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Resumen

El virus Orf es el causante del ectima contagioso, una enfermedad global que afecta al ganado ovino y caprino. Este virus
tiene un genoma de ADN de doble cadena y pertenece al género Parapoxvirus de la familia Poxviridae. Los virus de esta
familia desarrollan diversas estrategias para infectar a los huéspedes y evadir sus defensas. Una de estas estrategias
consiste en interferir con la via de sefializacion JAK-STAT, desfosforilando el factor de transcripciéon STAT1 en la Tyr™,
bloqueando asi la respuesta antiviral mediada por interferén. En estudios previos de nuestro grupo, se llevé a cabo la
caracterizacion estructural y bioquimica de la fosfatasa de tirosina OH1 del virus Orf, y se demostr6 su interaccién y
actividad con STAT1. Asimismo, nuestro grupo propuso, basados en resultados experimentales in silico, la hip6tesis de que
en una primera etapa, la fosfatasa viral OH1 recluta a STAT1 a través de la Tyr'*?, para luego, en una segunda etapa,

desfosforilar la Tyr’?! de STAT1, bloqueando asi su dimerizacién e importacion al nucleo.

En esta tesis, se busc6 avanzar en entender el mecanismo de reclutamiento del sustrato STAT1 por parte de la fosfatasa
viral OH1. Para ello, se produjo de forma recombinante la forma salvaje de OH1 (OH1"") y mutantes relevantes para la
dimerizacion (OH1%), la actividad (OH1¢1%%) y para el reclutamiento de STAT1 (OH1Y'5F y OH1Y!52F), Se caracterizo la
actividad fosfatasa de estas variantes de OH1 utilizando un sustrato artificial no proteico de fosfatasas. Asi, se confirmé la
actividad fosfatasa de la OH1"" y la ausencia de esta para el mutante en la cisteina catalitica OH1¢''?5, Ademads, se observo
que OH1%5S, mutante en la cisteina responsable de estabilizar el dimero de OH1 mediante un puente disulfuro, present6
una disminucién considerable en la actividad respecto a OH1W". Este resultado difiere de lo que se observé en un lote
anterior producido en nuestro laboratorio, en el cual no se detecté pérdida de actividad. Esto seguramente se debi6 a
problemas en la purificacién de este nuevo lote, aspecto que se discute en la tesis. Los mutantes OH1Y!51F y QH1Y!52F
también mostraron una importante reduccién de la actividad comparada con OH1W" (>75 %). Este resultado no fue el
esperado, ya que la actividad se evalud con un sustrato pequefio y no proteico, el cual interactda directamente a través
del sitio activo de las fosfatasas, y no es reclutado como lo seria STAT1 por un sitio diferente. Sin embargo, no se descarta
que la pérdida en la actividad se deba al cambio de aminodcido o a la calidad de la proteina recombinante producida, por

lo cual se deberan evaluar nuevos lotes.

Posteriormente, se realizaron ensayos celulares en el modelo HeLa, donde se evalud el efecto de la expresion de la OH1 y
sus variantes en la importacién de STAT1 al nucleo. Ensayos previos del grupo mostraron que la expresion de OH1%T y del
mutante inactivo OH1¢% afectan la importacion de STAT1 al nucleo, esto respalda la hipdtesis planteada de
reclutamiento de STAT1 por un sitio diferente al sitio activo. En los ensayos celulares realizados en la presente tesis, se
reprodujo el efecto observado para el mutante inactivo (OH1¢!%), detectdndose una disminucién de la importacion
nuclear de STAT1, pero para la OH1"T la tendencia observada no fue significativa. Por otro lado, en este trabajo se evalud
por primera vez el efecto de la expresidon de los mutantes OH1Y'51F y OH1Y!%%F, observandose que estos no afectaron la
importacion nuclear de STAT1. Este ultimo resultado apoya la hipdtesis de interaccion propuesta por el grupo. No
obstante, debido a la discrepancia en los resultados obtenidos para la expresion de la OH1"T y a la necesidad de un mayor

numero de réplicas, las conclusiones que se pueden sacar son limitadas.
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Lista de Abreviaturas

Antigen Presenting Cells (Células presentadoras de antigenos).

Ankyrin repeat (Motivos repetidos de anquirina).

Antibiotico.

Bovine Papular Stomatitis Virus (Virus de la estomatitis papular bovina).

Bovine serum albumin (Sero albumina bovina).

Chemokine Binding Protein (Proteina de union a quimioquinas).

4’ ,6-diamino-2-fenilindol.

Dulbecco’s Modified Eagle Medium.

Densidad Optica.

Dual-Specificity Phosphatases (Fosfatasas de doble especificidad).

Ditiotreitol.

Desoxyuridine 5>-triphosphatase (Desoxiuridina 5-trifosfato nucleotidohidrolasa).
Ethylenediaminetetraacetic acid (Acido etilendiaminotetraacético).

Enhanced Green Fluorescent Protein (Proteina fluorescente verde mejorada).

Fosfatasa alcalina.

Glucosaminoglucanos.

GM-CSF-inhibitory factor (Factor inhibidor de GM-CSF).

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos).
Glutatién S-transferasa.

Acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfénico.

Hidden Markov Model (Modelo oculto de Markov).

Horseradish peroxidase (Peroxidasa de rdbano).

Indirect Immunofluorescense (Inmunofluorescencia indirecta).

Interferon.

Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography (Cromatografia de afinidad de iones metélicos inmovilizados).
Internal Ribosome Entry Site (Sitio interno de entrada al ribosoma).

Interferon Regulatory Factor 3 (Factor regulador 3 del interferén).

Interferon Stimulated Response Elements (Elementos de respuesta estimulada por interferdn).
Janus Kinases (Quinasas de Janus).

Lisogeny Broth (Caldo de lisogenia).

Multiple Alignment using Fast Fourier Transform (Alineamiento multiple mediante transformada rapida de Fourier).
Major Histocompatibility Complex (Complejo mayor de histocompatibilidad).

Normal Mode Analysis (Andlisis de modo normal).

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de los
linfocitos B activados).

Orf Virus (Virus Orf).

Orf Virus Interferon Resistance Protein (Proteina de resistencia al interferén ovina).
Phosphate-buffered saline (Tampon fosfato-salino).

Pseudocowpox virus (Virus de la pseudoviruela bovina).

Protein Data Bank (Banco de datos de proteinas).

Protein inhibitors of activated STATs (Inhibidores proteicos de STATs activados).

Protein kinase R (Proteina quinasa R).

Protein tyrosine phosphatases (Fosfatasas de tirosina).

Polyvinylidene fluoride (Fluoruro de polivinilideno).

Reticulo Endopldsmico.

Suero Fetal Bovino.

Src Homology 2 domain.

Suppressor of cytokine signaling proteins (Supresores de la actividad de citoquinas).

Signal transducer and activator of transcription (Factores transductores de sefiales y activadores de la transcripcion).
Temperatura ambiente.

Transactivation domain (Dominio de transactivacion).

Tris-acetate-EDTA (Tampon formado por Tris, acetato y EDTA).

Tris-buffered saline and Tween 20 (Tampon Tris salino con Tween 20).

Tobacco Etch Virus nuclear-inclusion-a endopeptidase (Endopeptidasa del virus del grabado del tabaco).
Tumor Necrosis Factor alpha (Factor de necrosis tumoral alfa).

Vaccinia Virus (Virus vaccinia).

Viriones envueltos extracelulares.

Viral Endotelial Growing Factor (Factor de crecimiento endotelial vascular).

Viral Interleucine 10 (Interleuquina viral 10).

Viriones maduros intracelulares.

Bucle formado por los residuos triptéfano, prolina y aspartato.
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I.I  Generalidades sobre el virus Orf y el Ectima Contagioso

Los poxvirus, pertenecientes a la familia Poxviridae, son virus de gran tamafio con genoma de ADN de doble cadena, que
se replican exclusivamente en el citoplasma de sus células huésped. Se agrupan en dos subfamilias: Chordopoxvirinae,
que infectan vertebrados (mamiferos, aves, reptiles y peces); y los Entomopoxvirinae, que infectan a los insectos. Hasta la
fecha, se han reconocido 18 géneros dentro de la subfamilia Chordopoxvirinae, entre ellos los Orthopoxvirus, que incluye
el virus de la viruela y su virus vacunal Vaccinia (VACV), y los Parapoxvirus (McInnes et al., 2023). Dentro de los
Parapoxvirus, se destaca el virus Orf (ORFV), agente etioldgico del Ectima Contagioso (EC); también conocido como
dermatitis pustular contagiosa o «boquera de los corderos». El EC es una enfermedad zoonética de distribucién mundial
que afecta principalmente al ganado ovino (Ovis aries) y caprino (Capra hircus), siendo mas grave en esta ultima especie y
causando pérdidas econdémicas importantes en la produccién agropecuaria. También se han reportado infecciones en
otros animales como camellos (Camelus dromedarius), renos (Rangifer tarandus), bueyes almizcleros (Ovibos moschatus) y
seraues japoneses (Capricornis crispus) (Spyrou & Valiakos, 2015; Wang et al., 2019). Este virus también afecta a los
trabajadores que mantienen un estrecho contacto con los animales infectados, en particular a matarifes, veterinarios y

cuidadores de animales (Nougairede et al., 2013).

El ORFV es resistente a la desecacion y puede mantenerse viable en la lana de animales infectados, facilitando asi su
dispersion a través de fémites (Spyrou & Valiakos, 2015). La transmision del virus se realiza por contacto, entrando a
través de la piel dafiada y replicaAndose en las células epidérmicas. Esto suele ocurrir durante el pastoreo y a través de las
abrasiones desarrolladas en los labios, las fosas nasales y la boca causada por alimentos secos (Nougairede et al., 2013). El
EC es una enfermedad autolimitante que genera lesiones alrededor del hocico y las comisuras labiales del animal, a veces
también afecta a las encias y la lengua, especialmente en corderos jévenes. Los parpados, las patas y los pezones pueden
verse afectados ocasionalmente. Las lesiones se presentan como ulceraciones con formacién de costras que sangran con
facilidad (figura 1.1 A). No hay evidencia de propagacién sistémica del virus y las reinfecciones son frecuentes (Haig &

Mercer, 2002).

Los animales jévenes suelen sucumbir a causa de lesiones orales que dificultan la lactancia, infecciones bacterianas y
fungicas secundarias, o infestacién por larvas de dipteros (Spyrou & Valiakos, 2015). En los rebafios donde la enfermedad

aparece por primera vez, la morbilidad suele ser alta, pero la mortalidad es por lo general baja (<1 %) (Hosamani et al.,
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2009). En humanos, la infeccion suele manifestarse en la cara dorsal de las manos y los dedos en personas
inmunocompetentes (figura 1.1 B). A veces, pueden aparecer sintomas como, fiebre, malestar e inflamacién de los

ganglios linfaticos. Es una enferedad que suele resolverse en 4 a 8 semanas (Diven, 2001).

Figura 1.1. Lesiones caracteristicas del EC causadas por ORFV. A) Costras alrededor del hocico de una oveja adulta. Adaptado
de da Costa et al., 2019. B) Lesion pustular en la mano. Adaptado de www.dermnetnz.org.

Existen vacunas contra el EC. Las mismas se producen sobre la base de virus propagados in vivo (a partir de material de
costra) o en cultivos celulares. Aunque las vacunas pueden reducir la gravedad y duracién de la enfermedad, su efecto
inmunitario no es prolongado (4 a 6 meses), lo que permite que los animales vacunados se reinfecten con frecuencia
(Haig & McInnes, 2002; Hosamani et al., 2009). En Uruguay, el laboratorio Virbac comercializa una vacuna liofilizada de
fabricacién nacional llamada Ectisan, elaborada utilizando aislamientos nacionales de virus vivo atenuado (Olivero,
2008). No existe una vacuna aplicable en humanos para prevenir el contagio del ORFV. Los individuos vacunados contra
el virus de la viruela, perteneciente al género Orthopoxivirus, no estan inmunizados contra el ORFV (Yirrel et al., 1994). En
sintesis, aunque el EC suele ser una enfermedad autolimitada de la cual muchos animales pueden recuperarse sin
consecuencias a largo plazo, las repercusiones inmediatas de un brote representan un desafio econémico para los
productores. La suma de estos costos en una regién o pais puede tener implicancias econdmicas significativas,

especialmente en dreas donde la cria de ovejas y cabras es una industria importante.
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1.2 Estructura del ORFV

Los virus que pertenecen al género Parapoxviridae, como el ORFV, comparten similitudes en cuanto a su morfologia,
organizacion gendémica y mecanismo de virulencia. Al igual que otros poxvirus, poseen una capside con morfologia
compleja, que no presenta simetria helicoidal ni icosaédrica (figura 1.2). Se diferencian de otros poxvirus por la forma
ovoide de sus particulas virales, el patrén entrecruzado en forma de «ovillo de lana» en la superficie de la particula y el
tamafio relativamente pequefio de su cdpside (260x160 nm para ORFV). También se caracterizan por el alto porcentaje de
GC de su genoma, 64 %, notablemente mayor al 30-40 % de otros poxvirus (Nagington & Horne, 1962; Nagington et al.,
1964; Spyrou & Valiakos, 2015; Wittek et al., 1979).

Cuerpo lateral

Filamento de
superficie

Envoltura

Superficie de
membrana

Nucleoproteina

100 nm

Membrana Nuclear
Figura 1.2. Estructura del ORFV. A la izquierda se muestra una micrografia electronica de una particula de ORFV, donde se
aprecia la morfologia compleja de la capside, presentando una estructura ovoide con forma de «ovillo de lana». A la derecha se

muestra un esquema con los diferentes componentes de la particula viral. Imagenes adaptadas de Olivero, 2012 y Maclachlan &
Dubovi, 2011.

El genoma de ORFV, uno de los mds pequefios de la familia Poxviridae, tiene aproximadamente 140 kpb y cuenta con 132
marcos abiertos de lectura. La figura 1.3 muestra un esquema del genoma de un poxvirus. La region central contiene
genes que son esenciales para la replicacién del ADN y la produccién de particulas virales en las células infectadas,
mientras que los genes de las regiones terminales codifican factores de virulencia involucrados en la patogénesis viral y
se encuentran flanqueados por repeticiones terminales invertidas (ITR) de 3 kpb (figura 1.3) (Wittek & Moss, 1980). Los

genes de la region terminal tienden a ser especificos de género y codifican factores de virulencia y proteinas que

interactian con los componentes del sistema inmunitario del huésped (Haig & Mercer, 1998).
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Figura 1.3. Esquema del genoma de un poxvirus (cepa VACV WR). Los ORFs se muestran como flechas coloreadas que indican
la direccion de la transcripcion. Las flechas azules indican la transcipcion de los genes tempranos, las verdes la transcripcion de
los genes intermedios y las rojas la transcripcion de los genes tardios. En amarillo se representan los genes no expresados. Los
numeros del 1 al 194711 indican las posiciones de nucleétidos en el genoma del VACV. La fosfatasa VH1, analoga a OH1 del
OREFV, es codificada por el gen H1L ubicado entre los 87000 y 88000 pb del genoma de VACV WR. Adaptado de Yang et al., 2011.
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[.3 Ciclo replicativo de los Poxvirus

Como se ha indicado anteriormente, los miembros de la familia Poxviridae, al que pertenece ORFV, replican enteramente
en el citoplasma celular por una via morfogenética compleja, pero ampliamente conservada. El virus mds estudiado de
esta familia es el virus vacunal de la viruela, del cual se ha descrito con detalle su ciclo replicativo (figura 1.4). Durante su
ciclo replicativo, VACV produce dos tipos de particulas virales infecciosas morfoldgicamente distintas: los viriones
maduros intracelulares (VMI) y los viriones envueltos extracelulares (VEE), ambos capaces de iniciar la infeccién. Tanto
los VMI como los VEE difieren en sus glicoproteinas de superficie y en el nimero de membranas envolventes. Los VMI
consisten en el nucleo viral que contiene el genoma de ADN doble cadena, dos cuerpos laterales proteicos y una bicapa
lipidica con al menos 25 proteinas virales. Los VEE, por su parte, son particulas virales similares los VMI rodeadas por
una segunda membrana viral derivada del aparato de Golgi, que incluye proteinas celulares y al menos 6 proteinas
virales unicas. Se considera que los VMI son producidos mds abundantemente y se cree que median la transmisidn entre
diferentes individuos, mientras que los VEE estarian implicados en la propagacion del virus dentro de un huésped
infectado (Schmidt et al., 2012; Smith et al., 2002). Aunque los VEE se diferencian de los VMI por poseer una membrana
adicional, se piensa que la misma se rompe poco después de unirse a la superficie celular, por lo que la fase de entrada y
de fusioén son similares para ambos viriones. La unién del virién estd determinada por varias proteinas virales y por los
glucosaminoglucanos (GAG), como el condroitin sulfato y heparan sulfato presentes en la superficie de la célula diana o
por componentes de la matriz extracelular (Bengali et al.,, 2009; Carter et al., 2005; Whitbeck et al., 2009). Se han
identificado cuatro proteinas virales de VACV que intervienen en la unién de los VMI: los productos de los genes A27L y
H3L que interaccionan con hepardn sulfato, la proteina D8L que interacciona con condroitin sulfato y A26 con la
laminina, un componente de la matriz extracelular (Chiu et al., 2007; Chung et al., 1998; Hsiao et al., 1998, 1999; Lin et al.,
2000). Hasta la fecha, no se han descubierto receptores celulares especificos necesarios para la fusién y entrada de los

viriones al citoplasma celular.

