- mB-) gal
dcm (DE3)) para la expresion de fragmentos solubles de la proteina NSP4. Las células
competentes de E. coli DH5a y E. coli C43(DE3) se prepararon en el laboratorio

siguiendo el protocolo de Green y Sambrook, 2020.

Cultivo de cepas de E. coli: Las cepas se cultivaron a 37°C y 200 rpm en medio LB
(Luria Bertani) liquido (triptona 1% (p/v) (Pronadisa), extracto de levadura 0.5% (p/v)
(Pronadisa), NaCl 1% (p/v)) o solido, afiadiendo 2% (p/v) de agar bacterioldgico
(Pronadisa). En ambos casos se esterilizaron los medios en autoclave durante 20
minutos a 1 atmdsfera de presion y 121°C. Los medios LB liquido o solido se
suplementaron con el antibiético apropiado para el caso, ampicilina a 50 ug/ml o

kanamicina a 35 pg/ml.

Transformacién de las cepas de E. coli: Para la incorporacion de DNA plasmidico
exdgeno dentro de estas cepas utilizamos el método de electroporacion. Para ello 50 6

100 pL de células electrocompetentes se mezclaron con 5 ng de DNA plasmidico,
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después las células fueron sometidas a un choque eléctrico de 1.8 kV/cm? durante 5
milisegundos, para lo cual se emplearon cubetas de electroporacién con una distancia
entre los electrodos de 0,1 cm. Después del choque eléctrico las células se recuperaron
en medio LB incubandolas 1 hora a 37°C en agitacion a 350 rpm. Finalmente, las células

fueron sembradas en una placa de LB con el antibiético adecuado.

M.3. Manipulacion de lineas celulares humanas

Lineas celulares humanas: En la presente tesis empleamos 2 lineas celulares
humanas y una linea celular de mono que crecen en monocapa adheridas a la superficie
del frasco de cultivo. La linea HEK-293T (células embrionarias de rindbn humano 293)
fueron usadas en ensayos de topologia de las proteinas DI NALCN y NSP4, insercién
individual de segmentos TM en membrana del RE, verificacion del residuo inicial del TM
del S6 del DI de NALCN, efectos de mutaciones asociadas a enfermedades en DI
NALCN y en el procesamiento de la diana putativa de la proteina NSP4. La linea Vero
E6 (células epiteliales de rindn extraidas del primate africano cercopiteco verde) y la
linea A549 (células epiteliales del carcinoma de pulmén humano) se utilizaron para
ensayos de procesamiento de la diana putativa del complejo peptidasa (SPC) de la
proteina NSP4.

Mantenimiento de las lineas celulares humanas: Las 3 lineas celulares se cultivaron
en monocapa en frascos de 75cm? recubiertos con medio de cultivo que contenia DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Media) (Gibco) con 4.8 g/L de glucosa suplementado con 2
mM glutamina y 10% (v/v) de suero bovino fetal (Gibco) y penicilina/estreptomicina (100
U/ml) (Gibco). Cuando las células alcanzaban el 90% de confluencia se tripsinizaban y
se pasaba una dilucién a otros frascos conteniendo DMEM suplementado fresco con el

objetivo de mantener la linea celular.

Transfeccion de lineas celulares humanas: 24 horas antes de la transfeccion se
sembraban 2 millones de células por placa de 24 pocillos con 500 yL de medio de cultivo

en cada pocillo. En general se transfecté 500ng de DNA plasmidico por pocillo. La linea
célular HEK-293 se transfectdé con una mezcla que contenia 1uL de polietilenimina

1mg/ml y 50uL de DMEM por cada pug de DNA. Las lineas celulares Vero E6 y A549
fueron transfectadas con Lipofectamina 3000 siguiendo el protocolo del fabricante
(Invitrogen). Para la preparacion, se combinaron 1.5 pL de lipofectamina 3000 con 25
ML de DMEM con una mezcla que contenia 1 pL del reactivo potenciador de la
transfeccion (Invitrogen), 500 ng de DNA plasmidico y 25 yL de DMEM. En ambos casos,

la mezcla final se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos y después se
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agrego gota a gota al pocillo. Las células se cultivaron a 37°C y 5% COzdurante 24-48

horas segun sea el caso, antes de proceder a la obtencion del extracto proteico.

M.4. Manipulacion genética

Vectores de DNA plasmidico: Durante el desarrollo de la tesis utilizamos 6 tipos de
vectores (Tabla 6). En el plasmido pGEM-T se clond la secuencia de DNA que codifica
el dominio DI de NALCN vy el sistema Lep; el plasmido pLVX-EF1alpha-IRES-Puro
contenia la secuencia de DNA que codifica la proteina NSP4; en el plasmido pSVLd
construimos el sistema C.TM con tres y dos dianas de glicosilacion (3G y 2G
respectivamente); el plasmido pKTop contiene el sistema dual PhoA-LacZ; el plasmido
pCAGGS se us6 para la expresion de proteinas en células de mamifero; y el plasmido
pPETNKI se utilizé para expresion de fragmentos solubles de la proteina NSP4. Para
obtener una mayor cantidad de copias de los plasmidos y de las construcciones
derivadas, estos fueron transformados en E. coli DH5a y se realiz6 purificacion del DNA
plasmidico mediante lisis alcalina siguiendo las instrucciones de GeneJET Plasmid

Miniprep (ThermoFisher Scientific).

Tabla 6. Lista de Vectores plasmidicos utilizados

Vectores DNA plasmidico Origen Referencia
pGEM-T Donado por Dr. von Heijne Hessa et al. 2005
pLVX-EFlalpha-IRES-Puro | Donado por Dr. Nevan Krogan | Gordon et al. 2020
pSVvLd Donado por el Dr. Feige Behnke et al., 2016
pKTop Donado por Dra. Karimova | Karimova et al., 2009
pCAGGS Life Science Market PVT1020 Fan et al., 2022
pETNKI 1.1 Donado por Dra. Casino Huesa et al., 2021

Amplificacion de material genético: Las reacciones en cadena de la polimerasa
(PCR) se realizaron en un termociclador Doppio Ristretto (Hamburgo, Alemania). Las
mezclas de reaccion contenian 50 ng de DNA molde, 10 uM de cada oligonucleétido,
0.25 mM de dNTPs, tampdon de PCR comercial y 1 unidad de la polimerasa Taq
(Thermus aquaticus) de Promega (Madison, WI, U.S.A.), para un volumen final de
reaccion de 50 pL. Las condiciones de la reaccion fueron una desnaturalizacion inicial a
95°C, seguido de 32 ciclos de tres segmentos (1 min a 95°C, 1 min. a 55°C, 1 min/kb. a

72°C) y con un tiempo de extension final de 5 min a 72°C. EI DNA amplificado se purifico
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siguiendo las instrucciones del GeneJET PCR Purification Kit (ThermoFisher Scientific)

y GeneJET Gel Extraction (ThermoFisher Scientific).

Insercidon y clonacion de material genético: A continuacion, describiremos las
diferentes construcciones genéticas obtenidas mediante insercion, clonacion molecular
y mutagénesis para la realizacion de la presente Tesis. Para ello, el disefio de los
oligonucledtidos fue realizado manualmente o utilizando la herramienta “Quik Change |l
Primer Design tool”, segun sea el caso. Los oligonucledtidos utilizados y las
construcciones obtenidas se describen en el Anexo 1y 2, respectivamente.

- Construccion del sistema C.TM: Primero, al plasmido pSVLd le realizamos algunas
modificaciones. En la regién codificante de la cadena ligera A de inmunoglobulina (C.)
disefiamos dos sitios de glicosilacion aat agc agc y aat gtc act que codifican las
secuencias de aminoacidos NSS y NVT, respectivamente mediante mutagénesis
dirigida; los cuales nos serviran como reporteros de glicosilacion. Los sitios de digestidon
de las enzimas Spel (actagt) y Sacl (gagctc) fueron disefiados por insercion en la regién
que codifica la secuencia de glicinas y serinas repetidas (Figura 24). La etiqueta con el
epitopo c-myc (EQKLISEEDL) y los dos codones de parada (tag taa), situados al final
del sistema C_TM, fueron anadidos por PCR y el producto amplificado fue clonado en el
plasmido pSVLd utilizando las enzimas de restriccion Xhol y BamH| (New England
Biolabs NEB). Posteriormente, por PCR amplificamos los 6 segmentos TM del dominio
DI de NALCN y el TM+o.32 de NSP4 (flanqueados por los tetrapéptidos GGPG/GPGG y
por sitios de digestion); después, tanto los productos de PCR como el vector que
contiene el sistema C.TM fueron digeridos con las enzimas de restriccion Spel/Sacl
(New England Biolabs NEB) y tratados con la T4 DNA ligase (NZYTECH) a 16°C durante
16h. Los protocolos de clonacion con enzimas de restriccion (Xhol, BamHI, Spel y Sacl),
se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante New England Biolabs (NEB) y
NZYTECH. El sistema C.TM y las construcciones realizadas en éste se muestran en
Anexo 2 A.

- Construcciones de proteinas truncadas en el vector pKTop: En las construcciones
realizadas en el sistema de reportero dual PhoA-LacZ, las diferentes secuencias que
codifican los truncados de longitud creciente del dominio DI de NALCN y NSP4 fueron
amplificadas por PCR. Tanto los productos de PCR como el plasmido pKTop fueron
digeridos con Xbal/Sacl siguiendo las instrucciones del fabricante NEB vy tratados con
T4 DNA ligase (NZYTECH) a 16 °C durante 16h. Las construcciones se muestran en el
Anexo 2 B.
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- Construcciones de proteinas truncadas en el vector pCAGGS: Para el mapeo de
glicosilaciones de las proteinas truncadas del dominio DI de NALCN y NSP4, se
disefiaron cebadores para amplificar por PCR los diferentes truncados. En todas las
construcciones, los cebadores incluyen sitios glicosilables (NSTMGM) o no glicosilables
(QSTMGM) en N- y/o C-terminal, etiqueta con el epitopo c-myc (EQKLISEEDL) s6lo en
el cebador C-terminal, y secuencia homologa de 15pb del plasmido pCAGGS en ambos
cebadores directo (forward) y reverso (reverse). Los productos de PCR se purificaron y
se clonaron en el plasmido pCAGGS que fue linealizado por digestion con Kpnl (NEB)
utilizando la tecnologia In-Fusion HD (Takara), siguiendo las instrucciones del

fabricante. Las construcciones se muestran en el Anexo 2 C.

- Construcciones en pGEM-T(Lep): Para los estudios de insercién de las regiones
hidrofébicas seleccionadas se utilizé el ensayo basado en la proteina modelo leader
peptidase (Lep), ésta fue modificado afiadiéndole mediante mutagénesis dirigida sitios
de glicosilacién (NTS) a distancias de 9, 11, 13 y 15 codones del inicio de la secuencia
testada. Al S6 del dominio DI de NALCN se le afnadieron por PCR tetrapéptidos
GGPG/GPGG en ambos extremos y sitios de restriccion Spel/Kpnl flanqueantes. Tanto
los productos de PCR del S6 como el plasmido pGEM+Lep fueron digeridos con
Spel/Kpnl siguiendo las instrucciones del fabricante (NEB) y ligados con T4 DNA ligase
(NZYTECH) a 16 °C durante 16h. Los controles de insercion (la secuencia
KVLLVTGVLGLLLLIKWK), translocacion (la secuencia YNLYIYAFFASSLVHGFI), S6
silvestre y los mutantes fueron clonados en el sistema pGEM+Lep por la misma
metodologia. En el caso de las mutaciones asociadas a la enfermedad CLIFAHDD,
éstas fueron disefiadas en el S6 mediante mutagénesis dirigida siguiendo el
procedimiento que se detalla mas adelante. Las construcciones realizadas se describen

en el Anexo 2 E.

- Construcciones en el vector pETNKI 1.1: Para la purificacién de dominios solubles
de la proteina NSP4, se realizaron dos construcciones, una que comprende la region
entre el primer y segundo TM (S40-P270) y la otra que corresponde al extremo C-
terminal de la proteina (T411-Q500). Los fragmentos correspondientes a estas regiones
de la proteina fueron amplificados por PCR y clonados en el plasmido pETNKI 1.1
(resistente a kanamicina, con etiqueta Histag en N-terminal seguido de sitio de corte
para proteasa PreScission) mediante ligacién independiente de ligasa, una técnica
donde se crean extremos sobresalientes complementarios entre las secuencias de
nucleétidos del plasmido y del fragmento amplificado. Para ello, el plasmido digerido con

Kpnl y los fragmentos amplificados por PCR fueron purificados por GeneJET Gel
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Extraction (ThermoFisher Scientific). Luego, para crear los extremos sobresalientes en
el plasmido preparamos la siguiente reacciéon (5 pyL de plasmido digerido, 2 pyL T4-
DNApol buffer 5X, 1 yL de 25 mM dTTP, 0.5 yL 100 mM DTT, 1 yL BSA (1 mg/ml), 0.5
ML de la DNA polimerasa T4 (NEB) y 2.5 uL H20); y para los fragmentos de PCR (5 uL
de producto de PCR, 2 pL T4-DNApol buffer 5X, 1 uL de 25 mM dATP, 0.5 yL 100 mM
DTT, 1 yL BSA (1 mg/ml), 0.5 uL de la DNA polimerasa T4 (NEB) y 2.5 uL H20). Las
reacciones fueron incubadas durante 30 minutos a 22 °C seguido de 20 minutos a 75
°C para inactivar la polimerasa. En la reaccion de hibridacién mezclamos 1.5 pL de
plasmido y 3 L de inserto tratados con la DNA polimerasa T4, incubamos 10 minutos a
temperatura ambiente y transferimos la reaccion a 4°C. Finalmente, transformamos 3
ML de cada construcciéon en 50 L de células E. coli DH5a competentes y sembramos
en placas de LB agar con kanamicina 35ug/mL para luego incubarlas a 37°C por toda la

noche. Las construcciones se describen en el Anexo 2D.

Mutagénesis dirigida: Para la reaccion de mutagénesis seguimos las instrucciones del
fabricante (Agilent Technologies). En cada reaccion usamos 1 uL de Pfu Turbo DNA
polimerasa, 50 ng de DNA molde, 5 yM dNTPs, 5 uL de tampdén 10X, 0.05uM de
concentraciéon final de cada oligonucleétido que contiene la mutacién disefada y
completamos con agua hasta 50 uL de volumen final de reaccion. Se realizaron 18 ciclos
de amplificacion (1 minuto a 95°C, 1 min. a 58°C y 1 min/kb de plasmido a 68°C
precedidos por un ciclo de desnaturalizacién inicial de 2 min. a 95°C). EI DNA
amplificado se digirié con la enzima Dpnl para degradar el DNA molde metilado y
después se transformaron células competentes DH5a de E. coli con 1 uL del producto
obtenido. Las células se sembraron en placas de LB seleccionando con el antibiético
apropiado y se dejaron crecer 37°C durante 16-24 horas. Las construcciones obtenidas
por mutagénesis en la secuencia del dominio DI de NALCN (D75R, N210Q y N216Q) y
en la proteina NSP4 (NIS, QIC, AAAA, FFFF) se muestran en el Anexo 2C.

Secuenciacion de material genético: Las inserciones, clonaciones, mutagénesis
dirigidas y las demas construcciones realizadas fueron comprobadas mediante

secuenciacion del DNA por la empresa Macrogen Inc. (Seoul, Korea).

M.5. Ensayo topolégico del dominio DI de NALCN y NSP4 en membranas de
bacterias

En este ensayo utilizamos el reportero dual pho-lac del plasmido pKTop. Las seis
construcciones del dominio DI de NALCN, 61-mer (pKTop-NALCN.61-pho-lac), 88-mer
(pPKTop-NALCN1.gs-pho-lac), 127-mer (pKTop-NALCN1.127-pho-lac), 160-mer (pKTop-
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NALCN.160-pho-lac), 200-mer (pKTop-NALCN1-200-pho-lac) y 380-mer (pKTop-NALCN:.
sgo-pho-lac)) y las diez construcciones de la proteina NSP4, 141-mer (pKTop-NSP41.141-
pho-lac), 164-mer (pKTop-NSP41.164-pho-lac), 279-mer (pKTop-NSP41.270-pho-lac), 313-
mer (pKTop-NSP41.313-pho-lac), 335-mer (pKTop-NSP44.335-pho-lac), 346-mer (pKTop-
NSP44.a46-pho-lac), 362-mer (pKTop-NSP4i.362-pho-lac), 371-mer (pKTop-NSP41.371-
pho-lac), 397-mer (pKTop-NSP41397-pho-lac) y 500-mer (pKTop-NSP41.s00-pho-lac))
fueron transformadas en E. coli DH5a y cultivadas a 37°C en placas de agar LB con 50
pg/mL kanamicina. Para estudiar la topologia de todas las construcciones mediante el
ensayo cualitativo, una colonia fresca de cada construccion fue crecida hasta un ODgoonm
de 0.5 en el medio LB con 50 pg/mL de kanamicina y se sembraron por goteo 7 uL en
placas con agar LB suplementado con los indicadores 80 ug/mL de disodio 5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato (BCIP) y 100 pg/mL de 6-cloro-3-indolil-B-D-galactdsido (Red-Gal),
el inductor IPTG (1 mM) y 50 ug/mL de kanamicina. Las placas sembradas se dejaron a
37 °C toda la noche. Para el ensayo cuantitativo, una vez llevado el cultivo a un ODgoonm
de 0,5 igual que en el apartado anterior, se indujo la expresién de la proteina quimérica
(truncados/PhoA-LacZ) con 1 mM de IPTG durante 1 hora a 37 °C. Para medir la
actividad B-galactosidasa, se recogieron las células por centrifugacién a 7.000 rpm
durante 5 minutos y se resuspendieron en medio M63 (100 mM KH2PO4, 15 mM
(NH4)2S04, 1,7 mM Fe;SOs, 1 mM MgSO4, pH 7.0). Después las bacterias
resuspendidas y permeabilizadas con SDS 0.05%: cloroformo (1:1), fueron mezcladas
con tampén PM2 (70 mM NazHPO4, 30 mM NaHPO4, 1 mM MgSOs4, 0.2 mM MnSOs4, pH
7.0) y 0,15% de Orto-nitrofenil-B-D-galactosido (ONPG) para iniciar la reaccion
enzimatica. Para medir la actividad fosfatasa, las células se recogieron por
centrifugacion a 7.000 rpm durante 5 minutos, y se resuspendieron en tampén frio PM1
(1 M Tris—HCI, pH 8.0, 0.1 mM ZnCl,, 1 mM iodoacetamida). A continuacién, después
de permeabilizar la suspension bacteriana con SDS0.05%:cloroformo (1:1), la reaccién
comenzo al afiadir una mezcla de la solucion sustrato de p-nitrofenil fosfato (pNPP)
(0.15% in 1 M Tris—HCI, pH 8.0). Las reacciones [B-galactosidasa y fosfatasa se
detuvieron cuando se observa la presencia de un color amarillo afiadiendo Na>COs (1
M) y NaOH (2N), respectivamente (Anexo 3, Figura 74 y 75). La actividad enzimatica
(A) en unidades relativas y la actividad relativa normalizada (NAR) fueron calculados

como se describe en Karimova and Ladant, 2017.

0D405 muestra — 0D405 control
(0OD595 muestra — 0D595 control)

A =1000x( )/t (minde incubacién)
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Donde los ODa4gs y ODsgs del control, corresponden a la mezcla de reaccién que no

contiene suspensiéon bacteriana.

actividad PhoA muestra/méaxima actividad PhoA

NAR =
(actividad LacZ muestra/ maxima actividad LacZ

Donde la maxima actividad de PhoA o LacZ, corresponde a la maxima actividad medida

en cada ensayo.

M.6. Ensayo topologico del dominio DI de NALCN y NSP4 en membranas de
células humanas.

La metodologia para determinar la topologia de ambas proteinas consiste
resumidamente en obtener el extracto proteico de las células transfectadas con los
correspondientes plasmidos donde se expresaron, realizar un tratamiento con EndoH
del extracto proteico a una fraccion de la muestra y finalmente, su analisis por
electroforesis SDS-PAGE y Western blot (Anexo 3, Figura 76).

Obtencién de extracto proteico de células humanas

Las construcciones truncadas del dominio DI de NALCN y de la proteina NSP4 fueron
clonadas en el plasmido pCAGGS vy transfectadas en células HEK-293T en placas
multipocillo. Después de 24-48 horas a 37 °C y 5% CO3, las células se recogieron de
los pocillos y se centrifugaron a 250 g durante 10 minutos a 4 °C y se lavaron dos veces
con 400 pL de PBS. Finalmente, las células fueron lisadas agregando 100 pL de tampén
de lisis (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 150mM, 1% NP-40) y sonicadas durante 10
minutos en un bioruptor (Diagenode). Después de centrifugar las muestras a 13.000 rpm
durante 10 minutos y 4 °C; el sobrenadante se mezclé en proporcion 5:1 con tampdn de
carga (Laemmli sample buffer, Tris-HCI 625 mM pH 6.8, glicerol 10% (v/v), SDS 2%

(p/v), B-mercaptoetanol 4% (v/v), azul de bromofenol 0.01% (p/v)).

Tratamiento con EndoH

Una fraccion de las muestras de proteinas se trataron con endoglicosidasa H (EndoH)
que es una enzima capaz de eliminar los N-oligosacaridos de una glicoproteina. El
tratamiento de las muestras se realizé siguiendo las indicaciones del proveedor,
anadiendo a la muestra en el tampdn de carga GlycoBuffer 3 y 2 U de EndoH (New

England Biolabs), incubando durante 1 hora a 37 °C.
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Electroforesis SDS-PAGE y Western Blot

Después de la incubacién con EndoH, las muestras de proteinas fueron calentadas a
96 °C durante 5 minutos para su desnaturalizacion y analizadas mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida en presencia de SDS. Las muestras desnaturalizadas fueron
cargadas en geles de 12%, 14%, 16% y 20% de poliacrilamida dependiendo del tamafio

de las proteinas truncadas y la electroforesis se realizé a un voltaje constante (90V).

Segun el procedimiento los geles se tifieron con azul de Coomassie (0,1 % w/w
Coomassie Blue R250, 30 % metanol, 5 % acido acético) y se decoloraron con solucion
decolorante (250ml metanol, 70 ml acido acético y 680ml H,O destilada), o se
transfirieron (90V con limite de 300 mA durante 1 hora) a una membrana de nitrocelulosa
Hybond-ECL (Amersham Bioscience) en tampon de transferencia (metanol, solucion de
transferencia 10x y agua en proporciéon 1:0,5:3,5, respectivamente). Una vez finalizada
la transferencia, la membrana se bloqued con leche desnatada al 5% (p/v) y para la
inmunodeteccion por transferencia western blot se empled el anticuerpo primario anti-c-
myc (Sigma) obtenido en conejo a una dilucion 1:10000 y el anticuerpo secundario de
cabra contra la IgG (H+L) de conejo conjugado a HRP a 1:8.000. Después de lavados
sucesivos con tampdn de lavado (10x TBS en agua al 1:10 y 0.05% tween), la deteccion
de la sefal quimioluminiscente se obtuvo tras incubar la membrana de nitrocelulosa con
el reactivo de revelado ECL de GE Healthcare en el equipo ImageQuantTM LAS
4000mini Biomolecular Imager (GE Healthcare). Esta sefial nos permite distinguir la
glicosilacion de las dianas reporteras en las diferentes construcciones truncadas de las
proteinas del DI NALCN y NSP4; ya que una sola glicosilacién confiere una diferencia
en la movilidad electroforética de ~2.5 kDa permitiéndonos averiguar su localizacién

luminal (diana reportera glicosilada) o citoplasmica (diana reportera no glicosilada).

Para el mapeo de glicosilaciones de las construcciones en el sistema Lep, los 6
segmentos TM del DI de NALCN clonados en C.TM 3G y el TM1o.32 putativo de NSP4
clonado en C.TM 2G, se siguidé el mismo protocolo descrito arriba para la transfeccion
en células HEK-293T, extraccion de proteinas, tratamiento con EndoH, electroforesis e
inmunodeteccién. La diferencia de ~2,5 kDa aproximadamente en la movilidad
electroforética nos indicara insercién en membrana del RE o traslocacion al lumen de

las proteinas evaluadas con respecto a su control.

M.7. Procesamiento de la diana putativa de NSP4

El objetivo de este ensayo fue verificar la existencia de una diana de corte del complejo

SPC en la secuencia de NSP4. Para ello, se disefaron dos mutantes en los que se
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reemplazaron la secuencia TPVH (residuos 28-31 en NSP4, 2792-2796 en pp1a)
original por cuatro residuos de alanina o fenilalanina. A continuacién, sembramos las
células HEK-293T en placas de 24 pocillos con las mismas condiciones y medios de
crecimiento que en procedimientos anteriores. Cuando las células llegaron a un 70-80%
de crecimiento en placa transfectamos el plasmido pCAGGS con la secuencia clonada
que codifica la proteina silvestre (pCAGGS-NSP4+pyvH) y las secuencias codificantes de
ambos mutantes de NSP4 (pCAGGS-NSP4anan Y pPCAGGS-NSP4rrrr); después las
células se cultivaron durante 24-42 horas a 37 °C y 5 % de CO.. La expresion de las
construcciones transfectadas se analizd6 siguiendo la metodologia descrita

anteriormente en la extraccién de proteinas e inmunodeteccion por Western blot.

Con el objetivo de verificar que el procesamiento in vivo de la proteina NSP4 ocurre
también en otras células humanas y no humanas. Las células Vero y células A549 se
cultivaron bajo las mismas condiciones y medios de cultivo empleados anteriormente.
Se sembré 2 millones de cada linea celular en placas de 24 pocillos, las cuales fueron
transfectadas 24 horas después con el plasmido pCAGGS que contiene la secuencia
clonada que codifica la proteina wild type (pPCAGGS-NSP4+pyH). Transcurridas 24-42
horas de expresion de la construccion transfectada se continudé con la extracciéon de

proteinas y ensayos de inmunodeteccion.

M.8. Inhibicién del procesamiento de NSP4 por cavinafungin

Sembramos las células HEK-293T en placas de 6 pocillos, siendo las condiciones y
medios de crecimiento los mismos que en procedimientos anteriores. Cuando las células
llegaron a un 70-80% de crecimiento en placa, transfectamos el plasmido pCAGGS-
NSP4+1pvH. La cantidad de plasmido transfectado fue de 2 ug, el cual fue mezclado con
250 pyL de DMEM sin suero y 5 uL de polietilenimina (PEI) e incubado 5 minutos a
temperatura ambiente. Después de tal incubacion se agrego a la mezcla 750 pL de
DMEM suplementado con FBS al 5% y se incub6 durante 10 minutos. Esta mezcla se
afadio a las células y se incubaron 4h. Tras la incubacién se cambio el medio por DMEM
suplementado con 10 % de FBS y con o sin 1uM de cavinafungin (inhibidor del complejo
peptidasa, SPC) (Zanotti et al., 2022). Posteriormente, las células se cultivaron durante
toda la noche a 37 °C, 5 % de CO: y la expresion de las construcciones transfectadas

se analizd siguiendo la metodologia descrita anteriormente.
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M.9. Expresion, purificacion y cristalizacion de dominios solubles de la proteina
NSP4

Expresion de dominios solubles

Los dominios solubles de NSP4 S40-P270 y T411-Q500 se clonaron pETNKI que afiade
cola de His en Nt. Los plasmidos se transformaron en la cepa E. coli C43. Para poner a
punto las condiciones de expresion de las proteinas se realizé una dilucién 1:50 del
precultivo de una colonia en medio Hyper Broth™( AthenaES™) o LB suplementados
con Kanamicina en placas de 24 pocillos y dejandose incubar a 37 °C hasta que se
alcanzé una OD 0.6-0.8. Se indujo la expresién de la proteina con 0.5mM de IPTG
durante 3 horas (Miguel-Romero et al., 2020) a 37 °C 6 20 °C. Antes y después de la
induccion se tomaron muestras que se centrifugaron a 6000 rpm durante 5 minutos. El
sedimento se resuspendioé en tampon de muestras de Laemmli y el extracto proteico se
analizé por electroforesis SDS-PAGE en geles de 16% de acrilamida. Los geles se
tineron con azul de Coomassie y se decoloraron con solucién decolorante 2.5:0.7:6.8 de
metanol, acido acético y agua destilada, respectivamente. Para la expresién a gran
escala, 25ml de un precultivo incubado a 37°C durante toda la noche se diluy6 en 1L de
medio Hyper suplementado con glucosa (NSP4 S40-P270) o LB (NSP4 T411-Q500).
Los cultivos se incubaron a 37°C en agitacion hasta alcanzar a una OD 0.6-0.8, y se
indujo con 0.5 mM de IPTG durante 3 horas. Finalmente, las células se centrifugaron a
4200 rpm durante 25 minutos a 4°C. Tras el lavado con LB, el sedimento se guard6 a -
20°C.

Purificacion de dominios solubles

Obtenidas las condiciones 6ptimas de expresion para cada proteina, calculamos su
punto isoeléctrico con la herramienta en linea Compute pl/Mw ExPASy (S40-P270 mer
pl:4.93 y T411-Q500 mer pl:6.45). Basados en los puntos isoeléctricos preparamos las
siguientes soluciones para su purificacion. Para la proteina NSP4(S40-P270)
preparamos la solucion A1 de homogeneizacion (50mM Tris-HCI pH 8.0, 500mM NacCl,
1mM de PMSF, 0.5mM de TCEP) y solucién B1 o elucion (solucion A1 con 500mM de
Imidazol). Para la proteina NSP4(T411-Q500) se prepar6 la soluciéon A2 de
homogeneizacion (50mM Tris-HCI pH 8.5, 500mM NaCl, 1mM de PMSF, 0.5mM de
TCEP) y solucion B2 o elucion (solucion A2 con 500mM de Imidazol).

Los sedimentos celulares fueron resuspendidos en 20 ml de solucién A, y sonicados
durante 1seg/pulso; centrifugamos los cultivos sonicados a 12000 rpm durante 30

minutos a 4°C y guardamos el sobrenadante. La purificacion de las proteinas del
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sobrenadante se realizé por cromatografia de afinidad utilizando columnas de niquel
HisTrap™ de 5ml y 1ml (Thermo Fisher Scientific) en el equipo de cromatografia AKTA
Start de GE Pure™. Tras la carga de la muestra y posterior lavado con solucion A, se
eluyé con saltos de 7, 40, 70 y 100% de solucion B. Todo el procedimiento de purificaciéon
de los sobrenadantes fue monitoreado siguiendo la A280 del eluido. Las fracciones se
analizaron por electroforesis SDS-PAGE en geles de 16% de acrilamida (Huesa et al.,
2021).

Solubilizaciéon de cuerpos de inclusion del dominio $40-P270 de NSP4.

En el caso de la proteina NSP4 (S40-P270), que formd cuerpos de inclusion en su
proceso de expresion, el sedimento obtenido después de sonicar se resuspendié en
solucion A1 con diferentes cantidades de urea 2M, 3M, 4M o 6M para disgregar los
cuerpos de inclusion (Singh et al., 2015). Las muestras se incubaron a 4°C durante 1
hora y posteriormente se centrifugaron. El sobrenadante y el sedimento de las proteinas
tratadas con cada concentracién de urea fueron separados y sélo el sobrenadante de
las proteinas tratadas con urea 2M se cargé a la columna HisTrap™ de 5ml.
Posteriormente, fueron analizados por electroforesis SDS-PAGE junto con los

sobrenadantes y sedimentos de los otros tratamientos.

Eliminacién de la etiqueta de Histidinas del dominio citosélico NSP4 (T411-Q500)

En el caso de la proteina NSP4(T411-Q500), la fraccion eluida con 40% de solucién B2
fue colectada y cuantificada por el método de Bradford (Kielkopf et al 2020). Para
eliminar la cola de histidinas se traté la muestra con la proteasa GST-Prescission con
una proporcién proteina:proteasa de 20:1; agregando 1mM de EDTA y 5 mM de B-
mercaptoetanol para aumentar la eficiencia de escision. La mezcla se sometio a dialisis
en 1L de solucién A2 a 4°C y en agitacion durante toda la noche para eliminar el imidazol.
Al dia siguiente, la muestra dializada se pas6 por una columna HisTrap™ de 1ml

recogiendo la fraccién no retenida (Abdelkader et al., 2021; Huesa et al., 2021).

