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IMPORTANCIA

La estructura de la proteina ORF8 del SARS-CoV-2 revela dos
nuevas interfaces intermoleculares en capas sobre un pliegue
ORF7. Uno esta mediado por un enlace disulfuro, el otro es no
covalente, y ambos son novedosos con respecto al SARS-CoV. El
analisis estructural aqui establece un marco molecular para
comprender la rapida evolucion de ORF8, sus contribuciones a la
patogénesis de COVID-19 y el potencial para su neutralizacién por
anticuerpos.
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RESUMEN

La base molecular de la gravedad y la rapida propagacion de la
enfermedad COVID-19 causada por el coronavirus 2 del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) es en gran parte
desconocida. ORF8 es una proteina accesoria de rapida evolucion
que se ha propuesto que interfiere con las respuestas inmunes. La
estructura cristalina del SARS-CoV-2 ORF8 se determind a una
resolucién de 2,04-A mediante cristalografia de rayos X. La
estructura revela un nucleo de ~60 residuos similar al SARS-CoV-
2 ORF7a, con la adicion de dos interfaces de dimerizacion
exclusivas del SARS-CoV-2 ORF8. Un dimero covalente unido al
disulfuro se forma a través de una secuencia N-terminal especifica
del SARS-CoV-2, mientras que una interfaz no covalente separada
esta formada por otra secuencia especifica del SARS-CoV-2,73
YIDIs. Juntas, la presencia de estas interfaces muestra coémo el
SARS-CoV-2 ORF8 puede formar ensamblajes tinicos a gran escala
que no son posibles para el SARS-CoV, lo que podria mediar
actividades unicas de supresion y evasion inmune.

La gravedad de la actual pandemia de COVID-19 causada por el
coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-
2) enrelacion con brotes anteriores de sindrome respiratorio de
Oriente Medio, SARS y otros betacoronavirus en humanos plantea
la pregunta sobre su base molecular. La proteina accesoria ORF8
es una de las proteinas betacoronavirus de evolucién mas rapida
(1-7). Si bien la expresion de ORF8 no es estrictamente esencial
para la replicacién del SARS-CoV y el SARS-CoV-2, una delecion de
29 nucleotidos (A29) que ocurrid temprano en la transmision de
SARS-CoV de persona a persona, dividiendo ORF8 en ORF8a y
ORF8D, se correlaciona con una enfermedad mas leve (8).
También se encontré que una delecion de 382 nucle6tidos (A382)
en el SARS-CoV-2 (9, 10) se correlaciona con una enfermedad mas
leve y una menor incidencia de hipoxia (11).

SARS-CoV-2 ORF8 es una proteina de 121 aminoacidos (aa) que
consiste en una secuencia de sefial N-terminal seguida de un
pliegue similar a Ig predicho (12). Con una identidad de secuencia
del <20% al SARS-CoV ORFS8, el SARS-CoV-2 ORF8 es
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notablemente divergente. Las proteinas ORF8 de ambos virus
poseen una secuencia de sefiales para la importacion de reticulo
endoplasmico (RE). Dentro del lumen del RE, el SARS-CoV-2 ORF8
interactia con una variedad de proteinas del huésped, incluidos
muchos factores involucrados en la degradacion asociada al RE
(13). Presumiblemente, ORF8 se secreta, en lugar de retenerse en
el RE, ya que los anticuerpos ORF8 son uno de los principales
marcadores de infecciones por SARS-CoV-2 (14). Se han
propuesto varias funciones para el SARS-CoV-2 ORF8. ORF8
interrumpe la sefializacion de IFN-I cuando se sobreexpresa
exdgenamente en las células (15). Se ha demostrado que ORF8 del
SARS-CoV-2, pero no ORF8 u ORF8a/0ORF8b del SARS-CoV, regula
a la baja el MHC-I en las células (16).