Dependiendo de la cepa de VACV y el tipo de particula viral (VMI o VEE), la entrada a la célula puede ocurrir mediante
fusion con la membrana plasmaética o la inducciéon de la macropinocitosis como se muestra en la figura 1.4 (Armstrong et
al., 1973; Carter et al., 2005). La siguiente etapa del ciclo replicativo consiste en un cambio morfolégico del nucleo viral,
pasando de ser bicéncavo a oval, en un proceso denominado «activacion del nucleo viral», seguido por la liberacion de los

cuerpos laterales al citosol de la célula (Bidgood & Mercer, 2015). La replicacién viral se caracteriza por tres oleadas de
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sintesis de ARNm y proteinas virales conocidas como: temprana, intermedia, y tardia; a las que sigue la morfogénesis de
las particulas infecciosas. La transcripcion de los genes tempranos se produce antes de que el genoma se desnude por
completo y prepara el terreno para la replicacion del ADN viral (Bidgood & Mercer, 2015). La sintesis del ADN se produce
en lugares discretos del citoplasma llamados «factorias virales», una regién de citosol electrondensa y desprovista de
organelos celulares. La sintesis del ADN comienza con una muesca en una de las horquillas terminales para producir un
extremo 3’ que sirve de cebador. El proceso de replicacién del ADN implica la formacién y resolucion de las horquillas
para producir concatémeros cabeza-cabeza y cola-cola. El ultimo paso del proceso es la ligacion para formar una nueva
molécula cerrada covalentemente. Los genomas replicados sirven de molde para la transcripcidn de genes intermedios y
tardios, codificando proteinas estructurales, factores de ensamblaje (proteinas andamio y chaperonas), enzimas y factores
de transcripcion necesarios para la infeccién de nuevas células (McFadden, 2005). El ensamblaje de las particulas virales
inicia en las factorias virales con la aparicién de estructuras morfolégicamente distintas llamadas «crecientes
semilunares» y «viriones inmaduros circulares». La incapacidad de discernir conexiones entre las membranas viricas y
los organelos celulares condujo a la idea de que las membranas viricas se formaban «de novo» (Dales & Mosbach, 1968).
Sin embargo, las conexiones podrian ser transitorias y se ha considerado un origen a partir de las membranas celulares
que comprenden el compartimento intermedio entre el reticulo endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi, como se observa
en la figura 1.4 (Chlanda et al., 2009; Sodeik & Krijnse-Locker, 2002; Weisberg et al. 2017). Los viriones se forman durante
un proceso en el que los crecientes semilunares se cierran alrededor de un material electrondenso rico en proteinas
(Wolffe et al., 1996). El genoma viral entra en las semilunas antes de que se cierren por completo (Morgan, 1976). Tras el
cierre de la envoltura, el material capturado se reorganiza y coalesce para formar el nucleo y los cuerpos laterales, dando
lugar a la forma ovoide del VMI (Sodeik et al., 1993). E1 VMI se transporta a través de microtibulos y se envuelve con la
membrana derivada de la cara trans del aparato de Golgi, constituyendo un VEE (Schmelz et al., 1994). Estos viriones
envueltos pueden iniciar la polimerizacién de actina, que propulsa la particula en una cola de actina hacia una célula

adyacente, o salir de la célula por fusidn con la membrana citoplasmadtica (Smith et al., 2002).
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Figura 1.4. Esquema del ciclo replicativo de los Poxvirus. Imagen adaptada de https://viralzone.expasy.org/4399.
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.4 Mecanismos de evasion de la respuesta immune de los Poxvirus

Los poxvirus codifican diversas proteinas que interfieren con la respuesta inmunitaria, tanto innata como adaptativa.
Muchas de estas proteinas, descritas inicialmente para VACV, se han encontrado también en otros miembros de esta
familia viral. Como se describié previamente, los factores de virulencia se localizan principalmente en las regiones
terminales del genoma viral. E1 namero y el tipo de antagonistas inmunitarios varian considerablemente. Estos factores
contribuyen significativamente al rango de hospedero y a la virulencia del virus. Cabe destacar que algunos de estos
factores son proteinas similares a proteinas presentes en mamiferos. En la figura 1.5, se representa de forma esquematica
la mayoria de estas proteinas inmunomoduladoras de los poxvirus, donde se encuentran representados varios de los

factores de virulencia del ORFV.
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Figura 1.5. Factores de virulencia de los Poxvirus y sus blancos celulares. Las proteinas representadas en rojo corresponden a los
factores de virulencia de los poxvirus, mientras que sus blancos se indican con una flecha. Imagen adaptada de Harrison et al.,
2004.
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En el caso de ORFV, se destacan varios factores de virulencia que se describen a continuacion. El factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) viral, denominado (VEGF-E), fue el primer factor de virulencia descrito con un papel relevante
en la patogénesis de ORFV (Lyttle et al., 1994). A través de su interaccion exclusiva con el receptor 2 de VEGE, VEGF-E
induce la proliferacion de células epidérmicas y endoteliales, aumenta la permeabilidad vascular y la angiogénesis
dérmica. Esto conduce a un aumento del crecimiento viral y la replicacién en las células epidérmicas. VEGF-E sostiene
esta respuesta regenerativa al fomentar la regeneracién epidérmica, a la vez que suministra sustratos celulares
necesarios para la replicacion viral. VEGF-E también contribuye a la formacion de costras ricas en particulas virales (Haig

& McInnes, 2002; Meyer et al., 1999; Wise et al., 2012).

La proteina viral de resistencia al interferén ovino (OVIFNR) inhibe la respuesta antiviral mediada por interferén gamma
(IFN-y). Este factor viral actua inhibiendo la activacién de la quinasa R (PKR) y de la 2’-5-oligoadenilato sintetasa,
evitando la inhibicién de la traduccién y degradacion de los ARNm celulares y virales. Por lo tanto, OVIFNR permite que el

virus Orf use la maquinaria de sintesis de proteinas de la célula huésped (Haig & McInnes, 2002).

Otra proteina inmunomoduladora codificada por ORFV es el factor inhibidor del factor estimulante de colonias de
granulocitos y macroéfagos (GM-CSF) y de la IL-2, denominado GIF (Deane et al., 2000). Se expresa tardiamente en el ciclo
replicativo del virus a diferencia del resto de las proteinas inmunomoduladoras. El GM-CSF estimula la diferenciacién y
activacion de los macréfagos, lo que a su vez da lugar a la presentacion de antigenos a los linfocitos T. También favorece
el reclutamiento y la funcién de presentacidn de antigenos de las células dendriticas. GIF, al suprimir la funcién de la IL-2
y el GM-CSF, impide la activacion de leucocitos y células dendriticas, lo que resulta en la inhibicién de la respuesta

inmune y favorece la supervivencia de ORFV (Fleming et al., 2015).

La interleuquina 10 del virus Orf (vIL-10) presenta una homologia a nivel genético considerable con la IL-10 de ovino (80
%), de bovino (75 %), de humano (67 %) y de ratén (64 %) y es funcionalmente indistinguible de la IL-10 de los mamiferos.
En un modelo murino, se ha demostrado que vIL-10 desempefia un papel importante en la inmunosupresion, al inhibir la
sintesis de citoquinas de los macréfagos (Fleming et al., 1997). Ademas, inhibe la maduracién y funcién de las células
presentadoras de antigenos (APC). Esto, a su vez, resulta en la inhibicidn de la expresion de citoquinas por parte de las
células Th1, a saber: IL-2, IL-3, IFN-y y GM-CSFE. Tanto la vIL-10 como la IL-10 inhiben la produccién de IFN-y a partir de
linfocitos activados, asi como la produccién del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y de la IL-8 de macréfagos y

queratinocitos (Fleming et al., 2015).
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El ORFV también produce una proteina especializada conocida como proteina de unién a quimioquinas (CBP). Esta
proteina actia inhibiendo el mecanismo antiviral de las células inmunitarias (Seet et al., 2003). Dicha proteina muestra
una similitud estructural y funcional con las proteinas CBP-II encontradas en otros poxvirus. ORFV secreta la CBP en el
epitelio de la piel, lo que resulta en una inhibicién competitiva de la interaccion entre las quimioquinas y sus receptores
afines. Esto conduce a una reduccion en la quimiotaxis y el reclutamiento de leucocitos, previniendo asi la inflamacién al

inhibir el movimiento de monocitos y células dendriticas (Lateef et al., 2010).

C6 es un inhibidor multifuncional del interferon, puede disminuir su produccién e inhibir la sefializacién inducida por
interferdn y, en consecuencia, la expresion de genes estimulados por interferén. Primero, bloquea la induccion de IFN-f
al unirse a las proteinas adaptadoras TBK1 en el citoplasma para inhibir la activacién de IRF3. En segundo lugar
copurifica con STAT2 y actua dentro del nucleo para bloquear la transcripcién de genes que llevan una secuencia

promotora llamada ISRE (elemento de respuesta estimulada por interferén) (Smith, 2018).

ORFV codifica varias proteinas que promueven la supervivencia del virus, incluidas las dUTPasas, factores moduladores
de NF-kB, proteinas con repeticiones de anquirina (ANK) y el gen 125 de ORFV. La dUTPasa inhibe la incorporacién de un
exceso de dUTP en el ADN vy, por lo tanto, reduce la frecuencia de mutacién y preserva la estabilidad genética (Hosamani
et al,, 2009). Por otro lado, la familia de factores de transcripcién NF-kB juega un papel clave en la modulacién de las
respuestas inmunitarias tempranas contra las infecciones virales. ORFV codifica tres genes (ORFV002, ORFV024 y
ORFV121) que modulan la actividad de NF-«kB dirigiéndose a partes unicas de la via, tanto a nivel citoplasmatico como
nuclear (Diel et al., 2010, 2011). Las ANK son una gran familia de proteinas codificadas por casi todos los poxvirus. Estas
proteinas, compuestas por multiples copias del motivo repetido de anquirina (ANK), median la interaccién proteina-
proteina en células eucariotas (Mosavi et al., 2004). El gen 125 de ORFV codifica una proteina con actividad antiapoptética
por un mecanismo similar a la de Bcl-2. Este es un nuevo mecanismo de evasion inmune por parte de los parapoxvirus y

no se han encontrado ortélogos en otros virus (Westphal et al., 2007).

Finalmente, el virus Orf codifica para una fosfatasa de tirosina, que nuestro grupo viene estudiando desde hace tiempo, y
nombramos como OH1 (Segovia et al., 2017). Su ortélogo, VH1 de VACV, es un factor de virulencia que ha sido muy

estudiado y que se caracteriza por estar localizado en la region central y conservada del genoma viral.
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|.5 Lafosfatasa OHI

Las fosfatasas de doble especificidad (DSP) comprenden una subclase de fosfatasas, dentro de la familia de las fosfatasas
de tirosina (PTP), que desfosforilan tanto los residuos de fosfotirosina, como los de fosfoserina y fosfotreonina. Todas
estas enzimas comparten un mecanismo catalitico similar, por el cual un residuo de cisteina conservado forma un
intermediario covalente con el grupo fosfato a eliminar. El sitio activo de dichas enzimas contiene un bucle de unién a
fosfato (bucle P), que contiene la cisteina catalitica; y un bucle que contiene al aspartato catalitico (bucle WPD), residuo
que actua como un catalizador acido-base durante la reaccién (figura 1.6) (Zhang, 1998). Las DSP comparten una topologia
comun con otras fosfatasas de tirosina clasicas, sin embargo, muestran diferencias estructurales marcadas en la
arquitectura del sitio activo. Las DSP presentan una hendidura catalitica poco profunda de solo ~6 A de profundidad, que
les permite acomodar los residuos de fosfotirosina y fosfotreonina/serina. Por el contrario, el residuo catalitico de cisteina
de las proteinas-tirosina fosfatasas clasicas se asienta en el fondo de un bolsillo de ~9 A de profundidad, que reconoce

selectivamente las fosfotirosinas (Yuvaniyama et al., 1996).
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Figura 1.6. Mecanismo catalitico de las PTP. En (a) se muestra como el atomo de azufre de la cadena lateral de la cisteina
nucledfila del bucle P, reacciona con el sustrato entrante fosforilado en tirosina, formando un intermediario cisteinil-fosfato,
reaccion asistida por un aspartato conservado del bucle WPD que actia como acido facilitando el ataque nucleofilico y la
transferencia del grupo fosfato a la cisteina catalitica. En (b) se muestra la hidrélisis del intermediario cisteinil-fosfato, en el cual
interviene una molécula de agua coordinada por una glutamina conservada del bucle Q y el aspartato conservado, esta vez
actuando como base, aceptando un proton de la molécula de agua que se convierte en un ion hidréxido. Este ion hidroxido luego
ataca el atomo de fésforo del intermediario cisteinil-fosfato, lo que lleva a la liberaciéon de fosfato inorganico y regenera el residuo
de cisteina catalitica. Esta accién como base general es crucial para completar el ciclo catalitico y reiniciar la enzima para otra
ronda de actividad. (Zhang, 1998). Imagen adaptada de Ahuja, 2018.



Introduccién

La primera DSP identificada fue VH1 de VACV (Guan et al., 1991). El gen que codifica VH1 esta conservado entre los virus
de ADN de doble cadena de la familia Poxviridae y es esencial para la viabilidad del virus vaccinia en cultivos celulares
(Liu et al., 1995). Se ha demostrado que VH1 es necesaria para evadir los mecanismos de defensa del huésped durante la
infeccién al bloquear la sefializacién del IFN-y. Esta funcién depende de la capacidad de VH1 para desfosforilar
especificamente a STAT1 (transductor de sefial y activador de la transcripcién 1) (Guan et al,, 1991; Koksal et al., 2009).
Adicionalmente, se ha estimado por inmunoensayos que cada particula viral lleva aproximadamente unas 200 moléculas
de la fosfatasa VH1 empaquetadas en los cuerpos laterales del virién. Los cuerpos laterales son estructuras proteicas que
transportan las proteinas efectoras virales al citosol de la célula durante la entrada del virién. En este lugar, se han
detectado también otras dos proteinas virales: una fosfoproteina (F17R), y una glutarredoxina-2 viral (G4L). Se ha
demostrado que la actividad del proteasoma es necesaria para facilitar la disgregacion de los cuerpos laterales, 1o cual

ocasiona la liberacién de las proteinas virales al citosol (Liu et al., 1995; Schmidt et al. 2013; Bidgood et al. 2022).

OH1 es una DSP homologa a la fosfatasa VH1 de VACV, con la cual presenta un 42 % de identidad de secuencia, y es
codificada por el gen ORFVO057. Harvey et al. (2015) sugirieron que esta fosfatasa tiene un papel importante en la
inhibicién de la via de sefializacién JAK-STAT del huésped, como descrito para VH1 (Koksal et al., 2009; Najarro et al.,
2001). Nuestro grupo ha logrado caracterizar exitosamente la estructura cristalografica de OH1 (Segovia et al., 2017). En
contraste con VH1 de VACV donde el homodimero estd estabilizado de forma no covalente (Koksal et al., 2009), el
homodimero de OH1 est4 estabilizado mediante un enlace disulfuro que involucra a la Cys!®> de ambos monémeros (figura
1.7). La estructura cuaternaria de OH1 es probablemente una estructura prototipica de las fosfatasas del género
Parapoxvirus (Segovia et al., 2017). Mediante diferentes ensayos bioquimicos con OH1 salvaje y mutantes, nuestro equipo
logré demostrar que la Cys® es un residuo implicado en la dimerizacion, que OH1 es un dimero no solamente en el cristal,
sino que también lo es en solucidn, y que deja de serlo unicamente en condiciones desnaturalizantes en presencia de un
agente reductor (Segovia et al., 2017). Ademas, al igual que el grupo de Harvey y colaboradores, se demostro que la
expresién de OH1 en células HeLa se corresponde con la desfosforilacion del factor de transcripcién STAT1 en la Tyr’®

(Harvey et al., 2015).
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Sitio Activo

Figura 1.7. Estructura de OH1 y esquema del sitio activo. A) Representacion cristalografica de OH1 en diagrama de cintas
mostrando los dos monomeros. Se muestra la distribucién espacial de las cisteinas de OH1, entre ellas, la Cys'® involucrada en la
formacién del puente disulfuro entre monomeros, y el residuo Cys''? correspondiente a la la cisteina catalitica de OH1 que fue
mutada a serina con el objetivo de evitar su oxidacién ya que esto afecta la formacion de cristales homogéneos. Se muestra
también el ion fosfato (PO4) en naranja ubicado en el sitio activo. B) Detalle del sitio activo de OH1 mostrando los residuos
implicados en la catalisis. La imagen de la izquierda fue realizada con PyMol (PDB 5NCR) y la de la derecha extraida de Segovia
etal., 2017.

Adicionalmente, nuestro grupo demostrd la interaccidbn de OH1 con STAT1 y su desfosforilacién a nivel celular
(manuscrito a ser enviado, Porley et al., 2024). Mediante ensayos de captura de sustratos, empleando un mutante en la
cisteina catalitica, OH1¢'?5, se logr¢ aislar e identificar a STAT1 por espectrometria de masas; siendo esta la primera
evidencia de la interaccién entre ambas proteinas (Porley, 2017; Segovia et al., 2017). A continuacidn, se describe la via de

sefializacion celular en la cual participa STAT1.
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.6 La via de senalizacion celular JAK-STAT

La via de sefializacion JAK-STAT (figura 1.8) es una via de transduccion de sefiales altamente conservada, involucrada en
procesos como el desarrollo embrionario, la organogénesis, el crecimiento y la diferenciacion celular, la inmunidad
innata y adaptativa y la apoptosis. Esta via comunica informacién de diferentes citoquinas fuera de la célula al nucleo,

dando como resultado la activacion de genes a través del proceso de transcripcion (Aaronson & Horvath, 2002).

El IFN-y es una de las citoquinas que activa la via JAK-STAT y juega un papel clave en la defensa del huésped (Young &
Hardy, 1995). Regula la respuesta inmunitaria adaptativa, mejorando la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase I (MHC I) en la mayoria de las células e induciendo la expresién de MHC de clase II en células
presentadoras de antigenos y células endoteliales. El IFN-y actda sinérgicamente con TNF-a (actividad
citotéxica/respuesta inflamatoria) e IFNa/p (actividad antiviral) (Muller et al., 1994). En la via JAK-STAT el IFN ejerce su
accioén a través de su capacidad para unirse al receptor de IFN-y (IFN-yR), induciendo la dimerizacién de los pares de
subunidades o y B del receptor para formar un heterotetramero (etapa 1, Figura 1.8) (Fountoulakis et al., 1991, 1992).
Estos receptores estdn asociados de manera estable con tirosina quinasas citoplasmaéticas llamadas Janus quinasas (JAK)
(Yamaoka et al., 2004), que fosforilan al receptor (etapa 2, Figura 1.8) en tirosinas especificas de las colas citopldsmicas del
receptor, creando sitios de anclaje reconocidos por los dominios SH2 (del inglés Src Homology 2) de las STAT (etapa 3,
Figura 1.8). Hay al menos siete tipos diferentes de STAT en mamiferos (STATI, 2, 3, 4, 5a, 5b y 6). STAT1 se localiza
predominantemente en el citoplasma antes de la estimulacién por citoquinas y se denominan reguladores de
transcripcion latentes, porque migran al nucleo y regulan la transcripcién de genes solo después de ser activados. Una
vez reclutado STAT este es fosforilado en un residuo de tirosina en la posicién 701 del dominio de transactivacion en el
caso de STAT1, produciendo STAT1 fosforilado (p-STAT1) (Darnell et al., 1994, Shuai et al., 1993). De esta manera se facilita
la interaccién reciproca entre los dominios de SH2 con la p-Tyr’ de STAT1 monoméricas para formar dimeros activos de

STAT que seran importados al nucleo (etapa 4 y 5, Figura 1.8).
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Dimerizacién del receptor
mediada por citoquinas.

Receptor de Citoquinas
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Residuo de
tirosina
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STAT y fosforilacion o
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mediada por JAK de las STAT
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Secuenciasde  Gen estimulado
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Figura 1.8. Esquema de la via JAK-STAT. La via de sefializacion JAK-STAT esta compuesta por tres elementos principales:
receptores de citoquinas en la superficie celular, quinasas de Janus (JAK) y proteinas STAT. Cuando el ligando se une al receptor
de citoquinas, se produce la dimerizacién del receptor que acerca a los JAK. Lo que lleva a la fosforilacién tanto de los propios
JAK como de las colas citoplasmaticas de los receptores, creando los sitios de acoplamiento necesarios para los monémeros de
STAT. A continuacidn, dos proteinas STAT se unen a los fosfatos y las JAK fosforilan las STAT para formar un dimero. El dimero
entra en el nucleo, se une al ADN y provoca la transcripcion de los genes diana relacionados con la respuesta inmunitaria antiviral.
Creado en BioRender.com

Los dominios SH2 estdn formados por una hoja p antiparalela con dos hélices a que forman un bolsillo conteniendo un
residuo de arginina (Arg®%? en STAT1), que propicia la interaccién con el grupo fosfato. La conformacién dimérica de STAT
fosforilados se denomina conformacién paralela y se encuentra estabilizada por interacciones mutuas entre la p-Tyr’® y
el residuo Arg®? del dominio SH2. Cuando STAT1 no esta fosforilado, se encuentra en una forma dimérica antiparalela en
el citosol formado por interacciones entre el dominio en espiral (CCD) de un protémero y el dominio de unién a ADN

(ABD) de su pareja, y viceversa (figura 1.9). (Mao et al., 2005).
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Figura 1.9. Diagramas de las estructuras paralela y antiparalela de STAT1. STAT1 fosforilada forma dimeros paralelos,
representando su forma activa. Por otro lado, STAT1 no fosforilada forma dimeros antiparalelos, lo que refleja su estado inactivo.
Los dominios de STAT1 son: el dominio N-terminal (NTD), dominio en espiral (CCD), dominio de unién a ADN (DBD), dominio de
enlace (LD) y dominio SH2 (SH2D). EI NTD esta unido al CCD a través de una region flexible, y los residuos C-terminales incluyen
la Tyr’®' que es fosforilada por JAK (punto rojo). La region C-terminal también es flexible, como lo indica la linea negra ondulada.
Imagen adaptada de Asano et al., 2023.

El dimero STAT1 fosforilado es reconocido por la importina «5. Esta, en combinacién con la importina B, media la rapida
translocacién del dimero al nucleo celular. Una vez en el nucleo, el dimero STAT1, junto con otros reguladores de la
transcripcion, se une a una secuencia reguladora cis especifica en varios genes y estimula su transcripcién (ver figura 1.8)
(Aaronson & Horvath, 2002; Tolomeo et al., 2022). Por otro lado, STAT1 estd presente en dos isoformas en la mayoria de
las células y tejidos: la isoforma completa STAT1« (91 kDa) y la isoforma truncada STAT1B (84 kDa). Esta ultima, truncada

en su extremo C-terminal, es producto del splicing alternativo y carece del dominio de transactivacién (TAD).