Purificacion del dominio citosélico NSP4 (T411-Q500) sin etiqueta

Para separar la proteina NSP4 (T411-Q500) sin HisTag (10kDa) de la proteasa GST-
Prescission de 44 kDa se utilizaron dos estrategias. Por un lado, utilizamos
cromatografia de exclusion molecular en columna (Sephadex G10) (Hong et al., 2012)
equilibrada en un tampén 50mM Tris pH8.5 y 300 mM NaCl. Y, por otro lado, se usaron
columnas GSTrap™ para atrapar la proteasa GST-Prescission (Huesa et al., 2021; Xu
et al., 2009; Leong, 1999). Las fracciones se analizaron por electroforesis. Las

fracciones en las que aparecio la proteina NSP4 (T411-Q500) se concentraron en tubos
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concentradores Millipore de 3kDa cutoff por centrifugacion a 3000 g durante 15 minutos
hasta un volumen menor a 2 ml. La cantidad de proteina se cuantificé por el método de

Bradford o midiendo la Absorbancia a 280nm (Huesa et al., 2021)

Cristalizacion del dominio citosdlico

Los ensayos de cristalizacion se realizaron utilizando la técnica de difusion de vapor en
gota sentada en placas de 96 pocillos tipo MRC2 que permite testar hasta dos
muestras de proteinas purificadas mezclando una gota de la muestra con una gota de
solucion madre de cristalizacion presente en cada uno de los 96 reservorios de la placa
(Xu et al.,, 2009; Panjikar et al., 2005). Las placas de cristalizacién utilizadas son
matrices comerciales, que contienen distintos tampones a distinto pH asi como
diferentes agentes precipitantes, y se denominan JBScreen Classic HTS |y HTS Il (Jena
Bioscience) y PGA Screen (Molecular Dimensions). Se dispensaron 0.4 ul del fragmento
T411-Q500 de NSP4 purificado a 2.7 y 3.96 mg/ml junto con 0.2 ul de solucién madre
por un equipo de nanodispersién (HoneyBee X8, Genomic Solutions) por el servicio de
Cristalogénesis del Instituto de Biomedicina de Valencia (IBV). Las placas se incubaron
a 21 °C durante un tiempo indefinido para la aparicion de cristales (Xu et al., 2009). Los
cristales se congelaron en nitrégeno liquido captandolos con lazos de nylon de
didmetros variables entre 0.025 y 0.1 mm (Hampton Research) segun su tamano y
pasandolos por solucion con condiciones crioprotectoras. Los cristales fueron
difractados en sesiones remotas en la linea BL13-XALOC del sincrotron ALBA

(Cerdanyola del Vallés, Espafia).

68



RESULTADOS Y DISCUSION
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l. Estudio topolégico del dominio DI de NALCN
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La estructura del canal de sodio NALCN se ha resuelto recientemente por microscopia
crioelectronica (cryo-EM) (Kschonsak et al., 2020). Si bien la informacién estructural
resulta valiosisima para entender los detalles moleculares de este canal, no proporciona
la informacion necesaria para explicar todas sus peculiaridades funcionales, ni el efecto
que pueden tener las mutaciones observadas asociadas a enfermedades en el correcto

funcionamiento de la proteina (Chong et al., 2015).

Como objetivo inicial de esta parte de la tesis nos propusimos estudiar la biogénesis de
la proteina en membranas celulares tanto de bacterias como de células eucariotas.
Segun la estructura resuelta por cryo-EM, esta proteina tiene cuatro dominios
estructurales (DI, DI, DIlI, DIV), y en cada uno de ellos observamos un dominio sensor
de voltaje (VSD, voltaje sensor domain), formado por 4 segmentos TM (S1, S2, S3, S4),
y otra region llamada dominio del poro (PD, pore domain), formada por dos segmentos
TM (S5 y S6) (Figura 14). En el presente trabajo hemos caracterizado los estadios
iniciales de la biogénesis de la proteina, estudiando con detalle molecular la biosintesis
e insercion del primer dominio de este importante canal, el dominio DI. Cabe destacar
que en este primer dominio de la proteina se encuentran casi la tercera parte de las
mutaciones asociadas al fenotipo de CLIFAHDD, siendo éstas especialmente
abundantes en su hélice TM S6 (Tabla 3).

R1. Andlisis in silico de la topologia del dominio DI de NALCN

Para el estudio de la topologia del dominio DI realizamos inicialmente un analisis
computacional utilizando los algoritmos AG Predictor y TMHMM (Sonnhammer et al.,
1998; Hessa et al., 2005 y 2007). El dominio DI de NALCN tiene una longitud de 380
aminoacidos y una masa molecular estimada de aproximadamente 44 kDa. Los
resultados de los algoritmos mostraron bastante consenso en la prediccion de los
residuos implicados en la formacion de las hélices TM. El AG predictor predice que el
DI de NALCN tiene 6 segmentos TM (Tabla 7); sin embargo, tres de sus segmentos TM
(81, S2 y S4) tienen valores de energia libre aparente de insercion (AGapp) positivos, lo
cual sugiere una baja probabilidad de que estos segmentos sean reconocidos como

verdaderos segmentos TM por el translocén (Tabla 7 y Figura 21).
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Tabla 7. Prediccion del AG Predictor de segmentos TM del DI de NALCN con
sus respectivas posiciones, longitudes, valor AGap y secuencia de

aminoacidos.
AGapp

™ Posicién | Longitud (kcal/mol) Secuencia
S1 40-61 22 0,683 SLLRICAIISVISVCMNTPMTF
S2 69-88 20 1,828 YVTFTLDTLLMFLYTAEMIA
S3 106-127 22 -0,289 RWCVFDGFMVFCLWVSLVLQVF
S4 139-160 22 1,395 WGMLRIPRPLIMIRAFRIYFRF
S5 178-200 23 -2,556 IWSVSIFLLFFLLLYGILGVQMF
S6 295-314 20 -2,028 RWRSYFYFITLIFFLAWLVK

Figura 21. Prediccion del AG
predictor. El grafico nos
muestra la energia libre
. aparente AGapp (kcal/mol) del
proceso de insercion del
dominio DI de NALCN. Los seis
segmentos TM predichos se
. resaltan en gris. Los valores
positivos y negativos del AGapp
estan delimitados por una linea
] verde.

iz |-

10 |-

AGgpp (kcal/mol)

a 50 100 150 200 250 300 350

Posicién del segmento TM

El algoritmo TMHMM ademas de proporcionar informacion sobre la presencia de
segmentos TM predice la topologia de la proteina. Los resultados de prediccion de
segmentos TM son similares a los obtenidos con el AG Predictor (Tabla 7 y Figura 21).
De los seis segmentos TM predichos por TMHMM, sélo cinco de ellos (S1, S2, S3, S5y
S6) tienen una probabilidad de mas del 80% de ser segmentos TM (Tabla 8). TMHMM
también predice la topologia de los polipéptidos analizados, sugiriendo en este caso que
los extremos N- y C-terminal del DI estan orientados hacia el citosol y que este dominio
presenta entre el S5 y S6 una gran region de casi 100 aminoacidos orientada hacia el

lado extracelular (Figura 22).
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Tabla 8. Prediccion del algoritmo TMHMM de los segmentos TM y la topologia del DI de NALCN

con sus respectivas posiciones y localizaciones (citosol, lumen o hélice TM).

Posicion Localizacion Posicion Localizacion
1-38 Citosol 139-158 Hélice TM
39-61 Hélice TM 159-177 Citosol
62-65 Lumen 178-200 Hélice TM
66-88 Hélice TM 201-299 Lumen
89-106 Citosol 300-322 Hélice TM
107-129 Hélice TM 323-379 Citosol
130-138 Lumen
12
I  § 2 O N ||
1
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§ 06 |
&
04 |
| |
0 ...'- |”... h“' | ‘|I. .r............ . Iy
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Posicién del segmento TM en la secuencia del DI de NALCN

Figura 22. Prediccion del TMHMM. Se representa la probabilidad de insercién en la membrana de cada
region. En la linea superior del grafico se indican la posicion de los seis segmentos TM en la secuencia
del DI de NALCN (en rojo), la linea azul indica orientacion citosdlica y la linea rosa orientacion extracelular
0 luminal.

A pesar del elevado grado de coincidencia entre ambos algoritmos en la prediccion de
segmentos TM, se aprecia que hay una cierta discrepancia entre ambos para posicionar
el S6; asi, AG Predictor desplaza unos 5 residuos el S6 hacia el extremo N-terminal
(295-314) en comparacion con la prediccion del TMHMM (300-322). Como se ha
mencionado anteriormente, la abundancia de mutaciones CLIFAHDD en este segmento
de la proteina sugiere la posibilidad de que estas mutaciones tengan un impacto en la
insercion de este segmento TM en la membrana, por lo que resulta interesante
determinar experimentalmente cuales son los residuos de esta regién que reconoce el

translocén para su insercién en la membrana y la influencia que puedan tener estas
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mutaciones en este proceso. Ademas, ambos algoritmos predicen como TM el segmento
S4, a pesar de la elevada presencia de residuos de arginina en esta region de la
proteina, para cuya insercién eficiente en la membrana puede requerir la participacion

las hélices TM adyacentes.

Por lo que respecta a modificaciones cotraduccionales del dominio DI, el analisis
computacional de su secuencia de aminoacidos (Cédigo UniProt: Q81ZF0) mediante el

algoritmo  SignallP 6.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/),

disefiado para predecir péptidos sefial, sugiere que la proteina NALCN no tiene péptido
sefal (Figura 23A), y el analisis adicional de la secuencia aminoacidica de NALCN

utilizando UniProtkKB (https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q81ZF0/entry) identifica la

presencia de dos dianas de glicosilacion putativas situadas entre los segmentos S5-S6,

en concreto en las posiciones N210 y N216 del dominio DI (Figura 23B).
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Figura 23. Analisis de las modificaciones cotraduccionales del dominio DI. (A) Identificacién de
péptido sefal con SignallP. (B) La base de datos UniProtKB identifica tres putativos sitios de
glicosilacion en la secuencia de NALCN, dos de ellos (NDT y NVT) estan ubicados en el dominio DI
(subrayados con linea roja).
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R.2. Insercion en membrana de los segmentos TM aislados.

Diseiio experimental del ensayo

Para estudiar la insercion individual en membrana de los seis segmentos TM predichos
(81, S2, S3, S4, S5y S6) del dominio DI de NALCN, desarrollamos un sistema basado
en la glicosilacion cotraduccional de proteinas de membrana y de secrecién. En este
sistema, llamado C.TM-3G, el plasmido pSVLd incluye un dominio de la cadena ligera
A de una inmunoglobulina (C.) precedido de su péptido sefal que dirige el polipéptido
hacia la membrana para su secrecion. En la secuencia del dominio C, disefiamos dos
sitios de glicosilacion (G1 y G2, Fig. 24A) mediante mutagénesis dirigida. La secuencia
de C. va seguida de una secuencia flexible (rica en residuos de Ser y Gly, linker), una
region en la que clonamos de forma individual cada uno de los seis segmentos TM del
DI (S1, S2, S3, S4, S5 y S6) (Feige et al., 2013; Duart et al., 2022), una segunda
secuencia flexible seguida de una tercera diana de glicosilacién (G3) y etiquetada en el
extremo C-terminal (c-myc). La transfeccidon de las construcciones obtenidas permite
verificar la insercion o translocacion de las secuencias estudiadas, utilizando como
reporteras las glicosilaciones (G1, G2 y G3). En este ensayo, las dianas G1 y G2
siempre estaran modificadas debido a que C_ esta precedida por su péptido sefial. En
cambio, la diana de glicosilacion G3 solo sera modificada si la region evaluada no se
inserta en la membrana del RE y queda translocada en el lumen del RE (Figura 24B).
Debemos mencionar que este disefio nos permite identificar posibles inversiones de la
topologia de los polipéptidos quiméricos, dado que la adopciéon de una topologia
invertida daria como resultado solo la modificacion de la diana G3, quedando la proteina
quimérica monoglicosilada, dado que las dianas G1 y G2 quedarian orientadas al

citoplasma y por tanto inaccesibles al sitio activo de la OST.
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Figura 24. Sistema CLTM-3G. (A) El esquema de la proteina quimérica muestra el dominio C. (celeste)
precedido de su secuencia sefial en N-terminal, las dianas G1, G2 y G3 disefadas, las secuencias de
union (linker) a ambos lados del TM evaluado (tested) flanqueado por los tetrapéptidos GGPG y GPGG;
en C-terminal se muestra la etiqueta c-myc (amarillo). (B) El esquema de la izquierda muestra la
inserciéon de un segmento TM (en verde), con las dianas G1 y G2 glicosiladas (circulo negro), y la diana
G3 no glicosilada (circulo blanco) orientada al citoplasma. La figura de la derecha muestra el ejemplo
de un segmento translocado (en rojo) con las 3 dianas (G1, G2, G3) glicosiladas. Cada glicosilacion
confiere un incremento de ~2,5 kDa en la masa molecular de la proteina.

Basandonos en las predicciones de los algoritmos AG predictor y TMHMM,
seleccionamos los aminoacidos incluidos en cada uno de los seis segmentos TM que

clonamos en el sistema C. TM-3G y estimamos sus masas moleculares (Tabla 9).

Tabla 9. Residuos incluidos en las construcciones de los 6 segmentos TM del dominio DI. (*)
Peso molecular indica la masa de la construccion TM+ CLTM-3G,

™ Peso Molecular (*) | Longitud (aa) Posicion Secuencia

S1 203 kDa 21 3961 SLLRICAIISVISVCMNTPMT

52 206 kDa 23 66-88 PLQYVTFTLDTLLMFLYTAEMIA
S3 206 kDa 22 106-127 RWCVFDGFMVFCLVWSLVLQVF
S4 207 kDa 22 139-160 WGMLRIPRPLIMIRAFRIYFRF
S5 206 kDa 23 178-200 MWSVSIFLLFFLLLYGILGVQMF
S6 215Da 28 295-322 RWRSYFYFTLIFF LAWLVKNVFEIAVII

Estudio de la insercion de los TMs aislados del dominio DI en membranas.

Las 6 construcciones que contienen respectivamente los segmentos TM del DI de
NALCN fueron analizadas electroforéticamente y visualizadas por western blot

utilizando un anticuerpo anti-c-myc y quimioluminiscencia. De acuerdo con las
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predicciones del AG Predictor encontramos que los polipéptidos que contienen las
regiones poco hidrofébicas (S1, S2 y S4) son predominantemente triplemente
glicosilados, lo que indica que aislados del contexto de la proteina NALCN estos
segmentos no son reconocidos como verdaderos TM por el translocén y no se insertan
en la membrana del RE (Figura 25A, carriles 6, 8 y 10). Mientras que las proteinas
quiméricas que contienen los segmentos TM mas hidrofébicos (S3, S5 y S6) fueron
doblemente glicosiladas, lo que indica la insercion de S3, S5 y S6 en la membrana del
RE (Figura 25B, carriles 6,8,10). Para verificar que la variacion en la movilidad
electroforética de estas proteinas se debe a la presencia de los azucares se trataron las
muestras con EndoH (Figuras 25A y B, carriles impares), una enzima altamente
especifica que escinde los oligosacaridos unidos a residuos de asparagina. Las células
Hek293T se transfectaron en paralelo con construcciones control que contenian una
secuencia TM (Figura 25A, carriles 3 y 4; Figura 25B, carriles 1 y 2) o una secuencia
soluble (Figura 25A, carriles 1y 2; Figura 25B, carriles 3 y 4) que se usaron como control
de insercion y translocacion (Martinez-Gil et al., 2010), respectivamente. Estos
resultados sugieren que, aislados del resto de la secuencia de la proteina, sélo los
segmentos S3, S5 y S6 son reconocidos por el translocén como verdaderos segmentos

TM en células eucariotas.

A T I s1 S2 sS4 Figura 25. Insercién en membrana de los
6 segmentos TM del DI. Las células
EndoH + -+ - 4+ -+ .+ . Hek293T transfectadas con las

construcciones que contienen un control de
insercion (1), un control translocacion (T) y

- , . ’ - @0@® cada uno de los segmentos TM (S1-S6),
. ®® fueron lisadas después de un tiempo de
- ® incubacién. Los lisados celulares que

20—- . . . . contienen las proteinas expresadas fueron
tratados en presencia (+) o ausencia (-) de

EndoH, separadas por electroforesis SDS-

PAGE en geles de 14% de acrilamida,
transferidas a una membrana de

kDa

B I T S3 S5 S6 nitrocelulosa y tratadas con anti-c-myc. Las
caon s . . . proteinas etiquetadas fueron detectadas por
quimioluminiscencia. La secuencia del TM
ks utilizado como control de insercion () fue
- . 00 ® KVLLVTGVLGLLLLIKWK vy la secuencia de
- =) @ (] o0 translocacion (M fue
« ® YNLYIYAFFASSLVHGFI. Las proteinas no
55 @ . : glicosiladas se indican con puntos blancos,
=) - - las proteinas doble y triplemente glicosiladas
o | se indican con dos y tres puntos negros,

1 2 3 4 5 6 7 8 910 respectivamente.
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R.3. Topologia del dominio DI de NALCN en membranas procariotas

Disefo experimental del ensayo

Para estudiar la biogénesis del dominio DI de NALCN en membranas de bacterias,
utilizamos el sistema reportero dual PhoA-LacZa. En el sistema génico pho-lac, la
molécula indicadora es una proteina quimérica compuesta por el péptido a de LacZ
(residuos 4-60), que se fusiona con el extremo C-terminal de la enzima fosfatasa
alcalina (PhoA) madura (residuos 22—-472). Esta proteina quimérica PhoA-LacZa solo
muestra actividad fosfatasa cuando esta orientada al periplasma, mientras que cuando
se orienta al citoplasma muestra actividad p-galactosidasa porque el fragmento a de
LacZ interactia con una variante inactiva truncada de LacZ (fragmento w) presente en
células E. coli DH5a LacZAM15, restaurando su actividad enzimatica debido al
fendmeno de a complementacion (Karimova et al., 2017). Asi, la fusion del reportero
pho-lac a los polipéptidos objeto de estudio permite determinar in vivo la ubicacién del
extremo C-terminal de las proteinas de membrana evaluadas (Karimova et al., 2017).
Para estudiar la insercion de los distintos segmentos TM de DI en su contexto
polipeptidico se construyeron fusiones en pauta del indicador pho-lac en seis codones
seleccionados del dominio DI (61-mer, 88-mer, 127-mer, 160-mer, 200-mer, 380-mer o
longitud completa del dominio DI de NALCN) que incluian de forma acumulativa los
distintos segmentos TM (Figura 26). A continuacion, se transformaron de forma
individual cada una de estas fusiones en células de E. coli y se realizaron ensayos

cualitativos y cuantitativos.

61 127 200

M PhoA  LacZ
iiiil 1 ]

|
1 ‘MBO

88 160

Figura 26. Variantes fusionadas de truncados del DI /phoA-lacZ. Se muestra de forma
esquematica el dominio DI (380 aminoacidos, en gris), destacando en gris oscuro la posicion de los
segmentos TM y el residuo de fusién (61-mer, 88-mer, 127-mer, 160-mer, 200-mer, 380-mer). La
fosfatasa alcalina y el péptido a de la -galactosidasa se muestran en azul y rojo respectivamente.
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Topologia del dominio DI de NALCN en membranas de bacterias

Los transformantes resultantes se analizaron en medios de indicador dual que contenian
un sustrato cromogénico azul para la actividad fosfatasa y un sustrato cromogénico rojo
para la actividad B-galactosidasa. Como se muestra en la imagen superior de la Figura
27, las células que expresan los polipéptidos truncados de 61 residuos mostraron un
fenotipo azul, lo que indica una ubicacion periplasmica del indicador pho-lac y, en
consecuencia, del residuo correspondiente F61 de NALCN. Esto sugiere que el primer
segmento TM (S1) adopta una topologia C-terminal periplasmica. La fusion del indicador
pho-lac después del residuo de A88 (88-mer) produjo colonias rojas-granate en los
medios de indicador dual, lo que indica que el residuo A88 esta localizado en el citosol
(o estrechamente asociado a la membrana). Con ambos resultados cualitativos
podemos sugerir la presencia de un segmento TM (S2) entre los residuos 61 y 88 donde
se realizaron las fusiones. Cuando el indicador pho-lac se fusiond después del residuo
F127 (127-mer), la proteina quimérica exhibié una alta actividad fosfatasa (azul intenso),
consistente con una ubicacion periplasmica del residuo de F127 y lo que sugiere la
presencia de un segmento TM (S3) entre los residuos 88 y 127. La fusion del reportero
pho-lac después del residuo de F160 produjo colonias rojas en el medio de indicador
dual, lo que indica que el residuo F160 esta localizado en el citosol y sugiere que existe
un segmento TM (S4) entre los residuos 127 y 160. Cuando el indicador pho-lac se
fusiond después del residuo F200 las proteinas quiméricas exhibieron una alta actividad
fosfatasa (fenotipo azul), consistente con wuna ubicacion periplasmica del
correspondiente residuo y sugiriendo la presencia de un segmento TM (S5) entre los
residuos 160 y 200. Finalmente, la fusion del reportero pho-lac después del residuo de
M380 (ultimo residuo del dominio DI de NALCN) produjo colonias rojas en el medio de
indicador dual, lo cual indica que el extremo C-terminal del dominio DI esta localizado
en el citosol y sugiere que existe un segmento TM (S6) entre los residuos 200 y 380.
Para corroborar los resultados cualitativos obtenidos con los distintos truncados del
dominio DI en las suspensiones bacterianas transformadas con las proteinas truncadas
fusionadas a PhoA-LacZa, se determind la actividad relativa normalizada (NAR, (PhoA
muestra/PhoA maxima)/(BGal muestra/BGal maxima)) en base a la actividad enzimatica
fosfatasa alcalina y B-galactosidasa de cada quimera (Figura 27, Tabla 10). Los
truncados 127-mer y 200-mer, tienen valores de NAR claramente mayores que 2,
indicativos de una actividad fosfatasa alcalina prevalente de estas quimeras y que los
respectivos aminoacidos F127 y F200 se ubican en el periplasma. Por otro lado, los
truncados 160-mer y 380-mer presentan valores NAR<0.5, lo cual indica una actividad

B-galactosidasa prevalente de estas quimeras y que sus aminoacidos F160 y M380
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estan ubicados en el citosol. Sin embargo, los truncados mas pequefios de 61-mer y 88-
mer tiene algunos valores NAR comprendidos entre 0.5 y 2 (Tabla 10), sugiriendo que
los aminoacidos F61 y A88 podrian estar ubicados en el periplasma y citosol,

respectivamente y/o ligeramente asociados a membrana.

Estos resultados indican que la proteina NALCN tiene seis segmentos TM y ambos
extremos N- y C-terminal se ubican hacia el citosol en membranas de bacterias, pero
que esta topologia empieza a estar claramente definida a partir de la biosintesis e
insercion del tercer segmento TM (S3), presentando los truncados mas cortos una
disposicién en la membrana menos definida. Es interesante mencionar al respecto que
el segmento S3 es el primero de la secuencia del dominio DI que es reconocido como
verdadero segmento TM por el translocon cuando se estudia su insercion aislada del

resto de la secuencia de NALCN (Figura 25).

_ Figura 27. Topologia del dominio DI

de NALCN en membranas
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5= - E. coli DH5a que expresaban las
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Lac en medio indicador con dos
sustratos cromogénicos, Red-Gal
(para la actividad de 3-galactosidasa)
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Tabla 10. Valores cuantitativos de la actividad relativa normalizada (NAR) de los seis polipéptidos
truncados de NALCN fusionados a PhoA-LacZa. Los valores de cada construccion corresponden a
seis réplicas independientes del ensayo (valores >2 en azul y <0,5 en rojo).

61-mer 88-mer 127-mer | 160-mer | 200-mer | 380-mer
2,013 0,562 4,596 0,331 4,409 0,060
1,910 0,368 3,414 0,343 4,593 0,054
1,891 0,469 4,388 0,269 3,377 0,050
2,677 0,438 4,840 0,288 4,417 0,052
2,455 0,366 3,037 0,360 4,596 0,056
2,568 0,472 3,511 0,292 3,414 0,054

R.4. Modificacién de las dianas de glicosilacion N210DT y N216VT

El analisis de la secuencia de aminoacidos del dominio DI revela la presencia de dos
sitios de glicosilacion putativos (NDT y NVT) en el ECL que une los segmentos S5 y S6
(Figura 23B) en las asparaginas 210 y 216. Como se ha descrito anteriormente, la
glicosilacion cotraduccional de cadenas nacientes en células eucariotas la realiza el
complejo multienzimatico oligosacaril transferasa (OST) (Figura 13). Para verificar si
ambas dianas putativas son glicosiladas por la OST, construimos sobre la secuencia
silvestre del DI de NALCN dos mutantes, uno simple en el que reemplazamos por
mutagénesis dirigida la asparagina por glutamina (N216Q) y otro mutante doble en el
que reemplazamos por mutagénesis las dos asparaginas por dos glutaminas,
eliminando de esta forma ambas dianas de glicosilacion (N210Q-N216Q). A ambas
variantes mutantes y a la construccion silvestre del dominio | de NALCN se les anadio
una etiqueta c-myc para su inmunodeteccion y fueron clonadas en un plasmido de
expresion en eucariotas y posteriormente las tres construcciones fueron transfectadas
en células Hek293T. Tras el crecimiento y lisis celular, las proteinas expresadas fueron

analizadas por western blot y quimioluminiscencia.

El mutante simple N216Q produce formas monoglicosiladas en (Figura 28, carril 2), lo
que nos indica que la N210 de la diana NDT es modificada por la OST mediante la
adicion de azucares. Como era de esperar, en el mutante doble N210Q-N216Q no
observamos glicosilaciones (Figura 28, carril 6), ya que los residuos de glutamina (Q)
no son sustrato de la actividad OST. Por lo que respecta al polipéptido silvestre del
dominio DI (380-mer), se observé una banda de proteinas doblemente glicosiladas
(Figura 28, carril 4). El tratamiento con EndoH de las muestras verifico la presencia de
azucares en las bandas de menor movilidad electroforética correspondientes a las

formas glicosiladas de las proteinas (Figura 28, carriles 1 y 3). Estos resultados
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demuestran que el ECL comprendido entre los segmentos TM S5 y S6 esta orientado
hacia el lumen del RE; y que ambas dianas candnicas (N?'°DT y N2'®VT) son

susceptibles de ser modificadas (glicosiladas) por la OST en células humanas.

N216Q 380-mer N210Q-N216Q
EndoH + - + - + -
kDa
- on
6 ®
—-— . e O
1 2 3 4 5 6

Figura 28. Las dianas de glicosilacion N210DT y N216VT son modificadas en células eucariotas. Las
células Hek293T transfectadas con las construcciones silvestre 380-mer (carril 3 y 4), N216Q (carril 1y 2) y
N210Q-N216Q (carril 5 y 6) fueron lisadas y tratadas con (+) o sin (-) EndoH. La presencia de proteinas se
detectd por inmunotransferencia. Las proteinas no glicosiladas se indican con puntos blancos y las proteinas
monoglicosiladas y doblemente glicosiladas con uno y dos puntos negros, respectivamente.

R.5. Topologia del dominio DI de NALCN en membranas celulares humanas

Disefo experimental del ensayo

Para estudiar los estadios iniciales de la biogénesis de NALCN vy determinar
experimentalmente como la proteina va adoptando su topologia en células eucariotas
utilizamos una técnica basada en el mapeo de glicosilaciones del dominio DI (Tamborero
et al., 2011; Banoé-Polo et al., 2011). Para ello, se disefaron una serie de polipéptidos
truncados de longitud creciente que contienen etiquetas de glicosilacion en N- y C-
terminal optimizadas, y como controles, etiquetas no glicosilables en las que se
reemplazé el residuo de asparagina aceptor por una glutamina no aceptora. Las
predicciones computacionales de los segmentos TM (Figuras 21 y 22) y los resultados
obtenidos en células procariotas (apartado R.3) nos ayudaron a seleccionar la longitud
de cada una de las construcciones truncadas del dominio DI que evaluamos (65-mer,
97-mer, 136-mer, 163-mer, 233-mer y 380-mer), cada una de ellas incluyendo un
segmento TM mas respecto al truncado anterior hasta completar la secuencia del
dominio DI. Estas secuencias fueron amplificadas por PCR, clonadas en el vector
apropiado (pCAGGS) para la transformacion de células eucariotas y expresadas en
cultivos celulares (Hek293T). Mediante PCR afiadimos las etiquetas anteriormente

mencionadas en los extremos N- y C-terminales de las construcciones truncadas, de tal
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forma que por cada truncado tendremos 4 variantes. La variante NN (presenta dos
etiquetas de glicosilacién disefiadas en ambos extremos N- y C-terminal), NQ (tiene una
etiqueta de glicosilacion agregada en N-terminal, mientras que en C-terminal se anadio
una secuencia no glicosilable), QN (tiene solo una etiqueta glicosilable en C-terminal) y
la variante QQ (con etiquetas no glicosilables en ambos extremos) (Figura 29). Estas
dianas de glicosilacion ahadidas nos permiten averiguar la localizacion de los extremos
N y C-terminal de cada una de las construcciones truncadas, lo que nos proporcionara
informacién sobre como van integrandose cada uno de los segmentos TM (S1-S6) en

las membranas del RE en los estadios iniciales de la biosintesis de NALCN.

NST
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Figura 29. Disefio de las dianas de glicosilaciéon reporteras. Cada una de las 6 construcciones
truncadas tiene a su vez 4 variantes. Se muestra como ejemplo el truncado de 65-mer: la proteina 65-
mer NN (con diana de glicosilacién en N- y C-terminal), 65-mer NQ (con diana de glicosilacion en N-
terminal), 65-mer QN (con diana de glicosilacion en C-terminal) y 65-mer QQ (no glicosilable). Las dianas
de glicosilacion fueron afiadidas a una distancia >12-14 residuos de los extremos del S1 (en verde) para
aumentar la eficiencia de glicosilacion (Nilsson et al., 1993; Bafid-Polo et al., 2012), y el epitopo c-myc
(amarillo) incorporado en C-terminal. Se indica con un circulo la diana de glicosilacion.

Biogénesis del dominio DI de NALCN en células humanas

Las proteinas expresadas en células Hek293T fueron analizadas por
inmunotransferencia para verificar el estado de glicosilacion de sus dianas. En la Figura
30 se muestran los resultados representativos obtenidos con las células transfectadas
con el polipéptido truncado de 65 aminoacidos (65-mer) que contiene en su secuencia
el extremo N-terminal de NALCN incluyendo el primer segmento TM. La variante 65-mer
NN produjo dos bandas de proteinas (carril 2), si bien la banda de menor peso molecular
es mayoritaria. La banda de menor movilidad electroforética en los geles corresponde a

la forma glicosilada del polipéptido truncado ya que su peso molecular aumentoé en ~2.5
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kDa y ademas esta banda de mayor peso molecular desaparece tras el tratamiento con
EndoH (comparar carriles 1 y 2). En el resto de variantes de este truncado sélo se
observo la presencia de formas glicosiladas en la variante que presenta la diana de
glicosilacion en C-terminal (QN) (Figura 30, carril 6). Conjuntamente estos resultados
sugieren que los truncados de 65 aminoacidos que contienen la primera de las regiones
TM de la proteina se inserta poco eficientemente en la membrana del RE, pero la
poblacion de moléculas que son insertadas lo hacen con la topologia correcta (N-
terminal citoplasmatico) de la proteina. Por tanto, y en concordancia con los datos
obtenidos en los estudios de insercion de los segmentos TM aislados (Fig. 25A), el S1

no es reconocido eficientemente por el translocén como un verdadero segmento TM.

NN NQ QN QQ
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Figura 30. El truncado 65-mer se inserta poco eficientemente en la membrana con topologia Nt
citoplasmatica. Las células Hek293T, transfectadas con las variantes NN, NQ, QN y QQ, fueron lisadas
para extraer las diferentes proteinas truncadas expresadas. La inmunodeteccion de estas proteinas
truncadas se realiz6 por western blot y quimioluminiscencia. Se comprobo el estado de glicosilacién de
las muestras mediante tratamiento con (+) y sin (-) EndoH. Las proteinas no glicosiladas se indican con
un punto blanco y las proteinas monoglicosiladas con un punto negro.

El analisis de las variantes truncadas de 97 residuos (97-mer) que contienen los dos
primeros segmentos TM del dominio DI (S1 y S2) mostraron formas glicosiladas tanto
en el extremo N-terminal como en el C-terminal de la proteina (Figura 31). Asi, en las
muestras correspondientes a la variante NN expresadas en células, observamos dos
bandas de proteinas (Figura 31, carril 2). La banda de proteinas menos intensa y de
menor migracion electroforética corresponde a la forma doblemente glicosilada, en la
que ambas etiquetas en N- y C-terminal son modificadas, ya que la diferencia de peso
molecular respecto a la banda no glicosilada es de 5 kDa aproximadamente. Ademas,
en las muestras correspondientes a los dos truncados que presentan una sola diana de
glicosilacion (NQ y QN) observamos también la presencia de dos bandas de proteinas,
pero en este caso las bandas menos intensas y de menor migracion electroforética
corresponden a las formas monoglicosiladas, ya que el incremento observado en su
peso molecular es de ~2.5 kDa (Figura 31, carriles 4 y 6). Estos resultados sugieren en
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primer lugar que los polipéptidos truncados que contienen los dos primeros segmentos
TM no se insertan eficientemente en la membrana del RE en células eucariotas, de
nuevo en concordancia con la baja hidrofobicidad de estas dos regiones TM y con los
resultados obtenidos tanto en los estudios de insercion de los TMs aislados (Figura 25A)
como en los estudios con los truncados en células procariotas (Figura 27); o bien que
se insertan ambos segmentos TM con la topologia correcta de la proteina, es decir con
sus extremos N- y C-terminal orientados al citoplasma. Las formas glicosiladas que se
observan en las tres variantes con dianas de glicosilacion en algun extremo (carriles 2,
4 y 6) probablemente corresponden a formas translocadas de estos truncados en las
que los segmentos S1 y S2 no son insertados en la membrana, o bien, aunque menos
probable, a formas en las que so6lo uno de los dos segmentos TM no es correctamente

insertado por el translocon, bien con la topologia nativa o invertida.
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Figura 31. Topologia de la proteina truncada 97-mer. Las células Hek293T, transfectadas con las
variantes truncadas 97-mer (NN, NQ, QN y QQ), fueron lisadas para extraer las diferentes proteinas
expresadas. La inmunodeteccion de estas proteinas truncadas se realizé con antisuero anti-c-myc,
anticuerpo secundario y quimioluminiscencia. Se comprobo el estado de glicosilacion de las muestras
mediante tratamiento con (+) y sin (-) EndoH. Las proteinas no glicosiladas se indican con un punto
blanco, las proteinas mono- y doblemente glicosiladas con uno y dos puntos negros respectivamente.
Los polipéptidos truncados de 136 aminoacidos (136-mer), que incluyen los tres
primeros segmentos TM (S1-S3), muestran formas glicosiladas de la proteina sélo en
aquellas variantes que contienen una diana de glicosilacion en C-terminal (NN y QN), lo
que sugiere una topologia N-terminal citoplasmatica con el C-terminal de estas
moléculas orientado al lumen del RE, coincidente con la topologia nativa de NALCN
(Figura 32). También, se observa por primera vez que la banda menos intensa
corresponde a formas no glicosiladas (de mayor migracion electroforética), lo cual nos
sugiere que la sintesis del segmento S3 es importante para la correcta integracién en la
membrana de los segmentos TM precedentes (S1y S2). En este sentido es interesante
destacar que S3 es el primer segmento TM del dominio DI suficientemente hidrofébico
como para tener un valor de AGgp, de insercién negativo (Figura 21), indicativo de una
85



alta probabilidad de insercion que ademas hemos visto verificada dada su insercion

como segmento aislado de su contexto de secuencia en la proteina (Figura 25B).
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Figura 32. Topologia de la proteina truncada 136-mer. Las células Hek293T, transfectadas con las
variantes del truncado de 136 aminoacidos, fueron lisadas para extraer las diferentes proteinas
expresadas. La inmunodeteccién de estas proteinas truncadas se realizé con antisuero anti-c-myc,
anticuerpo secundario y quimioluminiscencia. Se comprob¢ el estado de glicosilacion de las muestras
mediante tratamiento con (+) y sin (-) EndoH. Las proteinas no glicosiladas se indican con un punto
blanco y las proteinas monoglicosiladas con un punto negro.

En el caso de las variantes truncadas de 163 aminoacidos que incluyen los cuatro
segmentos TM (S1-S4) que forman el dominio sensor de voltaje (VSD), observamos en
todos los casos sélo una banda de proteinas correspondiente con la forma no glicosilada
del polipéptido (Figura 33). Estos resultados sugieren que la proteina truncada esta
insertada en la membrana del RE con sus extremos N y C-terminales orientados hacia
el citoplasma (coincidiendo con la topologia nativa), con el residuo P163 localizado en

el citosol y, por ende, la localizacion del segmento TM S4 entre los residuos 136 y 163.
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Figura 33. Topologia de la proteina truncada 163-mer. Las células Hek293T, transfectadas con los
truncados de 163 aminoacidos, fueron lisadas para extraer las diferentes proteinas truncadas expresadas. La
inmunodeteccion de estas proteinas truncadas se realizé con antisuero anti-c-myc, anticuerpo secundario y
quimioluminiscencia. Se comprobé el estado de glicosilaciéon de las muestras mediante tratamiento con (+) y
sin (-) EndoH. Las proteinas no glicosiladas se indican con un punto blanco.
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La expresion de las proteinas truncadas de 233 aminoacidos que incluyen los cinco
primeros segmentos TM (S1-S5) y la region ECL que une los segmentos S5y S6 en la
que se encuentran las dos dianas de glicosilacién nativas del dominio DI generé formas
triplemente glicosiladas en aquellas variantes en las que se incluye una diana de
glicosilacion en C-terminal (NN y QN) (Figura 34, carriles 2 y 6), mientras que la
movilidad electroforética de las variantes sin dianas de glicosilacién afiadidas o con una
diana afnadida en el extremo N-terminal (QQ y NQ) corresponde a formas doblemente
glicosiladas de la proteina (Figura 34, carriles 4 y 8), originadas por la modificacién de
los sitios de glicosilacion nativos N210 y N216. Globalmente, estos resultados nos
indican que el residuo L233 del extremo C-terminal de la proteina truncada esta situada
en el lumen, ubicando al segmento TM S5 entre los residuos 163 y 233, y sugierendo
una topologia global para este polipéptido truncado acorde con la estructura nativa de
NALCN.
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Figura 34. Topologia de la proteina truncada 233-mer. Las células Hek293T, transfectadas con las
variantes truncadas de 233 aminodacidos, fueron lisadas para extraer las diferentes proteinas
expresadas. La inmunodeteccion de estas proteinas truncadas se realizd6 mediante western blot y
quimioluminiscencia. Se comprob¢ el estado de glicosilacion de las muestras mediante tratamiento con
(+) y sin (-) EndoH. Las proteinas no glicosiladas se indican con un punto blanco, las proteinas mono-,
doble- y triplemente glicosiladas con uno, dos y tres puntos negros, respectivamente.

Finalmente, las células transfectadas con el dominio DI completo de la proteina
muestran en todas las variantes formas doblemente glicosiladas (Figura 35), que
sugieren una topologia N- y C-terminal citoplasmatica y la modificacion de las dos dianas

de glicosilacion nativas del dominio DI (N210 y N216).

En conjunto, de los estudios de la biosintesis del dominio DI de NALCN utilizando
truncados de longitud creciente podemos concluir que este primer dominio de la proteina
adopta una orientacion en la membrana del RE acorde con la estructura resuelta a partir
de la aparicion del tercer segmento TM (S3), cuya presencia favorece la insercion de los

segmentos que le preceden (S1y S2) y define de forma univoca la orientacion del resto
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de segmentos TM del dominio DI (S4-S6), probablemente facilitando la correcta
insercion del resto de dominios de NALCN (DII-DIV) y permitiendo la adopcién de su

estructura nativa.
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Figura 35. Topologia de la proteina truncada 380-mer. Las células Hek293T, transfectadas con las
variantes del dominio DI completo fueron lisadas para extraer las diferentes proteinas expresadas. La
inmunodeteccién de estas proteinas truncadas se realiz6 con antisuero anti-c-myc, anticuerpo
secundario y quimioluminiscencia. Se comprobé el estado de glicosilacion de las muestras mediante
tratamiento con (+) y sin (-) EndoH. Las proteinas no glicosiladas se indican con puntos blancos y las
formas mono- y doblemente glicosiladas con uno y dos puntos negros, respectivamente.

R.6. Interacciones entre los segmentos del VSD

En el caso de las proteinas de membrana se ha descrito que sus segmentos TM
interactuan entre si a través de contactos entre los aminoacidos que contribuyen a su
empaquetamiento y a la consiguiente formacién de estructuras funcionales (Barber et
al., 2012; Pedersen et al., 2014). NALCN, proteina que forma un canal selectivo para
cationes monovalentes (Chua et al., 2020), tiene en su estructura segmentos TM poco
hidrofobicos cuyos valores de AG hacen que sea poco probable que el translocon los
reconozca e inserte en membrana (Tabla 7). A pesar de ello, los 24 segmentos TM de
NALCN estan integrados en la membrana (Kschonsak et al., 2020), donde es muy
probable que los contactos o interacciones inter-hélice entre los aminoacidos de sus
segmentos TM contribuyan a su estabilidad. Para estudiar con detalle atomico estos
contactos entre los 4 primeros segmentos TM (los menos hidrofébicos) del dominio DI
de NALCN, analizamos in silico sus trayectorias en membrana mediante simulaciones
por dinamica molecular. Buscamos contactos inter-hélice entre aminoacidos a distancias
menores de 3,5 A, distancia considerada como un rango de interaccion muy corto
(Onofrio et al.,, 2014; Tam et al.,, 2022). En casi todos los segmentos encontramos
contactos inter-hélice entre sus aminoacidos; sin embargo, solo seleccionamos aquellos
que eran reproducibles a través de las réplicas. Entre los segmentos S1 y S2,
seleccionamos los siguientes contactos: M55-T71, S52-L74, S52-D75, S49-L78, L42-
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E85, Y64-L67, P65-P66 y P65-L67 (Figura 36, A y B). Los valores de medianas vy
distancias medias de interaccion en estas parejas de aminoacidos estan por debajo del
rango de interaccién indicado (Tabla 11). Las parejas de aminoacidos M55-T71, S52-
D75 y P65-P66 registran una menor dispersion, lo que indica una menor variacion de
sus distancias de interaccion (Figura 36C, Tabla 11). De este grupo destacamos la pareja
de aminoacidos S52-D75, donde el grupo hidroxilo (OH) de la cadena lateral de la S52
estd muy cerca del grupo carboxilo de la cadena lateral del D75, a una distancia media

de 1.67 A, indicandonos una alta probabilidad de presencia de un puente de hidrégeno.
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Tabla 11. Estadistica descriptiva de las distancias de interaccion entre S1y S2

Residuos | Mediana| Media Error Coeficiente
S1-S2 (A) (A) SD | estandar [ Variacion
M55-T71 2.57 2.57 0.20 0.06 7.93%
S52-L74 2.70 2.64 0.41 0.13 15.81%
S52-D75 1.65 1.67 0.06 0.02 3.94%
S49-L78 2.55 2.64 0.41 0.12 15.53%
L42-E85 2.70 3.02 0.78 0.24 25.86%
Y64-L67 2.47 2.92 1.03 0.32 35.21%
P65-P66 1.32 1.32 0.03 0.01 2.30%
P65-L67 2.66 2.64 0.32 0.10 12.22%

Las parejas de aminoacidos de las hélices S1y S4 con distancias medias de interaccion
menores a 3.5 A son R43-A153, A46-1149, A46-1153, V50-M150, S52-R146 y V53-R146
(Figura 37, Ay B) (Tabla 12). En este grupo no hay una dispersién notable entre las
distancias de los residuos interactuantes, excepto entre V53-R146 (Figura 37C, Tabla
12). Esto nos sugiere que las distancias de interaccion entre las hélices S1 y S4 son
relativamente mayores que las observadas entre las hélices S1 y S2, pero con menor

dispersion.
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Figura 37. Interacciones entre S1 y S4.
(A) EI grafico muestra los contactos inter-
hélice entre los residuos de S1 (helix 1) y S4
(helix 4) a una distancia inferior a 3.5 A. (B)
El esqueleto polipeptidico se muestra en
gris y las cadenas laterales de los residuos
del S1 (en azul) que interactian con los
residuos del S4 (en verde) (C) El diagrama
de violin nos muestra la distribucion de los
valores de las distancias de interaccién (en
A) de los 6 pares de aminoacidos
interactuantes. La distancia cut off de 3.5 A

y la mediana se indican en lineas
discontinuas de rojo y negro,
respectivamente.

Tabla 12. Estadistica descriptiva de las distancias de interaccion entre S1y S4.

Residuos |Mediana| Media Error [Coeficiente
S1-S4 (A) (A) SD | estandar | Variacion
R43-A153 3.13 3.07 0.29 0.09 9.68%
A46-1149 2.98 3.11 0.37 0.12 12.05%
A46-1153 3.00 3.07 0.38 0.11 12.28%
V50-M150 3.25 3.29 0.23 0.07 7.06%
S52-R146 3.18 3.10 0.34 0.10 11.09%
V53-R146 3.21 3.06 0.53 0.17 17.35%
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De las interacciones entre los segmentos S2 y S3 destacan F72-Q125, D75-S121, D75-
Q125, M79-L118, Y82-L118 y K89-D111 (Figura 38 A y B, Tabla 13). Las parejas de

aminoacidos D75-Q125 y D75-S121 muestran valores con una mayor dispersion en sus

distancias (Tabla 13). El analisis estructural detallado de las trayectorias de la simulacion

entre los residuos D75-S121, nos permitié determinar que el grupo hidroxilo de la

cadena lateral de la S121 estd muy cerca al carboxilo de la cadena lateral del D75,

indicativo de una alta probabilidad de interaccion por puente de hidrégeno.
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Figura 38. Interacciones entre S2 y S3.
(A) EI grafico muestra los contactos inter-
hélice entre los residuos de S2 (helix 2) y S3
(helix 3) a una distancia inferior a 3.5 A
durante la simulacién (a mayor % de
contactos, mayor intensidad de color en la
escala). (B) El esqueleto polipeptidico en
gris y las cadenas de los residuos del S2 (en
rojo) que interactuan con los residuos del
S3 (en anaranjado). (C) El diagrama de
violin muestra la distribucion de los valores
de las distancias de interaccion (en A) de
los 6 pares de aminoacidos. La distancia cut
off de 3.5 A y la mediana se indican en
lineas discontinuas de rojo y negro,
respectivamente.



Tabla 13. Estadistica descriptiva de las distancias de interaccion entre S2 y S3.

Residuos | Mediana | Media Error Coeficiente
S2-S3 (A) (A) SD estandar | Variacion
F72-Q125 2.86 2.98 0.46 0.14 15.45%
D75-S121 2.14 2.39 0.64 0.20 27.10%
D75-Q125 1.95 2.32 0.83 0.26 36.17%
M79-L118 3.12 3.14 0.32 0.10 10.41%
Y82-.118 3.16 3.08 0.33 0.10 10.58%
K89-D111 3.19 3.01 0.54 0.17 17.94%

Al analizar las interacciones entre los segmentos S2 y S4, encontramos sélo dos parejas
de aminoacidos (D75-R146 y Y82-L149) cuyas distancias cercanas entre ellos
permanecen constantes a través de las réplicas (Figura 39 A y B). En la pareja de
aminoacidos cercanos D75-R146, se aprecia también un bajo coeficiente de variaciéon
de sus distancias medias, lo que nos indica una menor dispersion de sus distancias de
interaccion y una alta probabilidad de que ambos residuos interaccionen a cortas
distancias entre ellos (Figura 39C, Tabla 14). Un analisis estructural de las trayectorias
de ambos aminoacidos en la simulacion, nos permitié calcular sus distancias medias de
interaccion, siendo éstas de 1,70 y 1,95 A, correspondientes a las distancias entre los
dos oxigenos de los carboxilos de la cadena lateral del D75 y los dos NH del grupo
guanidino de la R146, lo que sugiere que probablemente estos grupos formen un puente

salino.

Entre los segmentos S2 y S4, se evidencia una segunda interaccién entre los
aminoacidos Y82-L149, si bien al analizar las trayectorias durante la simulacién se
detectan algunos valores de distancias mayores a 3.5 A, lo que incrementa su

coeficiente de variacion (Figura 39C, Tabla 14).
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Figura 39. Interacciones entre S2 y S4. (A) El
grafico muestra los contactos inter-hélice entre
los residuos de S2 (helix 2) y S4 (helix 4) a una
distancia inferior a 3.5 A durante la simulacién
(a mayor % de contactos, mayor intensidad de
color en la escala). (B) El esqueleto
polipeptidico en gris y las cadenas laterales de
los residuos del S2 (en rojo) que interactdan
con los residuos del S4 (en verde). (C) El
diagrama de violin nos muestra la distribucién
de los valores de las distancias de interaccion
(en A) de los 2 pares de aminoacidos. La
distancia cut off de 3.5 A y la mediana se
indican en lineas discontinuas de rojo y negro,
respectivamente.

Tabla 14. Estadistica descriptiva de las distancias de interaccion entre S2 y S4.

Residuos | Mediana | Media Error Coeficiente
S2-S4 (A) (A) SD | estandar | Variacion
D75-R146 1.70 1.71 0.06 0.02 3.66%
D75-R146 1.95 1.96 0.18 0.05 9.24%
Y82-L149 2.74 2.87 0.41 0.13 14.4%
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De los contactos observados entre los segmentos S3 y S4, soélo dos interacciones
(S121-R146 y L124-R143) se encuentran en todas las réplicas (Figura 40 Ay B) y
presentan una baja dispersioén (Figura 40 C, Tabla 15), lo que sugiere que ambas parejas
de aminoacidos tienen una distribucién homogénea en las simulaciones y por lo tanto,

forman contactos estables.
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1 |
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Tabla 15. Estadistica descriptiva de las distancias de interaccion entre S3 y S4.

Residuos | Mediana | Media Error Coeficiente
S3-S4 (A) (A) SD | estandar | Variacion

S121-R146 3.08 3.07 0.18 0.05 5.85%

L124-R143 3.09 3.14 0.27 0.08 8.72%
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De todos los contactos analizados en los cuatro segmentos (S1-S4) del dominio sensor
de voltaje (VSD), las interacciones entre los aminoacidos S52-D75 y D75-R146
muestran distancias medias de tan solo 1,67, 1,71y 1,96 A entre los grupos funcionales
de sus cadenas laterales (Figura 41), siendo probablemente el puente salino entre D75
y R146 el principal enlace entre S2 y S4 que contribuye a su estabilidad en membrana
(Figura 42). En las simulaciones también se observan los residuos S52 y S121 de los
segmentos S1 y S3 respectivamente, a distancias compatibles con los residuos
implicados en el puente salino (D75 y R146). Para determinar experimentalmente si la
interaccion entre D75 de S2 y R146 de S4 altera la inserciéon en membrana de la proteina
truncada 163-mer, mutamos el aspartico 75 por una arginina (D75R). La insercién en
membrana del mutante 163-mer (D75R) fue evaluada por mapeo de glicosilaciones y
comparada con el polipéptido con la secuencia silvestre 163-mer. Los resultados
muestran la presencia de una forma monoglicosilada en el mutante 163-mer (D75R)
derivada de la translocacion al lumen del RE del extremo C-terminal, lo cual confirma
que la presencia del puente salino entre estos dos residuos permite la insercién eficiente
del S4 en la membrana del RE (Figura 42).

Figura 41. Principales
interacciones en el dominio
VSD. El gréafico de la simulacion
del DI de NALCN, nos muestra
una vista desde arriba de la
estructura de los 4 primeros
segmentos TM (S1-S4) en gris.
Asimismo, se destacan los 4
principales aminoacidos (S52,
D75, S121 y R146) con sus
distancias medias de interaccion
(en blanco) en A. Las esferas
rojas representan los oxigenos,
las azules los nitrogenos, las
blancas los hidrégenos y las
turquesas los atomos de

carbono.
163-mer wt 163-mer mutD75R Figura 42. Interaccion entre
EndoH + _ + _ D75 (S2) y R146 (S4). Arriba,

Western blot del truncado 163-
mer silvestre (wt) y mutante
(mutD75R), ambas muestras
tratadas con EndoH (+). Abajo,

kDa 28.

17 -

esquema ilustrativo del

resultado con los segmentos

— = ™ (en verde) vy c-myc (en

se00 so ’ amarillo). La marca roja en S2

indica la posicién del D75 vy la

o L e | S — azul la posicion del R146 en S4.
Citosol Ct

Nt Nt
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R.7. Posicionamiento en membrana del S6.

Debido a las discrepancias observadas entre las predicciones de los residuos que
atraviesan el nucleo hidrofébico de la membrana en el segmento TM S6 (Tablas 7 y 8)
y la estructura tridimensional resuelta, decidimos estudiar en detalle el posicionamiento
de esta region de la proteina tanto aplicando técnicas experimentales como
computacionales. Ademas, cabe mencionar que un numero significativo de las
mutaciones que conllevan la aparicion de patologias severas ocurren en este segmento
de NALCN, por lo que resulta relevante el estudio de su posicion en membrana para
evaluar el impacto que puedan tener las mutaciones en esta region. Para abordar este
objetivo de la tesis utilizamos el mapeo por glicosilacién como una ‘regla’ molecular que
nos permita definir con precision la posicion del segmento S6 en las membranas del RE.
Como se ha descrito en la introduccidn, las proteinas de membrana son sintetizadas por
ribosomas asociados a las membranas del RE e insertadas mayoritariamente en la
bicapa lipidica a través del translocon Sec61. En ese contexto, las cadenas nacientes
correspondientes a proteinas de membrana (como NALCN) y de secrecién son
modificadas cotraduccionalmente mediante la adicién de azucares catalizada por el
complejo multiproteico OST (Fig. 13). Debido a la ubicacién del sitio catalitico de la OST
en el lumen del RE se ha demostrado que la asparagina aceptora de un sitio de
glicosilacion debe estar a una distancia minima de 14 residuos del inicio de un segmento
TM para ser eficientemente modificada (Nilsson & von Heijne, 1993), lo que permite la
verificacion experimental del posicionamiento preciso de segmentos TM en el proceso
de insercion en membranas biologicas (Kauko et al., 2010). Nuestra aproximacion
experimental se basa en la utilizacion como vehiculo a la peptidasa del péptido sefial
(leader peptidase, Lep) de E. coli. Lep es una proteina de membrana que contiene dos
segmentos TM (H1 y H2) conectados por un lazo citoplasmatico (P1) y un dominio C-
terminal voluminoso (P2) orientado al periplasma en el que reside el centro activo
peptidasa (van Geest et al., 2000). Cuando se expresa esta proteina en células
eucariotas el dominio H1 dirige la proteina a la membrana del RE, donde se inserta con
el extremo N-terminal hacia el lumen (Figura 43A). El disefio experimental utilizado
consistié en la clonacion del segmento S6 en el dominio globular P2 de Lep y disefar
en esta quimera dianas de glicosilacién precediendo la secuencia de S6 en distintas
posiciones. Asi, las construcciones disenadas incluyen hasta tres dianas de
glicosilacion. Una primera diana (G1) ubicada a 136 aminoacidos de distancia del inicio
de la secuencia de S6, que por su disposicién debera ser sustrato de la OST. Una
segunda diana de glicosilacion (G2) que se disefd en distintas posiciones en N-terminal

del inicio del primer residuo de S6, es decir, 9, 11, 13 o 15 residuos antes de la R295
97



que marca el inicio de la regién hidrofébica objeto de estudio (Tabla 16), y que sera
modificada solo si se encuentran a una distancia superior a 14 residuos antes del primer
residuo TM. Y una tercera glicosilacion (G3) disefada en C-terminal de S6 y que sélo
sera modificada en el caso de que S6 fuese traslocado al lumen del RE, sirviéndonos
de control de insercion (Figura 43A). Estas construcciones fueron transfectadas en
células Hek293T y el estado de glicosilacion de sus dianas fue analizado por SDS-PAGE
y visualizado mediante inmunotransferencia (Figura 43B). En paralelo se transfectaron
los pertinentes controles de insercidn y translocacion que carecen de la diana G2. En la
construccion con sélo dos dianas de glicosilacion G1 y G3, (Figura 43B, carril 6) se
detecta una banda de proteinas de mayor peso molecular correspondientes a formas
monoglicosiladas, producto de la modificacion de la primera diana de glicosilacion (G1),
lo que fue corroborado mediante tratamiento con EndoH (+) (Figura 43B, carril 5). Estos
resultados nos indican que el segmento S6 estd correctamente integrado en la
membrana, como ya demostramos utilizando como proteina modelo la cadena ligera de
la inmunoglobulina C. (Figura 25B). De forma analoga, las construcciones en las que el
residuo de asparagina aceptor se encontraba a 9 y 11 residuos en N-terminal de la R295
generaron formas también monoglicosiladas producto de la modificacion de la diana G1
(Figura 43B, carriles 7-10). Sin embargo, en las muestras procedentes de células
transfectadas con la construccién que contiene la diana G2 a 13 residuos antes que la
R295 puede observarse, ademas de la banda correspondiente a formas
monoglicosiladas de la proteina, la aparicién de una banda tenue de proteina de mayor
peso molecular que corresponde a formas doblemente glicosiladas (Figura 43B, carril
12). Estas formas doblemente glicosiladas son mucho mas evidentes en las muestras
procedentes de las células transfectadas con la construccion en la que la diana G2 esta
15 residuos antes de la R295, lo que fue de nuevo corroborado al tratar las muestras
con Endo H (Figura 43B, carriles 13y 14). Estos resultados demuestran que el segmento
TM S6 del dominio DI se inserta en la membrana con la arginina de la posicién 295
(R295) situada entre la interfase y el nucleo hidrofébico de la membrana, de acuerdo

con las predicciones del algoritmo AG Predictor.

Tabla 16. Secuencias disefiadas para el estudio del posicionamiento de S6 en membranas del
RE. Constructos Lep-S6 con dianas glicosilables NTS (G2) y NAT (G3) en rojo. La region estudiada
de S6 se muestra en verde y esta flanqueado por los tetrapéptidos ‘aislantes’ GGPG y GPGG.

Constructo Secuencias
Lep+S6 QETKENGIRLSETSGGPG RWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGG GVPGQQNATWIVPPG
Lep+N9+S6 QETKENGIRNTSTSGGPG RWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGG GVPGQQNATWIVPPG
Lep+N11+S6 | QETKENGNTSSETSGGPG RWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGG GVPGQQNATWIVPPG
Lep+N13+S6| QETKENTSRLSETSGGPGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGG GVPGQQNATWIVPPG
Lep+N15+S6 QETNTSGIRLSETSGGPG RWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIIGPGG GVPGQQNATWIVPPG
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Para corroborar la ubicacion de la R295 realizamos simulaciones de dinamica molecular
en las que observamos que este residuo se encuentra a una distancia de 21,41 A del
centro de la membrana compatible con una disposicion interfacial, a diferencia del
residuo D291 situado a 27,72 A del centro de la membrana y por lo tanto, expuesto a un

entorno acuoso (Figura 43C y D)

Control Control Lep+S6 Lep+N9 Lep+N11 Lep+N13 Lep+N15
Insercién  Translo. wt S6 S6 S6 S6
EndoH + - + - + - + - + - + - +
kDa
48 -
- - 00
- Tt - -— e e )

b= - ——
35- = e |~ -—

1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14

Cc

— 291
295
30 4

254

20+
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Protein centroid distance from membrane centroid (4)

VSD
Residuo | *Distancia (A) SD
| o s = T D291 27.72 +0.31
Time (ns) 21.41 +0.16

Figura 43. Posicionamiento del S6 del DI en las membranas del RE. (A) Representacion esquematica
del sistema Lep con sus segmentos TM H1 y H2 (ambos en gris) separados por el lazo P1. El asterisco (*)
indica la posiciéon de G2 a 9, 11, 13 y 15 aminoacidos de R295. Las dianas G1, G2 y G3 flanquean el S6
(en verde, residuos R295-1322) y el epitopo c-myc (amarillo) en el extremo Ct. (B) Se analizé por
inmunotransferencia el extracto de las células Hek293T, transfectadas con las distintas construcciones. Los
controles de insercion (KVLLVTGVLGLLLLIKWK) y de translocacion (YNLYIYAFFASSLVHGFI) que
contienen Unicamente las dianas G1 y G3. Todas las muestras fueron divididas y tratadas con EndoH
(carriles impares). Las proteinas no glicosiladas se indican con puntos blancos, las proteinas mono y
doblemente glicosiladas con uno y dos puntos negros, respectivamente. (C) Grafico que muestra la
evolucion temporal de la distancia de los residuos D291 y R295 hasta el centro geométrico de la membrana
(linea punteada). Los valores positivos indican que los residuos estudiados estan orientados hacia el lumen.
(D) Vista del S6 del DI de NALCN que incluye PD (S5-S6) y VSD (S1-S4) en membrana (tomada de la
simulacion mediante VMD), la tabla indica los valores de las distancias medias (*) de cada residuo con
respecto al centro de la membrana con su respectiva desviacion estandar (SD).
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R.8. Efecto de mutaciones CLIFAHDD en la insercion de S6 en membrana

Las variantes mutantes de NALCN estan fundamentalmente relacionadas con dos
sindromes: hipotonia infantil con retraso psicomotor y caracteristicas faciales (IHPRF) y
contracturas congénitas de extremidades y cara, hipotonia y retraso del desarrollo
(CLIFAHDD) (Chong et al., 2015). Los efectos funcionales de dichas variantes han sido
investigados previamente (Bouasse et al, 2019), sin embargo, el impacto molecular-
estructural que ocasionan en NALCN sigue sin ser desvelado. Tanto los pacientes con
IHPRF como con CLIFAHDD exhiben rasgos clinicos complejos de gravedad variable y
sintomas comunes. Desafortunadamente, no hay un tratamiento disponible por lo que
es necesario profundizar en el impacto de estas variantes mutantes a nivel estructural-
funcional para desarrollar terapias eficaces. Para ello decidimos evaluar el efecto de
algunas variantes mutantes asociadas a la enfermedad CLIFAHDD en la insercién en
membrana de S6 utilizando el ensayo basado en la proteina Lep descrito en el apartado
anterior. Para ello, en la secuencia de Lep en la que disponemos del segmento S6
flanqueado por dos dianas de glicosilacion (Figura 44A) se disefiaron por mutagénesis
dirigida los cambios encontrados en distintos pacientes (L312I, L312V, V313G, A319V e
1322T). Como muestra la Figura 44B, las mutaciones estudiadas no afectan a la
integracion del S6 en membranas del RE; ya que tanto en la construcciéon que lleva la
secuencia silvestre como en las distintas variantes que codifican las mutaciones
individuales observamos formas monoglicosiladas de la proteina quimérica, lo que nos
indica la correcta insercion en membrana de todas las secuencias mutantes. Como en
anteriores experimentos, la identidad de la banda de mayor peso molecular fue
verificada mediante el tratamiento de las muestras con la enzima EndoH (Fig. 44B,

carriles impares).