En el estudio de las proteinas STAT1, se ha observado que STAT1ca posee dos sitios de fosforilacién: uno en la Tyr’ y otro
en el TAD, la Ser’”. Se consideraba que la isoforma B de STAT1 era transcripcionalmente inactiva. Sin embargo, estudios
en ratones genéticamente modificados demostraron que las isoformas B de STAT1, STAT3 y STAT4 son capaces de inducir
una expresion génica distinta, tanto en cantidad como en calidad, a la de las respuestas transcripcionales provocadas por

la respectiva isoforma o (Parrini et al., 2018).
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I.7 Modelo de interaccion de OHI con STATI

Existen antecedentes de un modelo de interaccién entre la fosfatasa eucariota VHR y STAT5, basado en un estudio
combinado de acoplamiento y dindmica molecular. Estos autores proponen que una region distinta al sitio activo de VHR
interacciona con el dominio SH2 de STATS5, permitiendo el reclutamiento de este ultimo para su posterior defosforilacion
(Jardin & Sticht, 2012). Como describimos en el parrafo anterior, el dominio SH2 es un dominio proteico estructuralmente
conservado que se une a tirosinas fosforiladas especificas. En este modelo, los autores sugieren un mecanismo en dos
pasos: un primer paso de reclutamiento de STAT5 hacia una regién diferente al sitio activo de VHR, seguido de un
segundo paso de desfosforilaciéon de la tirosina de STATS5. El extremo C-terminal unido al dominio SH2 de STATS5,
mediante una regién flexible que permite acercar la fosfotirosina al sitio activo de VHR, es un prerrequisito para que
ocurra la desfosforilacion de STATS5. En este articulo, los autores extrapolan, sin realizar los ensayos in silico, el modelo
propuesto para VHR y STATS5 a la interaccién de STAT1 y VH1. Asi se propone a la Tyr!** de VH1 como la responsable de

interaccionar con la Arg®? del dominio SH2 de STAT1 (Jardin & Sticht, 2012).

En el contexto de la tesis de maestria de Dario Porley, mediante estudios in silico, se plante6 un método en dos pasos de
formacion del complejo OH1-STAT1, parecido al sugerido para VH1 y STAT1 (figura 1.10). OH1 posee nueve tirosinas, de
las cuales la Tyr's?, segun los resultados de acoplamiento y dinamica molecular, podria participar en el reclutamiento de
STAT1 a través de la interaccién con el dominio SH2. Nuestro grupo propone un modelo en el cual un residuo fosforilado
de Tyr's? en OH1 compite con el residuo fosforilado de Tyr’® de un monémero de STAT1 por la unién al SH2 del otro
mondmero de STAT1. En el refinamiento del modelo, se observo que la Arg® de STAT1 (que es capaz de reconocer la p-
Tyr’® de STAT1) se combina en un puente salino con la Tyr?s? de uno de los monémeros de OH1, argumentando asi a
favor de una competencia entre la p-Tyr'>? de OH1 y la p-Tyr’°! de STAT1. Ademas, en este complejo, la p-Tyr’°! de STAT1,
al ser desplazada, quedaria orientada hacia el sitio catalitico de OH1, promoviendo su desfosforilacién. Cabe destacar que,
si bien los estudios in silico nos orientan hacia la Tyr'*? el residuo contiguo es también una tirosina (Tyr'*!), por lo cual

ambos residuos merecen atencion a la hora de realizar los ensayos experimentales.

El modelo también proporciona una explicaciéon molecular del papel de OH1 como dimero, ya que la segunda subunidad
OH1 interactiia también con STAT1, magnificando la interfaz de contacto y estabilizando el complejo. Esto concuerda con

nuestras evidencias experimentales, las cuales demuestran que OH1 forma un dimero estabilizado covalentemente
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mediante la Cys'>y que el mutante en la Cys!® continua siendo un dimero en ausencia del puente disulfuro (Segovia et al.,
2017). Esto también se alinea con la evidencia de que VH1 necesita ser un dimero para alcanzar el maximo nivel de
actividad fosfatasa (Koksal & Cingolani, 2011). Por otro lado, el modelo de interaccion se ve apoyado también por
resultados experimentales. Se observé in vitro que no fue posible desplazar la interaccion OH1-STAT1 incubando con
altas concentraciones de ortovanadato de sodio (NasVO4), un inhibidor competitivo de las fosfatasas. Ademads, en un
modelo celular se observé que tanto la expresion de la fosfatasa OH1"' como la del mutante inactivo en la cisteina
catalitica, OH1¢1%5, afectaron de igual manera la translocacién de STAT1 al nucleo en células HeLa inducidas con IFN-y.
Ambos resultados apoyan el modelo propuesto de una interaccidn inicial entre OH1 y STAT1 mediada a través de un sitio

diferente al sitio activo. (Porley, 2017; manuscrito Porley et al., 2023).

El mecanismo por el cual las proteinas compiten con el dominio SH2 de STAT1 también ha sido observado en otras
proteinas virales. Asi, la expresion de la proteina 018 del VACV afecta negativamente la localizacién nuclear de STAT1. Se
sugiere que esta proteina interactiia con el dominio SH2 de STAT1, entrando en competencia con el receptor de IFN
fosforilado. Esto impediria la unién de STAT1 al receptor y su subsiguiente fosforilacién. No obstante, en este caso, la
estructura cristalina del complejo entre la proteina 018 y STAT1 muestra un modo de unién al dominio SH2 distinto al

sugerido para OH1, dado que no implicaria una p-Tyr de la proteina mencionada (Talbot-Cooper et al., 2022).
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Figura 1.10. Esquema del modelo de interaccién de OH1 con STAT1. . Con el objetivo de simplificar se muestra unicamente una
de las p-Tyr’®" de STAT1. La p-Tyr'®? de OH1 compite con la p-Tyr’®" de STAT1 por interaccionar con la Arg®%? del dominio SH2,
posiblemente a través de interacciones electrostaticas, ya que el grupo fosfato estd cargado negativamente a pH fisioldgico,
mientras que el grupo guanidinio de la arginina presenta carga positiva a dicho pH. De esta manera la p-Tyr’'®' de STAT1 es
despazada hacia el sitio activo del monémero de OH1 que esta interaccionado con STAT1, para ser desfosforilada. Los circulos
amarillos representan los sitios activos de OH1. Creado en BioRender.com



2 HIPOTESIS DE TRABAJO

El mecanismo de reclutamiento de STAT1 por OH1 se produce por un sitio distinto al sitio activo de OH1. OH1 posee una

p-Tyr que estaria implicada en el reclutamiento de STAT1 a través de su dominio SH2.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Entender el mecanismo de reclutamiento, interaccién y actividad de la fosfatasa viral OH1 sobre el factor de transcripcion

STAT1.

3.2 Objetivos Especificos
1) Generar y caracterizar mutantes de OH1 en residuos relevantes para la actividad, dimerizacién y reclutamiento
de STAT1.

2) Estudiar en un modelo de células HeLa que expresan la OH1"T y los diferentes mutantes, el efecto en la

importacion nuclear de STAT1.



4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Técnicas de Biologia Molecular

4.1.1 Obtencion de células de Escherichia coli XL-1 Blue quimiocompetentes
Inicialmente, se inocularon 3 mL de caldo de lisogenia estéril (LB) sin antibiéticos (ATB), con unica colonia fresca de
E. coli XL-1 Blue. Este precultivo se empled para inocular 250 mL de LB liquido en una relacién 1:100. Las células se

incubaron a 37 °C y 220 rpm hasta que la densidad 6ptica (D.O.) alcanz6 0,300, medida a 620 nm.

Posteriormente, se incubaron las células en hielo durante 30 min y luego se centrifugaron a 5000 rpm a 4 °C durante 10
min. Después de remover el sobrenadante, se lavd el pélet con aproximadamente 100 mL de CaCl. 0,1 M. Las células se
resuspendieron en la misma cantidad de esta solucidn. Se repitié el proceso de centrifugaciéon bajo las mismas
condiciones, descartando el sobrenadante y resuspendiendo las células en 100 mL de CaCl. 0,1 M. Luego, las células se
incubaron por 1 h a 4 °C en la solucién de CaCl: 0,1 M. Se volvid a realizar otra centrifugacién en las mismas condiciones
anteriores, descartando nuevamente el sobrenadante. Se resuspendid el pélet en 3 mL de la solucién de CaCl: 0,1 M con
20 % de glicerol. Se prepararon alicuotas de 50 uL en tubos previamente enfriados a 4 °C y se almacenaron en el freezer a

=80 °C.

Para evaluar la eficiencia de transformacion de las células competentes E. coli XL-1 Blue, se calcul6 la eficiencia de la
transformacion, efectuando una transformaciéon con una cantidad de pldsmido conocida (12,5 ng de pHSV-IRES-
EGFP), sembrando varias diluciones de la mezcla de transformacion (1:10, 1:100 y 1:500) en placas de LB-agar mas
antibidtico. Las placas se incubaron en la estufa por 24 h a 37 °C para evaluar el crecimiento de los clones transformantes,
expresandose la eficiencia en UFC/ug de ADN. Las células quimiocompetentes E. coli BL21(DE3)Star se encontraban

disponibles en el laboratorio.

4.1.2 Transformacion de células E. coli electrocompetentes

Para realizar la electrotransformacién de las células, se sigui6 el protocolo descrito en el manual de protocolos de
laboratorio (Sambrook & Green, 2012). Inicialmente, se colocaron en hielo un tubo de células electrocompetentes y la
cubeta de electroporaciéon de 0,2 cm durante 10 min. Utilizando el equipo GenePulser Xcell (BioRad), se programé la
electroporacion para bacterias con un pulso de 2,5 kV, una capacitancia de 25 pF y una resistencia de 200 Q. A
continuacidn, se afiadieron 0,7 pL del plasmido deseado a 40 pL de células electrocompetentes, incubdndose esta mezcla

en hielo por 1 min. Posteriormente, se trasladé el contenido del tubo a la cubeta de electroporacién ya enfriada, se inserto
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en el electroporador y se aplic6 el pulso. Tras remover la cubeta, se afiadieron 500 pL de medio LB, suspendiendo
suavemente las células, y se transfirié rapidamente la mezcla a un tubo conteniendo LB para su incubacién en agitador a
37 °C durante 1 h a 225 rpm. Finalmente, se sembraron 250 pL de la suspension celular en placas de LB con el antibiotico
correspondiente (50-100 pg/mL), incubandolas a 37 °C durante toda la noche para evaluar el crecimiento de clones

transformantes.

4.1.3 Transformacion de células E. coli quimiocompetentes

Para realizar la transformacidon quimica de células E. coli XL-1 Blue, se utilizd el protocolo descrito en el manual de
protocolos de laboratorio (Sambrook & Green, 2012). Una alicuota de 40 pL de células quimiocompetentes se descongel6
en hielo durante 10 min. Después de este tiempo, se afiadieron 5 pL del pldsmido deseado, manteniendo la mezcla en
hielo durante 30 min adicionales. A continuacién, se realizé un choque térmico a 42 °C durante 30 s, seguido por un
enfriamiento en hielo por 5 min. Posteriormente, se agregaron 945 pL de medio LB y la mezcla se incubé a 220 rpm y
37 °C durante 1 h. Finalmente, se sembraron 250 pL de esta suspension en placas de LB con el antibiético adecuado (50—

100 pg/mL), incubandolas a 37 °C durante toda la noche.

4.1.4 Anadlisis y cuantificacion de acidos nucleicos

Los productos de PCR, plasmidos y productos de digestién se analizaron utilizando electroforesis de ADN en geles de
agarosa al 1,5 % en tampon TAE (40 mM Tris-base pH 7,6; 20 mM 4cido acético y 1 mM EDTA). Para la preparacion de las
muestras, estas se diluyeron en tampon de carga 6X (glicerol 50 %; azul de bromofenol 0,02 %; xilencianol 0,002 %).
Dependiendo del tamafio de los fragmentos de ADN a analizar, se emplearon los marcadores de pares de bases (PM)

GeneRuler 100 pb y 1 kb DNA Ladder de Thermo Scientific. La corrida electroforética se llevd a cabo a 100 V.

Para la visualizaciéon de los acidos nucleicos bajo luz ultravioleta, se utilizé el reactivo SYBR Safe DNA Gel Stain de
Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen). En casos donde fue necesario purificar fragmentos de
ADN del gel, se empled el kit Zymoclean (Zymo Research #D4001), también siguiendo las indicaciones proporcionadas por

el fabricante.

La cuantificacién y evaluacién de la pureza del ADN se realizaron mediante mediciones espectrofotométricas en el Nano

Drop Lite (Thermo Scientific). Se determind la absorbancia a 260 nm y se calcularon los cocientes de absorbancia 260/280
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y 260/230 para evaluar la pureza. Paralelamente, la concentracién del ADN se estim6 mediante comparacion visual con

las bandas de intensidad conocida en el gel de agarosa, utilizando el marcador de pares de bases como referencia.

4.1.5 Generacion de las variantes de OHI en el vector plasmidico pET28a(+)

Para la obtencién de los mutantes OH15S, OH1V51F y OH1Y152F, se utiliz6 la estrategia de mutagénesis sitio-dirigida. Este
método permite realizar cambios especificos en la secuencia de ADN de un gen. El primer paso involucra el disefio de un
par de cebadores mutagénicos complementarios entre si, los cuales portan la mutacién deseada (ver tabla 4.1). Utilizando
estos cebadores, se amplifica el plasmido completo en una reacciéon de PCR. Esta reaccién se efectia con una ADN
polimerasa de alta fidelidad, generando un ADN circular mellado que incorpora la mutacion. Después de la amplificacion,
el ADN parental, usado como molde en la PCR, se elimina por digestién enzimdtica. Para este propdsito, se utiliza la
enzima Dpnl, que tiene la capacidad de digerir especificamente el ADN metilado. Finalmente, el pldsmido sintetizado,
ahora portador de la mutacion, se transforma en células competentes de E. coli XL-1 Blue. En estas células, la mella en el
plasmido se repara y se producen multiples copias del mismo. Los cebadores utilizados para esta metodologia estan

detallados en la siguiente tabla:

Tabla 4.1. Cebadores mutagénicos.

Mutantes Cebadores Secuencia
OHLCSS Forward 5’-CTCCTGCTGCGGAGCACGCGCGCGG-3
Reverse 5’-CGCGTGCTCCGCAGCAGGAGCACCGCGCGCGG-3’
— Forward 5’-CGTGTACTTCCTCAAAACCTTCTACGAGATC-3’
Reverse 5’-GGTCCCGGATCTCGTAGAAGGTTTTGAGG-3’
P Reverse 5’-CGTGTACTTCCTCAAAACCTACTTCGAGATC-3’

Forward 5’-GGTCCCGGATCTCGAAGTAGGTTTTGAGG-3’

Como molde se utilizé el plasmido pET28a(+)-OH1"T disponible en el laboratorio. La reaccién de PCR se llev6 a cabo en un
volumen final de 50 pL, conteniendo 10 pL de 5X Phusion HF Buffer, 1 pL de solucién de dNTPs [10 mM] cada uno, 2,5 pL
de cada cebador [10 uM], 1 pL de ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion (2 U/uL, Thermo Scientific, #F-530S), un
volumen de molde conteniendo 100 ng de ADN y c.s.p. de agua ultrapura. Se utiliz6 el siguiente programa de ciclado:
desnaturalizacién inicial a 98 °C por 5 min, seguida de 30 ciclos de repeticién de desnaturalizacion a 98 °C durante 20 s,
hibridacion de los cebadores a 55 °C durante 30 s y extension a 72 °C durante 7 min; finalmente se agregd una extension a

72 °C durante 10 min.
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Después de la PCR, el producto se digirié con 0.5 pL de Dpnl (Thermo Scientific, #£ER1701) durante 120 min a 37 °C. Este
paso es crucial para eliminar el molde original y preparar el ADN para la transformacion en células E. coli XL-1 Blue, lo
cual se realiz6 a continuacion. Posteriormente, los clones transformantes se expandieron y los pldsmidos se purificaron
utilizando un kit comercial Zymoclean (Zymo Research #D4001). Para asegurar la calidad de los plasmidos para andlisis
posteriores, se evaluaron en términos de integridad, concentraciéon y pureza, como se detalla en el punto 4.1.4.La
secuencia de los clones se obtuvo mediante el servicio de Macrogen (Corea) y estas se analizaron utilizando el programa
BioEdit, para la confirmacion de la presencia de la mutacién. Los clones bacterianos de E. coli XL-1 seleccionados se
almacenaron a —80 °C. Posteriormente, estos clones se utilizaron para la extraccion del ADN plasmidico. Luego, el ADN
extraido se empled en la transformacion de E. coli BL21(DE3) Star, proceso necesario para la expresion recombinante de

las variantes de OH1.

4.1.6 Subclonado de variantes de OH|I en el vector plasmidico pHSV-IRES-EGFP

El vector pHSV-IRES-EGFP contiene un casete de expresién con el promotor temprano IE4/5 de HSV1, seguido del sitio de
clonado multiple, un sitio interno de entrada del ribosoma (IRES) y el gen de la proteina verde fluorescente (EGFP). Para
llevar a cabo el clonado, se realizé otra PCR con un par de cebadores (ver tabla 4.2) que permite obtener un fragmento

conteniendo el gen de OH1 y los sitios de restriccién de HindIII flanqueando dicho gen.

La reaccién de PCR se realizé con la ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion de Thermo Scientific (F-530S), en un
volumen final de 50 pL, conteniendo 10 pL de 5X Phusion HF Buffer, 1 pL de solucién de dNTPs [10 mM] cada uno, 2,5 pL
de cada cebador [10 pM], 1 pL de ADN polimerasa [2 U/puL] y 50 ng de ADN molde en este caso pET28a(+) generados en el
punto 4.1.5. Se utilizd el siguiente programa de ciclado: desnaturalizacién inicial a 95 °C por 3 min, seguida de 35 ciclos de
repeticion de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, hibridacién de los cebadores a 50 °C durante 30 s, extensién a 72 °C

durante 2 min, y finalmente una extensiéon a 72 °C durante 10 min.

Posteriormente, el producto de PCR se digiri6é con HindIII (Thermo Scientific #ER0501) por 120 min a 37 °C, seguido de una
inactivacién de la enzima a 80 °C durante 20 min. Este fragmento se separ6 en un gel de agarosa y se purificé utilizando el

kit Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (#D4001).
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De forma simultanea, el pldsmido pHSV1-IRES-EGFP también fue tratado con HindIII durante 180 min a 37 °C, seguido por
una inactivacion similar. Para prevenir la religaciéon del pldsmido, se realizé una desfosforilacién usando fosfatasa
alcalina (Fast AP Thermo Scientific #£F0651) a [1 U/uL] durante 10 min a 37 °C. Ambos productos, el fragmento de ADN y

el plasmido, fueron purificados usando el mismo kit Zymoclean.

La siguiente fase fue la ligacién de los fragmentos de ADN. Este proceso se llevo a cabo utilizando 5 Weiss U de T4 DNA
ligasa (Thermo Scientific #£1.0011) en un volumen de reaccién de 20 pL, que incluy6 60 ng del pldsmido y 30 ng del
inserto, incubados durante 1 h a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, la ligasa se inactivé durante 5 min a 70 °C.

Con el producto de ligacion, transformamos células E. coli XL-1 Blue.

Para verificar la insercién y orientacién correctas del gen de interés, los plasmidos resultantes se sometieron a una doble
digestion con las enzimas de restriccién EcoRI y Sall. Los pldsmidos que contaban con el inserto en la orientacion correcta
se expandieron y se purificaron utilizando el kit ZR Plasmid Miniprep (Zymo Research #D4015) siguiendo el protocolo del

fabricante y analizados como se detalla en el punto 4.1.4.