S6 translocado
S6 insertado

Insertado  Translocado

(o) o)

Citosol
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Figura 44. Efecto de mutaciones CLIFAHDD en la insercion de S6 en membranas de RE. (A)
Representacion esquematica del sistema Lep con sus segmentos TM H1 y H2 (ambos en gris)
separados por el lazo P1. Las dianas de glicosilacion (G1 y G2) flanquean el S6 (en verde si esta
insertado y en rojo si es translocado) y el epitopo c-myc (amarillo) se encuentra en el extremo Ct del
dominio P2 (B) Las células Hek293T, transfectadas con las variantes indicadas, fueron lisadas para
extraer las diferentes proteinas expresadas. La inmunodeteccion de estas proteinas se realizé con
antisuero anti-c-myc, anticuerpo secundario y quimioluminiscencia. En paralelo se transfectaron
variantes de Lep con secuencias del control de insercién (KVLLVTGVLGLLLLIKWK) y de translocacion
(YNLYIYAFFASSLVHGEFI). Todas las muestras fueron divididas y una alicuota tratada con EndoH (+).
Las proteinas no glicosiladas se indican con puntos blancos, las proteinas mono y doblemente
glicosiladas con uno y dos puntos negros respectivamente.

R.9. Efecto de las mutaciones CLIFAHDD en la estructura del S6

Variacion de contactos intra-hélice en el S6

Para estudiar el impacto de las mutaciones asociadas al sindrome de CLIFAHDD
ubicadas en el S6 (L312V, L3121, V313G, A319V y 1322T) se realizaron simulaciones de
dinamica molecular utilizando el algoritmo CHARMM-GUI y el codigo PDB de la proteina
NALCN resuelta por cryoEM (7cm3), disefiando las 5 mutaciones estudiadas. Las
estructuras del dominio DI silvestre y de los cinco mutantes fueron insertadas en una
bicapa de POPC (palmitoil oleoil fosfatidilcolina) pre-equilibrada. Después, ajustamos
las posiciones de las moléculas en el sistema proteina-membrana mediante procesos
de minimizaciébn y equilibracion. Una vez las moléculas estan posicionadas
correctamente en el sistema, realizamos las simulaciones usando el programa
GROMACS. El andlisis de las simulaciones muestra que las mutaciones CLIFAHDD
L312V, L3121 y V313G tienen un efecto diferente, alterando los contactos o interacciones
préximas en la regién de la hélice que incluye desde la leucina 305 hasta la lisina 314
(L305-K314) (Figura 45). Asi, respecto a la estructura de la proteina nativa, la mutacion
L312V incrementa el porcentaje de contactos en las parejas de residuos 1306-F308,
W311-F308, W311-L309 y K314-L309, y disminuye los contactos en las parejas W311-
1306, V312-A310 y V313-A310. La mutacién L312l incrementa los contactos en las
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parejas de residuos L309-1306, A310-F307, W311-F308 y W311-L309, y los disminuye
en A30-L305. Finalmente, observamos que la mutacion V313G incrementa los contactos
entre los residuos A310-L305 y W311-L309, disminuyéndolos entre A310-F307, G313-
L309, L312-A310 y G313-A310. En general estas mutaciones tienen un mayor impacto

en la vuelta de hélice que implica a los residuos W311, L309 y F308 (Figura 45).
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Figura 45. Variacion de contactos intra-hélice
originados por las mutaciones L312V, L312I
y V313G. Los graficos muestran el cambio en el
porcentaje de contactos entre los residuos del
S6 (hélix 6) provocados por las mutaciones
indicadas en cada caso. Un contacto se definié
como cualquier momento (frame) de la
simulaciéon en el que 2 atomos de residuos
diferentes estuvieran a una distancia <3.5 A. El
porcentaje se calcula como la fraccion de frames
en los que esta presente al menos un contacto
entre el par dado. Un incremento en el
porcentaje de contactos tras las mutaciones se
puede ver en el grafico como areas azules,
mientras que el rojo significa una disminucion en
el porcentaje.
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Variacion de los angulos de torsién de los residuos W311, L309 y F308

Un cambio en la variacién de contactos entre los aminoacidos de una misma cadena
polipeptidica esta estrechamente relacionado con un cambio de sus angulos de torsion
psi (W) y phi (¢). EI cambio de estos angulos de torsion en muchas ocasiones no sélo
genera nuevas interacciones con otros atomos del entorno sino también un movimiento
o0 cambio de posicién de las cadenas laterales R de los aminoacidos involucrados
(Zacharias et al., 2013; Kumar y Bansal, 2015). Después de analizar y encontrar
variacion de contactos intra-helicoidales entre la secuencia del S6 wt comparada con
sus mutantes (L312V, L312l y V313G), analizamos si esta variacion de contactos genera
un cambio en los angulos de torsion psi (W) y phi (¢) de los residuos W311, L309 y F308.
Para ello, en las trayectorias de las simulaciones calculamos la zona de mayor densidad
de angulos de torsién para cada uno de estos residuos y asociamos la estabilidad de
sus angulos con valores de energia libre de Gibbs. De esta forma, encontramos zonas
de mayor densidad y estabilidad de sus angulos de torsion ¢ y W tanto en la secuencia

de S6 wt como en las secuencias mutantes.

Los resultados nos muestran que las mutaciones CLIFAHDD L312V, L312] y V313G
generan un cambio considerable en la densidad y estabilidad de los angulos de torsion
de los residuos W311, L309 y F308. Las mutaciones L312V y L312] generaron una
mayor modificacién en los angulos de torsion que los residuos W311, L309 y F308. La
mutacion V313G, aunque no modificd considerablemente la estabilidad de los angulos
de torsion de los residuos W311 y F308, generd una mayor dispersion de estos, lo cual
se ve reflejado en sus graficos de densidades. Estas modificaciones y otras mas las
podemos observar en los graficos de densidades y de energia libre de Gibbs de las
Figuras 46-48.
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Figura 46. Efecto de las mutaciones L312V, L3121l y V313G en los angulos de torsion phi (¢)
y psi (W) del residuo W311. El grafico de densidad de poblacién muestra la distribucion
predominante (en amarillo) de los angulos phi (rotacion alrededor del enlace N-Ca) y psi (rotacion
alrededor del enlace Ca-C) del residuo 311 del S6 durante la simulacion. A la derecha, el grafico
de energia libre de Gibbs muestra la estimacién de la energia libre (kj/mol-K) asociada a los
angulos phiy psi del residuo W311. La energia libre fue calculada con AG= -kTIn(p); donde k es la
constante de Boltzmann, T es la temperatura del sistema de simulacién 310K, p es la distribucion
de densidades. En rojo se muestra la zona de mayor estabilidad de los angulos de torsiéon y en
azul la de menor estabilidad.
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Figura 47. Efecto de las mutaciones L312V, L312l y V313G en los angulos phi (¢) y psi (W) del residuo L309
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Figura 48. Efecto de las mutaciones L312V, L312l y V313G en los angulos phi (¢) y psi (W) del residuo F308

La variacion de contactos y modificacién de los angulos de torsién entre los residuos de
una hélice esta asociada con un cambio de conformacion secundaria de ésta, y dicho
cambio esta relacionado con la apertura de los canales de las proteinas transportadoras
de iones, entre ellas NALCN (Kschonsack et al., 2020; McGoldrick et al., 2018). En
NALCN se ha descrito que los residuos W311, L309 y F308 del S6 del DI estabilizan la
estructura 1 del canal abierto mediante la formacion de enlaces puentes de hidrégeno
intra-hélice (i, i+5) entre F308-V313 y L309-K314 e inter-hélice entre W311-L1439 (Xie

et al., 2020). Por tal motivo, investigamos si los cambios antes descritos en estos
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residuos generan una alteracion conformacional en la regién L305-K314 del S6 del
dominio DI. Nuestros hallazgos principalmente muestran que las mutaciones CLIFAHDD
L312V, L312I y V313G generan una alteracion de la distancia por vuelta de la hélice a 'y
por ende, un mayor acercamiento entre los residuos F308-V313 y L309-K314 (Figura
49A). Asi, en la secuencia nativa S6 (WT) la distancia media de 3,41 A, entre el oxigeno
del grupo carbonilo C=0 (Cg) de F308 y el hidrégeno del grupo amino N-H de V313,
disminuye a 2,22, 2,52y 2,63 A respectivamente, en las secuencias mutantes (L312v,
L3121 y V313G). De igual forma, la distancia media de 5,58 A entre el oxigeno del C=0
(Cg) de L309 y el hidrégeno del grupo amino N-H de K314 de la secuencia nativa
disminuye a 4,09, 3,5y 4,03 A respectivamente, en las secuencias mutantes (L312V,
L312l y V313G). Con respecto al residuo W311, estas tres mutaciones CLIFAHDD

generaron un cambio posicional oscilante de su cadena lateral R.

Figura 49. Efecto de las mutaciones L312V, L312l y V313G en el acercamiento de los residuos
308-313 y 309-314. El grafico nos muestra la posiciéon de los residuos 308, 309, 313y 314 en la
hélice S6 wt y mutante (L312V, L312] y V313G). La linea blanca discontinua nos indica la distancia
media entre el oxigeno (rojo) de los residuos 308 )y 309 () y el hidrégeno (blanco) de los residuos
313 (+5y 314 (i+5)
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Al analizar todos los valores de distancias de los residuos 308-313 y 309-314 calculados
durante la simulacion, descubrimos que la mediana, la moda y la distribucién de estos
son diferentes en la secuencia silvestre (WT) y en las secuencias mutadas (Figura 50).
Notandose que las mutaciones CLIFAHDD L312V, L3121 y V313G aproximan los grupos
carbonilos y aminos de los residuos 308-313 y 309-314, lo cual podria facilitar la

formacion de puentes de hidrogeno entre ellos.
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Figura 50. Andlisis de las distancias entre residuos 308-313 y 309-314 de la secuencia WT y de
las secuencias mutantes (L312V, L3121 y V313G). El grafico muestra la distribucién de las distancias
entre N-H (i +5-C=0 () para cada pareja de residuos indicada. La distancia de corte de 3.5 A se indica
en linea punteada de rojo. La mediana de cada diagrama se indica en lineas negras discontinuas. En
amarillo se indica la distribucion de distancias de la pareja de residuos 308-313 y en verde, la de los
residuos 309-314.
La estadistica descriptiva nos muestra que los valores de distancias medias y mediana
de los datos de 308-313 y 309-314 en las secuencias mutantes son menores que las
encontradas en la secuencia WT. Asimismo, se aprecia que la variacion de las distancias
entre los residuos es mayor en la secuencia mutada que en la secuencia WT, lo cual se

observa en el coeficiente de variacién (Tabla 17).

Tabla 17. Estadistica descriptiva de las distancias entre los residuos 308-313 y 309-314.

WT L312V L312I V313G
Parametro F308-V313 |L309-K314|F308-V313 |L309-K314|F308-V313 |L309-K314|F308-V313 [L309-K314
Mediana 3,49 5,72 1,99 4,18 2,41 3,97 2,52 4,42
Media 3,41 5,58 2,22 4,09 2,52 3,5 2,63 4,03
Desv. Estandar 0,67 0.71 0.59 0.73 0.87 1,11 0.57 0.85
Coef. Variacion | 19,64% 12,62% 26,53% 17,97% 31,92% 29,69% 21,87% 19,59%
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Efecto de la mutacion 1322T en el S6 del DI de NALCN

Mediante simulacién molecular, observamos coémo cambia la posicion del residuo
mutante T322 en comparacion con el residuo original 1322. Encontramos que la
mutacion 1322T altera posicién de este residuo con respecto al centro de la membrana
El residuo 1322 se encuentra mas cerca del centro de la membrana, a unos -6.1 A en
promedio, mientras que el residuo mutante T322 esta mas lejos, a-10.74 A en promedio.
El analisis estadistico nos muestra diferencias significativas entre las distancias medias
de ambos residuos con respecto al centro de la membrana. Asimismo, la observacion
de estos residuos durante las simulaciones nos muestra que el residuo T322 tiende a

desplazarse hacia el interior de la célula, hacia el citoplasma (Figura 51).
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Figura 51. Cambio de posicion del residuo 322 en membrana. (A) Grafico que muestra la evolucion
temporal de la distancia desde el centro geométrico del residuo 322 hasta el centro geométrico de la
membrana. Los valores negativos indican que el centro geométrico del residuo esta por debajo del
centro de la membrana, hacia el compartimento citosélico. (B) Comparacion de las distancias medias
de los residuos 1322 y T322 con respecto al centro de la membrana. Los asteriscos indican diferencias
significativas (p-value <0.05). (C) Visualizacién en VMD de las trayectorias de los residuos 1322 y T322
en membrana durante las simulaciones. El 1322 se representa en azul y el T322 en anaranjado.
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D.1. Discusion del capitulo |

NALCN es una proteina con 24 segmentos TM agrupados en cuatro dominios de
estructura similar (Kschonsak et al., 2020; Xie et al., 2020), de los cuales el dominio DI
de NALCN acumula aproximadamente la tercera parte de las mutaciones asociadas al
sindrome de CLIFAHDD (Montiel et al.,, 2024), siendo su estudio especialmente

interesante.

Como punto de partida se emplearon programas de prediccion de segmentos TM y
topologia de proteinas de membrana, identificandose seis segmentos TM. El programa
TMHMM, que ademas de identificar los fragmentos TM es capaz de predecir topologia,
localiza el extremo amino terminal y el carboxilo terminal del dominio DI en el citosol.
Estas predicciones de estos programas coinciden con la estructura de NALCN
recientemente publicada (Kschonsak et al., 2020). Algunos de los segmentos TM tanto
del dominio DI de NALCN como de los dominios equivalentes de otros canales de sodio
y calcio tienen valores positivos de energia libre para su insercién, lo cual sugiere que
los segmentos TM menos hidrofébicos de NALCN, Nav1.4 y TRPV6 podrian no ser
reconocidos y eficientemente insertados por el translocdn en la membrana del RE. Sin
embargo, estos segmentos tienen una conformacion helicoidal TM en las estructuras
resueltas de estas tres proteinas de membrana (Chua et al., 2020; Pan et al., 2018,
McGoldrick et al., 2018). Por ello, nos propusimos estudiar en los estadios iniciales de
la sintesis de la proteina cdmo se realiza la insercion individual en membrana de cada
uno de los seis segmentos TM del dominio DI de NALCN. Asi, tras la traduccion in vivo
observamos que los segmentos S1, S2 y S4 aislados del contexto del resto de la
secuencia del polipéptido no se integraron en la membrana del RE, mientras los
segmentos S3, S5 y S6 fueron eficientemente insertados. Estos resultados coinciden
con las predicciones de los algoritmos utilizados; ya que los TM poco hidrofébicos no se

integran de manera estable en membrana.

Sabiendo que la mitad de los segmentos TM del dominio DI de NALCN no se integran
individualmente en la membrana del RE, nos planteamos como hipétesis de trabajo la
posibilidad de que, como se ha demostrado en otras proteinas de membrana (Banoé-
Polo et al., 2017; Hedin et al., 2010; Tamborero et al., 2011), la insercion de estos
segmentos marginalmente hidrofébicos dependa de su contexto de secuencia. Para
abordar esta hipotesis experimentalmente evaluamos la biogénesis de diferentes
polipéptidos truncados del dominio DI de NALCN tanto en bacterias como en células
humanas. La sintesis de estos truncados nos permite tener informacion de la biogénesis

de la proteina paso a paso. Los resultados del sistema del indicador dual en bacterias y
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del mapeo de glicosilaciones en células eucariotas son coincidentes y nos muestran que
los polipéptidos truncados mas pequenos, que incluyen los segmentos S1y S2, no se
insertan correctamente en la membrana a pesar de que, como hemos mencionado
antes, tienen una disposiciéon transmembranal en las estructuras resueltas (Kschonsak
et al., 2020; Xie et al 2020). Sin embargo, en los polipéptidos truncados mas largos,
concomitante con la presencia de la tercera hélice TM (S3), las formas truncadas de la
proteina insertan los sucesivos segmentos TM de forma secuencial y con la topologia
nativa. Estos resultados sugieren un papel destacado del segmento S3 en los estadios
iniciales de la biosintesis de NALCN. Los bajos niveles de glicosilacion (Figura 30)
observados en nuestros estudios del truncado 65-mer (que contiene solo la secuencia
del primer segmento TM, S1) probablemente se deben a que la secuencia S1 no es
correctamente detectada por la SRP debido su baja hidrofobicidad
impidiendo/dificultando el adecuado direccionamiento a la membrana del complejo
ribosoma/cadena naciente (RNC). El mismo efecto podria tener lugar en el caso del
truncado 97-mer, como se deduce de su baja eficiencia de glicosilacion en las variantes
disefiadas (Figura 31). A diferencia de lo que ocurre en los dos casos anteriores, el
truncado 136-mer presenta una mayor eficiencia de glicosilacién (Figura 32) lo que
sugiere un mejor direccionamiento del RNC hacia la membrana del RE y demuestra una
orientacion de su extremo C-terminal hacia el lumen, acorde con las predicciones y con
la estructura resuelta de NALCN (Kschonsak et al., 2020). Para la insercién de este
truncado (136-mer) el translocon Sec61 reconoce a S3 y lo integra en la membrana del
RE, mientras que los segmentos S1 y S2 del truncado podrian ser reconocidos por los
dominios citosdlicos del complejo EMC quedando retenidos hasta la inserciéon
cotraduccional en membrana del S3, como se ha sugerido recientemente para la
insercion de otras proteinas de membrana (McDowell et al., 2021), en las que se ha
observado la participacion en conjunto de ambos complejos insertasa (EMC y Sec61)
en la insercibn en membrana de proteinas politopicas con segmentos TM de baja
hidrofobicidad (Hegde y Keenan, 2022; O'Keefe et al., 2021).

La participacion de varios complejos insertasa también podria explicar la insercion del
truncado 163-mer, en el que tres de sus cuatro segmentos (S1, S2 y S4) son poco
hidrofébicos. Recientemente, se han publicado revisiones sobre los complejos EMC,
TMCO y PAT y su papel en la biogénesis de las proteinas politdpicas. Cada uno de estos
complejos puede asociarse con el translocén Sec61 para facilitar la integracion en
membrana de regiones TM poco hidrofobicas (O’Keefe et al., 2021; Hegde y Keenan,
2022). Asi que es muy posible que los segmentos menos hidrofébicos o con residuos

cargados (S4) del dominio DI de NALCN permanezcan asociados a estos complejos
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hasta que los segmentos mas hidrofébicos (S3, S5 y S6) emerjan del ribosoma. Es
interesante mencionar que la insercién y/o el ensamblaje del dominio sensor de voltaje
(VSD) que incluye los cuatro primeros segmentos TM (S1-S4) ocurra de forma
independiente de la insercion del dominio del poro (PD) que incluye la horquilla formada
por los segmentos S5 y S6, como se ha demostrado anteriormente en proteinas canal
(Donate-Macian et al., 2015). Para que esto ocurra es probable que las interacciones

inter-hélice entre los cuatro primeros segmentos TM (S1-S4) tengan un papel relevante.

Para investigar las interacciones a nivel atobmico entre estos cuatro segmentos TM,
realizamos simulaciones de dinamica molecular evaluando las interacciones entre S1-
S2, S1-S4, S2-S3, S2-S4 y S3-S4. Esto nos permitio identificar contactos o interacciones
entre los segmentos mas proximos en las estructuras resueltas. Destacamos
principalmente la presencia de enlaces de hidrogeno y un puente salino entre las
cadenas laterales de los residuos S52, D75, S121 y R146. Cabe mencionar que
nuestros resultados describen por primera vez la presencia del puente salino entre D75-
R146 y su importancia en el plegamiento y estabilidad en membrana del VSD del
dominio DI de NALCN, tal y como ha sido demostrado en interacciones electrostaticas
de otras proteinas (Barber et al., 2012; Groome et al., 2020). Asimismo, nuestros
resultados in silico muestran la corta distancia de interaccion entre las cargas de
activaciéon de S4 (R143 y R146) y los residuos del centro de transferencia de carga de
los segmentos S1 (S49 y S52), S2 (D75, Y82 y E85) y S3 (D111) y comprueban la
formacion de interacciones entre ellos; hecho que fue sugerido al analizar la estructura
resuelta de NALCN por la proximidad observada entre estos residuos observados
(Kschonsak, et al 2020; Xie et al., 2020).

La proximidad observada entre estos y otros aminoacidos hace probable que estos
contactos favorezcan el empaquetamiento de los cuatro primeros segmentos TM (S1-
S4) y contribuyan a la insercion, plegamiento y estabilidad en membrana del VSD, de
forma similar a lo observado en las interacciones entre segmentos TM de otras proteinas
de membrana descritas (Barber et al., 2012; DeGrado et al., 2003; Adamian y Liang
2001). Ademas, se ha descrito que estas interacciones desempefian un papel
importante en el estado de reposo y apertura de canales de sodio, calcio y potasio para
mantener funciones claves como la transmisiéon sinaptica en las neuronas y la
contraccién del corazon y los musculos esqueléticos (Fernandez-Quintero et al., 2021;
Groome et al., 2020). Por otro lado, los alineamientos de secuencias de las proteinas
NALCN, Nav 1.2 y Cav 1.1 muestran que los residuos D75, S121 y R146 se encuentran

conservados, lo que sugiere que desemperian un papel relevante en las estructuras de
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dichas proteinas (ver Anexo 4A, Figura 77). En el caso especifico del residuo R146, su
mutacion se ha encontrado en pacientes con cancer en los que se ve alterada la
sensibilidad al voltaje de la proteina NALCN (Chua et al.,, 2020). Segun nuestros
resultados, esta alteracion podria atribuirse a la pérdida de interacciones del residuo
mutante R146Q con los residuos D75 y S121 (Figura 41). Por lo que respecta a las
mutaciones asociadas al sindrome de CLIFAHDD en la integracién a membrana del S6,
nos planteamos estudiar el posicionamiento del S6 en membrana dado que en esta
hélice recaen varias de estas mutaciones. Los algoritmos de prediccion utilizados en
este trabajo no llegan a un consenso sobre la posicion de éste en la membrana (Tablas
7y 8). Por ello decidimos investigar si la region embebida en la membrana comienza en
el residuo R295 como predice el AG Predictor (Tabla 7) o en la F300 como predice
TMHMM (Tabla 8). La técnica de mapeo por glicosilacién permite averiguar con precision
a nivel de residuo la distancia que separa el residuo de asparagina receptor de un sitio
de glicosilacién de la interfase de la membrana (Orzaez et al., 2004; Nilsson et al., 1993).
Nuestros resultados in vivo, muestran una eficiente glicosilacion de la asparagina
situada en la posicion equivalente al residuo E280 en la secuencia de NALCN, es decir
a 15 residuos de distancia del inicio de la region TM predicha por el algoritmo AG
Predictor (R295). Para contrastar estos resultados con la estructura de NALCN
depositada en las bases de datos, simulamos por dinamica molecular esta region del
dominio DI y observamos que S6 presenta una region hidrofdbica inusualmente larga
que se encuentra embebida en la membrana desde el residuo R295 hasta el residuo
R329, lo que obliga a esta hélice disponerse inclinada en el nucleo hidrofébico de la
membrana con cierto angulo de inclinacién, excediendo en longitud las predicciones de
los algoritmos, lo que pone de relieve la importancia de verificar experimentalmente las

predicciones computacionales.

En el analisis in silico de la estructura de la proteina NALCN se puede apreciar que sus
cuatro segmentos S6..i.v presentan una region central de 7 aminoacidos que participan
en la transicion de hélice a a hélice 1 durante la apertura del dominio del poro central
(Xie et al.,, 2020). En el S6 del dominio DI tal secuencia implica los residuos
S8FLAWLVK?3", siendo esta secuencia similar a las reportadas en otros S6 de canales
transportadores de iones (Pan et al., 2018, McGoldrick et al., 2018) (Figura 77; Anexo
4B, Figura 78), ademas la frecuencia y posicion de estos mismos residuos se han
descrito en otras hélices 11 (Fodje et al., 2002; Kumar et al 2015). La presencia de estos
residuos y su implicacién en el cambio conformacional sugiere que esta transicién podria
regular la apertura del poro del canal NALCN y con ello el paso de los iones Na*.

Ademas, en este segmento TM S6 se acumulan mutaciones asociadas al sindrome de
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CLIFAHDD (Tabla 3)y a pesar de que nuestros resultados experimentales muestran que
las mutaciones L312V, L3121 y V313G no alteran la integracién de S6 en la membrana,
nuestros calculos de dinamica molecular muestran un nuevo perfil de interacciones y un
cambio en los angulos de torsién en los residuos de esta misma region ((°®FLAWLVK3').
Los calculos computacionales nos permiten observar que las mutaciones L312V, L312|
y V313G ocasionan un acercamiento entre los residuos de esta region, principalmente
entre los residuos 308-313 y 309-314, generando la formacién de un nuevo perfil de
interacciones en la regién mutada. No sabemos qué efecto tiene esto en la
sensibilizacion y/o apertura del canal de NALCN; pero se ha descrito que los residuos
F308, L309 y W311 estabilizan la estructura 11 del canal abierto mediante interacciones
intra-hélice e inter-hélice (Xie et al., 2020). Ademas, si observamos en las secuencias
mutantes la distribucion de los angulos de torsion ¢ y W de los residuos W311, L309 y
F308, notaremos que tienen valores semejantes a los angulos ¢ y W de residuos que
conforman una hélice 1 y que han sido reportadas en otras proteinas (Cooley et al.,
2010; Fodje et al., 2002; Kumar et al., 2015). Todo parece indicar que las mutaciones
L312V, L3121 y V313G propician un nuevo orden de interacciones y angulos de torsiéon
que estabilizan la region *®FLAWLVK?'*en una conformacion que podria favorecer mas
facilmente su transicion a hélice 11 y/o la apertura del canal. Tal afirmacién se sustenta
con los descubrimientos publicados en otras proteinas en donde algunas hélices 1 son
generadas por la insercion o mutacion de un aminoacido en una regién conservada de
una hélice a y este cambio conformacional también altera la funcionalidad de la proteina
(Cooley et al., 2010; Duneau et al., 1996; Weaver et al., 2000). Hasta ahora, en NALCN
no se ha descrito que el cambio aminoacidico genere una estructura Tr; sin embargo,
las mutaciones CLIFAHDD en esta region causan hiperactividad neuronal a través de
una ganancia de funcion en NALCN; ya que se altera su sensibilidad al voltaje (Aoyagi
etal., 2015; Bend et al., 2016; Kschonsak et al., 2020; Monteil et al., 2024). Tal alteracién
funcional debido al cambio conformacional (a—1T) generado por mutaciones se ha
descrito también en otras proteinas de membrana (Zubcevic et al., 2019; Kim et al.,
2007; Segatto et al., 1988).

No se observaron efectos estructurales de la mutacion A319V, tal vez porque el residuo
A319 esta alejado de los residuos centrales (*®FLAWLVK3'™) implicados en la
estabilizacion de la estructura 1 del S6 del dominio DI de NALCN. Sin embargo, al
comparar las secuencias de las proteinas del DI de NALCN, Nav 1.2 y Cav 1.1
identificamos que la alanina en posicion 319 de NALCN al igual que la asparagina 315
estan conservadas en los segmentos S6 de estas proteinas y TRPV6 (ver Anexo 4 Ay

B, Figura 77 y 78). Revisando las trayectorias de los atomos en la region 3'SNVFIAVI[322
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de la secuencia nativa de S6 encontramos que en los residuos de dicha region existe
una red de contactos cercanos mediante la formacion de enlaces; y que el residuo
mutante V319 registra distancias de rango corto de interaccion con el residuo V316
(resultados no mostrados). Este cambio también podria estar asociado con la alteracion
de la sensibilidad al voltaje y la funcionalidad de la proteina NALCN como se ha descrito
para esta mutacion (Kschonsak et al., 2020; Lozic et al., 2016); pero tal descubrimiento
requiere una mayor revision. Por otro lado, la mutacion 1322T genera un cambio de
posicion significativo de este residuo con respecto al centro de la membrana, adoptando
una ubicacién mas cerca al citosol. Tal cambio de posicion podria ocasionar una
desestabilizacién de interacciones inter-hélice entre residuos que conforman dicha
region llamada puerta de entrada intracelular del canal de NALCN; ya que tales residuos
hidrofébicos (1318, V595, V1152, V1443, 1322, L599, 11156 y V1447) estan muy
conservados en las proteinas transportadoras de iones (Xie et al., 2020) y también en
el segmento S6 del dominio DI y en la proteina TRPV6 (ver Anexo 4 Ay B, Figura 77 y
78). Finalmente, esperamos que todos estos resultados contribuyan a conocer un poco
mas sobre el efecto de las mutaciones CLIFAHHD en la proteina NALCN y también,
creemos necesario continuar investigando este tipo de mutaciones y otras mas
asociadas a enfermedades mediante el uso de wuna linea multidisciplinar

complementaria.

Figura 52. Principales caracteristicas estructurales de NALCN estudiadas. Los segmentos menos hidrofébicos
S1, S2 y S4 se indican en letras violetas y los mas hidrofébicos S3, S5y S6 se indican en letras negras. Los puntos
azules indican los residuos de argininas R146, R295 y R229, el rojo el aspartico D75 y los amarillos los residuos
serinas S52 y S121. Los circulos negros indican las asparaginas N210 y N216 de las dianas naturales de
glicosilacion. La secuencia de siete residuos F308-K314 implicada en la transicién de a—1T se indica en anaranjado.
VSD, el dominio sensor de voltaje (S1-S4) y el PD, el dominio del poro (S5 y S6).
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Il. Estudio topolégico de la proteina NSP4
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La proteina NSP4 de SARS-CoV-2 desempeia un papel crucial en la replicaciéon del
virus al participar en la organizacion y estabilizacion de las DMVs. La caracterizacién
detallada de esta proteina es de especial interés para comprender la patogénesis del
virus y para el potencial desarrollo de estrategias terapéuticas efectivas. Hasta el
momento, la estructura de NSP4 no ha sido resuelta experimentalmente, y las
predicciones in silico sobre su topologia muestran discrepancias. Por lo tanto, en este
capitulo llevamos a cabo la caracterizacion molecular de NSP4 del SARS-CoV-2 con el
objetivo de determinar su topologia, el niumero de segmentos TM y las posibles

modificaciones co- y/o post-traduccionales de la proteina.

R.10. Anadlisis in silico de la topologia de NSP4.

Para estudiar la topologia de la proteina NSP4 realizamos inicialmente un analisis
computacional utilizando los algoritmos y bases de datos mas avanzados disponibles
en internet (AG predictor, TMHMM, HMMTOP, TOPCONS, MEMSAT, SPOCTOPUS,
Protter y Uniprot). La proteina NSP4 del SARS-CoV-2 tiene una longitud de 500
aminoacidos (residuos 2764-3263 de las poliproteinas pp1a y pp1ab) con una masa
molecular estimada de aproximadamente 56 kDa. Las predicciones de segmentos TM y
topologia de la proteina NSP4 mostraron variabilidad segun el método utilizado (Figura
53A). La entrada de UniProt (PODTC1) predice seis segmentos TM en la regién de
NSP4, mientras que el resultado de los otros siete algoritmos de prediccion varia de 4 a
7 segmentos TM. Por lo que respecta a la predicciéon de la topologia (Figura 53B) se
observo un notable grado de coincidencia entre los diferentes algoritmos, ya que en su
mayoria predijeron que los extremos N- y C-terminal estan orientados hacia el citosol;
excepto los algoritmos Protter y HMMTOP, que predijeron una orientaciéon N-terminal o

C-terminal extracelular, respectivamente (Figura 53B).