Finalmente, se realiz6é la secuenciacion de las construcciones clonadas. Para ello, se emplearon los cebadores HSV-
1 IE4 5: 5-TTTGCACGGGTAAGCACCTTGG-3* e IRES-rev: 5-TATAAAACAGGCGTACAAGGGTA-3* en el servicio de
secuenciacion de Macrogen (Corea). La calidad de las secuencias se determin6 observando los picos de los cromatogramas
obtenidos. Posteriormente, se realizaron alineamientos con la secuencia codificante para la fosfatasa OH1"T, usando el
programa BioEdit. Tras confirmar la secuencia deseada, los clones seleccionados se almacenaron a —80°C para su

conservacion.

Tabla 4.2. Cebadores para el sub-clonado de los vectores pHSV-IRES-EGFP. En negro se indica la secuencia complementaria a
OH1, en rojo se indica la secuencia complementaria a pHSV1-IRES-EGFP y en verde se indica la secuencia correspondiente al
sitio de corte de Hindlll. Estos cebadores fueron disefiados para poder utilizar RF-cloning o el clonado con ezimas de restriccion,

que fue lo que finalmente funciond.

Cebadores Secuencia
RFPTP for 2 5’-AGGAGGAACGTCCTCGTCGAT GCAATGGGCGATAAGAGCGAGTGG-3’
RFPTP rev 2 5’-GGTACAACCCCAGAGCTGTTTTAA TTAGGACGGCGAGTCGCAGACG-3”
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4.2 Técnicas de Bioquimica de proteinas

4.2.1 Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las proteinas producidas en forma recombinante se separaron segiin su peso molecular mediante SDS-PAGE utilizando
cubas de electroforesis BioRad (MiniPROTEAN Tetra Cell 165-8000). Utilizando el protocolo sugerido por BioRad, se
prepararon geles de 1 y 1,5 mm de espesor; se utilizo un gel concentrador al 6 % (p/v) y un gel separador de 8 0 12 % de
acrilamida, dependiendo de la muestra. Las muestras se diluyeron a 1X con tampon de muestra 6X (Tris 0,35 M; SDS 10 %;
glicerol 30 %; azul de bromofenol 0,02 %) y se les agregd ditiotreitol (DTT) a una concentracién final de 50 mM para
reducir los puentes disulfuro. Luego, se incubaron por 5 min a 95 °C y se dejaron enfriar antes de ser sembradas en los

pocillos del gel de electroforesis.

422 Electrotransferencia e inmunodeteccion por Western Blot (VVB)

Las muestras resueltas por SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) con el
sistema de transferencia humeda de BioRad, utilizando una solucién tampon de transferencia previamente enfriada toda
la noche a (Tris-HCl 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1 %, etanol 20 %). Las proteinas se transfirieron durante 1 h a 100 V.
Una vez finalizada la transferencia, la membrana se bloqueé con una solucién de seroalbumina bovina (BSA) comercial
(Invitrogen#00-0105), durante toda la noche a 4 °C 0 al menos 1 h a TA. Se enjuagd la membrana brevemente con TBS
(Tris-HCl 50 mM pH 7,5; NaCl 150 mM) conteniendo Tween-20 al 0,1 % (TBS-T) y se incubd con el anticuerpo primario (ver
tabla 4.3) diluido en TBS-T conteniendo 5 % de BSA durante 90 min (o toda la noche dependiendo del anticuerpo

utilizado).

Luego de tres lavados de 5 min cada uno, se incub6 la membrana durante 1 h con el anticuerpo secundario conjugado a
fosfatasa alcalina (FA) o peroxidasa (HRP) segun el experimento. Posteriormente, luego de tres lavados con TBS-T y un
lavado con TBS de 5 min cada uno, se procedi6 al revelado. En los ensayos en que se utilizé el anticuerpo secundario
conjugado a FA, se agrego el sustrato comercial BCIP/NBT (blue liquid substrate system Sigma #B3804) hasta la aparicién
de las bandas, normalmente a los 10-30 min. Cuando se utilizé el anticuerpo conjugado a HRP, se reveld con el sustrato
comercial Super Signal West Pico Chemiluminescent substrate (Thermo Scientific). En este caso, se incubé la membrana 5
min con el sustrato, y luego se expuso en el equipo de quimioluminiscencia GBOX Chemi System (SynGene), haciendo

exposiciones en general de entre 15-75 s dependiendo del anticuerpo utilizado.
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Tabla 4.3. Anticuerpos primarios y secundarios.

Anticuerpos Origen Diluci6én Fabricante Nro. de catalogo
STAT1 Monoclonal en conejo 1:2000 Cell Signaling D1K9Y
p-STAT1 Monoclonal en conejo 1:1000 Cell Signaling 58D6
Anti conejo-HRP Policlonal en cabra 1:80000 Cell Signaling A6545

4.2.3 Determinacion de la concentracion de proteinas

Para la cuantificacién de proteinas, se utilizé el método de Bradford en una placa de 96 pocillos. Se realizé la reaccion
mezclando 150 pL de reactivo de Bradford con 5 pL de muestra, pura o en distintas diluciones, en un pocillo de la placa.
Se dejo desarrollar el color durante 5 min y se midi6 la absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro con lector de
placas. Para determinar la concentracion, se obtuvo en primer lugar una curva de calibracién hecha con soluciones de
concentracidn conocida de BSA diluida en H,0 milli-Q, en el rango de 0,1-1,0 mg/mL. Tanto las muestras como los puntos
de la curva de calibracién se analizaron por triplicado. Para determinar la concentracidn, se graficaron las medidas de
absorbancia en funcién de la concentracién de BSA y se procedié a hacer una regresién lineal de los datos obtenidos. Esta

ecuacion se utilizé para interpolar los valores de absorbancia y asi poder estimar la concentracion de las muestras.

424 Expresion en E. coli de las variantes de OH| recombinantes

Se transformaron células E. coli de la cepa BL21(DE3)Star quimiocompetentes con el plasmido pET28a(+). Este plasmido
contiene una variante de interés del gen OH1 y una cola de histidinas (His-tag) en su extremo N-terminal. A partir de este
stock, se realizo un precultivo de 3 mL en LB suplementado con kanamicina (50 pg/mL), y se incub6 toda la noche a 37 °C
en agitacion a 200 rpm. Al dia siguiente, se inoculd 500 mL del medio autoinductor ZY (N-Z amine Yeast extract) M5052,
conteniendo el mismo antibiético, con 5 mL de precultivo. Las células se dejaron crecer a 37 °C en agitacion a 200 rpm
hasta alcanzar una densidad ¢ptica (D.0.) a 600 nm de 0,6. Al llegar a este punto, se bajo la temperatura del cultivo a 16 °C,
manteniendo la agitacién a 200 rpm, hasta que la D.O. a 600 nm llegé a ser mayor o igual a 10, lo cual ocurrié

aproximadamente a las 24 h.
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4.2.5 Purificacion de las variantes de OHI| recombinantes

Una vez finalizada la expresién, se colectaron las células mediante centrifugacién a 6000 rpm durante 15 min a 4 °C. A
continuacidn, el sedimento celular fue resuspendido en tampdn de lisis (Tris-HC1 20 mM, pH 8,0; NaCl 0,5 M; glicerol
10 %). A la suspensién cellular luego se le agregé un cdctel de inhibidores de proteasa a una concentracién final 1X (Sigma
$8830), lisozima (Sigma L2879-1G) a una concentracién final de 0,1 pg/mL y se mantuvo a 4 °C. Después de esta
preparacion, se lisaron las células mediante sonicacién (Sonic Ruptor 250, 20 ciclos de 1 min, Power output 50, Pulser
40 %, intervalos de 30 s de descanso). El siguiente paso fue la incubacién del lisado con una concentracién final de
ADNasa I (Sigma D5025) a 5 pg/mL y MgCl. a 10 mM durante una hora a 4 °C. Posteriormente, se procedid a centrifugar el
lisado a 13.000 rpm durante 1 hora a 4 °C, y luego se recogi6 el sobrenadante al cual se le verifico el pH, se filtrd por 0,2

pm y se utilizd para la purificacién mediante cromatografia de afinidad a metal (Cu?*) inmovilizado IMAC).

Para la cromatografia, se utilizaron 3 mL de matriz IMAC-Cu por cada 40 mL de sobrenadante procesado, la cual se
incubd con esta fraccién durante 40 min a TA y en batch. Se recogi6 el percolado (que contiene las proteinas que no se
unieron a la matriz) y se realizaron seis lavados con 5 mL de tampdn de lisis suplementado con imidazol 20 mM. La
elucién se hizo mediante el agregado sucesivo de 1 mL de tampdn de lisis conteniendo imidazol 300 mM, siguiendo la
proteina eluida mediante Bradford en microplaca. Tras esto, se agruparon las fracciones conteniendo a la proteina eluida.
Para eliminar el His-tag y diminuir la concentracién de imidazol, la fraccién eluida se incubd con la proteasa TEVsu
recombinante, ON a 18 °C, mientras se realizaba la didlisis con el tampon de lisis conteniendo concentraciones
decrecientes de imidazol (150, 75 y 20 mM). El ultimo tampdn de dialisis correspondid al tampon de lisis conteniendo 20

mM de imidazol, una menor cantidad de NaCl (50 mM) y 1 mM de DTT.

El producto obtenido se paso tres veces a través de una columna IMAC para asegurar la remocién del His-tag digerido, la
TEVss (que también contiene His-tag) y la proteina sin digerir, recuperandose el percolado con la variante de OH1
purificada por afinidad y sin His-tag. Luego, se concentré dicha fraccién hasta un volumen de 4 mL mediante
ultrafiltracién (centricones de 10 kDa de corte). Como ultimo paso de purificacién, se procedi6 a realizar una
cromatografia de exclusién molecular (SEC). Para ello, se inyect6é la muestra en una columna preparativa HiLoad 16/60
Superdex 200 (GE Healthcare) conectada a un equipo AKTA Prime Plus (GE Healthcare), previamente equilibrada
(Tris-HCl pH 8,0; NaCl 0,05 M; glicerol 10 %; DTT 1 mM; EDTA 5 mM) y calibrada por el grupo con un kit de proteinas de

masa molecular nativa conocida. Se registr6 la absorbancia a 280 nm en las fracciones que eluyeron, obteniéndose un
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cromatograma de la corrida. Se seleccionaron las fracciones correspondientes al volumen de elucidén en el cual, sabemos
por experiencia previa, eluye la fosfatasa OH1 (I, aprox. 80 mL). Finalmente, se concentré la misma y se alicuoté y
almacend a —20 °C. Las fracciones de los diferentes pasos de purificacién se analizaron por SDS-PAGE en un gel separador

al 12 % de acrilamida.

La ecuacion K,, = —0,3872log PM + 2,2662, fue obtenida previamente por el grupo y se emple6 para determinar la

masa molecular nativa de las muestras analizadas por SEC (Segovia, 2017). Para ello, se calcul6 el valor de la constante

Ve—Vo

Ky = , siendo V; de 120 mL (volumen total de la columna), V, de 48,07 mL (volumen muerto obtenido al utilizar azul

t=—Vo

dextrano ~2000 kDa como muestra) y V, el volumen de elucién del pico de interés.

4.2.6 Evaluacion de la actividad fosfatasa de las variantes de OH|

La actividad fosfatasa de la enzima OH1 fue determinada utilizando el sustrato artificial para-nitrofenilfosfato (pNPP). La
reaccién de hidrdlisis del grupo fosfato, generada por la actividad fosfatasa, se puede seguir en el tiempo detectando el
aumento de la absorbancia a 405 nm debido a la liberacién gradual del producto de la reaccion, el para-nitrofenol (pNP),
que en condiciones alcalinas es de color amarillo. La actividad fosfatasa se analiz6 a tres temperaturas diferentes: 20 °C,
30 °Cy 37 °C, en tampon de actividad (Tris-HC1 20 mM pH 8,0; NaCl 0,05 M; DTT 1 mM; EDTA 3 mM; glicerol 5 % y Tween-
20 0,005 %). El coeficiente de extincién molar por el camino 6ptico (ess) del pNP se determiné en las condiciones
experimentales utilizadas y se expres6 en M. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 300 pL,
conteniendo una concentracion final de enzima de 0,009 mg/mL (0,4 pM) y un rango de concentraciones de pNPP entre 1
mM y 20 mM. La actividad fue expresada como pmoles de pNP-min'-mg! de proteina recombinante. Las constantes
cinéticas Km y Vmax se calcularon utilizando el mejor ajuste de la ecuacién de Michaelis-Menten en el programa GraphPad

Prism. La kea (s*) fue calculada como el cociente entre la Vmax (UM pNP-s?) y la concentracion de enzima (uM) en el ensayo.

4.2.7 Fosforilacion de STATI y OHI con JAK

Para el ensayo de fosforilacién se utiliz6 la enzima JAK comercial (PV4774, Thermo), la cual se encuentra a una
concentraciéon de 6 pM en tampon de almacenamiento (50 mM HEPES pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,02 % Tritén X-100; 2 mM
DTT y 50 % Glicerol). Para los ensayos se prepard una dilucién de trabajo 1:10 en el tampo6n de almacenamiento. Como
sustrato se empled STAT1 comercial (PH0011-Gibco) a una concentracién de 10 yM en tampon de actividad (50 mM HEPES

pH 7,5; 2,5 mM MnClz; 7,5 mM MgClz;; 50 mM NacCl). Para OH1 se partié de una alicuota almacenada a -20 °C a una
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concentracién de 10.000 uM, y a partir de esta se prepar6 una dilucién a una concentracién final 10 uyM en tampén de

actividad.

El volumen de reaccién del ensayo de fosforilaciéon de ambos sustratos fue de 25 uL; siendo la concentracion final del
sustrato 1 uM y de la enzima JAK de 0,14 uM. Al volumen de reaccidn se le agregé 1 mM final de DTT y se incubd a 30 °C
por 30 min. Para detener la reaccién se agregd 5 uL de tampon de carga (5X), y se incub6 por 6 min a 95 °C. Como control

se realiz¢ para cada sustrato un ensayo en paralelo sin JAK.

A continuacion, las muestras se separaron por SDS-PAGE, luego se analizaron por WB como se detalla en el punto 4.2.2.
Para revelar la presencia de STAT1 fosforilado en la Tyr’ se realizé un WB utilizando el anticuerpo primario anti
p-STAT1 descrito en la tabla 4.3. Una vez revelado el ensayo, se hizo un stripping suave de la membrana incubando dos
veces con una solucién de 1,5 % de glicina, 0,1 % de SDS, 1% Tween 20 (ajustada a pH 2,2), en agitacion por 10 min.
Posteriormente, se hicieron dos lavados con PBS 1X de 10 min, y dos lavados con tampon TBST-T (20 mM Tris Base; 150
mM NaCl; 0,1 % Tween 20) de 5 min. Luego de efectuado el stripping se dejé bloqueando la membrana toda la noche a
4 °C, para luego lavarse e incubarse con un anticuerpo primario anti-STAT1 total (D1K9Y Cell Singaling) a una dilucién de
1:2000. E1 revelado con estos dos anticuerpos y la cuantificacién de la sefialcon Image] (Schneider et al.,
2012) permitio determinar la proporcion de pSTAT1/STAT1 total. Dado que no se conto con un anticuerpo anti p-OH1, para

evaluar la fosforilacién de OH1, se utilizé un anticuerpo anti p-Tyr tal como se detalla en la tabla 4.3.

4.3 Técnicas de Biologia Celular

4.3.1 Cultivo de la linea celular Hela

La linea celular HeLa (CCL-2™) es una linea celular inmortalizada humana derivada de una biopsia de cdncer cervical.
Dicha linea celular, disponible en laboratorio, se cultivé a 37 °C bajo atmdésfera humeda con 5 % CO: en medio Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM, Gibco), conteniendo Suero Fetal Bovino (SFB) descomplementado al 10 % (Gibco) y 1 %
de antibiético/antimicético comercial (penicilina 100 Unidades/mL, estreptomicina 100 pg/mL, anfotericina B 0,25 pg/mL,
ATB/AM Gibco #15240-062) y G418 sulfato (geneticina 500 ug/mL, Gibco). Las células HeLa crecen en monocapa, por lo
cual, para mantener y/o expandir el cultivo, fue necesario disgregarlas mediante la incubacién a 37 °C con una solucién
de Tripsina 0,25 % EDTA 0,02 %. Se realizd el conteo de células empleando la cAmara Neubauer para mantener la linea y

preparar de los tapices celulares para los diferentes ensayos de transfeccion.
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4.3.2 Transfeccion de las células Hela con los plasmidos pHSV-IRES-EGFP de interés y estimulacién con
IFN-y

Se realiz6 una transfeccién de células HeLa con 5 pldsmidos: control sin inserto (pHSV-IRES-EGFP), pHSV1-OH1WI-IRES-
EGFP, pHSV-OH1'25-IRES-EGFP, pHSV-OH1Y'51F-IRES-EGFP y pHSV-OH1Y'52-IRES-EGFP. Para ello, se sembraron placas de
96 pocillos con densidades de 1-1,5x10* células por pocillo en un volumen de 200 pL. de DMEM al 10 % de SFB y se
incubaron a 37 °Cy 5 % CO.. A las 24 h de haber sembrado las células, se prepararon dos tubos. El «tubo D» conteniendo
100 pL de Opti-MEM y 3 pL de reactivo PLUS (Thermo Scientific #A12621), 15 pL de Opti-MEM y 0,45 uL de reactivo PLUS
por tubo. De este tubo «D» se tomaron alicuotas de 15 pL para 6 tubos rotulados de la siguiente forma: C, WT, C15S, C112S,

Y151F e Y152F. Luego, a cada tubo se le agregaron 450 ng de su respectivo ADN plasmidico.

En paralelo, se prepard el «tubo L», en el cual se pipetearon 6 pL de Lipofectamina LTX (Thermo Scientific #A12621),
(0,3 pL de Lipofectamina por pocillo para un total de 20 pocillos) y 100 pL de Opti-MEM. Luego, se pipetearon 15 pL del
tubo L a cada uno de los 6 tubos D y se dejaron incubar en camara de flujo por 30 min a TA. Mientras transcurria la
incubacién, se lavaron las células a transfectar con Opti-MEM y se dejaron con 100 pL. de DMEM con SFB al 2 % sin
ATB/AM. Posteriormente, se agregd por goteo a cada pocillo 10 pL de la mezcla ADN-Lipofectamina y se incubd la placa de

96 pocillos por 24 h a 37 °Cy 5 % CO, para permitir la expresién de las proteinas de interés.

Luego, para activar la via JAK-STAT1, se estimularon las células con IFN-y (Gibco #PHC4031) diluido en PBS 1X y BSA al 1%

por 30 min a 37 °C en estufa, empleando 2 unidades de IFN-y por 1x10° de células.

4.3.3 Inmunofluorescencia indirecta (IFI)
Para evaluar la localizacién subcelular de STAT1 en presencia o ausencia de la expresion de OH1 en células HeLa, se
realizo una inmunofluorescencia indirecta. Luego de los distintos tratamientos, se retird el medio de las células y se

hicieron dos lavados suaves con PBS 1X.

Posteriormente, se fijaron las células con paraformaldehido al 4 % durante 20 min a TA. Se lavaron dos veces con PBS 1X y
se permeabilizaron durante 10 min con metanol previamente enfriado a —20 °C. Se lavaron una vez con PBS 1X y se
agrego el anticuerpo anti-STAT1 primario, en este caso a una dilucién 1:400 en PBS 1X conteniendo 0,5 % SFB, 0,3 % BSA y
0,1 % Tritén X-100, y se incubaron 30 min a 37 °C. Posteriormente, se efectuaron tres lavados con PBS 1X conteniendo 0,1

% Triton X-100 y 0,5 % SFB y se incubd con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a cianina 3 (Jackson
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InmunoResearch Laboratories, #111-165-144) diluido 1:500 en igual solucion que el anticuerpo primario. Se incub6 por
1 h en cdmara humeda a 37 °C. Posteriormente, se realizaron tres lavados con soluciéon de lavado, dos lavados con PBS 1X
y un lavado con H,O Milli-Q, y se dejaron secar los pocillos. Para marcar los nucleos, se agregd una solucion de
4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) y se incub6 por 15 min a TA. Se lavé con H,0 Milli-Q, se dejo secar y se adquirieron las

imégenes en microscopio ZOE Fluorescent Cell Imager.