El analisis computacional de las modificaciones co- y post-traduccionales, muestra que
los algoritmos como MEMSAT y SPOCTOPUS predicen una secuencia sefal escindible
(Figura 53B) coincidiendo con lo sugerido previamente para la proteina NSP4 de SARS-
CoV (Oostra et al., 2007). Ademas, el analisis de la secuencia de NSP4 con el servidor
UniProt (PODTD1) permiti6 identificar una diana de glicosilacion no canodnica (Asn-lle-
Cys) en la posicion N131. Cabe mencionar que en eucariotas la adicién de azucares a
proteinas de membrana y de secrecion la realizan complejos multiproteicos (OST) que
transfieren los azucares desde el dolicol fosfato donador de los azucares a residuos de
asparagina en secuencias consenso Asn-X-Ser/Thr de polipéptidos sustrato (Ramirez

et al., 2023), siendo X cualquier aminoacido excepto prolina (Welply et al., 1983; Bano-
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Polo et al., 2011). La potencial diana de glicosilacion no canénica (NIC) encontrada en
la proteina NSP4 del SARS-CoV-2 es similar a la de su homoéloga en el SARS-CoV, la

cual se ha sugerido estar parcialmente glicosilada (Oostra et al., 2007).
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Figura 53. Andlisis in silico de la proteina NSP4 de SARS-CoV-2 (A) Prediccion de segmentos
TM. La secuencia de 500 aminoacidos (residuos 2764-3263 en pp1a) de NSP4 fue analizada por 8
algoritmos. La linea roja representa la proteina NSP4 y las regiones TM predichas por cada uno de
los 8 algoritmos. (B) Predicciéon de la topologia de NSP4. La secuencia de 500 aminoacidos
(residuos 2764-3263 en pp1a) de NSP4 fue analizada en 6 algoritmos de prediccion de topologia.
Se muestra la secuencia de la proteina NSP4 (linea negra) y sus diferentes regiones orientadas
hacia zonas extracelulares (morado), intracelulares (rosa) y de membrana (verde). Ademas, tanto
SPOCTOPUS y MEMSAT predicen una secuencia sefial en N-terminal (blanco).
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R.11. Topologia de NSP4 en membranas de bacterias.
Disefo experimental del ensayo.

Después del analisis computacional la topologia en membranas de bacterias de la
proteina NSP4 de SARS-CoV-2 se analizé experimentalmente utilizando el sistema de
reportero dual PhoA-LacZa (Karimova et al., 2017) que se describié en el capitulo
anterior. De acuerdo con las predicciones computacionales, el indicador dual se fusioné
al extremo C-terminal de diferentes variantes truncadas de NSP4 (141-mer, 164-mer,
279-mer, 313-mer, 335-mer, 346-mer, 362-mer, 371-mer, 397-mer y 500-mer o longitud
completa de NSP4) que incluian de forma acumulativa los distintos segmentos TM
(Figura 54). Las construcciones se transformaron en células de E. coli y se realizaron

ensayos cualitativos y cuantitativos.
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Figura 54. Variantes fusionadas de los truncados NSP4/pho-lac. Se muestra un esquema de la
secuencia de 500 aminoacidos de NSP4 (en gris), destacando en gris oscuro los segmentos TM
predichos por los algoritmos computacionales y la posiciéon del ultimo coddn seleccionado en cada
polipéptido truncado (141-mer, 164-mer, 279-mer, 313-mer, 335-mer, 346-mer, 362-mer, 371-mer, 397-
mer y 500-mer). Cada codon fue fusionado con las secuencias de pho-lac (destacadas en azul y rojo,
respectivamente). La posicion de cada coddn se eligid en base a los TM predichos en el andlisis
computacional.
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Topologia de NSP4 en membranas de bacterias

Los transformantes resultantes se analizaron en medios sélidos de indicador dual que
contenian dos sustratos cromogénicos distintos. Uno de los sustratos se vuelve azul en
presencia de la actividad fosfatasa, mientras que el otro adquiere un tono rojo cuando
B-galactosidasa esta activa. Como se muestra en la parte superior de la Figura 55, las
células que expresan las fusiones a los polipéptidos truncados de 141, 164 y 279
residuos mostraron un fenotipo azul, lo que indica una ubicaciéon periplasmica del
indicador pho-lac y, en consecuencia, de los residuos correspondientes E141, G164 y
D279 de NSP4. Esta ubicacion sugiere que si la primera region hidrofdbica (residuos
10-32) se inserta en la membrana interna de las bacterias debe hacerlo con una
orientacion N-terminal citopldsmica y C-terminal periplasmica. La fusion del indicador

pho-lac después del residuo H313 (313-mer) produjo colonias rojas en los medios de
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indicador dual, lo que indica una ubicacion intracelular para el residuo H313 y sugiere,
por tanto, la presencia de un segmento TM entre los residuos 279 y 313. Cuando el
indicador pho-lac se fusiond después del residuo Y335 (335-mer), la proteina quimérica
exhibié una alta actividad fosfatasa (azul intenso), consistente con una ubicacion
periplasmica del residuo Y335, lo que sugiere la presencia de un segmento TM entre los
residuos 313 y 335. La fusion del reportero pho-lac después del residuo Y346 de NSP4
produjo colonias azul-purpura en el medio de cultivo con indicador dual, lo que sugiere
que el residuo Y346 esta localizado en (o estrechamente asociado a) la membrana.
Cuando el indicador pho-lac se fusion6 después de los residuos H362, P371, Y397 o
Q500 (el ultimo de la secuencia de NSP4), las proteinas quiméricas exhibieron una alta
actividad de B-galactosidasa (fenotipo rojo), consistente con una ubicacion citoplasmica
de los correspondientes residuos de NSP4 (Figura 55, arriba) lo que sugiere la presencia

de un segmento TM entre los residuos 335 y 362.
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Figura 55. Topologia de NSP4 en membranas bacterianas. (Arriba) Ensayo cualitativo, se sembraron
células de E. coli DH5a que expresaban las diferentes fusiones NSP4/Pho-Lac en medio indicador con
dos sustratos cromogénicos, Red-Gal (para la actividad de B-galactosidasa) y X-Pho (para la actividad
de fosfatasa alcalina). La coloracion azul de las colonias (alta actividad fosfatasa) indica una ubicacion
periplasmica del residuo de fusion. La coloracién roja de las colonias (alta actividad de (3-galactosidasa)
indica la ubicacion citosolica del residuo de fusion. (Abajo) En el diagrama de cajas y bigotes se muestra
la actividad relativa normalizada (NAR) de los ensayos enzimaticos cuantitativos de cada variante
fusionada a Pho-Lac. Los puntos solidos representan los valores de 6 réplicas independientes. Los
valores de NAR >2 son indicativos de ubicacion periplasmica, entre 2 y 0,5 son indicativos de ubicacion
en la membrana y los valores <0,5 son indicativos de ubicacion citosdlica.
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Para corroborar los resultados cualitativos obtenidos para cada truncado se realizé un
ensayo cuantitativo. Para ello, se determiné la actividad relativa normalizada (NAR:
(PhoAmuyestra/ PhOAmaxima )/ (BGalmuestra/BGalmaxima)) €n base a la actividad enzimatica
fosfatasa alcalina y B-galactosidasa de cada quimera de las suspensiones bacterianas
transformadas con los diferentes truncados fusionados al reportero dual de cada
quimera (Tabla 18 y Figura 55). Los truncados 141-mer, 164-mer, 279-mer y 335-mer
tienen valores de NAR>2, lo cual nos indica una actividad fosfatasa alcalina prevalente
de estas quimeras y que los aminoacidos E141, G164, D279 y Y335 se ubican en el
periplasma. Por otro lado, los truncados 313-mer, 362-mer, 371-mer, 397-mer y 500-mer
tienen valores NAR<0,5, lo cual indica una actividad B-galactosidasa prevalente de estas
quimeras y que los aminoacidos H313, H362, P371 y Q500 de NSP4 estan ubicados en
el citosol. Sin embargo, el polipéptido 346-mer tiene valores de NAR ~2, lo que sugiere
que el aminoacido Y346 podria estar ubicado en el periplasma y/o ligeramente asociado
a la membrana. De esta manera, los ensayos en membranas de bacterias mediante el
uso de este reportero dual nos indican como resultados preliminares que la proteina
NSP4 tiene cuatro segmentos TM y ambos extremos N- y C-terminal se ubican hacia el

citosol. Sin embargo, corresponde verificar dicha topologia en membranas eucariotas.

Tabla 18. Valores cuantitativos de la actividad relativa normalizada (NAR) de las diez proteinas
truncadas de NSP4 fusionadas a PhoA-LacZa. Los valores de cada construccién corresponden a
las seis réplicas del ensayo.

141-mer 164-mer | 279-mer | 313-mer | 335-mer | 346-mer | 362-mer | 371-mer | 397-mer | 500-mer
7,416 7,005 6,225 0,032 10,291 3,261 0,034 0,071 0,056 0,031
6,582 5,916 4,071 0,021 8,661 2,013 0,031 0,071 0,054 0,019
6,741 4,696 4,905 0,034 6,253 1,911 0,027 0,057 0,063 0,016
6,081 5,541 4,706 0,039 5,166 1,891 0,029 0,067 0,062 0,018
6,472 4,218 3,708 0,021 8,291 2,677 0,041 0,081 0,043 0,043
5,501 5,621 4,731 0,027 8,742 2,455 0,026 0,085 0,057 0,032

R.12. Inserciéon en membranas de la primera region hidrofébica de NSP4
Disefo experimental del ensayo

Dado que NSP4 forma parte de la poliproteina 1a, para investigar si la primera region
hidrofdbica de NSP4 es reconocida por el translocon del RE en células eucariotas,
utilizamos un sistema reportero (CL.TM) basado en la glicosilacion cotraduccional de
proteinas de membrana y de secrecion similar al utilizado en el capitulo anterior, pero
en este caso con sélo 2 dianas de glicosilacién reporteras. De esta manera, la primera
region hidrofébica (del residuo 10 al 32) de NSP4 se fusiond en pauta tras el extremo

C-terminal de la cadena ligera A (C.) de la inmunoglobulina, que incluye una secuencia
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sefial y sélo un sitio de glicosilacion (G1) (Feige et al., 2013; Duart et al., 2022), seguida
de dos secuencias flexibles (linkers) que flanquean la secuencia objeto de estudio
(tested). En el extremo C-terminal se afnadio otro sitio de glicosilacién (G2) y un epitopo
c-myc (Figura 56A). Tras la transfeccién de células eucariotas con la construccion
obtenida (C.-2G+TMyo.32), se analizan las glicosilaciones de los reporteros (G1 y G2)
una vez que la proteina quimérica ha sido expresada. La diana de glicosilacién G1
siempre estara modificada debido a la translocacion nativa del dominio C. de la
inmunoglobulina. En cambio, la diana de glicosilacion G2 sélo se modificara si la region
hidrofébica estudiada (residuos 10-32) no se inserta en la membrana del RE y acaba

siendo translocada al lumen del RE (Figura 56B).
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Figura 56. Ensayo CL.TM-2G. (A) Esquema de la construccion disefiada. El sistema C_.TM-2G incluye un
dominio de la cadena ligera A (C.) de la inmunoglobulina en el que disefiamos una diana de glicosilacion (G1),
una region repetitiva de glicinas y serinas (linker) a ambos lados del TM evaluado flanqueado por los
tetrapéptidos GGPG y GPGG, un sitio de glicosilacion (G2), y la etiqueta c-myc (amarilla). (B) Representacion
esquematica del sistema C_TM-2G. Los sitios de glicosilacién disefiados permiten distinguir entre la insercién
(una glicosilacion, G1) y translocacion (doble glicosilacion, G1y G2) de la secuencia evaluada. Las diferencias
en el patréon de glicosilacion se pueden detectar en la inmunotransferencia dado que cada glicosilacion
incrementa el peso molecular de la proteina en ~2.5 kDa.

Estudio de la insercion de la primera regién hidrofébica de NSP4.

La construccion C.TM-2G+TM1o.32, que contiene los residuos de la primera region
hidrofobica de NSP4, se transfectd en células Hek293T. Las proteinas expresadas se
extrajeron y analizaron por electroforesis en presencia de SDS (SDS-PAGE), y se
visualizaron por western blot utilizando un anticuerpo anti-c-myc y quimioluminiscencia.
En estos experimentos, se observd predominantemente la forma monoglicosilada de la

proteina, lo que indica que la regién TM1o.32 €s reconocida e insertada por el translocén
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en la membrana del RE (Figura 57, carril 6). Se confirmé que la variacion en la movilidad
electroforética se debe a la glicosilacién mediante el tratamiento de las muestras con
EndoH (Figura 57, carril 5). En paralelo, las células Hek293T se transfectaron con
construcciones control que contenian una secuencia TM (Figura 57, carriles 1y 2) o una
secuencia soluble (Figura 57, carriles 3 y 4) que se usaron como control de insercién y
translocacion (Martinez-Gil et al., 2010), respectivamente. De estos resultados se puede
deducir que la primera region hidrofébica de NSP4 es reconocida por el translocén del

RE como un segmento TM en células eucariotas.
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Figura 57. Insercion en membrana del segmento TM10.32 de NSP4 de SARS-CoV-2. Las células
Hek293T transfectadas con las construcciones indicadas (CLTM-2G+control insercion/translocacién o
CLTM-2G+TM10-32) fueron lisadas después de 24h de la transfeccidon. Los extractos celulares en
presencia (+) o ausencia (-) de EndoH, se analizaron por inmunotransferencia para detectar las
proteinas etiquetadas con c-myc. Las secuencias control fueron KVLLVTGVLGLLLLIKWK (carriles 1y
2) y YNLYIYAFFASSLVHGEFI (carriles 3 y 4). Las proteinas no glicosiladas se indican con circulos
blancos, las proteinas mono y doblemente glicosiladas se indican con uno o dos circulos negros,
respectivamente.
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R.13. Estudio del procesamiento co-/post-traduccional de NSP4

R13A. Glicosilacion de NSP4

La proteina NSP4 del SARS-CoV-2 y de otros coronavirus tiene un gran lazo hidrofilico
comprendido entre las dos primeras regiones hidrofobicas expuesto al lumen del RE
durante su sintesis en células eucariéticas. En esta region se ha descrito la presencia
de sitios glicosilables en otros coronavirus que podrian cumplir funciones relevantes.
Asi, se ha demostrado que la sustitucion de las asparaginas N237Ay N176A del sitio de
glicosilacion de la proteina NSP4 del virus de la hepatitis murina MHV provoca
problemas en el crecimiento del virus y la sintesis del RNA viral (Clementz et al., 2008;
Gadlage et al.,, 2010). En la misma linea se ha detectado que una proporcion
considerable de la proteina NSP4 de SARS-CoV, se encuentra modificada parcialmente
en una diana de glicosilacién no canénica (NIC). Dada la elevada similitud de secuencia
entre las proteinas NSP4 de los dos SARS (Anexo 4D, Figura 81, Tabla 32), procedimos
a comprobar si la diana no canénica (NIC, residuos 131-133) del SARS-CoV-2 es

modificada en células eucariotas.

El analisis comparativo de la secuencia de NSP4 del SARS-CoV-2 y los otros seis
coronavirus humanos conocidos muestran que el motivo de glicosilacion no candénico
NIC sdlo esta presente en los coronavirus del SARS (Figura 58B). Para investigar su
posible glicosilacion, disefiamos dos mutantes, uno para impedir la N-glicosilacion
reemplazando la asparagina aceptora por una glutamina no aceptora (N131Q), y un
segundo mutante (C133S) disefiado para convertir el sitio de glicosilacién no candnico
(NXC) en candnico (NXS/T). Como muestra la Figura 58C las proteinas NSP4 silvestre
y mutante (N131Q) (carriles 1 al 4) presentan una doble banda, si bien el tratamiento
con EndoH de estas muestras indicd que ninguna de las dos bandas corresponde a
formas N-glicosiladas de NSP4. Por otra parte, solo la proteina mutante C133S que
contiene una diana canodnica muestra una movilidad electroforética compatible con la
glicosilacion de la proteina (carril 5). La modificacion por glicosilacion de esta variante
fue verificada por tratamiento con EndoH (carril 6). Estos resultados demuestran que en
la proteina NSP4 del SARS-CoV-2 el sitio de glicosilacién no candnico no es modificado
en células eucariotas. Ademas, la glicosilacién de la NSP4 mutante C133S corrobora
que esta regién ubicada entre los dos primeros segmentos TM de la proteina esta

orientada al lumen del RE.
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Figura 58. La diana de glicosilacién no canénica NIC no es modificada en células eucariotas. (A)
Esquema de la secuencia de NSP4 (la numeracién de residuos en la secuencia de poliproteina pp1a
se muestra en cursiva). Se indica el sitio de glicosilacion no candénico (N131IC) (circulo blanco). El epitopo
c-myc se muestra en amarillo. (B) El sitio de glicosilacion no candnico (N131IC) de SARS-CoV-2 sélo
se conserva en el SARS-CoV entre los siete coronavirus humanos SARS-CoV-2, SARS-CoV (UniProt
P59637), MERS-CoV (UniProt K9N5R3); HCoV-OC43 (UniProt Q4VID3), HCoV-HKU1 (UniProt
Q0zJ83), HCoV-229E (UniProt P19741) y HCoV-NL63 (UniProt Q5SBN7). Los residuos con mas del
50% de conservacion entre los coronavirus humanos se resaltan en anaranjado. (C) Las células
Hek293T transfectadas con las construcciones NSP4, NSP4 (N131Q) y NSP4 (C133S) fueron lisadas
y tratadas con (+) o sin (-) EndoH. La presencia de las proteinas etiquetadas se detectd por
inmunotransferencia. Las proteinas no glicosiladas y no procesadas se indican con circulos blancos y
las glicosiladas con circulos negros. Los triangulos sefialan formas de las proteinas de menor tamafio
molecular.

R13B. Caracterizacion del procesamiento de NSP4

La aparicion del doble bandeado aun en presencia de EndoH en el apartado anterior
sugiere el procesamiento de la proteina. Dado que las predicciones de algunos de los
algoritmos utilizados (Figura 53B) sugieren la presencia de un sitio de corte tras la
primera regién hidrofébica que se comportaria como péptido sefal, decidimos estudiar
el posible procesamiento de la NSP4 por el Complejo de la Peptidasa Senal (SPC). Para
ello se muto la regidon de corte predicha (T28-H31) reemplazando los residuos naturales
(28 TPHV34) por 4 alaninas NSP4-AAAA (TPHV2s-31— AAAA) o por 4 fenilalaninas NSP4-
FFFF (TPHV2s-33— FFFF). Cuando las células se transfectaron con estas variantes
mutadas de NSP4 la banda de mayor movilidad electroforética desaparecio
parcialmente en el mutante NSP4-AAAA (Figura 59, carril 3 y 4) y completamente en la
variante NSP4-FFFF (Figura 59, carril 5y 6). En ningun caso las muestras variaron su

movilidad electroforética tras el tratamiento con EndoH (Figura 59, carriles 2, 4 y 6),
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descartando la posible glicosilacién de las proteinas. Estos resultados demuestran que
en este tipo celular la primera region hidrofébica de la proteina es escindida de manera
mayoritaria y ademas la proteina no es glicosilada en células eucaritticas a diferencia
de lo observado anteriormente para la NSP4 de SARS-CoV (Oostra et al., 2007).

NSP4-TPVH NSP4-AAAA NSP4-FFFF
Endo H + - + - + -

kDa

48 -

Figura 59. La primera region hidrofébica de NSP4 es procesada como péptido sefial. Los
extractos celulares en presencia (+) o ausencia (—) de EndoH, se analizaron por inmunotransferencia
para detectar las proteinas etiquetadas con c-myc. El circulo blanco indica proteinas no procesadas y
no glicosiladas, el triangulo blanco indica proteinas digeridas y no glicosiladas.

A continuacioén, decidimos identificar la proteasa celular responsable del procesamiento
de NSP4. Estudios previos han demostrado, mediante la utilizacion de un inhibidor
especifico de SPC (cavinafungin), la participacion de este complejo en la maduracién
de poliproteinas virales (Snapp et al.,, 2017; Zhang et al., 2016). Cavinafungin, un
lipopéptido (Figura 60 A) de origen fungico extraido de Colispora cavincola (Ortiz-Lopez
et al., 2015), ha demostrado ser un compuesto potente y selectivamente activo contra
el virus Zika y el virus del dengue (Estoppey et al., 2017). Su accién consiste en inhibir
el complejo SPC, el cual desempena un papel crucial en la maduracién de las pre-

proteinas y en el ciclo replicativo de estos flavivirus (Estoppey et al., 2017).

Cuando las células transfectadas con la secuencia que codifica la proteina NSP4 se
trataron con cavinafungin, desaparecioé la banda de menor tamafio molecular (mayor
movilidad electroforética) (Figura 60 B, carriles 5 y 6), demostrando que la proteina
NSP4 del SARS-CoV-2 es sustrato de la SPC, siendo parcialmente digerida en las
células Hek293T. Una vez mas, el tratamiento de las muestras con EndoH descarta la
posible glicosilacion de la proteina.
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Figura 60. NSP4 es procesada por el complejo SPC. (A) Estructura quimica de Cavinafungin. (B) La
proteina silvestre NSP4 fue transfectada en células Hek293T y los cultivos inoculados con cavinafungin
y DMSO (+), medio de diluciéon del cavinafungin. El extracto celular fue tratado con EndoH (+) y las
muestras proteicas se evaluaron por inmunotransferencia. El circulo blanco indica proteinas no
procesadas y no glicosiladas, el tridngulo blanco indica proteinas procesadas y no glicosiladas.

Procesamiento de la proteina NSP4 en otras células

Para investigar si el procesamiento de NSP4 por el complejo SPC observado en células
Hek293T es generalizable y ocurre en otras lineas celulares, se transfectaron otros dos
tipos celulares (Vero y A549) con el plasmido de expresidén en eucariotas que contiene
la secuencia de NSP4 completa y una etiqueta c-myc (Figura 61). El extracto celular
analizado tras 36 horas de la transfeccién mostré la presencia de dos poblaciones de
proteinas en los tres tipos de células. El tratamiento con EndoH de estas muestras
confirmé de nuevo que ninguna de las dos bandas de proteinas corresponde a formas
N-glicosiladas de NSP4 y, por lo tanto, que la proteina NSP4 es procesada parcialmente
por los complejos SPC del RE en los tres tipos de células, incluyendo las células A549
que son derivadas del epitelio basal alveolar, mas directamente relacionadas con el ciclo
vital del SARS-CoV-2.
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NSP4 TPVH Figura 61. Procesamiento de la

Hek293T Vero A549 proteina NSP4 en diferentes lineas
celulares. Las células Hek293T, Vero
EndoH - + - + . + y A549 transfectadas con NSP4 fueron

lisadas después de 36 horas para
obtener el extracto proteico y detectar
las  proteinas  expresadas  por
inmunotransferencia. Se comprobé el
estado de glicosilacion de las muestras
mediante tratamiento con EndoH (+).
Las proteinas no procesadas y no
glicosiladas se indican con puntos
blancos y las proteinas procesadas no
glicosiladas con triangulos blancos.

R.14. Topologia de NSP4 en membranas celulares humanas
Topologia de NSP4 en células eucariéticas

Para determinar experimentalmente la topologia de NSP4 de SARS-CoV-2 en células
eucariotas utilizamos la aproximacién molecular basada en mapeo por glicosilacion
anteriormente descrita. Para ello, basandonos en las predicciones (Figura 53) y en los
resultados obtenidos en células procariotas (Figura 55) disefiamos una serie de
polipéptidos truncados de longitud creciente que contienen una etiqueta optimizada de
glicosilacion en C-terminal (NSTMGM) (Bafé-Polo et al., 2011; Tamborero et al., 2011),
0, como control, una etiqueta equivalente pero no glicosilable (QSTMGM). Las células
transfectadas con una construccion que contiene aproximadamente la mitad N-terminal
de NSP4 (279 aminoacidos) con la etiqueta de glicosilacién en C-terminal dio lugar a
tres bandas en los analisis electroforéticos correspondientes a tres formas distintas de
la proteina (Figura 62 A, carriles 1-3). Como se ha demostrado en apartado anterior, la
proteina se procesa parcialmente por el SPC, por lo que la banda de mayor migracion
electroforética correspondera a la proteina procesada; la banda de menor migracion
correspondera al polipéptido sin procesar y con la diana reportera en C-terminal
modificada, mientras que la banda intermedia procedera de una mezcla de proteina sin
procesar y proteina procesada y glicosilada, dado que el incremento de peso molecular
en los polipéptidos debido a la glicosilacion (~2,5 kDa) coincide en buena medida con la
pérdida estimada por la digestion de la proteina debida al procesamiento del complejo
SPC. El tratamiento con EndoH elimina el resto glicano de la especie proteica de mayor
peso molecular (sin procesar y glicosilada en la etiqueta C-terminal), y las moléculas de
proteina de la banda intermedia que corresponde a la proteina procesada y glicosilada
dando lugar a la aparicion de las bandas de menor tamafo respectivamente. Estos
resultados indican que el residuo D279 esta ubicado en la zona luminal del RE. Para
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demostrar que el resultado obtenido es debido a que la primera region hidrofébica se
inserta en la membrana y no es traslocada, se realizé el experimento con el truncado
279-mer con dos dianas de glicosilaciéon disefnadas en N- y C-terminal (Figura 62B). Los
resultados muestran que soélo se modificd la diana situada en el extremo C-terminal
indicando que la primera region hidrofobica direcciona la proteina NSP4 hacia la
membrana del RE, es insertada en membrana y procesada por SPC en algunos casos.
Cuando las células se transfectaron con el truncado que contiene 313 aminoacidos (313-
mer), dio lugar a especies proteicas que no eran glicosiladas (Figura 62 A, carriles 4-6),
lo que sugiere la presencia de un segmento TM entre los residuos 279 y 313, en
concordancia con la topologia de NSP4 observada en células bacterianas (Figura 55).
Por el contrario, los polipéptidos truncados de 335 y 346 aminoacidos (335-mer y 346-
mer, respectivamente) fueron glicosilados eficientemente (Figura 62 C, carriles 10-12 y
13-15, respectivamente), lo que demuestra la disposicién luminal de residuos Y335 e

Y346, y sugiere la presencia de un dominio TM entre los residuos 313 y 335.

Figura 62. Topologia de proteinas NSP4 truncadas 279-mer, 313-mer, 335-mer y 346-mer. Las células Hek293T
transfectadas con las proteinas truncadas 279-mer y 313-mer (A) y 335-mer y 346-mer (C) con dianas indicadas en C-
terminal y 279-mer (B) con dianas en N-y C-terminal fueron lisadas y tratadas con (+) o sin (-) EndoH. La presencia de
proteinas con etiqueta se detecté por inmunotransferencia. Las proteinas no glicosiladas y no procesadas se indican con
circulos blancos vy las glicosiladas con circulos negros. Los triangulos sefialan proteinas de menor tamafio molecular
procedentes del procesamiento del primer TM. Abajo de cada inmunodeteccion, se muestra un esquema de la disposicion
de los segmentos TM de cada truncado en la membrana del RE de acuerdo con la interpretacion de los resultados
obtenidos, el triangulo blanco indica el sitio de escision de la SPC y en C-terminal la etiqueta c-myc (amarillo).
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El procesamiento de NSP4 por la SPC también se comprobo en el truncado de 346
aminoacidos. Para ello se transfectaron células Hek293T con un plasmido que contenia
la secuencia de NSP4 truncada silvestre (346-mer 2sTPVH31) y la variante mutante en la
que estos residuos fueron reemplazados por fenilalaninas (346-mer TPVHzs.31— FFFF)
(Figura 63 B). La Figura 63 muestra como la variante 346-mer FFFF en la que se altera
el sitio de digestion de la SPC (TPVH.s.31— FFFF) aparece una unica banda (carril 4), a

diferencia de lo que ocurre con el polipéptido silvestre en el que se volvié a evidenciar
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la aparicion de dos bandas. En conjunto, estos resultados indican que tanto la proteina
NSP4 completa del SARS-CoV-2 como todos los truncados que de ella se derivan son
parcialmente procesados por el SPC. De manera, que podemos concluir que NSP4 es
sustrato del complejo SPC del RE, que actua reconociendo la primera region hidrofébica

de la proteina como secuencia sefal y procediendo parcialmente a su digestion.

A 346-mer TPVH 346-mer FFFF
Endo H + = + =
kDa v
48 -

35=

Lumen

TPVH

Figura 63. Procesamiento del truncado 346-mer por el SPC. (A) Las células Hek293T transfectadas con las
proteinas truncadas 346-mer fueron lisadas y tratadas con (+) o sin (-) EndoH. La presencia de proteinas se
detectd por inmunotransferencia. Las proteinas no glicosiladas y no procesadas se indican con circulos blancos
y las glicosiladas con circulos negros. Los triangulos sefialan proteinas de menor tamafo molecular
procedentes del procesamiento del primer TM. (B) Esquema que ilustra los segmentos TM de cada truncado
en la membrana del RE de acuerdo con la interpretacion de los resultados obtenidos, el triangulo blanco indica
sitio de escision de la SPC y en amarillo se muestra la etiqueta c-myc en el C-terminal.

A continuacion, se analizaron polipéptidos truncados de 362 aminoacidos (362-mer) que
produjeron formas no glicosiladas (Figura 64 A, carriles 1-3), y por ende el C-terminal de
este truncado se ubica hacia el citosol, sugiriendo la presencia de una regién TM entre
los residuos 335 y 362. Finalmente, los truncados de mayor tamafo (371-mer y 397-
mer) y la secuencia de NSP4 completa (500-mer) produjeron formas no glicosiladas
(Figura 64, carriles 4-9 y Figura 64 B, carriles 1-3, respectivamente), ya que en todas
ellas la presencia de dos bandas se debe al procesamiento parcial por peptidasas sefial
(SPC) del RE, como corroboran los tratamientos con EndoH. Estos ultimos resultados
sugieren que el extremo C-terminal de NSP4 es una region grande (alrededor de 140
residuos) orientada al citoplasma. En base a los resultados obtenidos hasta ahora, se

infiere que la proteina NSP4 consta de cuatro segmentos TM, el primero de ellos es
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reconocido e integrado en la membrana del RE como segmento TM por el translocon
con su extremo N-terminal hacia el citosol. A medida que se sintetiza el resto de la
cadena polipeptidica, el translocén permite la insercion de los otros tres segmentos TM
a través de su puerta lateral. En consecuencia, la proteina NSP4 adopta una topologia
con sus extremos N y C-terminales orientados hacia el citosol (proteina tipo II),
presentando un gran lazo entre las dos primeras regiones hidrofébicas (residuos 33-
279) traslocado al lumen del RE y una region extensa (entre los residuos 362-500)
ubicada en el citosol. El tratamiento con el inhibidor de la SPC (cavinafugin) y el
resultado de los mutantes del sitio putativo de corte del SPC sugieren que el primer TM
de NSP4 es procesado parcialmente dando lugar a dos poblaciones de la proteina; una
con tres segmentos TM y su extremo N-terminal orientado hacia el lumen del RE
(proteina tipo I), y otra con cuatro segmentos TM y ambos extremos N- y C-terminales

orientados hacia el citosol (proteina tipo Il), como mencionamos anteriormente.
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Figura 64. Topologia de los truncados 362-mer, 371-mer, 397-mer y de NSP4 completa (500-mer). Las células
Hek293T transfectadas con las proteinas truncadas 362-mer, 371-mer (A) 397-mer y 500-mer (B) fueron lisadas y
tratadas con (+) o sin (-) EndoH. La presencia de las proteinas con etiqueta c-myc se detectd por
inmunotransferencia. Las proteinas no glicosiladas y no procesadas se indican con circulos blancos y los triangulos
sefialan proteinas de menor tamafio molecular procedentes del procesamiento del primer TM. Adicionalmente, se
muestra un esquema de la disposicion de los segmentos TM de cada truncado en la membrana del RE de acuerdo
con la interpretacion de los resultados obtenidos, el triangulo blanco indica sitio de escision de la SPC y en C-terminal
la etiqueta c-myc (amairillo).

R.15. Purificacidon de los dominios Solubles de la proteina NSP4 del SARS-CoV-2

Dominio soluble luminal de la proteina NSP4

La region que comprende el dominio soluble luminal abarca desde el residuo S40 al
P270 y esta orientado hacia el lumen del RE segun los resultados experimentales
mostrados en esta tesis. Asimismo, regiones homélogas a este dominio luminal estan
presentes en otros coronavirus y estan vinculadas con la interaccion con la proteina
NSP3 (Sakai et al., 2017), con la formacion de DMVs (Sakai et al., 2017; Gadlage et al.,
2010; Clementz et al., 2008) y con la replicacion viral (Gadlage et al., 2010; Clementz et
al., 2008).

Para la expresiéon de este dominio de 231 residuos (~25 kDa de peso molecular) se
transforma la construccion 6xHis-NSP4(S40-P270) clonada en el plasmido pETNKI en
la cepa de E. coli C43 (DE3). Los transformantes fueron sembrados en dos medios de
cultivo (Hyper y LB) y la induccion se testé a dos temperaturas (37°C y 20°C) (Miguel-
Romero et al., 2020; Broedel et al., 2001). Como muestra la Figura 65, en medio Hyper,
con una induccién a 37°C durante 3h se obtuvo la mayor induccion del fragmento 6xHis-
NSP4(S40-P270), por lo que estas fueron las condiciones elegidas para la expresién a

gran escala.

Figura 65. Expresion a pequeiia escala del domino luminal
de NSP4 (S40-P270). Células de E. coli fueron transformadas
con la construccion pETNKI+HisTag+NSP4(S40-P270),
crecidas independientemente en dos medios de cultivo e
inducidas a dos temperaturas de incubaciéon. Se muestra el
analisis de los extractos crudos por SDS-PAGE al 16% de
acrilamida. La flecha indica la migracion esperada del dominio
luminal NSP4(S40-P270). M (marcador de peso Prestained
Protein Ladder - Mid-range molecular weight (10 - 180 kDa).

17kDa - . - (1) Cultivo sin inducir, (2) Induccién en LB a 37°C 3h (3)
.t Induccion en LB 20°C toda la noche, (4) Inducciéon en medio
. . e Q L Hyper a 37°C 3h (5) Induccion en Hyper 20°C toda la noche.
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Tras la expresion a gran escala, el dominio luminal de NSP4 se intentd purificar por
cromatografia de afinidad en columnas HisTrap™, ya que la quimera contenia una

etiqueta de 6 histidinas en N-terminal.

Después del analisis de las muestras por electroforesis, encontramos que el fragmento
del dominio luminal 6xHis-NSP4(S40-P270) no aparecio en ninguna fraccién de la
cromatografia, es decir, ni en la fraccion no retenida (Figura 66, carril 3) y ni en las
fracciones eluidas con 7, 40, 70 6 100% de solucion B1 que contenia imidazol (500mM)
(Figura 66, carriles 4, 5, 6 y 7 respectivamente). Sin embargo, se detecté en gran
cantidad en el sedimento obtenido después de la sonicacion (Figura 66, carril 2). Estos
resultados indican que la sobreexpresion el dominio NSP4(S40-P270) genera

agregados (posiblemente cuerpos de inclusién) que imposibilitaron su purificacion.

Figura 66. Cromatografia de afinidad
HisTrapHP del dominio luminal de NSP4
(HisTag+NSP4(S40-P270). Analisis de las
muestras por electroforesis SDS-PAGE al 16%
de acrilamida. La flecha indica la migracion de
la proteina sobreexpresada en la fraccién no
soluble. M (marcador de peso Prestained

o Protein Ladder - Mid-range molecular weight
(10 - 180 kDa). (1) Muestra antes de sonicar,
17kDa - (2) Fraccion no soluble después de sonicar, (3)
Fraccion no retenida en columna His Trap.
10KDa - Elucién con 7% (4); 40% (5); 70% (6) y 100%

(7) de solucién B1 con 500mM de imidazol.

Para la solubilizacion de estos agregados el sedimento se incubd con diferentes
concentraciones de urea (2, 3, 4 y 6M) (Singh et al., 2015). Después de la incubacién
con urea, se volvié a centrifugar y se tomaron muestras de la fraccion soluble y
sedimento. Al analizar los sobrenadantes de todas las muestras tratadas con urea
mediante electroforesis en SDS-PAGE, observamos que en todos los casos se
consiguio solubilizar aproximadamente un 50% de la proteina 6xHis-NSP4(S40-P270)
(Figura 67, carriles 1, 5, 7 y 9). Por ello, la fraccion soluble de las muestras tratadas con
urea 2M se cargo en una columna HisTrap, pero la mayor parte de la muestra salié en
la fraccion no retenida (Figura 67, carril 3). Ante la imposibilidad de poder solubilizar y
purificar el fragmento soluble NSP4(S40-P270) se decidié abandonar su caracterizacion

estructural.
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Figura 67. Solubilizacion de los cuerpos de

inclusion formados por el dominio S40-P270
M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 de NSP4. Se muestra el analisis por SDS-PAGE
o - = w al 16% para evaluar el resultado tras el
tratamiento de los cuerpos de inclusién
- - - formados por la proteina HisTag+NSP4(S40-
= = ' . P270) con diferentes concentraciones de urea.
g - M (marcador de peso Prestained Protein Ladder
- Mid-range molecular weight (10 - 180 kDa). El
recuadro rojo indica la proteina
HisTag+NSP4(S40-P270). (1) Sobrenadante 2M
urea, (2) Fraccion no soluble tras tratamiento con
2M urea, (3) Fraccién no retenida (2M urea), (4)
Elucién con 40% de solucion B1 (2M urea), (5)
Sobrenadante 3M urea, (6) Fraccién no soluble
tras tratamiento con 3M urea, (7) Sobrenadante
4M urea, (8) Fraccion no soluble tras tratamiento
con 4M urea, (9) Sobrenadante 6M urea, (10)
Fraccion no soluble tras tratamiento con 6M
urea.

28kDa -

17kDa -

—

10kDa - W

Expresion y purificacion del dominio soluble citosélico de la proteina NSP4

El dominio C-terminal de la proteina NSP4 del SARS-CoV-2, altamente conservado
entre todas las especies de coronavirus desempenfa un papel crucial en el ensamblaje
de las DMVs. De hecho, se ha descrito que este dominio citosdlico de NSP4 es esencial
para la formacion eficiente del complejo de replicacion del coronavirus SARS.CoV (van
Hemert et al., 2008).

En base a estudios previos de cristalizacion del domino C-terminal de NSP4 de SARS-
CoV (Xu et al., 2009) se eligié expresar y purificar el fragmento C-terminal desde el
residuo T411 hasta el final de la proteina (residuo Q500), de unos ~10 kDa de peso
molecular. Este dominio 6xHis-NSP4(T411-Q500) fue expresado en la cepa de E. coli
C43(DE3) utilizando de nuevo dos medios de cultivo (Hyper y LB) y dos temperaturas
de induccién (37°C y 20°C) (Miguel-Romero et al., 2020; Broedel et al., 2001). El
fragmento se sobreexpresé en mayor cantidad a 37°C, tanto en medio LB como en
medio Hyper (Figura 68, carriles 2, 4), por lo que se eligié el LB e induccion durante 3h

a 37°C para su expresion a gran escala.
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M 1 2 3 4 5
2=’ Figura 68. Expresion de la proteina
HisTag+NSP4(T411-Q500). Células de E. coli fueron
‘I3 - asE Ea transformadas con la construccion
& s - pETNKI+HisTag+NSP4(T411-Q500) y crecidas
.‘ - independientemente en dos medios de cultivo (Hyper y
LB) e inducidas a dos temperaturas diferentes (20°C y
28kDa - ‘ . 3 37°C). Se muestra el andlisis de los extractos crudos
& por SDS-PAGE al 16% de acrilamida. La flecha indica la
17k03- migracion esperada del dominio luminal NSP4(T411-

Q500). M (marcador de peso Prestained Protein Ladder

l - - Mid-range molecular weight (10 - 180 kDa). (1) Cultivo
10k0a- % sin inducir, (2) Induccién en LB a 37°C 3h (3) Induccion

- - - en LB 20°C toda la noche, (4) Induccién en Hyper a 37°C
- 3h, (5) Induccion en Hyper 20°C toda la noche.

El extracto proteico obtenido después de la expresién a gran escala del dominio
citosdlico de NSP4 (T411-Q500) se cargo y purificd en una columna HisTrap™, eluyendo
con concentraciones crecientes de imidazol (tampoén B2). El analisis electroforético de
las fracciones permiti6 comprobar que el fragmento proteico 6xHis-NSP4(T411-Q500)
eluyé principalmente a 40% de solucion B2 junto con otras proteinas contaminantes

(Figura 69, carril 5).

Figura 69. Purificacion por cromatografia
de afinidad del dominio T411-Q500 de
NSP4. Anadlisis de las muestras por
electroforesis SDS-PAGE al 16% de
acrilamida. La flecha indica la proteina
HisTag+NSP4(T411-Q500). M (marcador de
peso Prestained Protein Ladder - Mid-range
molecular weight (10 - 180 kDa). (1) Muestra
antes de sonicar, (2) Fraccién soluble
después de sonicar, (3) Fraccion no retenida
en columna His Trap. Elucién con 7% (4);
40%(5); 70%(6) 100% (7) de soluciéon B2 con
500 mM de imidazol.

Con el objetivo de eliminar las proteinas contaminantes e incrementar la probabilidad de
cristalizacion, se eliminé la cola de Histidinas de la construccién 6xHis-NSP4(T411-
Q500) (Miguel-Romero et al., 2020). Para ello, la fraccion eluida al 40% de B2 se dializd
y se digirié con la proteasa GST-Prescission que corta en la secuencia LEVLFQ/GP
ubicada entre la cola de histidinas y el fragmento NSP4(T411-Q500). El resultado de la
digestion se pasoé de nuevo por una columna HisTrap™" en las mismas condiciones que

antes. El fragmento NSP4(T411-Q500) de ~10 kDa eluyé en la fraccion no retenida junto
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la GST-Prescission de 44kDa (Figura 70, carril 2). El resto de las proteinas

contaminantes eluyeron al 40% de solucioén B2 (Figura 70, carril 4).

Figura 70. Purificacion por cromatografia

M 1 2 3 4 5 en columna HisTrap"® del producto de la
kDa digestion de HisTag+NSP4(T411-Q500).
Analisis en SDS-PAGE al 16% de las
‘y muestras y las fracciones colectadas tras la
48 - carga de la construccion HisTag+NSP4(T411-
35.- - Q500) digerida con Ila proteasa GST-
Prescission. M (marcador de peso Prestained
28 - ' Protein Ladder - Mid-range molecular weight
(10 - 180 kDa). La flecha verde indica la
17 - J proteasa GST-Prescission y la flecha roja la
1 proteina NSP4(T411-Q500) sin la cola de
10- ‘ - histidinas. (1) Muestra no digerida, (2)
Fraccién no retenida en columna HisTrap de

.A

la muestra digerida. Elucion con 7% (3), 40%
(4) y 100% (5) de solucion B2 con 500 mM de
imidazol.

La separacion del dominio citosolico NSP4(T411-Q500) de la GST-Prescission se realizd
mediante cromatografia de exclusion molecular en una columna de Proteosec 16/60 6-
600 de Neo Biotech (Hong et al., 2012). Debido a su mayor tamafo (44 kDa) la proteasa
no quedo retenida en la columna y eluyé primero (Figura 71, carriles 5 y 6). A diferencia
del fragmento proteico NSP4(T411-Q500) (sin HisTag) que por su menor tamafo (~10
kDa) quedd retenido en la columna y eluyd en un volumen de elucién entre 100-130mL
(Figura 71, carriles 7-11). A continuacién, concentramos las fracciones en las que eluyo
el dominio NSP4(T411-Q500) hasta una concentracion final de 2,7 mg/mL.
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Figura 71. Purificacion por exclusion molecular del fragmento T411-Q500 de NSP4. Analisis por
SDS-PAGE al 16% de las muestras y las fracciones colectadas en la purificacion de la proteina
recombinante NSP4(T411-Q500). Las fracciones del fragmento NSP4(T411-Q500) se muestra en rojo
(carriles del 7-12) y la proteasa GST-Prescission usada en la digestion se muestra en verde (carriles 5
y 6). M (marcador de peso Prestained Protein Ladder - Mid-range molecular weight (10 - 180 kDa).
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Para intentar conseguir mayor cantidad de la proteina se diseiid un método alternativo
de purificacion del fragmento NSP4(T411-Q500). Después de eluir la muestra con
200mM de imidazol (Figura 72, carril 1), se procedié a dializarla y digerirla utilizando
GST-PresCission. Posteriormente, se pasé nuevamente a través de una columna
HisTrap™, recolectando la fraccion no retenida como se hizo en el método anterior. En
esta ocasioén, la proteasa se separé de NSP4(T411-Q500) al pasar la mezcla por una
columna GSTrap™. El fragmento NSP4(T411-Q500) se recuperd en la fraccion no
retenida (Figura 72 carril 2) mientras que la proteasa eluyé con 20mM de GST (Figura
72 carril 4). La fraccion que contenia el fragmento NSP4(T411-Q500) se concentrd hasta

alcanzar una concentracion de 3,96 mg/mL.

Figura 72. Método alternativo de purificacion

del fragmento T411-Q500 de NSP4. Analisis por

SDS-PAGE al 16% de las muestras y las

fracciones obtenidas en la purificacién de la

‘y proteina recombinante NSP4(T411-Q500) digerida

con GST-PresCission. Tras la digestion se analizé:

— (1) Fraccion eluida con 40% solucion B2 en

columna HisTrap, (2) Fraccion no retenida de

GSTrap, (3) Fraccion eluida de HisTrap con 40%

de solucion B2, (4) fraccion eluida con 20mM de

| GSH tras columna GSTrap. La flecha roja muestra

1 el fragmento NSP4(T411-Q500) y la flecha verde a
—_—

35kDa -

28kDa -

M
48kDa- e \
| —
—
17kDa - L
- la proteasa GST-PresCission. M (marcador de
peso Prestained Protein Ladder - Mid-range

molecular weight (10 - 180 kDa).

10kDa -
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R.16. Cristalizacion del dominio citosolico de la proteina NSP4

Con el objeto de obtener la estructura por difraccién de rayos X, las muestras de
NSP4(T411-Q500) se intentaron cristalizar. Para ello, se realizaron una serie de cribados
JBScreen Classic HTS | y HTS Il (Jena Bioscience) y PGA Screen (Molecular
Dimensions) en los que se probaron distintas condiciones de cristalizacién, asi como

diferentes concentraciones de la proteina (2,7 y 3,96 mg/mL).

La formacion de cristales se monitored diariamente con una lupa. En la muestra
concentrada a 2,7 mg/mL no se observé formacion de cristales. Sin embargo, en la
muestra concentrada a 3,6 mg/mL, con el tiempo se observé la formacion de cristales
putativos, aunque desgraciadamente comprobamos que eran cristales de sal

provenientes de las condiciones de cristalizacion.
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D.2. Discusion del capitulo I

La proteina NSP4 del SARS-CoV-2 es una proteina de membrana que se sintetiza como
parte de una poliproteina que es procesada por proteasas virales. Su funcion ha sido
principalmente asociada a la formacion de DMVs (Roingeard et al., 2022) mediante
interacciones con NSP3 (Sakai et al., 2017) y con otras proteinas del reticulon 3 y 4 del
RE (RTN3 y RTN4) (Wiliams et al., 2023). También se la ha relacionado con la
regulacion de la respuesta inmune innata del huésped (Kakavandi et al., 2023; Lu et al.,
2022). En este contexto, la disposicion en la membrana puede ayudar a comprender y
explicar a nivel molecular las interacciones de NSP4 con el resto de componentes virales

y celulares con los que interactua.

Las predicciones in silico del numero de segmentos TM y de la topologia de NSP4
mostraron mucha variabilidad, en linea con hallazgos previos (Thomas et al., 2021). Por
ejemplo, mientras UniProt (PODTC1) predice seis segmentos TM, otros algoritmos
sugieren la presencia de 4 a 7 segmentos TM para (Figura 53A). Asimismo, también
encontramos discrepancias en la prediccion topoldgica: algunos algoritmos predicen
una orientacion intracelular de ambos extremos de la proteina NSP4, mientras que
Protter y HMMTOP sugieren una orientacién extracelular de los extremos N- o C-
terminal, respectivamente (Figura 53B). Aunque el sistema de inteligencia artificial
AlphaFold (Jumper et al., 2020) no predice topologia ni segmentos TM, la estructura 3D
de NSP4 predicha por este algoritmo muestra una hélice a en el extremo N-terminal
(que abarca desde la isoleucina en posicion 2 hasta la isoleucina en posiciéon 27) y, por
otro lado, muestra también una region de hélices a (desde la alanina 277 hasta la leucina

398) agrupadas entre si y que corresponderian a segmentos TM.

Nuestro objetivo inicial fue determinar experimentalmente la topologia de la proteina
NSP4, teniendo en cuenta que estamos estudiandola aislada de contexto de la
poliproteina. En primer lugar, analizamos si la secuencia de NSP4 aislada del contexto
de la poliproteina es correctamente dirigida a las membranas del RE. Nuestros
resultados utilizando el ensayo C.TM demuestran que la primera region hidrofébica se
inserta en membrana (Figura 57), lo cual coincide con el andlisis in silico de los
algoritmos TOPCONS, AG predictor, TMHMM, HMMTOP y Protter (Figura 53). Es mas,
los experimentos realizados con el truncado 279-mer de la proteina, con dos dianas de
glicosilacién disefiadas en N- y C-terminal, demuestran no sélo que la primera region
hidrofébica es, al menos inicialmente, un segmento TM sino también que esta regién
hidrofébica direcciona la proteina NSP4 hacia la membrana del RE (Figura 62B). Como

en el caso de otras proteinas de membrana virales (Sauri et al., 2005; Martinez-Gil et
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al., 2010). Esta capacidad de direccionamiento a membranas de la primera region
hidrofébica de NSP4 esta en la linea del analisis in silico de los algoritmos de prediccion
MEMSAT y SPOCTOPUS, que predicen esta region como secuencia sefal escindible
(Figura 53B), lo que también se ha sugerido previamente, si bien no demostrado para la
NSP4 del SARS-CoV (Oostra et al., 2007).

Es interesante mencionar que la primera regién hidrofébica de la proteina NS4B
funciona como péptido sefial en flavivirus (virus Zika, Dengue serotipo 4, Fiebre amarilla
y virus del Nilo occidental) (Estoppey et al.,, 2017), y presenta una secuencia de
aminodacidos conservados similares a la primera region hidrofébica de la proteina NSP4
(ver Anexo 4 C, Figura 79 y Tabla 31). Por otro lado, un analisis protedémico identifico
sitios de escision para SPC ubicados después de las hélices TM no iniciales en proteinas
de membrana humanas (Zanotti et al., 2022). Ambas investigaciones citadas, nos
permitieron identificar un posible sitio de corte en NSP4 (*®TPVH?3") y caracterizar su
procesamiento por SPC. Este sitio de corte de NSP4 de SARS-CoV-2 esta conservado
en la proteina homologa de SARS-CoV, si bien no esta conservado en las proteinas
homologas de otros cinco coronavirus humanos (ver Anexo 4 D, Figura 80 y Tabla 32).
Nuestros resultados demuestran que la proteina NSP4 del SARS-CoV-2 (y
posiblemente también la del SARS-CoV) es sustrato del complejo SPC, por lo que
probablemente esta peptidasa participa en la maduracion de sus poliproteinas pp1a y
pp1ab, como se ha comprobado en los casos de otros virus (Estoppey et al., 2017;
Snapp et al., 2017; Suzuki et al., 2013; Zhang et al., 2016). Esto ultimo, podria también
asignarle a la proteina NSP4 un nuevo papel patolégico en la evasion de la respuesta
inmune innata descrita anteriormente para el procesamiento de la proteina NS4B de
flavivirus (Chen et al., 2017), o que tal escision podria estabilizar la interaccion con NSP3
para la formacion de DMVs (Klatte et al., 2022).

Otra modificacion de la proteina NSP4 que investigamos en la presente tesis fue la
glicosilacién de la diana no canénica NIC presente en su secuencia, la cual se conserva
en las proteinas NSP4 de SARS-CoV y SARS-CoV-2, pero no en el resto de coronavirus
humanos (Figura 58B). La glicosilacion parcial de esta diana no canénica fue reportada
previamente en la proteina NSP4 de SARS-CoV (Oostra et al., 2007); sin embargo, en
nuestros ensayos no observamos la glicosilacion de esta diana en ninguna de las lineas
celulares que evaluamos (Figura 61). Por otro lado, se ha observado la glicosilacion de
ciertos motivos no canonicos (NVC y NPC) en otros canales de calcio (Ficelova et al.,

2020). En cambio, en el caso de NSP4 los mutantes de la diana no candnica N131Q y
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C133S confirman su no glicosilacion y la localizacién luminal de esta region de la

proteina.

El estudio de la topologia de la proteina NSP4 en membranas de células humanas
mostré un doble bandeado en todas las proteinas truncadas evaluadas producto de la
digestion por el complejo SPC. Este doble bandeado también se ha observado en otros
estudios con NSP4, en los que los autores sugirieron que se debia a glicosilaciones
(Davies et al., 2024 y 2020; Pahmeier et al., 2023). Los resultados obtenidos en la
presente tesis demuestran que la banda de menor tamafio molecular se origina por el
procesamiento parcial de la proteina NSP4 por el complejo SPC del RE (Figura 60). Por
lo que respecta a la orientacién del resto de la proteina, los resultados in silico coinciden
con nuestros resultados experimentales, mostrando una ubicacion lumen/periplasmica
de los residuos E141, G164 y D279 y la ubicacion citosdlica de los residuos H313, Y397
y Q500 (Figura 53). Sin embargo, la principal discrepancia en cuanto a numero de
segmentos TM y topologia ocurre en la region comprendida entre los residuos Y335 y
P371 de NSP4 (Figura 53 y 80). Las predicciones in silico para el residuo Y335 muestran
discrepancias ubicandolo asociado a membrana (TMHMM, SPOCTOPUS), en la region
extracelular (HMMTOP, TOPCONS) o en la region intracelular (MEMSAT). Por el
contrario, los hallazgos in vivo son unanimes y ubican al residuo Y335 en el
lumen/periplasma; lo cual coincide sélo con las predicciones de HMMTOP y TOPCONS.
Para el residuo Y346 los resultados in vivo en membranas de células humanas solo
muestran concordancia con las predicciones de SPOCTOPUS y TMHMM, situandolo en
el lumen y en la zona extracelular para cada tipo de ensayo respectivamente. Ademas,
tanto los resultados cualitativos como cuantitativos en membranas de bacterias indican
que este residuo esta orientado hacia el periplasma, pero estrechamente asociado a la
membrana. En el caso del residuo H362, la ausencia de formas glicosiladas en el
truncado 362-mer (Figura 62) sugiere que dicho residuo esta orientado hacia el citosol
0 asociado a membrana, en concordancia con la mayoria de las predicciones (Figura
50). Finalmente, los ensayos de topologia in vivo muestran que el residuo P371 se
orienta hacia el citosol, lo cual esta en linea con las predicciones de los algoritmos
SPOCTOPUS y TMHMM. Globalmente los resultados experimentales obtenidos en
membranas procaridticas y eucariéticas coinciden con la prediccién del algoritmo
TMHMM. El procesamiento parcial de NSP4 del SARS-CoV-2 genera dos formas de la
proteina sin procesar, con 4 segmentos TM y extremos N- y C-terminal orientados hacia
el citosol (politopica tipo Il) y procesada con 3 segmentos TM, un dominio N-terminal
voluminoso orientado al lumen del RE y su extremo C-terminal orientado hacia el citosol

(politépica tipo 1) (Figura 73). Los resultados obtenidos en el estudio de las
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modificaciones co-/post-traduccionales de la proteina NSP4 pueden abrir nuevas vias
tanto para reducir la capacidad infectiva del virus inhibiendo el procesamiento de la
proteina como en la dilucidacion de la red de interacciones de NSP4 con otras proteinas
virales o del huésped, si bien debemos tener presente que las modificaciones
observadas con la proteina asilada podrian ser diferentes a las tengan lugar en la

proteina en el contexto de las poliproteinas pp1ay pp1ab (Pahmeier et al., 2023).
N131
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Figura 73. Disposicién de la proteina NSP4 del SARS-CoV-2 en membrana. Se muestra graficamente los
resultados de topologia obtenidos en membranas de bacterias y del RE. Los segmentos verdes indican los
segmentos TM de NSP4 politépica tipo Il (A) y tipo | (B). Los puntos azules indican los residuos ubicados hacia el
lumen/periplasma y los rojos indican los residuos ubicados hacia el citosol. El circulo blanco indica la diana NIC en
posicion 131 no glicosilada.
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Una vez definida experimentalmente la topologia de NSP4 procedimos a caracterizar
estructuralmente los dos dominios solubles de mayor tamafo de esta proteina. Uno de
estos dominios es el bucle periplasmatico/luminal (desde el residuo S40 hasta P270) y
el otro es el dominio citosdlico C-terminal de la proteina (desde el residuo T411 hasta
Q500). El fragmento S40-P270 no se pudo purificar, pues formé cuerpos de inclusién en
el proceso. En el caso del fragmento soluble T411-Q500 no formé cuerpos de inclusion
y pudimos purificarlo, si bien no obtuvimos cristales. La imposibilidad de purificar y
cristalizar los fragmentos S40-P270 y T411-Q500 podria deberse a muchos factores
(temperatura, pH, concentracion de sales) que les impidan formar las interacciones
adecuadas para la formacién de cristales (McPherson et al., 2014), dado que las
proteinas necesitan encontrar un equilibrio y minimizar la exposicién de sus regiones
hidrofdbicas al agua, para formar contactos estables que conduzcan a la formacion de
cristales (Price et al., 2009). La presencia de regiones flexibles y dinamicas que permitan
los reordenamientos necesarios para la formacion de las DMVs también pueden afectar
su cristalizacién, ya que estas regiones pueden interferir con la formacion de contactos
regulares y repetidos entre moléculas de proteinas que son necesarios para la formacion
de cristales (Price et al., 2009). En este sentido, es interesante destacar que ambos
dominios de NSP4 participan en la formacion de DMVs mediante interacciones con otras
proteinas (Sakai et al.,, 2017; van Hemert et al., 2008), cuya presencia puede ser

necesaria para la cristalizacion de la proteina.
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CONCLUSIONES
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1. La proteina NALCN humana se integra en membranas co-traduccionalmente gracias

al direccionamiento de la primera region hidrofébica.

2. Las interacciones inter-hélice y la hidrofobicidad de cada uno de los seis segmentos
transmembrana tiene un efecto sobre la estabilidad y la topologia correcta del Dominio
| de NALCN.

3. Las mutaciones CLIFAHDD reportadas en el segmento S6 del dominio DI no afectan
su insercién, pero causan modificaciones estructurales que podrian generar

alteraciones en la funcionalidad de la proteina NALCN.

4. La proteina NSP4 del SARS-CoV-2 se integra en membrana co-traduccionalmente

como una proteina politopica.

5. Al expresar individualmente la proteina NSP4 en células humanas, su primera region
hidrofdbica es reconocida como secuencia sefial “criptica” y procesada parcialmente por

el complejo peptidasa SPC en diferentes lineas celulares.

6. La diana de glicosilacion no candénica de la NSP4 del SARS-CoV-2 no es modificada

en células humanas.
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ANEXO 1: Oligonucleétidos utilizados en la presente tesis

Tabla 19. Oligonucleétidos usados para la construccion del sistema CLTM en el vector pSVLd

Oligo Secuencia (5’ -3’)
Mutagenesis (ASS--->NSS) F-CAGGGTCAGGTAGCTGCTATTCATGTACTTGTTGTTGCTC
R-GAGCAACAACAAGTACATGAATAGCAGCTACCTGACCCTG
Mutagenesis (QVT--->NVT) F-TGTGACCTTCATGAGTGACATTGCAGCTGTAACTGCTATGC
R-GCATAGCAGTTACAGCTGCAATGTCACTCATGAAGGTCACA
Insercidn del sitio Spel F- GGCTCTGGGTCCACTAGTGGTACCGGCAGCGGCAGC
R- GCTGCCGCTGCCGGTACCACTAGTGGACCCAGAGCC
Insercidn del sitio Sacl F- CACTAGTGGTACCTCTGAGCTCGGCAGCGGCAGCG
R- CGCTGCCGCTGCCGAGCTCAGAGGTACCACTAGTG
Insercidn de etiqueta c-myc F- CGATCCCTCGAGATGGCCTGG
R-GCGGGATCCTTACTACAGGTCCTCCTCTGAGATCAGCTTCTGCTCGCTGCTGGTCACGTT

Tabla 20. Oligonucledtidos utilizados para clonar los 6 TM del DI de NALCN individualmente en el
sistema CLTM-3G.

Oligo Secuencia (5’ -3’)
S1-DINALCN F- CGGACTAGTGGTGGTCCTGGAAGCCTGCTGAGAAT
R- CGGGAGCTCCCCACCAGGTCCGAAGGTCATAGGGG
S2-DINALCN F- CGGACTAGTGGTGGTCCTGGACCACTGCAGTACGT
R- CGGGAGCTCCCCACCAGGTCCGGCGATCATCTCGG
S3-DINALCN F- CGGACTAGTGGTGGTCCTGGACGTTGGTGCGTGTT
R- CGGGAGCTCCCCACCAGGTCCGAACACCTGGAGCA
S4-DINALCN F-CGGACTAGTGGTGGTCCTGGATGGGGCATGCTGAG
R-CGGGAGCTCCCCACCAGGTCCGAATCTGAAGTAGA
S5-DINALCN F- CGGACTAGTGGTGGTCCTGGAATTTGGAGCGTGTC
R- CGGGAGCTCCCCACCAGGTCCGAACATCTGCACGC
S6-DINALCN F- CGGACTAGTGGTGGTCCTGGAAGATGGCGGAGCTA
R- CGGGAGCTCCCCACCAGGTCCGATGATCACGGCAA
Oligonucleétidos de controles
(Insercidn y translocacion) F- GAGACTAGTGGTGGTCCTGGA
R- CGGGAGCTCCCCACCAGGTCC

Tabla 21. Oligonucleétidos usados para clonar el segmento TM1o.32 de NSP4 en CLTM-2G

Oligo Secuencia (5’ -3’)
TM10-32 NSP4 F-CGGACTAGTGGTGGTCCTGGACTTATTAAAGTAACCCTG
R- CGGGAGCTCCCCACCAGGTCCCACGTGGACCGGTGTTAT
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Tabla 22. Oligonucledtidos utilizados para clonar los polipéptidos truncados del DI
de NALCN en el vector de bacterias pKTop

Oligo Secuencia (5’ -3’)
FORWARD F-CGGTCTAGAGATGCTGAAGAGAAA
REVERSE

F61 (PKTOP-DINALCN161) | R-CGGGAGCTCGGGAAGGTCATAGGGG

A88 (PKTOP-DINALCN1.gs) R-CGGGAGCTCGGGGCGATCATCTCGG
F127 (PKTOP-DINALCN1.127) | R-CGGGAGCTCGGGAACACCTGGAGCA
F160 (PKTOP-DINALCN1.160) | R-CGGGAGCTCGGGAATCTGAAGTAGA
F200 (PKTOP-DINALCN1-200) | R-CGGGAGCTCGGGAACATCTGCACGC
M380 (PKTOP-DINALCN1.380) | R-CGGGAGCTCGGCATCTTCTGCAGGCA

Tabla 23. Oligonucledtidos utilizados para clonar los polipéptidos truncados de NSP4 en el vector de
bacterias pKTop.