Para cada condicion, se evalud la distribucién nuclear o difusa de STAT1 en aquellas células que expresaban EGFP. Se

realizaron 3 réplicas bioldgicas independientes.

Se utiliz6 el programa GraphPad Prism versién 9.5.1 (GraphPad Software, Boston, Massachusetts, USA,
www.graphpad.com) para analizar los datos de cada condicién mediante la creacién de tablas de contingencia, utilizando
la prueba exacta de Fisher para evaluar la significancia estadistica de las posibles diferencias observadas en la
distribucion de STAT1 en la célula, ya sea en el nucleo o difusa. Se consideraron como estadisticamente significativos los

valores p < 0,05.

4.4 Abordajes Bioinformaticos

4.4.1 Bdsqueda de secuencias homologas

La busqueda de secuencias homodlogas se realizé utilizando el servidor ConSurf (https://consurf.tau.ac.il/) (Ashkenazy et
al., 2016). ConSurf es una herramienta bioinformdtica que permite estimar la conservacién evolutiva de las posiciones de
aminodcidos en proteinas, ADN y moléculas de ARN. La posicién de un aminodcido (o nucleétido) estd altamente
vinculada a su importancia estructural y funcional. ConSurf estima la tasa evolutiva al considerar la similitud entre
aminodcidos y la relacion evolutiva entre homdlogos de la proteina de estudio (Pupko et al., 2002; Mayrose et al., 2004).
Utilizando la secuencia de amino&cidos o nucleétidos, obtenida de la estructura cristalografica tridimensional disponible
en el PDB, ConSurf realiza una busqueda de secuencias homoélogas cercanas empleando uno de los siguientes programas:

MMsec2, HMMER, CSI-BLAST, PSI-BLAST o BLAST (Altschul et al., 1990; Biegert & S6ding, 2009; Finn et al., 2011).

El programa HMMER version 3.4 (www.hmmer.org) que detecta homologia comparando un perfil-HMM (un modelo
oculto de Markov construido explicitamente para una busqueda concreta) con una unica secuencia o con una base de
datos de secuencias. Las secuencias que obtienen una puntuacién significativamente mejor con el perfiFHMM en

comparacién con un modelo nulo se consideran homélogas a las secuencias que se utilizaron para construir el perfil-
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HMM. HMMER estd disefiado para detectar homologos remotos con la mayor sensibilidad posible, basdndose en la solidez
de sus modelos probabilisticos subyacentes. Los pardmetros iniciales para efectuar la busqueda fueron de una iteracion y
un valor E de 0,0001. El valor esperado (valor E) es un pardmetro que describe el nimero de aciertos que uno puede
«esperar» ver por casualidad al buscar en una base de datos de un tamafio particular. Un buen valor E es mucho menor
que 1; por ejemplo, un valor E de 0,01 significaria que, en promedio, se esperaria aproximadamente 1 falso positivo por

cada 100 busquedas con diferentes secuencias de consulta.

La busqueda de homologos se realizd contra la base de datos UniRef90 utilizando la secuencia aminoacidica de interés
extraida del registro SEQRES del archivo PDB como consulta de entrada (PDB ID: 5ncr). Si el registro SEQRES no existe,
ConSurf extrae la secuencia del registro ATOM. Posteriormente, se agrupan y las secuencias altamente similares se
eliminan mediante el algoritmo CD-HIT (Li & Godzik, 2006) utilizando un % ID méaximo entre secuencias de 95 y un % ID
minimo para homoélogos de 35 que el limite superior de la «zona crepuscular» para las estructuras de proteinas (Rost,

1999). En total, se obtuvieron 29 secuencias que se utilizaron para realizar el alineamiento multiple.

ConSurf realizd el alineamiento multiple con el programa MAFFT utilizando el algoritmo L-INS-i (Katoh et al., 2002; Katoh
& Toh, 2008). A continuacién, el alineamiento multiple de secuencias se utiliza para realizar un arbol filogenético
utilizando el algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987), tal y como se implement6 en el programa Rate4Site

(Pupko et al., 2002).

Se utiliz6 el modelo Bayesiano, ya que ofrece una mejora en la precision de las estimaciones de las puntuaciones de

conservacion con respecto al método de maxima verosimilitud (Mayrose et al., 2004).
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4.4.2 Anailisis in silico de los efectos de las mutaciones con cambio de sentido YI5IF e YI52F en la

estabilidad y flexibilidad de OHI.

El vinculo entre la estructura y la funcién de las proteinas puede entenderse al predecir el efecto de las mutaciones con
cambio de sentido en la estabilidad y dindmica de la proteina. Una forma de medir el impacto de un cambio aminodcidico
en la estabilidad de una proteina es mediante el calculo tedrico de una cantidad termodindmica llamada energia libre de
plegamiento (AGplegamiento), €S decir, la diferencia entre la energia libre de la proteina plegada y desplegada. El cambio de
estabilidad de una proteina mutada a su forma salvaje se define como la diferencia entre las energias libres de

plegamiento para el mutante menos la diferencia de energia libre de plegamiento para la forma salvaje:

)mutante )salvaje

AAG = (AGplegamiento - (AGplegamiento

DynaMut2 (https://biosig.lab.uq.edu.au/dynamut2/) es un servidor web que combina métodos de Analisis de Modo Normal
(NMA) para capturar el movimiento de las proteinas con el fin de investigar los efectos de mutaciones puntuales y

multiples en la estabilidad y dindmica de las proteinas (Rodrigues et al., 2020).

Para realizar el andlisis se suministr6 el PDB ID de OH1 (5ncr) y las mutaciones deseadas, en este caso Y151F e Y152F.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Resultados asociados al primer objetivo

En esta etapa, se generaron y caracterizaron mutantes de OH1 en residuos relevantes para la actividad, dimerizacion y
reclutamiento de STAT1. En este trabajo se produjeron los mutantes en las tirosinas 151 y 152 (OH1Y!5F y OH1Y'5%F), Por
otro lado, el mutante de OH1 en la cisteina catalitica C112S (inactivo), asi como el mutante C15S, responsable de la
dimerizacién, se obtuvieron durante el trabajo de maestria de Danilo Segovia. Posteriormente, se llevé a cabo la
produccion recombinante de todas las variantes de OH1 en E. coli BL21(DE3)Star y se realizo la purificacién por IMAC y

SEC. Luego se evalud la actividad enzimaética de las distintas variantes de OH1 utilizando el sustrato artificial pNPP.

5.1. Obtencion de los mutantes de OH |

Los mutantes OH1Y151F y OH1Y152F se obtuvieron mediante mutagénesis sitio dirigida, utilizando como molde el gen de la
fosfatasa clonado en el vector pET28a(+) (Segovia et al., 2017). Dicho pldsmido se expandié mediante transformacion de
E. coli XL-1 y se purific6, obteniéndose dos preparaciones de buena calidad (Abs 260/280 > 1,8) y concentracién
(286-600 ng/uL). El andlisis por electroforesis en gel de agarosa de ambas preparaciones (figura 5.1), muestra una banda
principal de mds de 10.000 pb, la cual se corresponderia a la conformacion circular del pldsmido, ya que el tamafio del
mismo mads el inserto es de 6248 ph. No se observaron las conformaciones, tanto superenrollada como lineal, del plasmido

purificado.

pb 1 2 3
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1500 =

1000 =
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Figura 5.1. Electroforesis en gel de agarosa mostrando el plasmido pET28a(+) OH1YT purificado. Carril 1: marcador de pb Gene
Ruler 1kb DNA Ladder (Thermo), Carril 2: preparacion de plasmido purificado 1, Carril 3: preparacion de plasmido purificado 2.
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En la figura 5.2, se muestra el producto de PCR de la mutagénesis sitio-dirigida posteriormente al tratamiento con Dpnl
para la obtencién del mutante OH1Y5'F (figura 5.2 A, carril 2) y para el mutante OH1Y'5%F (figura 5.2B, carril 2). En ambos

casos se observa un producto de PCR del tamafio esperado (6248 ph).

A B
pb 1 2 pb 1 2
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000t
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Figura 5.2. Electroforesis en gel de agarosa mostrando el producto de PCR de la mutagénesis sitio-dirigida para la obtenciéon de
los mutantes OH1Y15'F y OH1Y"52F La figura A corresponde a la obtencion del mutante OH1Y'5'F y |a B al mutante OH1Y'52F_ Carril
1: marcador de pb Gene Ruler 1kb DNA Ladder Thermo. Carril 2: producto de PCR luego de la digestion con Dpnl.

Luego, con el producto de PCR obtenido y digerido con Dpnl, se realizé la transformacién por electroporacién de las
células E. coli XL-1 Blue electrocompetentes. A modo de ejemplo, en la obtencién del mutante OH1Y'5'F se observaron més
de 50 colonias, a partir de las cuales se seleccionaron 10 clones. Estos clones posteriormente se expandieron y, a partir de
ellos, se purific6 el ADN plasmidico. Se cuantificé la concentracién de estas preparaciones de ADN plasmidico,
determinando que eran de buena calidad (Abs 260/280 > 1,8) y concentracion (70-110 ng/uL). Se enviaron a secuenciar 5
de los ADN plasmidicos obtenidos (C1, C2, C3, C7 y C9), cuyo perfil electroforético se muestran en la figura 5.3, junto al
resto de los clones seleccionados. En la figura 5.4 se presenta el alineamiento que incluye las secuencias C1, C2, C7 y C9,
excepto la C3, debido a su mala calidad. De las analizadas, unicamente la correspondiente al clon 1 (C1) tenia la mutacién

deseada (Y151F), que corresponde al cambio de base adenina (A) por timina (T).
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pb PM C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 cC10
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Figura 5.3. Electroforesis en gel de agarosa del ADN plasmidico purificado de los clones obtenidos luego de la transformacion de
E. coli con el producto de la mutagénesis sitio-dirigida, para la obtenciéon del mutante OH1Y''F. De C1 a C10 se indican los ADN
correspondientes a los 10 clones procesados. Se enviaron a secuenciar los clones 1, 2, 3, 7, 9.

WT 436 TAC TCC CTC AAA ACC TAC TAC GAG ATC CGG GAC 4468
146 Tyr-Phe-Leu-Lys-Thr-Tyr-Tyr-Glu-Ile-Arg-Asp 1L6&

TAC TCC CTC AaA ACC TTC TAC GAG ATC CGG GAC
Cl Tyr—-Phe-Leu-Lys—-Thr-Phe-Tyr-Glu-Ile-Arg-Asp

TAC TCC CTC AAaA ACC TAC TAC GAG ATC CGG GAC

Cc2 Tyr—-Phe-Leu-Lys-Thr-Tyr-Tyr-Glu-Ile-Arg-Asp

TAC TCC CTC AAaA ACC TAC TAC GAG ATC CGG GAC

c3 Tyr—-Phe-Leu-Lys-Thr-Tyr-Tyr-Glu-Ile-Arg-Asp

c4 TAC TCC CTC AAA ACC TAC TAC GAG ATC CGG GAC
Tyr—-Phe-Leu-Lys-Thr-Tyr-Tyr-Glu-Ile-Arg-Asp

Figura 5.4. Alineamiento nucleotidico de las secuencias de los clones C1, C2, C7 y C9 para la obtencion del mutante OH1Y'5'F
respecto a la secuencia del gen de OH1"7. Se muestra parte del alineamiento, indicando los aminoéacidos correspondiente a cada
codén, y en rojo la base T que da lugar al cambio de aminoacido Tyr a Phe.

El proceso para obtener el mutante OH1Y5?f fue similar al método previamente descrito. En esta
ocasion, se utilizo el producto de PCR de la mutagénesis (figura 5.1) para transformar células E. coli
XL-1 quimiocompetentes. De los 5 clones seleccionados y enviados a Macrogen para su

secuenciacion, solo uno presento la mutacion deseada Y152F (figura 5.5).
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WT 436 TAC TCC CTC AAA ACC TAC TAC GAG ATC CGG GAC 468
146 Tyr—-Phe-Leu-Lys-Thr-Tyr-Tyr-Glu-Ile-Arg-Asp 156

TAC TCC CTC AAA ACC TAC TAC GAG ATC CGG GAC

Cl.1 Tyr—-Phe-Leu-Lys-Thr-Tyr-Tyr-Glu-Ile-Arg-Asp
c1.2 TAC TCC CTC AAA ACC TAC TTC GAG ATC CGG GAC
: Tyr—-Phe-Leu-Lys-Thr-Tyr-Phe-Glu-Ile-Arg-Asp
c1.3 TAC TCC CTC AAA ACC TAC TAC GAG ATC CGG GAC
: Tyr—-Phe-Leu-Lys—-Thr-Tyr-Tyr-Glu-Ile-Arg-Asp
TAC TCC CTC AAA ACC TAC TAC GAG ATC CGG GAC

Cl.4 Tyr—-Phe-Leu-Lys—-Thr-Tyr-Tyr-Glu-Ile-Arg-Asp
c1.5 TAC TCC CTC AAA ACC TAC TAC GAG ATC CGG GAC

Tyr—-Phe-Leu-Lys—-Thr-Tyr-Tyr-Glu-Ile-Arg-Asp

Figura 5.5. Alineamiento nucleotidico de las secuencias de los clones C1.1, C1.2, C1.3, C1.4, C1.5 para la obtencién del mutante
OH1Y152F respecto a la secuencia del gen de OH1"7. Se muestra parte del alineamiento, indicando los aminoacidos
correspondientes a cada codon, y en rojo la base T que da lugar al cambio de aminoacido Tyr a Phe.

Como fue descrito anteriormente, ya disponiamos de los plasmidos que contienen los genes codificantes para OH1%7, asi
como para los mutantes OH1¢!5 y OH1¢1%5, Ademads de estos, se utilizaron los mutantes en tirosina generados en la tesis

para la produccién de las respectivas proteinas recombinantes: OH1WT, OH1¢!55, OH1¢125, QOH1Y'51F y QH1Y152F,

5.1.2  Produccion de las variantes de OHI como proteinas recombinantes

Los plasmidos conteniendo las diferentes variantes de OH1 se utilizaron en la transformacién de E. coli BL21(DE3)Star,
como se describid en el punto 4.2.4. Se purificaron las proteinas de interés usando inicialmenteme una primera IMAC
(IMAC1), la cual fue seguida de una dialisis, eliminacién del His-tag mediante la proteasa TEVsz y una segunda IMAC

(IMAC-2). Finalmente, se realizé una etapa adicional de purificacién por SEC.

En la figura 5.6 A, se incluye un andlisis por SDS-PAGE de las muestras provenientes de la purificacién de OH1"™. En el
primer gel, correspondiente al andlisis de las muestras luego de la IMAC-1, se observa el perfil del pool de la elucién con
imidazol (carril E) donde se detecta una banda principal que se corresponde con el monémero de OH1%T con His-tag
(25 kDa), indicada con la flecha violeta. Por otro lado, en el carril D, se aprecia el perfil de la digestiéon de la muestra
anterior con la proteasa TEVsu (flecha verde). En este se puede notar una nueva banda que concuerda con OH1"T sin His-
tag (flecha negra) y restos de OH1"T sin digerir. El tiempo de digestién con la proteasa se extendié de manera de aumentar
la cantidad de fosfatasa digerida con TEVsu. En el segundo gel, se muestra el perfil de las muestras correspondientes a la

IMAC-2, cuyo objetivo es remover la OH1"T que aun cuenta con el His-tag (no digerida), el His-tag liberado de la OH1"T
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digerida y la proteasa TEVsu que cuenta con un His-tag. En el primer y segundo carril se observa el perfil del percolado
(FT) y un lavado representativo (L), observandose una banda del tamafio esperado, correspondiente a OH1"T sin His-tag.
A su vez, en el carril E se muestra el perfil proteico de la elucién de la segunda IMAC, que retuvo la proteasa TEVsu (flecha
verde), los restos de OH1"T con His-tag y el His-tag removido por la TEVsy (flecha naranja). Ademads, en este eluido se
aprecian restos de OH1"" sin His-tag (flecha negra), lo que podria indicar que el lavado de la matriz no fue suficiente.
Alternativamente, podrian existir otras histidinas expuestas en OH1 que permitan explicar la retencién parcial de la

proteina en la matriz de la IMAC-2, incluso tras la eliminacién del His-tag.

A B
Primera IMAC Segunda IMAC Gel Filtracion
E D PM kpa PM FT L E kDa PM E
45 150 v 40 <
Y 35
35
100 25
3 <
25 8- 15
18
0_
14 80 100 120 140
ml

Figura 5.6. Purificacion de OH1"T. A) Se muestra la imagen del SDS-PAGE al 12 % donde se migraron las muestras
correspondientes a los diferentes pasos de purificacion de la fosfatasa OH1WT. En el primer gel se sembro el pool de eluciones
obtenido luego de la primer IMAC y la digestion con la proteasa TEVsh (D). En el segundo gel se sembraron las muestras
correspondientes a la segunda IMAC: el percolado (FT), un lavado (L) representativo de los 10 lavados realizados, y la elucion (E).
En todos los casos se sembro en cada carril 15 pyL de muestra diluida en tampén de carga (7,5 yL de muestra sin diluir + 7,5 pL de
tampdn de carga 2X) y 5 pL del PM. Las flechas indican en verde la proteasa TEVsH, en violeta el monémero de OH1WT con His-
tag, en negro el monomero de OH1WT sin His-tag y en naranja el His-tag. B) Cromatograma de exclusion molecular mostrando la
absorbancia (mAu) a 280 nm en funcién del volumen de elucién (mL). Se indican con flechas el pico de elucion conteniendo
OH1WT (90,8 mL) y el pico correspondiente a al imidazol remanente en la muestra. En el inserto se incluye un gel SDS-PAGE
mostrando el perfil proteico del pico conteniendo a OH1WT (principalmente el monémero).

Los residuos de histidina muestran una fuerte afinidad hacia las matrices de iones metéalicos, debido a la presencia de un
anillo de imidazol que actua como un grupo donante de electrones, facilitando asi la formacién de enlaces coordinados
con los iones metalicos (Bonner, 2019). De hecho, al analizar la secuencia primaria de OH1, se observa que esta contiene
cuatro histidinas por mondémero (His*, His’, His!!!, e His!?%). Ademads, al emplear el programa PyMOL para analizar las

estructuras terciaria y cuaternaria de OH1, se pudo constatar que tres de estas histidinas (His34, His’¢, e His'?) estdn
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expuestas hacia la superficie en cada monémero (figura 5.7). En un futuro, seria necesario agregar etapas adicionales de
lavado después de la IMAC2, y/o incluir una baja concentracién de imidazol que compita por la unién inespecifica de OH1

con la matriz.

Figura 5.7. Histidinas presentes en el dimero de OH1. Se muestra la estructura del dimero de OH1 en diagrama de cintas y en
superficie. Los monémeros de OH1 se colorearon cada uno en celeste y amarillo, indicandose las histidinas en barras, coloreando
en rojo la superficie que estas ocupan (His%*, His’®, His1?° e His"'"). La imagen fue generada con el programa The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 1.7.4.5, Schrédinger, LLC.

La figura 5.6 B muestra el ultimo paso de purificacién por SEC, que permitié verificar la masa nativa de OH1%". En este
cromatograma se observo un pico de elucién que contiene a OH1WT a 91 mlL, equivalente a una masa nativa de
aproximadamente 40 kDa. Estos resultados concuerdan con los reportes previos de nuestro grupo, donde la OH1"T forma
un dimero en solucién. Al final del cromatograma se observa un segundo pico, correspondiente a restos de imidazol que
no fueron completamente eliminados durante la didlisis posterior a la IMAC-1. Se muestra también el perfil proteico de la
OH1YT purificada luego de un SDS-PAGE, mostrando una banda principal correspondiente al monémero de OH1%? (flecha
negra) y la presencia de dimero de OH1"T (flecha roja) que, a pesar de haber preparado la muestra en condiciones
reductoras, igualmente se formd. Esto ya ha sido observado por el grupo, y la inica manera de prevenir la aparicion del
dimero ha sido mediante la alquilacién previa de las cisteinas de OH1 con iodiacetamina, de manera de evitar la

formacion de puentes disulfuro (Segovia et al., 2017).

39



Resultados y Discusion

Luego de todos los pasos de purificacién se obtuvieron 6 mg de OH1"T, lo que corresponde a 0,4 mg/g de peso humedo de
células (ver tabla en Apéndice 8.1). Este valor es aproximadamente 8 veces menor al obtenido anteriormente por el
grupo. Esta diferencia podria explicarse por la alta precipitacién inesperada observada durante esta purificacion,
especificamente durante la didlisis y la digestion con TEV, que correspondi6 al 69 % de la proteina obtenida luego de la

IMAC-1.

Para la purificacién del mutante OH1¢5S, se procedié de la misma forma que para OH1"™. Como ya se describi6 en los
antecedentes, en OH1%?, la Cys'® contribuye a la estabilizacién del dimero en solucidn mediante la formacién de un
puente disulfuro entre los mondmeros de la proteina (Segovia et al., 2017). La figura 5.8 A, muestra un primer gel
correspondiente a la IMAC-1 obtenido durante la purificacién de OH1C15S. En el carril E, se observa el perfil del pool de
elucién de la IMAC-1, destacandose una banda intensa correspondiente al monémero de OH15 con His-tag (25 kDa),
seflalado con una flecha violeta. Ademdas, mediante una flecha roja, se sefiala una banda menos intensa que se
corresponde con un dimero de OH1. La presencia de este dimero no era esperable debido a la ausencia de la Cys> y la
utilizacién de condiciones reductoras durante la preparacion de la muestra. No obstante, la experiencia del grupo indica
que estas estructuras dimerizadas pueden generarse durante la preparacion de la muestra para la SDS-PAGE. En estas
condiciones desnaturalizantes, se exponen otras cisteinas de los monémeros de OH1. Estas pueden reaccionar entre si,
formando puentes disulfuro y dando lugar a dimeros artefactuales. OH1 cuenta con cuatro cisteinas (Cys's, Cys®’, Cys''?, y
Cys'7"). En el carril D, donde se sembro la digestiéon con TEV de lo eluido en la IMAC-1, se observa una banda principal
correspondiente a OH1¢">® sin His-tag y restos de OH1">® sin digerir. El segundo gel SDS-PAGE de la figura muestra el
resultado de la IMAC-2, observandose en el FT y en el lavado una banda principal correspondiente al monémero de
OH15S sin His-tag, como se esperaba. En el FT, también se notan restos de OH15 sin digerir, lo que indica que la
cantidad de matriz IMAC-2 utilizada en este caso no fue suficiente para eliminar completamente la proteina con el His-tag.
Para experimentos futuros, se podria mejorar la calidad de esta muestra realizando una tercera IMAC. El perfil proteico

de la elucidn de la matriz IMAC-2 (E) muestra que se logro remover la TEVsy, el His-tag y parte de la OH1 sin digerir.

Al igual que con OH1"T, el ultimo paso de purificacién por SEC permitié verificar la masa nativa de OH1¢'5S (figura 5.8 B).
En este cromatograma, se observo un pico de elucidn que contiene a OH1%5 a 92 mL, equivalente a una masa nativa de
aproximadamente 40 kDa. Ademads, hacia el final del cromatograma, se detecté un segundo pico correspondiente a restos

de imidazol que no fueron completamente eliminados durante la dialisis posterior a la IMAC-1. También se muestra el
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perfil proteico de la OH1¢"S purificada luego de un SDS-PAGE, evidenciando tres bandas: una conteniendo al monémero
de OH1%5S sin His-tag (flecha negra), otra conteniendo los restos de OH1¢5® con His-tag (flecha violeta) y, una tercera
banda, de mayor peso molecular, correspondiente a dimeros artefactuales de OH1¢% (flecha roja). Luego de todos los

pasos de purificacién, se obtuvo un rendimiento de 0,1 mg/g de peso himedo de células (ver tabla en Apéndice 8.1).

Basandonos en los resultados de la SEC, el mutante OH1¢%® es un dimero en solucién, no un monémero como habriamos
esperado. Esto es inesperado, ya que al no estar presente la Cys'S, que forma el puente disulfuro, cabria esperar que el
dimero se disociara. Esto va en consonancia con la estructura cristalografica resuelta por nuestro grupo del doble
mutante OH1¢125/¢155 " dénde se observa que en ausencia de la Cys™ el dimero se estabiliza mediante la misma interfase
que en OH1¢% pero en este caso mediante interacciones no covalentes, principalmente hidrofébicas (resultados no

publicados y Segovia et al., 2017).
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Figura 5.8. Purificacion de OH1¢'®S. A) Se muestra la imagen del SDS-PAGE al 12 %, donde se migraron muestras
correspondientes a los diferentes pasos de purificacion de la fosfatasa OH1C15S. En el primer gel se sembré el pool de eluciones
obtenido luego de la primera IMAC y la digestion con la proteasa TEVsn (D). En el segundo gel se sembraron las muestras
correspondientes a la segunda IMAC: el percolado (FT), un lavado (L) representativo de los 10 lavados realizados, y la elucion (E).
En todos los casos se sembro en cada carril 15 pyL de muestra diluida en tampén de carga (7,5 yL de muestra sin diluir + 7,5 yL de
tampon de carga 2X) y 5 yL del marcador de masa molecular. Las flechas indican en rojo el dimero de OH1¢"5S, en violeta el
monomero de OH1WT con His-tag, en negro el monomero de OH1¢'58 sin His-tag, en naranja el His-tag y en verde la proteasa
TEVsH. B) Cromatograma de la SEC mostrando la absorbancia (mAu) a 280 nm en funcién del volumen de elucion (mL). Se
indican con flechas el pico de elucién conteniendo OH1¢'5S (92 mL) y el pico correspondiente a al imidazol remanente en la
muestra. En el inserto se incluye un gel SDS-PAGE mostrando el perfil proteico del pico conteniendo a OH1¢'5S (principalmente el
mondémero).
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En la figura 5.9 A, se muestran los geles SDS-PAGE al 12 % correspondientes a la IMAC-1 e IMAC-2 de la purificacién de la
fosfatasa mutante en la cisteina catalitica OH1¢25, En este caso, y a modo de resumen, se logré obtener OH1¢1?S sin His-
tag. Ademas, de manera similar a lo ocurrido durante la purificacién de OH1%", luego de la IMAC-2 se observaron restos
de OH1 sin His-tag que quedaron retenidos a la matriz. Como se discutié anteriormente, esto podria deberse a la
presencia de algunas histidinas en la superficie de la proteina. La figura 5.9 B muestra el ultimo paso de purificacién por
SEC que permitio verificar la masa nativa de OH1¢'!%5, En este cromatograma se observo un pico de elucién que contiene a
OHI112 3 92 mlL, equivalente a una masa nativa del dimero ~40 kDa. En este caso, la eliminacién del imidazol en la
dialisis fue m4s eficiente, ya que el segundo pico correspondiente al imidazol casi no se observa. También se muestra el
perfil proteico de la OH1'?® purificada luego de un SDS-PAGE, mostrando dos bandas. Una banda principal
correspondiente al monémero de OH1¢''?® sin His-tag (flecha negra) y una dltima banda de mayor peso molecular que se
corresponde con dimeros artefactuales de OH1¢'?8 (flecha roja). Luego de todos los pasos de purificacién se obtuvo un

rendimiento de 0,3 mg/g de peso humedo de células (ver tabla en Apéndice 8.1).
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Figura 5.9. Purificacion de OH1¢"2S, A) Se muestra la imagen del SDS-PAGE al 12 %, donde se migraron muestras
correspondientes a los diferentes pasos de purificacion del mutante OH1¢"'2S_ En el primer gel se sembré el pool de eluciones
obtenido luego de la primera IMAC y la digestion con la proteasa TEVsH (D). En el segundo gel se sembraron las muestras
correspondientes a la segunda IMAC: el percolado (FT), un lavado (L) representativo de los 10 lavados realizados, y la elucion (E).
En todos los casos se sembré en cada carril 15 yL de muestra diluida en tampén de carga (7,5 yL de muestra sin diluir + 7,5 yL de
tampon de carga 2X) y 5 pL del marcador de masa molecular. Las flechas indican en rojo el dimero de OH1¢'5S, en verde la
proteasa TEVsH, en violeta el monémero de OH1WT con His-tag, en negro el monémero de OH1¢"5S sin His-tag y en naranja el His-
tag. B) Se muestra el cromatograma de exclusiéon molecular mostrando la absorbancia (mAu) a 280 nm en funcién del volumen de
elucion (mL). Se indican con flechas el pico del volumen de elucion para OH1¢"128 (92,3 mL) y el pico correspondiente a restos de
imidazol. En el inserto se incluye un gel SDS-PAGE mostrando el perfil proteico del pico conteniendo a OH1¢"5S (principalmente el
mondémero).
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En la figura 5.10 y 5.11 se muestran los resultados de la purificacién los mutantes OH1Y'5F y OH1Y'5%f, respectivamente,
utilizando los mismos cédigos descritos en las figuras previas. En ambos casos, la SEC muestra que estos mutantes son
dimeros en solucién, al igual que OH1". Asimismo, como ocurrié en la purificacién para OH1¢S, el perfil de SDS-PAGE
indica que la muestra obtenida no es homogénea y contiene aun restos de la fosfatasa mutante con His-tag. A futuro, a las

muestras que presentaron contaminacién con OH1 con His-tag se les deberd realizar una tercera IMAC.

Ademas, en la purificacién de OH1Y'5F y OH1Y'5?F se obtuvo un bajo rendimiento, siendo este de 0,05 y 0,08 mg proteina/g
de peso humedo de células, respectivamente (ver tabla en Apéndice 8.1). Este resultado se atribuye a un alto grado de
precipitaciéon observado durante la didlisis, efectuada para disminuir la concentracién de imidazol y la digestién con la
TEV. Para prevenir largas incubaciones en presencia de imidazol, que favorecen la precipitacién, se propone evaluar la
remocion del imidazol mediante una SEC (matriz G-25, columna PD-10) inmediatamente después de la elucién de la IMAC-

1, antes de proceder a la digestién con TEV.
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Figura 5.10. Purificacion de OH1Y®"F. A) Se muestra la imagen del SDS-PAGE al 12 %, donde se migraron muestras
correspondientes a los diferentes pasos de purificacién del mutante OH1Y'5'F, En el primer gel se sembro el pool de eluciones
obtenido luego de la primera IMAC y la digestion con la proteasa TEVsH (D). En el segundo gel se sembraron las muestras
correspondientes a la segunda IMAC: el percolado (FT), un lavado (L) representativo de los 10 lavados realizados, y la elucion (E).
En todos los casos se sembré en cada carril 15 yL de muestra diluida en tampdn de carga (7,5 yL de muestra sin diluir + 7,5 yL de
tampon de carga 2X) y 5 yL del marcador de masa molecular. Las flechas indican en rojo el dimero de OH1Y'3'F, en verde la
proteasa TEVsH, en violeta el monomero de OH1Y'%'F con His-tag, en negro el monomero de OH1Y'%'F sin His-tag y en naranja el
His-tag. B) Se muestra el cromatograma de exclusién molecular mostrando la absorbancia (mAu) a 280 nm en funcién del
volumen de elucion (mL). Se indican con flechas el pico del volumen de elucién para OH1Y'5'F (91,6 mL) y el pico correspondiente
a restos de imidazol. En el inserto se incluye un gel SDS-PAGE mostrando el perfil proteico del pico conteniendo a OH1Y15'F
(principalmente el monémero).
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Figura 5.11. Purificacion de OH1Y'52F, A) Se muestra la imagen del SDS-PAGE al 12 %, donde se migraron muestras
correspondientes a los diferentes pasos de purificacion del mutante OH1Y'%2F, En el primer gel se sembré el pool de eluciones
obtenido luego de la primera IMAC y la digestion con la proteasa TEVsh (D). En el segundo gel se sembraron las muestras
correspondientes a la segunda IMAC: el percolado (FT), un lavado (L) representativo de los 10 lavados realizados, y la elucion (E).
En todos los casos se sembré en cada carril 15 pyL de muestra diluida en buffer de carga (7,5 yL de muestra sin diluir + 7,5 pL de
buffer de carga 2X) y 5 uL del marcador de masa molecular. Las flechas indican en rojo el dimero de OH1Y'52F en verde la
proteasa TEVsH, en violeta el monémero de OH1Y'5'F con His-tag, en negro el monémero de OH1Y'%%F sin His-tag y en naranja el
His-tag. B) Se muestra el cromatograma de exclusién molecular mostrando la absorbancia (mAu) a 280 nm en funcién del
volumen de elucion (mL). Se indican con flechas el pico del volumen de elucion para OH1Y'%'F (91,6 mL) y el pico correspondiente
a restos de imidazol. En el inserto se incluye un gel SDS-PAGE mostrando el perfil proteico del pico conteniendo a OH1Y152F
(principalmente el monémero).

5.1.3 Caracterizacion de la actividad fosfatasa de las variantes de OH| obtenidas

Para estudiar la actividad fosfatasa de OH1, se efectuaron andlisis cinéticos con el sustrato artificial pNPP, el cual es
hidrolizado enziméaticamente liberando fosfato inorgéanico (P;) y para-nitrofenol (pNP). Este ultimo, de color amarillo, fue
detectado midiendo su absorbancia a 405 nm. Para determinar la concentraciéon de pNP producido, se aplicé la ley de
Lambert-Beer: A = &cl. Con este fin, en primer lugar, se determiné el coeficiente de extincién molar (gs0s) del pNP por el
camino optico (I). Para ello, se efectué un ensayo en el cual se determind la absorbancia a 405 nm de diferentes
concentraciones de pNP y se hizo un ajuste lineal de los resultados. La pendiente de la recta obtenida fue de 11.660
M (figura 5.12 A). Esto permitié expresar la actividad fosfatasa en términos de la concentracién de pNP formado por

unidad de tiempo.
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A modo de ejemplo, la figura 5.12 B muestra un grafico representando la concentracién de pNP en funcién del tiempo,
utilizando 20 mM del sustrato pNPP, tanto en presencia como en ausencia de la fosfatasa OH1W". A partir de graficos como
este, se obtuvieron las velocidades iniciales (V,) para un rango de concentraciones de sustratos de 1 a 20 mM. Tal como lo
habia evidenciado anteriormente el grupo, la fosfatasa OH1"T presenta una cinética de Michaelis-Menten (Segovia et al.,
2017). En este caso, el lote generado de OH1"T present6 una Ku de 16,7 mM, una Vmax de 1,0 pmol pNP-min? y una kca: de
0,04 s? (figura 5.12 C). Al comparar los valores de Ku y de ke con los obtenidos previamente para otro lote de OH1WT
purificada por el grupo (Segovia et al., 2017), se observo que el lote actual tiene una Ku seis veces mayor y una ket que es
la mitad de la previamente reportada (Ku de 2,6 mM, keat de 0,08 s?). Segun Michaelis-Menten, en condiciones donde la
concentracidn de sustrato es menor a la Ky, la Ku indica la afinidad de la enzima por el sustrato (Voet & Voet, 2011). Asi,
una K baja sugiere una alta afinidad de la enzima por el sustrato, mientras que una Kw alta sugiere una menor afinidad
de la enzima por el sustrato. De este modo, el aumento de la Ku del nuevo lote de OH1"" respecto al anterior producido en
el laboratorio indicaria que en este caso disminuy6 la afinidad de la enzima por el sustrato. Por otro lado, la Keca
representa el numero de moles de sustrato transformados por segundo por sitio activo de la enzima en las condiciones de
la reaccidn. Por lo cual, una disminucion de la ke indica que la OH"T producida no es tan eficiente como el lote anterior.
De hecho, la actividad especifica de la OH1"T (0,11 UE/mg) fue la mitad de la obtenida para el lote anterior (0,23 UE/mg)
(Segovia et al., 2017). Esta diferencia se podria explicar por una alteracidn estructural del sitio activo de la enzima,
afectando a los residuos que participan en el reconocimiento del sustrato artificial, como a los que participan en la

catalisis.

Una posibilidad es que la enzima producida en esta tesis pudo haberse alterado durante el proceso de purificacion,
especialmente durante los eventos de precipitacion. Debido a que no se elimind rapidamente el imidazol durante el
proceso de didlisis, quedaron restos de este hasta la etapa final de la SEC, donde fue totalmente eliminado (pico 2 de la
SEC, figura 5.10 C). Se ha reportado que el imidazol puede afectar a las proteinas debido a su naturaleza anfétera, es decir,
que puede actuar como base o como acido. Esta caracteristica le permite interaccionar con los dipolos transitorios o

permanentes presentes en las proteinas, pudiendo alterar la conformacién de residuos relevantes (Sta$ et al., 2023).
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Figura 5.12. Actividad fosfatasa de OH1"T con el sustrato artificial pPNPP. A) Se muestra un grafico de la absorbancia a 405 nm en
funcion de la concentracion de pNP. Se incluye la pendiente del grafico, la cual representa el coeficiente de extincién molar (g) del
pNP determinado a 405 nm por el camino 6ptico (definido por el volumen de reaccién de 300 pL colocado en la placa de 96
pocillos). B) Se muestra el grafico de concentracion de pNP en funcién del tiempo para OH1WT y el ensayo control sin enzima,
representativo de los ensayos de actividad realizados a 37 °C para el calculo de las velocidades iniciales. En ese caso, en el
ensayo se utilizé una concentracion final (Eo) de 0,4 uyM (9 pg/mL) y 20 mM del sustrato pNPP. En el grafico se incluye la
pendiente correspondiente a la actividad (Vo) utilizando 20 mM de pNPP. Se excluyeron los primeros 7 min del ensayo (puntos en
rojo) debido a la presencia de una demora en la estabilizacion de la temperatura de la reaccién (37 °C). C) Se presenta el gréfico
de Michaelis-Menten para OH1WT utilizando concentraciones de 1 a 20 mM de pNPP. Se incluye el ajuste a una hipérbola
rectangular que permitié el calculo de los parametros cinéticos Vmax y Kwu utilizando el programa GraphPad Prism version 9.5.0. La
keat se determind mediante el cociente entre Vmax sobre Eo.
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Para estudiar la actividad fosfatasa de OH1 de los diferentes mutantes generados se realizé un estudio cinético similar al
realizado para OH1%". En la figura 5.13, se observa la velocidad (V,) de las diferentes variantes de OH1 obtenidas al
utilizar 20 mM del sustrato artificial pNPP. Como se esperaba, a diferencia de OH1"7, el mutante inactivo OH1¢'? no fue
capaz de catalizar la hidrdlisis del pNPP. En este mutante, la Cys!!? catalitica, responsable del ataque nucleofilico al fosfo-
sustrato, se sustituyd por una serina, la cual es incapaz de efectuar este ataque nucleofilico debido a que posee un grupo
hidroxilo (-OH) en lugar de un grupo tiol (-SH). En el caso del mutante OH1%%, que contiene la mutacién de la cisteina
responsable de la unién de los mondmeros de OH1 a través de un puente disulfuro, se observo que la actividad disminuyd
considerablemente (8,5 veces) en comparacion con OH1"T (figura 5.13). Esto result6 sorprendente, ya que con un lote
previo de OH15 no se habia observado pérdida de actividad respecto a OH1"T. Ademads, la estructura de OH1%, resuelta
por el grupo y aun no publicada, muestra que no presenta alteraciones en la estructura terciaria que puedan explicar esta
pérdida de actividad. Por ende, es necesario realizar una nueva purificacién optimizando las etapas en las cuales hubo
dificultades para poder avanzar en el estudio de este mutante. En el caso de los mutantes OH1Y!5F y OH1Y152F, donde se
mutaron las tirosinas 151 y 152, residuos que suponemos son importantes para el reclutamiento de STAT1, también se
observd una disminucion en la actividad fosfatasa, siendo 4 veces menor a la observada respecto a OH1"T (figura 5.13). En
este caso no teniamos antecedentes, y supusimos que, si estas tirosinas participan en el reclutamiento de un sustrato
proteico como STAT1 (previo a su desfosforilacion), su ausencia no afectaria la actividad del mutante. Sin embargo, vimos

una reduccion de la actividad, evaluada con un sustrato no proteico que se une directamente en el sitio activo.