Oligonucledtidos Secuencia (5’ -3’)
FORWARD F-CGGTCTAGAGATGAAGATTGTAAACAAT
REVERSE
E141 (PKTOP-NSP41.141) R-CGGGAGCTCGGTTCAATCAGCTTGCTTGG
G164 (PKTOP-NSP41.164) R-CGGGAGCTCGGTCCGCTCGCATCCTTAAA
D279 (PKTOP-NSP41.579) R-CGGGAGCTCGGATCCAGTGCGCCAATGGG
H313 (PKTOP-NSP41.313) R-CGGGAGCTCGGGTGGGAATATTCCCCGAA
Y335 (PKTOP-NSP4.335) R-CGGGAGCTCGGGTAGACAGGAGTCAAACA
Y346 (PKTOP-NSP41.346) R-CGGGAGCTCGGGTAAATAACTGAGTATAC
H362 (PKTOP-NSP41.36;) R-CGGGAGCTCGGGTAAATAACTGAGTATAC
P371 (PKTOP-NSP41.371) R-CGGGAGCTCGGTGGCGTAAACATCACCAT
Y397 (PKTOP-NSP41.397) R-CGGGAGCTCGGGTAGTTACTAAAGAACCA
Q 500 (PKTOP-NSP41.500) R-CGGGAGCTCGGCTGGAGTACGGCTGAGGT

Tabla 24. Oligonucledtidos usados para modificar la diana de glicosilacion no canonica
de NSP4

Oligo Secuencia (5’ -3’)
Mutagenesis NIC--->QIC | F-GTTTTTAGCGCGGTAGGCCAGATCTGCTATACGCCAAGC

R-GCTTGGCGTATAGCAGATCTGGCCTACCGCGCTAAAAAC
Mutagenesis NIC--->NIS F-CGCGGTAGGCAATATCTCCTATACGCCAAGCA

R-TGCTTGGCGTATAGGAGATATTGCCTACCGCG

164




Tabla 25. Oligonucledtidos usados para clonar los polipéptidos truncados del dominio DI de NALCN y de NSP4 en el vector de eucariotas pCAGGS

Oligo Secuencia (5’ -3’)
FORWARD
NSTn: DINALCN gctcatcgatgcatgccaccatgggecageggcaacageaccctgaagagaaagCAGAGC
QSTn: DINALCN gctcatcgatgcatgccaccatgggecageggcCAAageaccctgaagagaaagCAGAGC
REVERSE

T1DINALCN-cmyc-NSTct ctcgagcatgcccggttatcacatgeccatggtgetgttcaggtcctectegetgatcagettctgetcagggtagtgetcgaaggt
T1DINALCN-cmyc-QSTct ctcgagcatgcccggttatcacatgeccatggtgetctgcaggtcctectegetgatcagettetgetcagggtagtgctcgaaggt
T2DINALCN-cmyc-NSTct ctcgagcatgeccggttatcacatgeccatggtgetgttcaggtcctectegetgatcagettetgetecttcacgattccecggat
T2DINALCN-cmyc-QSTct ctcgagcatgcccggttatcacatgeccatggtgetctgcaggtectectegetgatcagettetgetecttcacgattccccggat
T3DINALCN-cmyc-NSTct ctcgagcatgcccggttatcacatgeccatggtgetgttcaggtcctectegetgatcagettetgetecatctggtccacgatgte
T3DINALCN-cmyc-QSTct ctcgagcatgcccggttatcacatgeccatggtgetctgcaggtcctectegetgatcagettetgetecatctggteccacgatgte
TADINALCN-cmyc-NSTct ctcgagcatgcccggttatcacatgeccatggtgetgttcaggtectectcgetgatcagettctgetegggeagetcgaatctgaa
TADINALCN-cmyc-QSTct ctcgagcatgcccggttatcacatgeccatggtgetctgecaggtectectcgetgatcagettetgetcgggeagetcgaatctgaa
TSDINALCN-cmyc-NST¢ ctcgagcatgeccggtcacaggtcectectegetgatcagettetgetecatgeccatggtgetgttcagttcagggetgea
TS5DINALCN-cmyc-QSTct ctcgagcatgcccggtcacaggtectectcgetgatcagettetgetccatgeccatggtgctCTGeagttcagggcetgea
TEDINALCN-cmyc-NST¢: | ctcgagcatgeccggttatcacatgeccatggtgetgttcaggtectectegetgatcagettctgetccatcatcttctgcaggeaggetgg

T6DINALCN-cmyc-QSTc: | ctcgagcatgeccggttatcacatgeccatggtgetctgecaggtectectegetgatcagettetgetecatcatettctgcaggecaggetgg

Oligo Secuencia (5’ -3’)
FORWARD
NSP4-N; GCTCATCGATGCATGCCACCATGGGCAGCGGCAAGATTGTAAACAATTGG
REVERSE

NSP4-cmyc-NST-C; | CTCGAGCATGCCCGGTTATCACATGCCCATGGTGCTGTTCAGGTCCTCCTCGCTGATCAGCTTCTGCTCTGTCCGGGCCGAGCTCGG
NSP4-cmyc-QST-Ci | CTCGAGCATGCCCGGTTATCACATGCCCATGGTGCTCTGCAGGTCCTCCTCGCTGATCAGCTTCTGCTCTGTCCGGGCCGAGCTCGG
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Tabla 26. Oligonucleétidos usados para modificar el sitio de corte de la peptidasa SPC de NSP4

Oligo

Secuencia (5’ -3’)

Mutagenesis
TPVH--->AAAA

Mutagenesis
TPVH--->FFFF

F-TCTTGTTTGTCGCCGCAATCTTTTACTTGATAGCAGCCGCCGCCGTGATGTCTAAACACACAG
R-CTGTGTGTTTAGACATCACGGCGGCGGCTGCTATCAAGTAAAAGATTGCGGCGACAAACAAGA

F-TCTTGTTTGTCGCCGCAATCTTTTACTTGATATTCTTCTTCTTCGTGATGTCTAAACACACAG
R- CTGTGTGTTTAGACATCACGAAGAAGAAGAATATCAAGTAAAAGATTGCGGCGACAAACAAGA

Tabla 27. Oligonucleodtidos usados para clonar el segmento S6 del DI de NALCN en sistema Lep,
disefiar las mutaciones CLIFAHDD en S6 y reemplazar residuos especificos en S4 del DI de NALCN

Oligo

Secuencia (5’ -3’)

MUTACION N210 EN WT

S6 DINALCN EN LEP

MUTAGENESIS L3121 EN S6 F-GATCTTCTTCCTGGCCTGGATCGTCAAGAACGTGTTCATTG
MUTAGENESIS L312V EN S6 F-TCTTCCTGGCCTGGGTGGTCAAGAACGTG
MUTAGENESIS V313G EN S6 F-CCTGGCCTGGCTGGGCAAGAACGTGTTCA
MUTAGENESIS A319V EN S6 F-CAAGAACGTGTTCATTGTCGTGATCATCGGACCTG
MUTAGENESIS 1322T EN S6 F-ACGTGTTCATTGCCGTGATCACCGGACCTGGTG
MUTAGENESIS D75R EN S4 F-GTACGTGACCTTCACACTGCGGACCCTGCTGATGTTCCTGT

MUTAGENESIS N216Q EN WT F-GATACCAAGCCTGGCCAGGTGACCTGGAACAGC

F- CGGACTAGTGGTGGTCCTGGACGTTGGCGTTCCTAC
R- CGGGGTACCCCCACCAGGTCCAATGATAACAGCAAT

R-CAATGAACACGTTCTTGACGATCCAGGCCAGGAAGAAGATC
R-CACGTTCTTGACCACCCAGGCCAGGAAGA
R-TGAACACGTTCTTGCCCAGCCAGGCCAGG

R-CAGGTCCGATGATCACGACAATGAACACGTTCTTG
R-CACCAGGTCCGGTGATCACGGCAATGAACACGT
R-GTACGTGACCTTCACACTGCGGACCCTGCTGATGTTCCTGT
R-GCTGTTCCAGGTCACCTGGCCAGGCTTGGTATC

F- CTACCACTGCGTGGTCCAAGATACCAAGCCTGGCC
R- GGCCAGGCTTGGTATCTTGGACCACGCAGTGGTAG

Tabla 28. Oligonucleoétidos para clonar las regiones solubles de NSP4 en el vector pETNKI 1.1

Oligo

Secuencia (5’ -3’)

NSP4 (S40-P270)

NSP4 (T411-Q500)

F-CAGGGACCCGGTATGAGTAGTGAGATAATCGGATAT
R-CGAGGAGAAGCCCGGTTAAGGCGTAAACATATTCGTCAA
F-CAGGGACCCGGTATGACGTTTGAAGAGGCAGCACTG
R-CGAGGAGAAGCCCGGTTACTGGAGTACGGCTGAGGTTAT
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ANEXO 2: Construcciones realizadas en la Tesis

A. Construcciones en el sistema C_.TM: La cadena ligera (C.) de C_.TM (subrayado),
sitios de restriccion Xhol y BamHI (en gris), el sitio de corte del péptido senal de CLTM
(en fucsia), las dianas de glicosilacion (en rojo), el sito de clonacién de segmentos TM
Spel y Sacl (en verde azulado), los tetrapéptidos flanqueantes de segmentos TM (en

turquesa), los segmentos TM (en amarillo) y la etiqueta c-myc (en verde)
Sistema C.TM-3G

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISOMMBEPKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDFYPG
VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKYMEEB YL TLTARAWERHSSY SClIHEGHTVEKSL
SRADSRGSGSGSGSGS [MEGTSElGSGSGSGSGSHlls SEORDTSEEDE-GSRHDK

Sistema C_. TM-2G

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISOMMBEPKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDEYPG
VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKYMASSYLTLTARAWERHESSY SCl[HEGHTVEKSL
SRADSRGSGSGSGSGS [MEGTSElGSGSGSGSGSHlls SEORDTSEEDE-GSRHDK

Segmentos TM de controles clonados en el sistema C.TM-2G

CL.TM-2G+1022 (Control de insercion en membrana)

METTQPSKQSNNKYMASSYLTLTARAWERHSSY SClIHEGHTVEKSLSRADSRGSGSGSGSGS
TSEEPEGKVLLVTGVLGLLLLIKWKGPGEELGSGSGSGSGSillS SEORIISEEDL-GSRHDK

CL.TM-2G+753 (Control de translocacion (no insercion) en membrana)

METTQPSKQSNNKYMASSYLTLTARAWERHSSY SClJHEGHTVEKSLSRADSRGSGSGSGSGS
TSEEPGYNLYIYAFFASSLVHGFIGPGEELGSGSGSGSGSlS SEORIISEEDE-GSRHDK

CLTM-2G+TM.32de NSP4

METTQPSKQSNNKYMASSYLTLTARAWERHSSY SCHlJHEGHTVEKSLSRADSRGSGSGSGSGS
TSEEPGLIKVILVFLEVAAIFYLITPVHVGPGEELGSGSGSGSGSHlls sSEORBISEEDE-GSR

Segmentos TM del dominio DI de NALCN clonados en CLTM-3G
S1 de DI de NALCN clonado en CLTM-3G

PDRSLEMAWI SLILSLLALSSGAI-PKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDFYPG
VVTVDWKVDGT PVTQGMETTQPSKQSNNKYM-YLTLTARAWERHS SYSC-HEGHTVEKSL
SRADSRGSGSGSGSGS.GGPGSLLRI CAIISVI SVCMNTPMTGPGG.GSGSGSGSGS-S S
EQOKLISEEDL—GSRHDK
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S2 de DI de NALCN clonado en C,.TM-3G

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISOMMBEPKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDEYPG
VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKY MY LTLTARAWERHSS Y SCHNlIHEGHTVEKSL
SRADSRGSGSGSGSGSBGEPEPLOYVTFTLDTLLMFLY TAEMIAGPGCHGSGSGSGSGSHM

s BORBESBEDE -GSk

S3 de DI de NALCN clonado en C,.TM-3G

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISOMMBEPKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDEYPG
VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKY MY L TLTARAWERHSSY SCHlIHEGHTVEKSL
SRADSRGSGSGSGSGSGEPERICVEDGFMVECLWVSLVLOVEGPGCElGSGSGSGSGS NS

S EORBISEEDY-GSRHDK

S4 de DI de NALCN clonado en C.TM-3G

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISOMMEEPKSSPSVILFPPSSEELETNKATLVCTITDEYPG
VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKYMEEBYLTLTARAWERHSSY SCHlIHEGHTVEKSL

SRADSRGSGSGSGSGSBGGPGWGMLRT PRPLIMIRAFRT Y FRFGPGGEMGSGSGSGSGSHllls

s EORBESEEDY -GSRH DK

S5 de DI de NALCN clonado en C,.TM-3G

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISOMMBEPKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDEYPG
VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKY MY L TLTARAWERHSSY SCHMlIHEGHTVEKSL
SRADSRGSGSGSGSGSGEPEIWSVSIFLLFFLLLYGILGVOMFGPGCHGSGSGSGSGSHM

55 BORBESEEDE-GSRHDK

S6 de DI de NALCN clonado en C.TM-3G

PDRSLEMAWISLILSLLALSSGAISOMMBEPKSSPSVTLFPPSSEELETNKATLVCTITDEYPG
VVTVDWKVDGTPVTQGMETTQPSKQSNNKY MY LTLTARAWERASSY SCHMlHEGHTVEKSL
SRADSRGSGSGSGSGSBGEPGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVEIAVI IGPGCElGSGSGSGS

oIl BORBISEEDE -GSR A DK

B. Proteinas clonadas en el vector pKTop: Segmento del vector pKTop (en gris),
dianas naturales de glicosilaciéon (en rojo), proteina PhoA (letras azules) y subunidad a
de LacZ (en letras rojas), primer y ultimo aminoacido de la proteina (en oliva).

Polipéptidos truncados del DI de NALCN clonadas en el vector pKTop
61-mer (1-61)

MTMITPSLHACRSTLE ILKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI  LWINKPWVHS
LLRICAIISVISVCMNTPMT.PSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLS
DKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDS
AASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDATPAALVAHVTSR
KCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQ
ARGYQLVSDAASLNSVTEANQOQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPQRND
SVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLQVEGASIDKODHAANPCGQIGETVDLDEAVQRALEFAKK
EGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAY
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GPHAANVVGLTDQTDLEYTMKAALGLKTDSLAVVLORRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSE
EARTDRPSQQLRSLNGEWR-

88-mer (1-88)

MTMITPSLHACRSTLE ILKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI  LWINKPWVHS
LLRICAIISVISVCMNTPMTFEHYPPLQYVTFTLDTLLMFLYTAEMI.PSSARTPEMPVLENRA
AQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNITILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFEFKGI
DALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAA
GLATGNVSTAELQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVT
LGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQOKPLLGLFADGNMPVR
WLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGEFFLOVEGASIDKQDH
AANPCGQIGETVDLDEAVORALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDG
AVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLEYTMKAALGLKTDSLAVVLQOR
RDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR-

127-mer (1-127)

MTMITPSLHACRSTLE ILKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI  LWINKPWVHS
LLRICAIISV ISVCMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLME LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS
SYVKDRWCVFDGFMVFCLWVSLVLQV.PSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAA
LRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKP
DYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDATPAALV
AHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKT
LREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQOKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTP
NPOQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGEFFLOVEGASIDKQODHAANPCGQIGETVDLDEAVQRA
LEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQ
LRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLEYTMKAALGLKTDSLAVVLORRDWENPGVTQLNRLAAHPPFA
SWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR-

160-mer (1-160)

MTMITPSLHACRSTLE ILKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI  LWINKPWVHS
LLRICAIISV ISVCMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLME LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS
SYVKDRWCVF DGFMVECLWV SLVLQVFEIA DIVDOMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRI
PSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNITILLIGDGMGDSEIT
AARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVD
THEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELOQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGG
KGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQ
OKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEK
GFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAVOQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAP
DTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLEYTMK
AALGLKTDSLAVVLORRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQOLRSLNGEWR-

200-mer (1-200)

MTMITPSLHACRSTLE ILKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS
LLRICAIISV ISVCMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLME LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS
SYVKDRWCVF DGFMVECLWV SLVLQVFEIA DIVDOMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF
ELPRTRITNILKRSGEQIWSVSIFLLFTLLLYGILGVCWIFSSARTPEMPVLENRAAQGDITAP
GGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGEFFKGIDALPLTGQ
YTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVS
TAELODATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTE
AETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQOKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATY
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HGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGEFLOVEGASIDKQODHAANPCGQTI
GETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYG
NSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLEFYTMKAALGLKTDSLAVVLORRDWENPGV
TOLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQOLRSLNGEWR-

Dominio DI completo 380-mer (1-380)

MTMITPSLHACRSTLE ILKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI  LWINKPWVHS
LLRICAIISV ISVCMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMEF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS
SYVKDRWCVF DGFMVECLWV SLVLQVFEIA DIVDOMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF
ELPRTRITNI LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQOMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN
SLAIPDTHCS PELEEGYQCP PGFKCMDLED LGLSRQELGY SGEFNEIGTSI FTVYEAASQE
GWVFLMYRAT DSFPRWRSYF YFITLIFFLA WLVKNVFIAV IIETFAEIRV QFQOMWGSRS
STTSTATTQMFHEDAAGGWQLVAVDVNKPQGRAPACLQKIPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAP
GGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQ
YTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVS
TAELODATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTE
AETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQOKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATY
HGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGEFFLOVEGASIDKQODHAANPCGQTI
GETVDLDEAVOQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTOQALNTKDGAVMVMSYG
NSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLEFYTMKAALGLKTDSLAVVLORRDWENPGV
TOLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQOLRSLNGEWR-

Polipéptidos truncados de NSP4 clonados en el vector pKTop
141-mer (1-141)

MTMITPSLHACRSTLEM.IVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK
ATDGGVTRDIASTDTCFANKRADEDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTIL
RTTNGDFLHFLPRVFSAVGNICYTPSKLIIPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQ
TAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKT
GKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDATPA
ALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQ
GKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQOKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVT
CTPNPORNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLOQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAV
ORALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHT
GSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLEFYTMKAALGLKTDSLAVVLORRDWENPGVTQLNRLAAHP
PFASWRNSEEARTDRPSQQOLRSLNGEWR-

164-mer (1-164)

MTMITPSLHACRSTLEM.IVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK
ATIDGGVTRDIASTDTCFANKRADFDTWEFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEFVVPGLPGTIL
RTTNGDFLHFLPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASIPSSARTPEMPV
LENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGG
FFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILE
MAKAAGLATGNVSTAELQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNA
RADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQOKPLLGLEFADG
NMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFEFLOQVEGAST
DKQDHAANPCGQIGETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQAL
NTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLEFYTMKAALGLKTDSLA
VVLORRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR-
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279-mer (1-279)

MTMITPSLHACRSTLEM.IVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK
ATDGGVTRDIASTDTCFANKRADEFDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEFVVPGLPGTIL
RTTNGDFLHFLPRVESAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNV
LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTITEFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG
RWVLNNDYYRNLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALIPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAP
GGARRLTGDOQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGEFFKGIDALPLTGQ
YTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVS
TAELODATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTE
AETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQOKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATY
HGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGEFLOVEGASIDKODHAANPCGQT
GETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYG
NSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLEFYTMKAALGLKTDSLAVVLORRDWENPGV
TOLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQOLRSLNGEWR-

313-mer (1-313)

MTMITPSLHACRSTLEM.IVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK
ATIDGGVTRDIASTDTCFANKHADFDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEFVVPGLPGTIL
RTTNGDFLHFLPRVESAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNV
LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVITEFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG
RWVLNNDYYRSLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMR
FRRAFGEYSIPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLI
GDGMGDSEITAARNYAEGAGGEFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGV
KTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELODATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEK
CPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAA
SLNSVTEANQOKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDK
ATELLSKNEKGFFLOQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAVORALEFAKKEGNTLVIVTAD
HAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLT
DOTDLEFYTMKAALGLKTDSLAVVLORRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQL
RSLNGEWR-

335-mer (1-335)

MTMITPSLHACRSTLEMIIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK
ATIDGGVTRDIASTDTCFANKHADFDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEFVVPGLPGTIL
RTTNGDFLHFLPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDAGGKPVPYCYDTNV
LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG
RWVLNNDYYRSLPGVFCGVDAVNLLTNMEFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMR
FRRAFGEYSHVVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVIPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTG
DOTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNK
KTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDAT
PAATLVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGE
WOGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPA
VICTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLOVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDE
AVORALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQE
HTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDOQTDLEFYTMKAALGLKTDSLAVVLOQRRDWENPGVTQLNRLAA
HPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR-
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346-mer (1-346)

MTMITPSLHACRSTLEM.IVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYR
AIDGGVTRDIASTDTCFANKHADEDTWESQRGGSYTNGKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTIL
RTTNGDFLHFLPRVEFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNV
LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG
RWVLNNDYYRSLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMR
FRRAFGEYSHVVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIIPSSARTPEMPVLENRAAQGDI
TAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPL
TGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATG
NVSTAELODATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGA
KTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQKPLLGLEFADGNMPVRWLGPK
ATYHGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLOQVEGASIDKQDHAANPC
GQOIGETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVM
SYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLEFYTMKAALGLKTDSLAVVLORRDWEN
PGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQOLRSLNGEWR—

362-mer (1-362)

MTMITPSLHACRSTLEM.IVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK
ATDGGVTRDIASTDTCFANKRADEDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTIL
RTTNGDFLHFLPRVEFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNV
LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG
RWVLNNDYYRNLPGVFCGVDAVNLLTNMETPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYEMR
FRRAFGEYSHVVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAIPSSAR
TPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNY
AEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKD
HPTILEMAKAAGLATGNVSTAELODATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSIT
EQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQQOKPLL
GLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPOQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGEFFLQ
VEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAVQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAP
GLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLEFYTMKAALGL
KTDSLAVVLORRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQOLRSLNGEWR-

371-mer (1-371)

MTMITPSLHACRSTLEM.IVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK
ATDGGVTRDIASTDTCFANKRADEDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEFVVPGLPGTIL
RTTNGDFLHFLPRVEFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNV
LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG
RWVLNNDYYRNLPGVFCGVDAVNLLTNMETPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYEMR
FRRAFGEYSHVVAFNTLLEFLMSEFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTEFYLTNDVSFLAHIQWMV
MFTIPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGD
SEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGA
LGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELODATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNAL
EKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVT
EANQOKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPOQRNDSVPTLAQMTDKAIELLS
KNEKGFFLOVEGASIDKQODHAANPCGQIGETVDLDEAVORALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQ
IVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLE
YTMKAALGLKTDSLAVVLORRDWENPGVTQLNRLAAHPPEFASWRNSEEARTDRPSQQOLRSLNGE
WR-
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397—-mer (1-397)

MTMITPSLHACRSTLE.IVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAI FYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYK
AIDGGVTRDIASTDTCFANKRADEDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTIL
RTTNGDFLHFLPRVESAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNV
LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG
RWVLNNDYYRNLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMR
FRRAFGEYSHVVAFNTLLEFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMV
MFTPLVPFWITIAYIICISTKHFYWFFSNIPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQ
TAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKT
GKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDATPA
ALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNALEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQ
GKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSVTEANQOKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVT
CTPNPOQRNDSVPTLAQMTDKAIELLSKNEKGFFLOQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAV
ORALEFAKKEGNTLVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHT
GSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDLEYTMKAALGLKTDSLAVVLORRDWENPGVTQLNRLAAHP
PFASWRNSEEARTDRPSQQOLRSLNGEWR-

500-mer (1-500)

MTMITPSLHACRSTLE.IVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAI FYLITPVHVMSKHTDEFSSEIIGYK
ATIDGGVTRDIASTDTCFANKRADEFDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEFVVPGLPGTIL
RTTNGDFLHFLPRVESAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNV
LEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSG
RWVLNNDYYRNLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMR
FRRAFGEYSHVVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMV
MEFTPLVPFWITIAYIICISTKHEYWFEFSNYLKRRVVENGVSFSTFEEAALCTEFLLNKEMYLKLR
SDVLLPLTQYNRYLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDEFSNSGSDVLYQPPQTSIT
SAVLIPSSARTPEMPVLENRAAQGDITAPGGARRLTGDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMG
DSEITAARNYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNG
ALGVDIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQDATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNA
LEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAASLNSV
TEANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPOQRNDSVPTLAQMTDKATELL
SKNEKGFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAVOQRALEFAKKEGNTLVIVTADHAHAS
QIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAYGPHAANVVGLTDQTDL
FYTMKAALGLKTDSLAVVLORRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNG
EWR-

C. Proteinas clonadas en el vector pCAGGS: Metionina afiadida (en fucsia), dianas
naturales de glicosilacion (en rojo), dianas no glicosilables (en gris), primer y ultimo
aminodacido de la proteina truncada clonada (en oliva), etiqueta c-myc (en verde) y las
mutaciones D75R, N216Q, N210Q-N216Q, NIS, QIC, AAAAy FFFF (en turquesa).

Polipéptidos truncados del DI de NALCN clonados en el vector pPCAGGS

65-mer (2-65) NN

MGSGEBEKRKQSSRV  EAQPVTDFGP DESLSDNADI ~ LWINKPWVHS LLRICAIISV

1sVRMNTPMT FEHYE EOKDISEEDDNENvGM-
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65-mer (2-65) NQ

MGsGEEEKRKQSSRV  EAQPVTDFGP  DESLSDNADI

ISVRMNTPMT FEHYE EOKEISEEDHOSTMGM—
65-mer (2-65) QN

BiGSGOSTHKRKQSSRV  EAQPVTDFGP  DESLSDNADI

ISVRMNTPMT FEHYE EORKDISEEDTNENGM—
65-mer (2-65) QQ

BiGSGOSTHKRKQSSRV  EAQPVTDFGP  DESLSDNADI

ISVRMNTPMT FEHYE EQOREESEEDEHOSTMGM—

97-mer (2-97) NN

McsGEEEKRKQSSRV  EAQPVTDFGP  DESLSDNADI
TSVRMNTPMT FEHYPPLOYV TFTLDTLLMF
EQKLTSEE DG

97-mer (2-97) NQ

MGsGEBEKRKQSSRV  EAQPVTDFGP  DESLSDNADI
TSVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF
EQRLISEEDLOSTMGM

97-mer (2-97) QN

BiGsGOSTHKRKQSSRV  EAQPVTDEGP  DESLSDNADI
TSVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF
BOKLTSEEDLEEYS -

97-mer (2-97) QQ

BGSGOSTHKRKQSSRV  EAQPVTDEGP  DESLSDNADI
TSVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF
BORBISEEDEOSTVGY -

136-mer (2-136) NN

MGSGEBEKRKQSSRV  EAQPVTDFGP  DESLSDNADI

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS

LWINKPWVHS

LWINKPWVHS

LWINKPWVHS

LWINKPWVHS
LYTAEMIAKM

LWINKPWVHS
LYTAEMIAKM

LWINKPWVHS
LYTAEMIAKM

LWINKPWVHS
LYTAEMIAKM

LWINKPWVHS

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDON EOKEISEEDTNEEGM--

136-mer (2-136) NQ

MGSGEBEKRKQSSRV  EAQPVTDFGP  DESLSDNADI

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLME LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS

LWINKPWVHS

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDON EOREESEEDEQSTMGM--

136-mer (2-136) QN

IGSGQSTIKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI

LWINKPWVHS

LLRICAIISV

LLRICAIISV

LLRICAIISV

LLRICAIISV
HIRGIVEH

LLRICAIISV
HIRGIVH

LLRICAIISV
HIRGIVEH

LLRICAIISV
HIRGIVEH

LLRICAIISV
SYVKDRWCVF

LLRICAIISV
SYVKDRWCVF

LLRICAIISV

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLME LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVEF

DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDON EOKEISEEDLNEEMGM--
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136-mer (2-136) QQ

BGsGOSTHKRKQSSRV  EAQPVTDEFGP DESLSDNADI  LWINKPWVHS LLRICAIISV
TISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF
DGFMVFCLWV SLVLOVFEIA DIVDON EOKEESEEDHOSTMGM--

163-mer (2-163) NN

MGSGEBEKRKQSSRV  EAQPVTDFGP DESLSDNADI ~ LWINKPWVHS LLRICAIISV
ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVE
DGFMVFCLWV ~ SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELJB

BOKLTSEED LY~
163-mer (2-163) NQ

MGsCEEXRKQSSRV  EAQPVTDEGP DESLSDNADI ~ LWINKPWVHS LLRICAIISV
ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF
DGFMVFCLWV ~ SLVLQVFEIA DIVDOMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELJ

EORBESEEDEOSTHGH- -
163-mer (2-163) QN

IGSGQSTIKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV
ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMFE LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVEF
DGFMVFCLWV  SLVLQVFEIA  DIVDOMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELI

BOKLTSEEDLHIH- -
163-mer (2-163) QQ

IGSGQSTIKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV
ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVEF
DGFMVFCLWV  SLVLQVFEIA  DIVDQOMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELI

EOKLISEEDLOSTMGM--
233-mer (2-233) NN

IGSG_KRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV
ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF
DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDOMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELPRTRITNI
LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQOMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN SLAIPDTHCS

>cl| EOKDISEEDUNE'cY -
233-mer (2-233) NQ

IGSG_KRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI  LWINKPWVHS LLRICAIISV
ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLME LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVEF
DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDOMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFREF ELPRTRITNI
LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN SLAIPDTHCS

pel] EORBESBEBEOSTVGH —
233-mer (2-233) QN

IGSGQSTIKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV
ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVE
DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDOMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELPRTRITNI
LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTEFTYHCVVN DTKPGNVTWN SLAIPDTHCS

7cl] EOREISEEDENENVc! —
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233-mer (2-233) QQ

IGSGQSTIKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI  LWINKPWVHS

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLME LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS
DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDOQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF
LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQME GTEFTYHCVVN DTKPGNVTWN

PEl] EOKETSEEBEQOSTMGM -
Dominio DI completo 380-mer (2-380) NN

HicsCEEKRKQSSRV  EAQPVTDFGP DESLSDNADI  LWINKPWVHS

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS
DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF
LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN
PELEEGYQCP PGFKCMDLED LGLSRQELGY SGFNEIGTSI FTVYEAASQE
DSFPRWRSYF YFITLIFFLA WLVKNVFIAV IIETFAEIRV QFQOMWGSRS

FHEDAAGGWQ LVAVDVNKPQ GRAPACLOKMEOKEDISEEDTNEMNVcM--
DI 380-mer (2-380) NQ

BcsCEEKRKQSSRV  EAQPVTDFGP DESLSDNADI ~ LWINKPWVHS
ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS
DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF
LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN
PELEEGYQCP PGFKCMDLED LGLSRQELGY SGFNEIGTSI FTVYEAASQE
DSFPRWRSYF YFITLIFFLA WLVKNVFIAV IIETFAEIRV QFQOMWGSRS
FHEDAAGGWQ LVAVDVNKPQ GRAPACLOKMEQKEISEEDEQSTMGM--

DI 380-mer (2-380) QN

IGSGQSTIKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS

ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLME LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS
DGFMVEFCLWV SLVLQVFEIA DIVDOQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF
LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQME GTEFTYHCVVN DTKPGNVTWN
PELEEGYQCP PGFKCMDLED LGLSRQELGY SGENEIGTSI FTVYEAASQE
DSFPRWRSYF YFITLIFFLA WLVKNVFIAV IIETFAEIRV QFQOMWGSRS

FHEDAAGGWQ LVAVDVNKPQ GRAPACLOKMEQOKEISEEDTNEEVCM--
DI 380-mer (2-380) QQ

BiGSGOSTHKRKQSSRV  EAQPVTDFGP DESLSDNADI ~ LWINKPWVHS
ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS
DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF
LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGNVTWN
PELEEGYQCP PGFKCMDLED LGLSRQELGY SGFNEIGTSI FTVYEAASQE
DSFPRWRSYF YFITLIFFLA WLVKNVFIAV IIETFAEIRV QFQOMWGSRS
FHEDAAGGWQ LVAVDVNKPQ GRAPACLOKMEQREISEEDEQSTMGM--
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Polipéptido truncado 163-mer modificado (D75R)
163-mer (2-163) NN

MGSGEEEKRKQSSRV  EAQPVTDFGP DESLSDNADI ~ LWINKPWVHS LLRICAIISV
ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLRTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF
DGFMVFCLWV ~ SLVLQVFEIA DIVDOMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELJ

EQKLISEEDLEENoH -
163-mer (2-163) QN

IGSGIKRKQSSRV EAQPVTDFGP DESLSDNADI LWINKPWVHS LLRICAIISV
ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLRTLLME LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVEF
DGFMVFCLWV ~ SLVLQVFEIA  DIVDOMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELI

EQKLISEEDLEECH
DI 380-mer (2-380) modificada (N216Q)

BiGsGOSTHKRKQSSRV  EAQPVTDEFGP DESLSDNADI ~ LWINKPWVHS LLRICAIISV
ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF
DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELPRTRITNI
LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVN DTKPGQVTWN SLAIPDTHCS
PELEEGYQCP PGFKCMDLED LGLSRQELGY SGFNEIGTSI FTVYEAASQE GWVFLMYRAI
DSFPRWRSYF YFITLIFFLA WLVKNVFIAV IIETFAEIRV QFQOMWGSRS STTSTATTQOM
FHEDAAGGWQ LVAVDVNKPQ GRAPACLOKMEQKEISEEDEQSTMGM--

DI 380-mer modificada (N210Q, N216Q)

BcsGOSTHEKRKQSSRV  EAQPVTDFGP  DESLSDNADI  LWINKPWVHS LLRICAIISV
ISVRMNTPMT FEHYPPLQYV TFTLDTLLMF LYTAEMIAKM HIRGIVKGDS SYVKDRWCVF
DGFMVFCLWV SLVLQVFEIA DIVDQMSPWG MLRIPRPLIM IRAFRIYFRF ELPRTRITNI
LKRSGEQIWS VSIFLLFFLL LYGILGVQMF GTFTYHCVVQ DTKPGQVTWN SLAIPDTHCS
PELEEGYQCP PGFKCMDLED LGLSRQELGY SGFNEIGTSI FTVYEAASQE GWVFLMYRAI
DSFPRWRSYF YFITLIFFLA WLVKNVFIAV IIETFAEIRV QFQOMWGSRS STTSTATTQOM
FHEDAAGGWQ LVAVDVNKPQ GRAPACLOKMEQKEISEEDEQSTMGM--

Polipéptidos truncados de NSP4 clonadas en el vector pPCAGGS

279-mer (1-279) NST

IGSGIIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST
DTCFANKHADEDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEFVVPGLPGTILRTTNGDEFLHEFLPR
VEFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVITEFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP

GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALPPSSARTEORETSEEDLNEE GV
279-mer (1-279) QST

BGSGRIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEI IGYKAIDGGVTRDIAST
DTCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR
VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVITFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP
GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALBPSSARTEQREESEEDHOS TMGM—
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313-mer (1-313) NST

IGSGIIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST
DTCFANKHADEDTWEFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTILRTTNGDELHELPR
VESAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP
GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMRFRRAFGEYSIPSS

ARTEOKETSEEDUNE G
313-mer (1-313) QST

IGSGIIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST
DTCFANKHADEDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTILRTTNGDELHELPR
VESAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP
GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMRFRRAFGEYSIPSS

ARTEOREESEBBEOSTHG -~
335-mer (1-335) NST

IGSGIIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST
DTCFANKHADEFDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEFVVPGLPGTILRTTNGDEFLHELPR
VEFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDAGGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP
GVEFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMRFRRAFGEYSHVVA

FNTLLFLMSFTVLCLTPVEPSSARTEOKETSEEDUNEE"GM—
335-mer (1-335) QST

IGSGIIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST
DTCFANKHADEDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEFVVPGLPGTILRTTNGDEFLHEFLPR
VEFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDAGGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP
GVEFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMRFRRAFGEYSHVVA

FNTLLFLMSFTVLCLTPVEPSSARTEOREISEEDIQS TMGM—
346-mer (1-346) NST

BGSGRIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEI IGYRAIDGGVTRDIAST
DTCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNGKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR
VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP
GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMRFRRAFGEYSHVVA
FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIfPSSARTEORETSEEDLEN G-

346-mer (1-346) QST

BGSGRIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEI IGYRAIDGGVTRDIAST
DTCFANKHADFDTWFSQRGGSYTNGKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR
VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLP
GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAYYFMRFRRAFGEYSHVVA
FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIfPSSARTEQOREESEEDHOS TMGM—
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362-mer (1-362) NST

BGSGRIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEI IGYKAIDGGVTRDIAST
DTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR
VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP
GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA
FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLARPSSARTEORETISEEDINE
Bvcv—

362-mer (1-362) QST

BiGSGRIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEI IGYKAIDGGVTRDIAST
DTCFANKRADFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPR
VFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP
GVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA
FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLARPSSARTEORNISEEDLEOS
TMGM—

371-mer (1-371) NST

IGSGIIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST
DTCFANKRADEDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEFVVPGLPGTILRTTNGDEFLHEFLPR
VESAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP
GVEFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA
FNTLLFLMS FTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTIPS SART-

EESEEDUNENc\
371-mer (1-371) QST

IGSGIIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST
DTCFANKRADEDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTILRTTNGDELHELPR
VEFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP
GVEFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA
FNTLLFLMS FTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTIPS SART-

EESEEDEOSTMGM-
397—mer (1-397) NST

IGSGIIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST
DTCFANKRADEDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTILRTTNGDELHELPR
VESAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP
GVECGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA
FNTLLFLMSEFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSEFLAHIQWMVMETPLVPEWITIA

YIICISTKHFYWFFSNEPSSARTEORDISEEDINEE GM—
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397-mer (1-397) QST

IGSGIIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST
DTCFANKRADEDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTILRTTNGDELHELPR
VESAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP
GVEFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA
FNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSEFLAHIQWMVMETPLVPEWITIA

YIICISTKHFYWFFSNEPSSARTEORBISEEDHOS TMGM—
500-mer (1-500) NST

IGSGIIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST
DTCFANKRADEDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTILRTTNGDELHELPR
VESAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP
GVECGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA
FNTLLFLMSEFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSEFLAHIQWMVMETPLVPEWITIA
YIICISTKHEFYWFFSNYLKRRVVENGVSESTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQYNRY
LALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDEFSNSGSDVLYQPPQTSIT SAVLIPS SART.