0,6

V, (uM pNP/min)

Figura 5.13. Actividad fosfatasa utilizando los diferentes mutantes obtenidos de OH1. El grafico muestra la (Vo) obtenida para las
diferentes variantes de OH1 (OH1YT, mutantes OH1¢"128, QH1C15S QH1Y'5'F y QOH1Y'52F)  utilizando 20 mM de pNPP, en las
condiciones definidas para el ensayo de actividad fosfatasa, materiales y métodos seccion 4.5.
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Es necesario realizar nuevas purificaciones para estar seguros de este resultado, ya que durante las purificaciones
realizadas observamos un alto grado de precipitacién, lo que pudo haber afectado la calidad final de cada una de las
proteinas purificadas. Ademads, como se describié anteriormente, a diferencia de OH1"", en el caso de los mutantes
OH1YS1E, OH1Y15%F y OH1¢1%, se detecto la presencia de restos de fosfatasa con His-tag en la muestra final de la purificacion.

En futuros ensayos, seria necesario evaluar el efecto del His-tag en la actividad de las diferentes variantes de OH1.

Otra posibilidad es que estas tirosinas sean relevantes para la catdlisis o para mantener regiones de la estructura en su
conformacién correcta. Por tanto, su eliminacién podria causar una disminucién de la actividad fosfatasa detectada al
usar el sustrato artificial pNPP. Sin embargo, utilizando el programa PyMOL, analicé la posicién de las tirosinas 151 y 152
respecto al sitio activo de OH1, observando que ambas se encuentran en una hélice a distante a la Cys!!? catalitica a una

distancia de 13,6 A y 19,8 A, respectivamente.

Por ultimo, si bien el cambio realizado de tirosina a fenilalanina se hizo buscando no alterar la estructura de OH1, no se
descarta que hayan ocurrido ciertas alteraciones en la estructura secundaria, y que estas hayan afectado la actividad
fosfatasa. De hecho, en la figura 5.14, al analizar la estructura, vemos que la Tyr!>? estd en la hélice a5 que se ubica en la
interfase del dimero. Su cadena lateral interacciona formando un puente de hidrégeno con la Arg!4, situada en la hélice

o1 del otro monémero de OH1 (figura 5.14 B), préxima a la Cys's que estabiliza el dimero de OH1.

En la figura 5.14 A, se muestra la representacion de la estructura coloreada segun el factor B. Este factor describe el
desplazamiento de las posiciones atémicas a partir de un valor medio (desplazamiento cuadratico medio) y se ha
utilizado como herramienta para identificar regiones flexibles en las proteinas. Los factores B altos (en rojo) indican
regiones mas flexibles que la media, mientras que los factores B bajos (en azul) indican posiciones rigidas. A mayor
flexibilidad, mayores desplazamientos y, en ultima instancia, menor densidad electrénica. Esto se debe a que los atomos
de una cadena lateral flexible (u otras partes de la estructura) se distribuirdn en un mayor volumen en el espacio, lo que
conduce a una menor densidad por unidad de volumen. Como se puede apreciar en la figura, la hélice a1 de la cadena A
presenta un factor B bastante alto en comparacion al resto de la estructura. Esta alta flexibilidad puede sugerir que la
interaccion entre la Tyr'>? de la hélice o5 de la cadena B y la Arg'* de la hélice a1 de la cadena A es posible, a pesar de que
la distancia entre estos residuos es de unos 4,5 A (figura 5.14 B). En ausencia del grupo OH de la tirosina (al cambiar por
fenilalanina) este puente de hidrégeno no se podra realizar, por lo cual no podemos descartar que en el mutante OH1Y!52F

pueda existir cambios estructurales locales que finalmente afecten y se reflejen en el sitio activo. En el caso de la Tyr's,
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esta no se encuentra en la interfase del dimero como la Tyr'?, y se encuentra estabilizada intramolecularmente formando
un puente de hidrégeno con la Arg'*s (figura 5.14 C). La ausencia de dicha interaccién en el mutante OH1Y'5f podria tener

consecuencias en la estructura, que se traduzcan en un efecto en la actividad de la fosfatasa.

Las mutaciones con cambio de sentido pueden dar lugar a cambios en la estabilidad de la proteina. La energia libre de
plegamiento (AGplegamiento) COmuUnmente se mide en kcal/mol, y el signo indica si una mutacién es desestabilizante (signo
negativo) o aumenta la estabilidad de la proteina (signo positivo). Utilizando el programa DynaMut2 (Rodrigues et al.,
2020), se pudo predecir un valor para AAGvisir de -1,61 kcal/mol, lo cual indica que el cambio de una tirosina a una
fenilalanina en esa posicion genera una desestabilizacion de la hélice a5 de la cadena A, ya que la misma es estabilizada
mediante un puente de hidrégeno con la Arg!>. En cuanto al mutante OH1Y'5%, se obtuvo un valor para AAGyiszr de

-0,99 kcal/mol, lo cual indica que esta mutacién es desestabilizante al igual que la mutacién Y151F.

En un futuro seria interesante complementar el estudio de estos mutantes en tirosina de OHI1, evaluando por

cristalografia potenciales cambios estructurales en OH1 y los porcentajes de estructura secundaria por dicroismo circular.
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Factor B (A?)

Figura 5.14. Regiones flexibles y residuos que podrian estar implicados en la estabilizacion de los monémeros de OH1. A) Se
muestra la representacion de la estructura, con una coloracién segun el factor B. El color rojo indica regiones mas flexibles que la
media, mientras que el color azul representa regiones rigidas de la proteina. B) Se presenta el detalle de los puentes de hidrégeno
de 4,5 A de distancia entre los residuos Tyr'52 de la hélice a5 de la cadena B y la Arg™ de la hélice a1 de la cadena A. C) Se
observa la proximidad de los residuos Tyr'®" y Arg'5® de la hélice a5 de la cadena A.
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5.1.4 Ensayos de fosforilacion in vitro de STATI| y OH |

Segun los antecedentes descritos en la introduccién, un potencial sustrato fisiol6gico de la fosfatasa viral OH1 es el factor
de transcripciéon STAT1, fosforilado en la Tyr’®. Para poder evaluar in vitro la actividad de OH1 sobre STATI, es
importante contar con dicho sustrato. Se optd por obtener a STAT1 de forma comercial, ya que durante la tesis no fue
posible obtenerla a partir de los grupos que han trabajado con ella. Sin embargo, la STAT1 obtenida no se encontraba
fosforilada, por lo cual se realizaron ensayos de fosforilacion utilizando la quinasa comercial JAK1. JAK1 es la quinasa
responsable de su fosforilacién a nivel celular durante la activacion de la via JAK-STAT (Hu et al., 2021). Esta estrategia es
mas adecuada que hacerlo mediante un extracto celular de HeLa, como fue reportado previamente (Cengel et al., 1999),
ya que al utilizar JAK1 recombinante, nos aseguramos una fosforilacion dirigida y especifica hacia el residuo de interés: la
Tyr’ de STAT1. Ademds, dado que la JAK1 comercial viene fusionada a un tag de glutatién S-transferasa (GST), es
facilmente removible de la reaccion utilizando una matriz de afinidad (glutatidn sefarosa). En la figura 5.15 se muestra el
resultado de un ensayo in vitro de fosforilacion de STAT1 revelado utilizando un anticuerpo contra la forma fosforilada de
STAT1 (anti-STAT1 p-Tyr’') y contra STAT1 total (anti-STAT1 total). Se observa la clara fosforilacién de STAT1 por JAK1 en
las condiciones del ensayo, logrando fosforilar la Tyr’®! en un 80 % del STAT1 presente en la reaccién. En dicha figura se
observan las dos isoformas esperadas de STAT1, ambas fosforiladas. En la mayoria de las células y tejidos, STAT1 ha sido
detectada en dos isoformas, producto del splicing alternativo: STAT1a (91 kDa) y STAT1p (84 kDa). STAT1a, que representa
la forma mayoritaria de STAT1, posee dos sitios de fosforilacion (Tyr’® y Ser’”). En cambio, la isoforma STAT1f, truncada
en el extremo C-terminal, no posee parte del dominio de transactivacién (TAD), y, por lo tanto, contiene solamente a Tyr7!
(Semper et al., 2014). La isoforma B ha sido reportada como transcripcionalmente inactiva, pero trabajos mas recientes en
ratones genéticamente modificados han demostrado que la isoforma B de STAT1 es capaz de inducir la expresién de

ciertos genes, aunque de una forma menos eficiente que la isoforma o mas abundante (Parrini et al., 2018).
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Figura 5.15. Fosforilacion in vitro de STAT1 con JAK1. A) Membranas de WB utilizando el anticuerpo contra la forma fosforilada de
STAT1, en la Tyr’9'. Se muestra STAT1 incubada en presencia de JAK1 (+JAK1) y en ausencia de JAK1 (-JAK1). La reaccion se
llevéd a cabo utilizando una la relacion E:S de 1:7 en un volumen final de 25 L, a 30 °C durante 30 min. Para detener la reaccion
se agregaron 5 uL de tampdn de carga 5X y se incubd por 6 min a 96 °C, luego se separaron las proteinas por SDS-PAGE y se
procedio a realizar el WB. B) WB utilizando las misma membrana que en (A) pero reveladas con el anticuerpo anti-STAT1 total.
Las imagenes se analizaron con ImagedJ (Schneider et al., 2012) determinandose el porcentaje de STAT1 fosforilada respecto a
STAT1 total.

Segun nuestra hipdtesis, en una fase inicial, OH1 recluta al dimero paralelo de STAT1 mediante una tirosina fosforilada
que interactia con el dominio SH2 de uno de los monémeros de STAT1. Los resultados de simulaciones de interaccion
molecular indican que las posibles tirosinas fosforiladas de OH1 son la Tyr?s! o la Tyr?%2, lo cual requeriria la fosforilacién
de OH1 mediante una quinasa. Sin embargo, aun desconocemos qué quinasa especifica estd llevando a cabo esta
fosforilacién en OH1. En el contexto de los poxvirus, como el VACV, existe una quinasa viral denominada F10. Esta
quinasa es conocida por fosforilar residuos de tirosina, esta incorporada en el ntucleo de la particula viral y es esencial en
la morfogénesis viral (Derrien et al., 1999; Wang & Shuman, 1995). Aunque se ha identificado un sustrato viral de esta
quinasa (la proteina A17 de VACV), no podemos descartar la posibilidad de que también afecte a la homdloga de OH1 en
VACV (VH1). Para verificar esto se requerirdn estudios adicionales, como experimentos de captura de sustrato con OH1 y
extractos virales para determinar si la homdloga de F10 en ORFV puede interactuar con OH1. Sera interesante evaluar si
esta quinasa puede fosforilar OH1 en presencia de ATP, observando la fosforilacién mediante WB, e identificando el sitio
especifico mediante espectrometria de masas. Incluso si los resultados son alentadores, se podria producir de manera
recombinante la quinasa homéloga de F10 en ORFV y llevar a cabo pruebas de interaccién y fosforilacién con OH1%" y los
mutantes en las tirosinas de interés. Otra posibilidad es que sea fosforilada por una quinasa eucariota, por lo cual nos
parecié pertinente evaluar si la quinasa JAK1 era capaz de fosforilar a OH1. En la figura 5.16 A se observa que
efectivamente, en las condiciones in vitro utilizadas, JAK1 es capaz de fosforilar a OH1"'. Sin embargo, no podemos
afirmar que se esté fosforilando en las tirosinas deseadas, ya que OH1 cuenta con 9 tirosinas. Futuros ensayos de

espectrometria de masas esperamos permitan identificar los sitio de fosforilacién de OH1. Para evaluar si la fosforilacién
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era especifica de la Tyr's! o Tyr!%?, también evaluamos la fosforilacién por JAK1 de los mutantes puntuales de OH1 en la
Tyr®>! o la Tyr's? (figura 5.16 B). El resultado del WB muestra que estas variantes de OH1 también fueron fosforiladas
indicando que, en las condiciones ensayadas, JAK1 es capaz de fosforilar numerosas tirosinas, incluyendo otras distintas a
la Tyr®! y Tyr!%2. Esto puede deberse a que se utilizé una relacidén enzima:sustrato de 1:7, lo que pudo favorecer la
fosforilacién inespecifica de numerosas tirosinas. En un futuro, seria interesante realizar ensayos de fosforilacidon en
tiempos cortos utilizando relaciones enzima:sustrato 1:100 o mayores. Esto ayudaria a evitar la fosforilacién inespecifica

y permitiria evaluar por espectrometria de masas cudles tirosinas fueron fosforiladas.

OH1WT OH1 Y151F OH1 Y152F

o OH1 + JAKA OH1 + JAK1
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Figura 5.16. Fosforilacion in vitro de la fosfatasa viral OH1 con JAK1. A) SDS-PAGE y WB de OH1"T utilizando el anticuerpo anti
p-Tyr, incubada en ausencia (OH1) y presencia de JAK1 (OH1+JAK1). La reaccion se llevé a cabo utilizando una la relacion E:S
de 1:7 en un volumen final de 25 pL, a 30 °C durante 30 min. Para detener la reaccion se agregaron 5 pL de tampén de carga 5X y
se incubd por 6 min a 96 °C, luego se separaron las proteinas por SDS-PAGE y en paralelo se procedié a realizar el WB. B) WB
mostrando la fosforilacion de los mutantes de OH1Y'%'F y OH1Y152F, En este caso se muestra la cinética de fosforilacion en iguales
condiciones de reaccion que las utilizadas en el ensayo con OH1WT. En la membrana de WB se observa ademas de OH1
fosforilada en tirosina, la fosforilacion en tirosina de la quinasa JAK1 necesaria para que esta enzima sea activa. Las flechas
verdes indican el monémero de OH1, y las flechas en negro la JAK1 y las flechas rojas podria corresponder al dimero de OH1 o
algun contaminante remanente que se fosforild.

5.2 Resultados asociados al segundo objetivo

En esta etapa, se examind la importacién nuclear de STAT1 en células HeLa expresando variantes de OH1. Para este
proposito, se generaron previamente mutantes del gen OH1 en las tirosinas 151 y 152 (OH1Y'51F y OH1Y!5%) ]os cuales se
clonaron en el plasmido pHSV-IRES-EGFP. Ademads, se incorporaron los plasmidos que contenian el gen de la fosfatasa

OH1%Ty el mutante inactivo en la cisteina catalitica (OH1¢%%), obtenidos durante la tesis de maestria de Dario Porley.
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5.2.1 Introduccion de las variantes de OH| en el vector pHSV-IRES-EGFP

Para la obtencidn de los vectores plasmidicos necesarios para la expresion en células HelLa, se realizé el subclonaje de los
genes OH1Y51F y OH1Y5?F en el plasmido pHSV-IRES-EGFP, siguiendo el protocolo descrito en 4.1.6. A partir del gen de
OH1Y1F y OH1Y% clonado en pET28a, se realizé una PCR con cebadores que insertaron el sitio de restriccion de la
enzima HindIIl. En la figura 5.17A se muestran los productos de amplificacién obtenidos para ambos genes, de
aproximadamente 550 pb. Estos productos y el pHSV-IRES-EGFP fueron digeridos, ligados y expandidos en E. coli. Se
seleccionaron 5 colonias al azar correspondientes a cada mutante, realizando los minicultivos correspondientes y
obteniéndose los plasmidos pHSV-IRES-EGFP recombinantes con un alto grado de pureza (Abs 260 nm/280 nm > 1,8) y
concentracién (92-123 ng/pL). Para evaluar la presencia de clones positivos y su correcta insercién, se realizd una
digestion con las enzimas Sall y EcoRI. La figura 5.17 muestra el perfil electroforético correspondiente a la digestién con
dichas enzimas de restriccion, obteniéndose 3 construcciones correctas tanto para pHSV-IRES-EGFP-OH1Y5!f como para

PHSV-IRES-EGFP-OH1Y152F (panel B y C, respectivamente).
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Figura 5.17. Subclonado del gen OH1Y'%"F y OH1Y'%2F en el plasmido pHSV-IRES-EGFP. A) Electroforesis en geles de agarosa de
los amplicones de OH1Y'®" y OH1Y"%2 digeridos con Hindlll. PM: GeneRuler 1 kb ladder. Carril 1: amplicon correspondientes a
OH1Y'52F Carril 2: amplicén correspondientes a OH1Y'5'F_ Carril 3: pHSV-IRES-EGFP digerido y desfosforilado. B) Patron de
digestion del ADN de cinco clones OH1Y'5'F tratados con las enzimas de restriccion Sall y EcoRI resuelto en una electroforesis en
gel de agarosa al 1 %. En rojo se destacan los clones con el inserto en la orientacién correcta. PM: GeneRuler 1 kb ladder. Carriles
1-5: Patron de digestion con Sall y EcoRI del plasmido pHSV-OH1Y'5"F-|RES-EGFP. Carril 6: Control de plasmido pHSV-IRES-
EGFP digerido con enzima Sall. Carril 7: Control digestion con enzima EcoRI. Carril 8: Control de plasmido pHSV-IRES-EGFP sin
digerir. C) Patron de digestion del ADN de cinco clones OH1Y'%?F tratados con las enzimas de restriccion Sall y EcoRI resuelto en
una electroforesis en gel de agarosa al 1 %. En rojo se destacan los clones con el inserto en la orientacién correcta. PM:
GeneRuler 1 kb ladder. Carriles 1-5: Patron de digestién con Sall y EcoRI del plasmido pHSV-OH1Y'52F.|IRES-EGFP. Carril 6:
Control de plasmido pHSV-IRES-EGFP digerido con enzima Sall. Carril 7: Control digestiéon con enzima EcoRI. Carril 8: Control de
plasmido pHSV-IRES-EGFP sin digerir.
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Primero, se verific6 la secuencia de OH1 en los plasmidos mediante un perfil de restriccién para confirmar la correcta
insercion. Posteriormente, estas muestras fueron enviadas a Macrogen Corea para su secuenciacion. Una vez obtenidas
las secuencias, se realizo un alineamiento con la secuencia del gen OH1WT. A partir del mismo, se selecciond un clon
especifico de cada mutante. En la figura 5.18 se muestra parte de la secuencia de los dos clones seleccionados y alineados
con respecto a la secuencia de OH1"7T, indicdndose la mutacién puntual A452T y A455T correspondiente a Y151F y Y152F
respectivamente. De esta forma, se obtuvieron pldsmidos pHSV conteniendo los genes de OH1YS!F y OH1Y52F que

denominamos: pHSV-OH1Y51F-JRES-EGFP y pHSV-OH1Y152F-]JRES-EGFP, respectivamente.

Los plasmidos pHSV-IRES-EGFP, pHSV-OH1WI-IRES-EGFP y pHSV-OH1125-JRES-EGFP fueron expandidos y purificados a

partir de las semillas bacterianas disponibles en el grupo.

WT 436 TAC TCC CTC AAA ACC TAC TAC GAG ATC CGG GAC 468
146 Tyr-Phe-Leu-Lys-Thr-Tyr-Tyr-Glu-Ile-Arg-Asp 156

TAC TCC CTC AAA ACC TTC TAC GAG ATC CGG GAC

- Y151F __ -
PHSV-OH1 IRES-EGFP Tyr-Phe-Leu-Lys-Thr-Phe-Tyr-Glu-Ile-Arg-Asp

TAC TCC CTC AAA ACC TAC TTC GAG ATC CGG GAC

PHSV-OH1Y152F-TRES-EGFP
Tyr-Phe-Leu-Lys-Thr-Tyr-Phe-Glu-Ile-Arg-Asp

Figura 5.18 Alineamiento nucleotidico parcial de las secuencias de los clones de los mutantes OH1Y'5'F y OH1Y'5%F, Se muestra
parte del alineamiento de secuencias nucleotidicas de los clones secuenciados para la obtencion de los mutantes pHSV-OH1Y"51-
IRES-EGFP y pHSV-OH1Y"52F.|RES-EGFP respecto a la secuencia del gen de OH1WT UY11/07 (KY651216.1). Se indica también
el aminoacido correspondiente a cada codon, y en rojo la base T que da lugar al cambio de aminoacido Tyr a Phe.

5.2.2 Efecto de los mutantes OHI""'fy OHI""** en la translocacién de STATI

Una vez obtenidos los vectores plasmidicos necesarios, se procedié a evaluar el efecto de la expresién transitoria de la
fosfatasa OH1 en la importacién nuclear de STAT1 en células HeLa estimuladas con IFN-y. Como se expuso previamente
en la introduccién, STAT1 es un factor de transcripcién involucrado en la activacién de la respuesta inmunitaria mediada
por IFN-y. Al estimular las células HeLa con IFN-y, se desencadena una cascada de fosforilacién que da como resultado la
fosforilacién de la Tyr7 de STAT1 y su dimerizaciéon. STAT1 fosforilado se importa al nucleo donde activa la expresion de

genes relacionados con la respuesta celular antiviral.

La figura 5.19 representa un ejemplo de las imagenes analizadas. En el panel 1 se observa una célula HeLa donde la
ubicacion subcelular de STAT1 es predominantemente nuclear y en el panel 2 se muestra una célula donde la localizacion

subcelular de STAT1 es difusa. Se considera localizacion subcelular difusa cuando no es posible determinar si la
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localizacién subcelular es predominantemente nuclear. Se realizaron dos experimentos independientes para evaluar la
localizacién de STAT1 en células HeLa transfectadas con distintos pldsmidos: pHSV-IRES-EGFP, pHSV-OH1"I-IRES-EGFP,
pHSV-OH1125-[RES-EGFP, pHSV-OH1Y'5!F-IRES-EGFP y pHSV-OH1Y'52F-IRES-EGFP. Estos vectores plasmidicos permiten la
expresion de EGFP en tdndem con la proteina de interés, y se utilizé la fluorescencia verde para seleccionar las células a

analizar.

GFP

STATA1

DAPI

Merge
(GFP + STAT1)

Figura 5.19. Evaluacién de la localizacién de STAT1 en células HelLa transfectadas y estimuladas con IFN-y. A modo de ejemplo
se muestra la inmunofluorescencia indirecta en las células transfectadas con los plasmidos pHSV-IRES-EGFP (panel 1), o pHSV-
OH1C"2S.|RES-EGFP (panel 2). La fluoresencia verde es producto de la expresion del gen reportero EGFP que se encuentra
corriente abajo respecto al gen de OH1. Para detectar STAT1 se utilizé un anticuerpo primario anti-STAT1 (Cell Signaling) y un
anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a cianina 3 (emisién en rojo) (Jackson InmunoResearch Laboratories). Para marcar
los nucleos celulares se utilizd DAPI (azul). En el panel 1 se aprecia una localizacién predominantemente nuclear y en el panel 2
una distribucion difusa de STAT1. La imagen mostrada es representativa de los diferentes campos observados y diferentes
ensayos realizados. Las imagenes fueron obtenidas en el microscopio ZOE Fluorescent Cell Imager.

En el primer experimento, se detectaron entre 15 y 28 células fluorescentes para las distintas condiciones de expresion de
OH1, excepto para OH1Y5'F, donde se contabilizaron 85 eventos. En contraste, el segundo experimento mostré entre 7 y 14
células fluorescentes para las mismas condiciones, sin eventos observados para OH1¢1%5, Estos resultados difieren de los
obtenidos anteriormente por el grupo, que reportaron alrededor de 200 eventos por condicién (Porley, 2017). Esta

discrepancia sugiere que los ensayos actuales no reprodujeron los anteriores, probablemente debido a dificultades
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técnicas. Factores como la confluencia subdptima de las monocapas, la falta de evaluacion de la viabilidad celular y el
porcentaje de transfeccion, aspectos previamente analizados en nuestro grupo, podrian haber influido en los resultados
(Morandi, 2022; Porley, 2017). Los ensayos previos mostraron un 80 % de viabilidad luego de la expresion del plasmido

control o de las variantes de OH1 (WT o mutante inactivo) y porcentajes de transfeccion del orden del 20 %.

A pesar de estos desafios, se procedid a analizar el primer ensayo, que mostrd el mayor numero de células transfectadas.
Sin embargo, la baja cantidad de eventos fluorescentes limita la capacidad de obtener conclusiones definitivas, resaltando

la necesidad de realizar mas réplicas bioldgicas.

En el andlisis de la localizacién de STAT1 (figura 5.20), se encontré que en las células transfectadas con el plasmido
control, un 72 % mostraba localizacién nuclear de STAT1. En cambio, cuando se expresan OH1WT y OH1¢!!?S se observa
una disminuciéon en el numero de células que presentan una localizacién nuclear de STAT1 del 18 % y 57 %,
respectivamente, siendo solo significativa en el caso de OH1¢125. Ensayos previos del grupo analizando tres replicas
biolégicas con un numero de eventos 10 veces superior a los obtenidos en la presente tesis, mostraron que tanto la
expresion de OH1WT y OH1¢12S causan una disminucion significativa del orden del 20 % respecto al control (Porley, 2017).
En su globalidad estos resultados van en consonancia con la hipotesis planteada de recultamiento de STAT1 por un sitio
diferente al sitio activo de OH1, lo que explicaria que tanto la OH1"' como OH1¢'?® afecten la translocacién de STAT1 al
nucleo. Por otro lado, cuando se expresa el mutante OH1Y'5'F la disminucién en el nimero de células que presentan una
localizacién nuclear de STAT1 fue de solo 7 %, sin significancia estadistica respecto al control. Para el caso del mutante
OH1Y152F no se observd disminucién respecto al control, por el contrario se observé un mayor porcentaje en el numero de
células que presentaron una localizacién nuclear de STAT1 (93 %). El resultado observado para OH1Y15F y OH1Y15%F fue
significativo al compararlo con el valor obtenido para OH1¢"'%S, Este resultado no lo podemos comparar con resultados
previos porque fue la primera vez que se realiz6 el estudio con los mutantes en las tirosinas. Sin embargo, sugieren que la
expresion de los mutantes en estas tirosinas no estaria afectando la importacion nuclear de STAT1, como lo hace la
expresion de OH1¢125, Esto apoya la hipdtesis de interacciéon de OH1 con STAT1 propuesta por el grupo, aunque nuestro

modelo se centraba en la Tyr!2 de OH1.
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Figura 5.20. Localizacién subcelular de STAT1 en las células transfectadas. En el grafico se muestran el porcentaje de células con
una localizacion de STAT1 nuclear o difusa (citosodlica y nuclear) para las diferentes condiciones ensayadas, correspondiente al
primer ensayo experimental. Se indican las diferencias que fueron significativas respecto al control, obtenida mediante tablas de
contingencia y aplicando el Test exacto de Fisher.

Sin embargo, no podemos descartar un efecto de la Tyr?! dada la proximidad a la Tyr'>2. Una posible explicacion es que la
ausencia de la Tyr®! afecte la interaccion de la Tyr!>? fosforilada con el dominio SH2 de STAT1. Un anélisis de la
conservacion evolutiva de cada residuo de OH1 (figura 5.21) muestra un elevado grado de conservacién en la Tyr!>!
respecto a la Tyr'*? extendiéndose esta conservacion a otros géneros, ademads del Parapoxvirus. Este resultado estd
respaldado por estudios filogenéticos de nuestro grupo (Segovia, 2016). El grado de conservaciéon evolutiva de un
aminodcido depende en gran medida de su importancia estructural y funcional. El andlisis de la conservacién de
posiciones dentro de la misma familia de proteinas puede revelar el papel que una posicion desempefia en la estructura o
funcidén de esa proteina. Como se describid en los resultados del objetivo 1, el andlisis de la estructura de OH1 muestra
que la Tyr'*! es relevante en la estabilizacién de la hélice a5. Por lo tanto, al encontrarse este residuo en una posiciéon
cercana a la Tyr'?, es probable que la mutacién Y151F afecte el entorno de la Tyr'>? y, en consecuencia, el reclutamiento
de STAT1. En el futuro, seria interesante generar el doble mutante en dichas tirosinas para evaluar o determinar si existe

un efecto sinérgico en la inhibicién de la translocacién de STAT1 al nucleo.
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En conclusién, aunque los experimentos no lograron replicar completamente los estudios previos, proporcionan
evidencia que apoya la hipdtesis de interaccién de OH1 con STAT1. Los resultados destacan la importancia de considerar
factores técnicos y experimentales en estudios futuros, asi como la necesidad de realizar mds réplicas para validar estos

hallazgos preliminares.
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Figura 5.21. Estimacion de la conservacion evolutiva de las posiciones de los residuos aminoacidicos en OH1"T. El programa
ConSurf permite estimar las tasas de evolucidn de los aminoacidos y las mapea en la secuencia de la macromolécula de consulta.
Para este analisis se encontraron 123 secuencias aminoacidicas de proteinas homélogas, de las cuales 29 secuencias resultaron
ser unicas. Los grados de conservacion evolutiva de los aminoacidos se presentan con la barra de color en la parte inferior. La
Tyr'5" fue asignada con un alto grado de conservacion, al igual que la Arg'%® (8). Mientras que la Tyr'52 muestra un puntaje de 6
que entra en el rango de residuos ambiguos. Cdédigo de letras: (b) indica un residuo inaccesible segun el algoritmo NACSES; (e)
indica un residuo expuesto segun el mismo algoritmo; (f) indica un residuo predicho como funcional (expuesto y altamente
conservado) y (s) indica un residuo predicho como estructural (inaccesible y altamente conservado). Los sitios resaltados en
amarillo indican residuos para los cuales la estimacion de la conservacion se realizd en menos del 10 % de las secuencias
analizadas.
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En relacion al primer objetivo de la tesis, podemos concluir que se generaron diferentes variantes de OH1 en residuos
relevantes para la actividad (OH1"?, OH1¢12%), para la dimerizacién (OH1¢'%%) y para el reclutamiento de STAT1 (OH1Y5F y
OH1Y152F) caracterizando su actividad mediante el uso del sustrato artificial pNPP. Aunque el protocolo general utilizado
para la produccidn de las variantes de OH1 como proteinas recombinantes habia sido utilizado con éxito en el laboratorio
(purificaciéon de OH1WT, OH1¢!? y OH1¢%S), su aplicacién durante este trabajo presentd dificultades, dando lugar a
resultados heterogéneos. Se obtuvieron rendimientos menores a los reportados por el grupo, observdndose
precipitaciones en algunas de las etapas de la purificacién y la presencia de contaminantes no deseados en el producto
final. Estas incidencias se explican, en algunos casos, por demoras en la eliminacion del imidazol o la necesidad de

agregar etapas suplementarias de purificacién, tal como se detalla en los resultados.

A pesar de estos contratiempos, se tomé la decision de seguir adelante y proceder a evaluar la actividad fosfatasa de las
preparaciones obtenidas, utilizando el sustrato artificial pNPP. En cuanto a la caracterizacién cinética, tanto OH1"T como
OH1¢5 mostraron una menor actividad en comparacién con las preparaciones previamente obtenidas por el grupo. Este
resultado refleja una calidad menor de las muestras actuales. El mutante inactivo OH1¢!? se comportd como los lotes
previamente producidos, sin que se observara actividad fosfatasa. Por otro lado, los mutantes OH1Y15F y OH1Y152F también
presentaron una menor actividad que OH1W™. Sin embargo, este resultado no sabemos si es el esperado, ya que
suponiamos que no deberian presentar una actividad menor que OH1"T", al ser el pNPP una molécula pequefia y no
proteica que se une directamente al sitio activo. Una posible explicacion podria ser la baja calidad de las proteinas
obtenidas. Otra opcién es que la mutacién de tirosina a fenilalanina haya generado cambios en la estructura secundaria
que podrian afectar la actividad. Esto debera ser evaluado en nuevos lotes de proteina, utilizando, por ejemplo, dicroismo
circular u otras estrategias. Cabe destacar que la estructura cuaternaria de estos mutantes evaluada por SEC no fue

diferente a la de OH1WT,

Por ultimo, para los futuros experimentos de evaluacion de la actividad de OH1 sobre STAT1 in vitro, era necesario contar
con STAT1 en cantidad y pureza adecuada para los ensayos. Se utilizé STAT1 comercial pura, la cual se logré fosforilar en
la Tyr" con éxito, utilizando la enzima JAK comercial. También se logré fosforilar a OH1 con dicha quinasa. No obstante,
resta optimizar el ensayo y evaluar por espectrometria de masas las tirosinas que fueron fosforiladas en las diversas

variantes. Cabe destacar que, en las condiciones utilizadas, se detecté fosforilacién en tirosina incluso en los mutantes de
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interés, OH1Y15F y OH1Y52F, A pesar de las dificultades, este proceso me permitié familiarizarme con la obtencién de
mutantes puntuales, la expresion y purificacion de proteinas recombinantes, asi como la caracterizacién cinética de la

actividad fosfatasa y la fosforilacién de proteinas con JAK.

A pesar de haber avanzado en los procesos para adquirir ciertos recursos materiales, aun es necesario llevar a cabo los
ensayos de actividad entre las variantes de OH1 y STAT1. En linea con esto, el grupo obtuvo recientemente un pldsmido
sintético que contiene el gen de STAT1, lo que permitird su produccién recombinante en E. coli, y asi obtener las

cantidades necesarias para los ensayos. Esto es primordial porque la proteina STAT1 comercial fue discontinuada.

En relacién con el segundo objetivo, podemos concluir que en esta tesis se logré completar el clonado de todas las
variantes de OH1 en el pldsmido pHSV-IRES-EGFP y analizar la importacién nuclear de STAT1 en células que expresaban
las variantes OH1WT, OH1125, OH1Y!1F y OH1Y!%%. Sin embargo, al igual que ocurrid con el primer objetivo, solo se pudo
contar con resultados de un unico ensayo. Estos resultados preliminares, obtenidos a partir de una unica réplica
bioldgica, parecen respaldar la hipétesis de interaccién entre OH1 y STAT1 propuesta por nuestro grupo. Esto sugiere la
participaciéon de una tirosina de OH1 en dicho proceso. Para alcanzar el segundo objetivo, sera crucial incrementar el
numero de ensayos y mejorar los porcentajes de transfeccién. Esto permitird evaluar un mayor numero de células

transfectadas. Ademas, se considera la posibilidad de emplear un vector de expresion alternativo.
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8.1 Tabla de purificaciones de OH

8 APENDICE

YTy mutantes

C112S

Y151F

Y152F

Fraccién Peso humedo del Proteina total Rendimiento
pélet (g) (mg) (mg de OH1/gr de pélet)
IMAC 16 99 6,2
Didlisis - 30,6 1,9
WT Digestion con TEV - 13,5 0,8
Concentracion - 6,6 0,4
Gel Filtraciéon - 6,4 0,4
IMAC 8,9 21,5 2,4
Didlisis - 21,5 2,4
C15S Digestion con TEV - 0,8
Concentracion - 0,4

Gel Filtracion

Didlisis

Digestion con TEV

Concentraciéon

IMAC 40 60,3 1,5
Didalisis - - -
Digestion con TEV - 23,3 0,6
Concentracion - 2 0,05
Gel Filtracion - 2 0,05

IMAC 40 24,9 0,6
Didlisis - - -

Digestion con TEV - 7 0,2
Concentracion - 3 0,08
Gel Filtracion - 3 0,08
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Apéndice

8.2 Anilisis de conservacién de los residuos Tyr'>' y Tyr'>?

1 Input seq SEQRES A

[N N RS S )
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25
26
27
28
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ur |AOAOATMABE|1_176|9.7e-89| Parapoxvirus_red._deeerLSSS
ur |Q6TVD1 | 3_177 |1.1e-86 |Bovine_papular_stcmatitis_virus
ur|AOA1Z3GCU7|1_179|2.1e-86|Seal parapoxvirus

ur |AOA220TeDB|2_170|6.7e-41|Poxviridae

ur | Q9WHOE | 2_169 |3.2e-39|Capripoxvirus
ur|85297|2_169|5.7e-39|Leporipoxvirus

ur |AOATG5AXB3|2_167|9.5e-39|Molluscum_contagiosum virus

ur |U3UBDO | 5_169 12.6e-38]| Squirrelpox_virus

ur | AOA650AJK5|2_167|5.4e-38|Equine_molluscum contagiosum-like virus

ur |Q6TUU3|2_168|5.8e-38|Yaba_monkey_ tumor virus__strain VR587
ur|QO8FS1|2 169|1le-37|Cervidpoxvirus

ur |AOA223FMS7|2_168|2.5e-37|Centapoxvirus

ur |G3EIF7|2_168|1le-36|Yokapox_virus

ur |AOA6BSR233|2_170|1.5e-36|Cetacean poxvirus 1
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ur |AOA2U9QHPO|2_168|6.4e-36|Sea_otter poxvirus

ur |AOA7DOQ8BM1|2_169|1.7e-35|Brazilian_porcupinepox virus 1
ur |Q9DHP1|2_169|2.1le-35|Tanapox_virus

ur |AOA1BIMRKO|2 169|3.6e-35|Pteropox virus

ur |H6TA62|2_170|1.1e-34|0Oryzopoxvirus

ur |AOABB1SY51|2_170|6e-34|Swinepox_virus

ur |AOA2CSDT47|2_164|1.1e-29 |Macropopoxvirus
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ur |AOABS4B646|6_117|1.1e-13|Menidia menidia

ur |AOA671YBZ4|3_111|2.4e-13|Sparidae

ur |UPI0020D1246D| 6_117 |2.8e-12|Epinephelus

ur |UPIO01FB8427A|7_116|5e-12 |Mugil_cephalus
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Figura 8.1 Alineamiento multiple de distintas fosfatasas homologas de OH1 demostrando el grado de conservacion de los residuos

de Tyr indicados con flechas negras.
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8.3 Arbol filogenético generado por el programa ConSurf

Input seq SEQRES A

L ur|D3IZK4|1 181|2.3e-109|Pseudocowpox virus
ur|ACAOA7MAS86|1 176|9.7e-89|Parapoxvirus red deer/HL953

ur|Q6TVD1|3 177|1.1e-86|Bovine papular stomatitis virus

ur|ACA1Z3GCU7|1 179|2.1e-86|Seal parapoxvirus
ur|ACA8S4B646|6 117]|1.1e-13|Menidia menidia

]_EUHUPIOM FB8427A|7 116|5e-12|Mugil cephalus
| Li urlAOA671YBZ4|3 111|2.4e-13|Sparidae
urlUPI0020D1246D|6 117|2.8e-12|Epinephelus

ur|ACA1V0S7Z5|21 165|2.2e-29|Poxviridae
ur|AOA2C9DT47|2 164|1.1e-29|Macropopoxvirus
ur|AOA7G5AX83|2 167]9.5e-39|Molluscum contagiosum virus

£ ur|AOAB50AJK5|2 167|5.4e-38|Equine molluscum contagiosum-like virus
ur|AOA2U9QHPO0|2 168|6.4e-36|Sea otter poxvirus

£ur|AOA1B1MRKO|2 169]3.6e-35|Pteropox virus
ur|ACAG6B9R233|2 170|1.5e-36|Cetacean poxvirus 1
ur|lU3UBDO0|5 169|2.6e-38|Squirrelpox virus
— ur|AOA2R8F5P0|2 170|5.5e-36|Orthopoxvirus
{ur|AOA223FMST|2 168|2.5e-37|Centapoxvirus
ur|G3EIF7|2 168|1e-36|Yokapox virus
ur|A0A220T6D8|2 170]6.7e-41|Poxviridae
urlQ6TUU3|2 168|5.8e-38|Yaba monkey tumor virus strain VR587
ur|Q9DHP1|2 169|2.1e-35|Tanapox virus
ur|Q85297|2 169|5.7e-39|Leporipoxvirus
ur|QO08FS1|2 169|1e-37|Cervidpoxvirus
ur|Q9WHO06|2 169|3.2e-39|Capripoxvirus
ur|ACA8815Y51|2 170|6e-34|Swinepox virus
ur|AOA7D0Q8M1|2 169]1.7e-35|Brazilian porcupinepox virus 1
ur|[H6TAG2|2 170|1.1e-34|Oryzopoxvirus
Figura 8.2 Arbol filogenético generado por el método de Neighbor-Joining (NJ), obtenido a partir del alineamiento en la figura 8.1.
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