RETSEEDENE !
500-mer (1-500) QST

IGSGIIVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEIIGYKAIDGGVTRDIAST
DTCFANKRADEDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTILRTTNGDELHELPR
VESAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPD
TRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRNLP
GVECGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSHVVA
FNTLLFLMSEFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTEFYLTNDVSFLAHIQWMVMETPLVPEWITIA
YIICISTKHEFYWFFSNYLKRRVVENGVSESTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQYNRY
LALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDEFSNSGSDVLYQPPQTSIT SAVLIPS SART.

KLISEEDLOQSTMGM—
500-mer (1-500) NST - NST

IGSG_IVNNWLKQLIKVTLVFLFVAAI FYLITPVHVMSKHTDEFSSEIIGYKAIDGGVTRDI
ASTDTCFANKRADEDTWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTILRTTNGDELHFE
LPRVEFSAVGNISYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESL
RPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTEFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYR
NLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSH
VVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMETPLVPEWI
TIAYIICISTKHEYWEFEFSNYLKRRVVENGVSESTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQY
NRYLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLIPSSAR

 FORETSEEDEN
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Proteina NSP4 con su diana de glicosilacion no canénica modificada (NIC>NIS)

BiGsGHER 1 VNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEI IGYKAIDGGVTRDI
ASTDTCFANKRADFDTWEFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHF
LPRVFSAVGNISYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESL
RPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDY YR
NLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSH
VVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPLVPFWI
TIAYIICISTKHFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQY
NRYLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLEPSSAR
TEOKUISEEDTNENG—

Proteina NSP4 con su diana de glicosilacion no canénica modificada (NIC->QIC)

BiGsGHER 1 VNNWLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHTDFSSEI IGYKAIDGGVTRDI
ASTDTCFANKRADFDTWEFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTILRTTNGDFLHF
LPRVFSAVGQICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESL
RPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDY YR
NLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSH
VVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPLVPFWI
TIAYIICISTKHFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQY
NRYLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLEPSSAR
TEORUISEEDINENG—

Proteina NSP4 con su diana de procesamiento modificada (TPVH->AAAA)

BiGsGHER 1 VNNWLKQLIKVTLVFLFVAATIFYL IARAAVMSKHTDFSSEI IGYKAIDGGVTRDI
ASTDTCFANKRADFDTWEFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTILRTTNGDFLHF
LPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESL
RPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDY YR
NLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSH
VVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPLVPFWI
TIAYIICISTKHFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQY
NRYLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLEPSSAR
TEORETSEEDINENc—

Proteina NSP4 con su diana de procesamiento modificada (TPVH->FFFF)

BiGsGHER 1 VNNWLKQLIKVTLVFLFVAATIFYLIFEFEVMSKHTDFSSEI IGYKAIDGGVTRDI
ASTDTCFANKRADFDTWEFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGFVVPGLPGTILRTTNGDFLHF
LPRVFSAVGNICYTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESL
RPDTRYVLMDGSIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDY YR
NLPGVFCGVDAVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAIVVTCLAHYFMRFRRAFGEYSH
VVAFNTLLFLMSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTNDVSFLAHIQWMVMFTPLVPFWI
TIAYIICISTKHFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVLLPLTQY
NRYLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNSGSDVLYQPPQTSITSAVLEPSSAR
TECKEISEEDTNEN GV
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D. Fragmentos solubles de la proteina NSP4 clonados en vector pETNKI 1.1:
Fragmentos solubles de la proteina NSP4 (en turquesa), etiqueta HisTag (en letras rojas)

y diana de escision de la proteasa PreScission (en subrayado).
Fragmento soluble NSP4 (S40-P270)

FCLTLRRRYTMAHHHHHHSAALEVLFQGPGMSSEIIGYKAIDGGVTRDIASTDTCEFANKHADED
TWESQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGEVVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPRVEFSAVGNICYTP
SKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGKPVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPDTRYVLMDGSIIQ
FPNTYLEGSVRVVTTEDSEYCRHGTCERSEAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLPGVFCGVDAVNLL
INMETP-PGEFSSSTTTTTTEIRLLTKPERKLSWLLPPLSNN

Fragmento soluble NSP4 (T411-Q500)

FCLTLRRRYTMAHHHHHHSAALEVLFQGPGMTFEEAALCTEFLLNKEMY LKLRSDVLLPLTOYNR
YLALYNKYKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDESNSGSDVLYQPPOTSITSAVLO-
PGFSSSTTTTTTEIRLLTKPERKLSWLLPPLSNN

E. El S6 del dominio DI de NALCN clonado en sistema Lep con dianas N9, N11,
N13 y N15: Segmentos TM H1 y H2 del sistema Lep (en gris), dianas de glicosilacion
del sistema Lep (enrojo), dianas afiadidas en posiciones 9, 11, 13y 15 de S6 (en fucsia),
S6 (en amairillo), tetrapéptido flanqueante de S6 (en turquesa) y mutaciones CLIFAHDD
(en verde).

Control de insercion en membrana (#1022) clonado en el sistema Lep

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLOVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKEFEFAPKRRERQAAA
QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVEPVLAIVLIVRSEIYEPFQT PSGSMMPTL-DFI
LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDY IKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT
IQPGCSSGOACENALPVTYSNVEPSDEVOTFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG
PGKVLLVTGVLGLLLLIKWKGPGGGVPGQQ-WIVPPGQYFMMGDNRDNSADSRYWGFVPEAN
LVGRATAIWMSEFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN

Control de translocacion o no insercion en membrana (#753) clonado en el
sistema Lep

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLOVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA
QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVEPVLAIVLIVRSEFIYEPFQT PSGSMMPTL-DFI
LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDY IKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT
IQPGCSSGOACENALPVTYSNVEPSDEVOTFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG
PGYNLYIYAFFAS SLVHGFIGPGGGVPGQQ-WIVPPGQYFMMGDNRDNSADSRYWGFVPEAN
LVGRATAIWMSEFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN

S6 clonado en el sistema Lep

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA
OAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVEPVLAIVLIVRSEFIYEPFQT PSGSMMPTL-DFI
LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT
IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDEVQTEFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG
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PGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVEIAVII GPGGGVPGQQ-WIVPPGQY FMMGDNRDNSADS
RYWGFVPEANLVGRATAIWMSEFDKQEGNGRLVCA-VALAASTIN

S6 clonado en el sistema Lep con sitio de glicosilacion a 9 aminoacidos (N9) de
su Nt

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLOQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKEFEFAPKRRERQAAA
QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVEPVLAIVLIVRSEFIYEPFQT PSGSMMPTL-DFI
LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVEFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT
IQPGCSSGOACENALPVTYSNVEPSDEVQTEFSRRNGGEATSGEFFEVPKQE TKENGIR-T SGG
PGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVIT GPGGGVPGQQ-WIVPPGQY FMMGDNRDNSADS
RYWGFVPEANLVGRATAIWMSEFDKQEGNGRLVCA-VALAASTIN

S6 clonado en el sistema Lep con sitio de glicosilacion a 11 aminoacidos (N11) de
su Nt

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLOVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKEFFAPKRRERQAAA
QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVEPVLAIVLIVRSEIYEPFQT PSGSMMPTL-DFI
LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVEFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT
IQPGCSSGOACENALPVTYSNVEPSDEVQTEFSRRNGGEATSGFFEVPKQE TKENG-SET SGG
PGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVEIAVII GPGGGVPGQQ-WIVPPGQY FMMGDNRDNSADS
RYWGFVPEANLVGRATAIWMSEFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN

S6 clonado en el sistema Lep con sitio de glicosilacion a 13 aminoacidos (N13) de
su Nt

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLOVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA
QOAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVEPVLAIVLIVRSEIYEPFQT PSGSMMPTL-DFI
LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT
IQPGCSSGOACENALPVTYSNVEPSDEVQTFSRRNGGEATSGFFEVPKQE TKE-RLSET SGG
PGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVEIAVII GPGGGVPGQQ-WIVPPGQY FMMGDNRDNSADS
RYWGFVPEANLVGRATAIWMSEFDKQEGNGRLVCA-VALAASTIN

S6 clonado en el sistema Lep con sitio de glicosilacion a 15 aminoacidos (N15) de
su Nt

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLOVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKEFFFAPKRRERQAAA
QAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVEPVLAIVLIVRSEIYEPFQT PSGSMMPTL-DFI
LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT
IQPGCSSGOACENALPVTYSNVEPSDEVQTFSRRNGGEATSGFFEVPKQE T-GIRLSET SGG
PGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVEIAVII GPGGGVPGQQ-WIVPPGQY FMMGDNRDNSADS
RYWGFVPEANLVGRATAIWMSEFDKQEGNGRLVCA-VALAASTIN

S6 del DI de NALCN con mutaciones CLIFAHDD clonado en sistema Lep

S6 con mutacién L312I

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKEFFAPKRRERQAAA
OAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVEPVLAIVLIVRSEFIYEPFQT PSGSMMPTL-DFI
LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT
IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDEVQTEFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG
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PGRWRSYFYFITLIFFLAWIVKNVFIAVIT GPGGGVPGQQ-WIVPPGQY FMMGDNRDNSADS
RYWGFVPEANLVGRATAIWMSEFDKQEGNGRLVCA-VALAASTIN

S6 con mutacion L312V

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLOVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA
OAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVEPVLAIVLIVRSEIYEPFQTI PSGSMMPTL-DFI
LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT
IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDEFVQTEFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG
PGRWRSYFYFITLIFFLAWVVKNVEFIAVIT GPGGGVPGQQ-WIVPPGQY FMMGDNRDNSADS
RYWGFVPEANLVGRATAIWMSEFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN

S6 con mutacion V313G

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLOQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKEFEFAPKRRERQAAA
OAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVEPVLAIVLIVRSEFIYEPFQT PSGSMMPTL-DFI
LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT
IQPGCSSGOACENALPVTYSNVEPSDEVQTEFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG
PGRWRSYFYFITLIFFLAWLGKNVFIAVII GPGGGVPGQQ-WIVPPGQY FMMGDNRDNSADS
RYWGFVPEANLVGRATAIWMSEFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN

S6 con mutacion A319V

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLOVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKFFFAPKRRERQAAA
QOAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVEPVLAIVLIVRSEIYEPFQTI PSGSMMPTL-DFI
LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT
IQPGCSSGOACENALPVTYSNVEPSDEVOTEFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG
PGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVEIVVII GPGGGVPGQQ-WIVPPGQY FMMGDNRDNSADS
RYWGFVPEANLVGRATAIWMSEFDKQEGNGRLVCA-VALAASTIN

S6 con mutacion 1322T

PYVSYTYDLGDTIEYKLGLOQVDSRATMANMFALILVIATLVTGILWCVDKEFFAPKRRERQAAA
OAAAGDSLDKATLKKVAPKPGWLETGASVEPVLAIVLIVRSEFIYEPFQT PSGSMMPTL-DFI
LVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGDIVVFKYPEDPKLDYIKRAVGLPGDKVTYDPVSKELT
IQPGCSSGQACENALPVTYSNVEPSDEVQTEFSRRNGGEATSGFFEVPKQETKENGIRLSETSGG
PGRWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVE IAVITGPGGGVPGQQ-WIVPPGQYFMMGDNRDNSADS
RYWGFVPEANLVGRATAIWMSEFDKQEGNGRLVCA-VALAASIN
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ANEXO 3: Metodologia para determinar la topologia del DI NALCN y NSP4

Figura 74. Grafico resumido del ensayo cualitativo del reportero dual PhoA-LacZ
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Figura 75. Grafico resumido del ensayo cuantitativo del reportero dual PhoA-LacZ
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Figura 76. Grafico resumido del ensayo de mapeo de glicosilaciones en lineas celulares humanas
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ANEXO 4: Comparacion de secuencias

A. Alineamiento de las secuencias del dominio DI la proteina NALCN humana y
los dominios DI de los canales de sodio Nav1.2 y calcio Cav1.1 humanos

Tabla 29. Datos de las proteinas humanas NALCN, Nav1.2 y Cav1.1. Los datos
de la tabla se obtuvieron de UniProtKB y el (%) de identidad de las secuencias se
calculé con Blastp del NCBI.

Cédigo | N° de residuos (%)

Proteina UniProt Dominio | Identidad N°TM

hNALCN Q8IZF0 1-380 100 6

hNav1.2 Q99250 1-451 20.92 6

hCav1.1 Q13698 1-380 20.61 6

S T [ R IR IR [PRRN IRRRRN IS
10 20 30 40 50

hNALCN @  ————mmmmmm mmmmmmm ——— MLKRKQS SRVEAQPVTD FGP-------
hNavl.2 MAQSVLVPPG PDSFRFFTRE SLAAIEQRIA EEKAKRPKQE RKDEDDENGP
hCavl.l = = -~ e e MEPSSP QDEGLRKKQP KKP-—-——-——-
Clustal Co - .. :
hNALCN  —————mmmmm oo DESLSDNAD- —————————— ——————————
hNavl.2 KPNSDLEAGK SLPFIYGDIP PEMVSVPLED LDPYYINKKT FIVLNKGKAI
hCavl.l = = —————mm V PEILPRPPR- -—————————— —m——————
Clustal Co *

52

65
hNAICN @ @ —————————— ILWINKPWVH SLLRICAIIS VISVCMNTPM T----FEHYP
hNavl.2 SRFSATPALY ILTPEFNPIRK LAIKILVHSL FNMLIMCTIL TNCVFMTMSN
hCavli.l1 = H ————- ALF CLTLENPLRK ACISIVEWKP FETIILLTIF ANCVALAVYL
Clustal Co * HE . . N :

. s2
75 97 '0
hNALCN PLOQYVTFT—— —-————— LDTL LMFLYTAEMI AKMHIRGIVK GDSSYVKDRW
hNavl.2 PPDWTKN-=-= —————-— VEYT FTGIYTFESL IKILARGFCL EDFTFLRDPW

hCavl.1l PMPEDDNNSL NLGLEKLEYF FLIVFSIEAA MKIIAYGFLE HQDAYLRSGW

* * * . *

Clustal Co * H : HE : : N

121 136 146
hNALCN CVFDGFMVFC LWVSLVLQVF EIADIVDOMS PWG----MLR IPRPLIMIRA
hNavl.2 NWLDFTVITF AYVTEFVDLG - —-———————= ——————— NVS ALRTFRVLRA
hCavl.1l NVLDFTIVFL GVEFTVILEQV NVIQSHTAPM SSKGAGLDVK ALRAFRVLRP
Clustal Co O .t T : ook,

. s [
155 163
hNALCN FRIYFRFELP RTRITNILKR SGEQIWSVSI FLLFFLLLYG ILGVQMFEG-T
hNavl.2 LKTISVIPGL KTIVGALIQ- SVKKLSDVMI LTVFCLSVFA LIGLQLFMGN
hCavl.1 LRLVSGVPSL QVVLNSIFK- AMLPLFHIAL LVLFMVIIYA IIGLELFKGK
Clustal Co H : : S : : : O A
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210 216
o o
hNALCN FTYHCVVNDT KPGNVTWNSL AIPDT--—-———- —-————————— ——————————
hNavl.2 LRNKCLOQWPP DNSSFEINIT SFEFNNSLDGN GTTEFNRTVSI FNWDEYIEDK
hCavl.1l MHKTCYFIG- —-—-———-— TDIV ATVEN-———=- - ———————=——= ——————————
Clustal Co * : :
233
hNAICN @~ @ ————————— —— HCSPELEE GYQCP-PGFK CMDLEDLGLS RQELGYSGFEN
hNavl.2 SHFYFLEGON DALLCGNSSD AGQCP-EGYI CVK----AGR NPNYGYTSEFED
hCavli.lT ~ -———————- E EPSPCARTGS GRRCTINGSE CRG----GWP GPNHGITHEFD
Clustal Co H * R
(T
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hCavl.1l NFGFSMLTVY QCITMEGWTD VLYWVNDAIG NEWPWIYEFVT LILLGSFFI
Clustal Co : HEE I : : HIEH HE S
1
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hNavi.2 -—-—-—-—----- —————-
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Clustal Co

Figura 77. Alineamiento de las proteinas NALCN, Nav1.2 y Cav1.1. Arriba se indica los segmentos
TM del DI de NALCN (cilindros verdes), la region citoplasmica (linea roja), la region extracelular (linea
azul) y las dianas glicosilables del DI de NALCN en 210 y 216 (esferas negras). Abajo, se muestra el
alineamiento mediante ClustalW de las proteinas NALCN, Nav1.2 y Cav1.1. En las secuencias
alineadas observamos las regiones TM predichas (amarillo), los residuos de NALCN P65, M136 y
L233 en azul (por su ubicacion periplasmica/luminal) y K97, P163 y M380 en rojo (por su ubicacion
citosdlica). Las dianas glicosilables del DI de NALCN N210 y N216 (en negrita). Los principales
residuos del DI de NALCN implicados en la interaccion de los segmentos S1-S4 (S52, D75, R146 y
S121) en turquesa, la regién de NALCN involucrada en el cambio conformacional de a a 1 hélice
(FLAWLVK). (*) coincidencia en gris, (:) conservacion fuerte, (.) conservacion débil.

188



Tabla 30. Segmentos TM de las proteinas NALCN, Nav1.2 y Cav1.1. El numero, la posicién y la
secuencia de los segmentos TM de la tabla se obtuvieron de UniProtKB. Los valores AGapp de cada
segmento TM fueron calculados utilizando AG predictor.

Proteina| TM Posicion Secuencia del TM AGapp
S1 37-57 WVHSLLRICAIISVISVCMNT 1.488
S2 66-90 PLQYVTFTLDTLLMFLYTAEMIAKM 2.382
hNALCN S3 106-127 RWCVFDGFMVFCLWVSLVLQVF -0.289
S4 138-158 PWGMLRIPRPLIMIRAFRIYF 2.329
S5 174-199 | SGEQIWSVSIFLLFFLLLYGILGVQM | -1,093
S6 295-322 | RWRSYFYFITLIFFLAWLVKNVFIAVII [ -2,234
S1 130-148 LFNMLIMCTILTNCVFMTM 0.845
S2 156-176 KNVEYTFTGIYTFESLIKILA 5.135
hNav1.2 | S3 191-208 WNWLDFTVITFAYVTEFV 2.900
S4 215-231 ALRTFRVLRALKTISVI 4.74
S5 251-270 VMILTVFCLSVFALIGLQLF -1,539
S6 402-422 MIFFVLVIFLGSFYLINLILA -1,938
S1 52-70 PFETIILLTIFANCVALAV 0.933
S2 86-106 LEKLEYFFLIVFSIEAAMKII 1.951
hCavl.1 S3 116-136 AYLRSGWNVLDFTIVFLGVFT 2.598
S4 161-179 VKALRAFRVLRPLRLVSGV 5.024
S5 197-218 FHIALLVLFMVIIYAIIGLELF -2.711
S6 310-330 PWIYFVTLILLGSFFILNLVL -2.204

B. Alineamiento de los segmentos S61-1V de NALCN con S6 de la proteina TRPV6.
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hTRPV6_S6

RWRSYFEFYEIT
APVVAIYFIL
-PIHGIYIHV
YAGALMYFECS
-FMYSITYAA

309 314

3mrF::;*3
LTF NVFIAVIIET FAEIR
YHL SLFVAVILDN LELDE
FVFE TLFVGVVIAN FNENK
FYV NLLVAIIVEN FSLFY
FAT NLLIAMMGDT H----

311‘_, 315

329
606
1163
1454
582

(S61)
(S611)
(S6III)
(S61v)

Figura 78. Alineacion de segmentos S6 de NALCN y TRPV6. Los residuos conservados estan
coloreados de azul. Los siete residuos en cada S6 que forman la hélice 1 estan sombreados en amarillo.
Dentro de la hélice 1, los enlaces de hidrogeno formados por el grupo carbonilo de los residuos (i) y el
grupo amino de los residuos (i+5) se indican con lineas rojas. La linea verde indica el enlace de
hidrégeno formado por el grupo carbonilo de los residuos (i) delineados en un cuadro negro con los
residuos (i+4). La linea gris indica interacciones inter-hélice entre los residuos delineados en el cuadro
negro con residuos de otro S6 adyacente. Los residuos estabilizadores de la hélice t del S6 del DI de
NALCN son F308, L309 y W311.
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C. Alineamiento de la secuencia N; de NSP4 de SARS-CoV-2 y 2k-NS4B de
flavivirus

Tabla 31. Informacion de las proteinas NSP4 y 2K-NS4B. Los datos de la tabla se obtuvieron de
UniProtKB con los respectivos cddigos de entrada, la posicion de la proteina NSP4 y 2k-ns4B se indica con
respecto a su primer ORF; y los valores AGapp de cada primer TM fueron calculados utilizando AG
Predictor.

Cédigo | Posicion de la Posicion del
Virus UniProt proteina (aa) primer TM AGapp
nsp4 SARS-CoV-2 | PODTD1 2764-3263 2772-2790 -1.409
2K-ns4B ZIKV Q32ZE1 2243-2516 2248-2265 -0.414
2K-ns4B DENV-4 | P09866 2220-2487 2225-2242 -0.745
2K-ns4B YFV P03314 2234-2506 2239-2256 0.508
2K-ns4B WNV P06935 2247-2525 2252-2269 -0.233
4 s1 F
R O A [ AR RPN IR (RPN R
10 20 30 40 50
nsp4-SARS2  KIVNNWLKQL IKVTLVFLFV AAIFYLITPV HVMSKHTDFS SEIIGYKAID
ns4B-ZIKV SPQD---NQM AIIIMVAVGL LGLI-TANEL GWLERTKNDI AHLMGRREEG
ns4B-DENV4  TPQD---NQL IYVILTILTI IGLI-AANEM GLIEKTKTD- ---FGFYQVK
ns4B-YFV SIQD---NQV AYLIIGILTL VSAV-AANEL GMLEKTKED- --LFGKKNLI
ns4B-WNV SQTD---NQL AVFLICVLTL VGAV-AANEM GWLDKTKNDI GSLLGHRPEA
Clustal Co DX SR : . %
2K NS4B

Figura 79. Alineamiento de la region N-terminal de las proteinas NSP4 y 2K-NS4B. El esquema
de arriba nos indica el segmento TM S1 (cilindro verde) de ambas proteinas, la regién citoplasmica de
la proteina (linea roja) y la region orientada hacia el lumen (linea azul). Abajo, se muestra el
alineamiento utilizando ClustalW de las proteinas nsp4 y NS4B. La region TM predicha manualmente
usando AG predictor (amarillo) y el sitio de procesamiento (residuos en rojo). (*) coincidencia, (:)
conservacion fuerte de residuos, (.) conservacion débil. 2K, es la region escindida que funciona como
péptido sefial de la proteina NS4B del virus Zika (ZIKV), Dengue serotipo 4 (DENV4), Fiebre amarilla
(YFV) y virus del Nilo occidental (WNV).

D. Alineamiento de las secuencias de la proteina NSP4 de 5 coronavirus humanos

Tabla 32. Datos de la proteina NSP4 de 5 coronavirus. Los datos de la tabla se obtuvieron de
UniProtKB, la ubicacion de la proteina nsp4 esta indicada segun su posicion aminoacidica con
respecto al ORF1a. El (%) de identidad de las secuencias de la proteina nsp4 de cada coronavirus
fue calculado con Blastp del NCBI.

Caodigo Ubicacion de la (%)
Virus UniProt proteina nsp4 N° de residuos [ldentidad
SARS-CoV-2 | PODTD1 2764-3263 500 100
SARS-CoV | POC6US8 2741-3240 500 80
MERS-CoV | K9N638 2741-3247 507 39.96
HCoV-OC43 | POC6U7 2751-3246 496 42.83
HCoV-HKU1 | POC6X4 2789-3284 496 43.7
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Figura 80. Alineamiento de las proteinas nsp4 de cinco coronavirus. El esquema de arriba nos
muestra los segmentos TM (cilindros verdes), la region citoplasmica de la proteina NSP4 (linea roja)
y la regién luminal (linea azul). Abajo, se muestra el alineamiento mediante ClustalW de las proteinas
NSP4 de 5 coronavirus (SARS-CoV-2, SARS-CoV, MERS-CoV, HCoV-OC43 y HCoV-HKU1). En las
secuencias observamos las regiones TM predichas (amarillo), el segmento TMs13-335 (fucsia) el sitio
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de procesamiento de NSP4 del SARS-CoV-2 (residuos en negrita-cursiva) y sus residuos V32, E141,
G164, D279, Y335 en azul (por su ubicacion periplasmica/luminal), H313, P371, Y397 y Q500 en rojo
(por su ubicacion citosdlica) y diana no candnica NIC (en turquesa). El residuo Y362 tiene ubicacion
TM. (*) coincidencia en gris, (:) conservacion fuerte de residuos, (.) conservacion débil.
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Tabla 33. Segmentos TM de NSP4 de cinco coronavirus. El niumero, la posicién y la secuencia
de los segmentos TM de la tabla se obtuvieron de UniProtKB. Los valores AGapp de cada
segmento TM fueron calculados utilizando AG predictor.

Posicion del
Virus TMs ™ Secuencia del TM AGapp
nsp4 SARS-CoV-2 ™1 2776-2796 VTLVFLFV AAIFYLITPV HVM -0,308
T™M2 3045-3065 ASIVAGGIVAIVVTCLAYYFM -0,768
T™M3 3100-3120 FLPGVYSVIYLYLTFYLTNDV 2,21
TM4 3128-3148 WMVMFTPLVPFWITIAYIICI 0,526
nsp4 SARS-CoV T™1 2755-2775 LLCVLAALVCYIVMPV HTLSI 0,313
TM2 3022-3046 ASVVAGGIIAILVTCAAYYFMKFR -0,309
TM3 3077-3097 FLPGVYSVFYLYLTFYFTNDV 2,464
TM4 3105-3125 WFAMFSPIVPFWITAIYVFCI 0,976
nsp4 MERS-CoV T™M1 2757-2777 VLATIIVFLC AVLMYLCLPT F -2,252
TM2 3028-3048 TTSLVLGIGLCAFLTLLFYYI -2,458
TM3 3062-3082 AVIAVVAAVLNSLCICFVASI 0,678
TM4 3104-3124 PAFIMHVSWYIMFGPIVPIWM 2,583
TM5 3125-3145 TCVYTVAMCFRHFFWVLAYFS 1,677
nsp4 HCoV-OC43 T™M1 2752-2772 VFSYFVYVCFVLSLVCFIGLW -2,11
TM2 2824-2844 TFGLSYYSNSMACPIVVAVI 4,22
TM3 3009-3029 VFDLIYQLFKGLAQPVDFLAL 5,747
TM4 3031-3051 ASSIAGAILAVIVVLVFYYLI -2,046
TM5 3063-3083 VVFVNVIVWCVNFMMLFVFQV 0,967
TM6 3090-3110 VYAICYFYATLYFPSEISVIM 3,1
TM7 3115-3135 LVMYGTIMPLWFCLLYIAVVV -0,557
nsp4 HCoV-HKU1 ™1 2794-2814 LLYILFFISLICFILLWALLP -5,237
T™M2 3069-3089 ASSIFGAILAIVVVLVFYYLI -2,344
TM3 3101-3121 VWINVIVWCINFLMLFVFQV 0,5
T™M4 3128-3148 VYACFYFYVTLYFPSEISVIM 2,799
TM5 3153-3173 IVMYGAIMPFWFCVTYVAMVI 0,751
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