Estas observaciones sugieren que la relacion entre la estructura,
la funcion y la variacion de la secuencia de ORF8 puede ser
fundamental para comprender la aparicion del SARS-CoV-2 como
un patégeno humano mortal. Sin embargo, no solo no hay una
estructura tridimensional de ninguna proteina ORF8 de ningun
coronavirus, sino que no hay homélogos de estructura conocida
con identidad de secuencia suficiente para una alineacion
confiable. El SARS y el SARS-CoV-2 ORF7a son las plantillas mas
estrechamente relacionadas de la estructura conocida (17), sin
embargo, su nucleo es aproximadamente la mitad del tamafio de
ORF8, y su identidad de secuencia primaria es insignificante. Por
lo tanto, determinamos la estructura cristalina del SARS-CoV-2
ORF8. La estructura confirma el pliegue similar a Ig esperado y la
similitud general del pliegue del ntcleo con el SARS-CoV-2 ORF7a.
La estructura revela dos nuevas interfaces de dimero para el
SARS-CoV-2 ORF8 unicas en relacidon con todos menos sus
ancestros mas recientes en murciélagos. Juntos, nuestros
resultados sientan las bases para dilucidar aspectos esenciales de
la biologia ORF8 que se aprovecharan para el desarrollo de nuevas
terapias.
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Generamos la proteina SARS-CoV-2 ORF8 por expresion en
Escherichia coli y repliegue oxidativo. La estructura del SARS-CoV-
2 ORF8 se determiné mediante cristalografia de rayos X a una
resolucién de 2,04 A (Fig. 1 Ay B). La densidad de la cadena
lateral fue visible en la mayor parte del mapa de densidad, y se
construyé un modelo atémico ab initio en la densidad (Fig. 1C).
ORF8 cristaliz6 como un dimero covalente con tres conjuntos de
enlaces disulfuro intramoleculares por monémero y un solo
enlace disulfuro intermolecular formado por Cys20 de cada
mondmero (Fig. 1B). El niicleo de cada mondmero ORF8 consta de
dos B antiparalelas (Fig. 1 D y E). La hoja mas pequefia consiste en
B2, B5 y B6, mientras que la mas grande se forma a partir de 33,
B4, 37 y B8. B8 también contribuye a una breve hoja de 3 paralela

con 31 (Fig. 1 Dy E).
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Figura 1.
Estructura cristalina del SARS-CoV-2 ORF8. (4) Un mapa de densidad electronica

2Fo-Fc del dimero cristalografico SARS-CoV-2 ORF8 determinado a 2.04 A (cadena
A, azul claro; cadena B, rosa claro). (B) Representacién en dibujos animados del
dimero cristalografico ORF8 del SARS-CoV-2. Los enlaces disulfuro se modelan
mostrando pares de enlaces intermoleculares e intramoleculares. (€) Densidad
representativa 2Fo-Fc del motivo de giro Cys83-Leu84-Pro85. El mapa esta
contorneado a 20 y representado como una malla azul. (D) Representacion de
dibujos animados del monémero ORF8 del SARS-CoV-2. 3-hebras estan
etiquetadas como 31 a 38, y la cadena esta coloreada por el gradiente del arco iris
para mayor claridad. (E) Representacion topografica del monémero ORF8 que
muestra laminas {3 antiparalelas formadas por 31 a 38.
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ORF8 tiene una identidad de secuencia del 16% con la proteina
ORF7a del SARS-CoV-2. El pliegue similar a Ig de ORF7a (cédigo
de identificacion 6W37 del Banco de Datos de Proteinas [PDB]) se
alinea con el monémero ORF8 con una alineacién de matriz de
distancia (DALI) puntuacion Z = 4.5 y un rmsd = 2.5 (Fig. 2B).
Segun la alineacion estructural, ORF8 y ORF7a comparten dos
conjuntos de enlaces disulfuro estructurales que son centrales
para el pliegue similar a Ig (Fig. 2 A y C). Puntuado entre lo que
seria 33 y B5 de ORF7a hay una region especifica de ORF8 de ~35
aa de los residuos 46 a 83 que son estructuralmente distintos de
ORF7ay otros pliegues similares a Ig (Fig. 2 A, By D). Estos
residuos son responsables de un tercer disulfuro especifico de

ORF8 (Fig. 2 Ay C).
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Figura 2.

SARS-CoV-2 ORF8 adopta un pliegue similar a Ig. (A) Alineacidn de secuencia
guiada por estructura de CoV-2 ORF8 con SARS-CoV y SARS-CoV-2 ORF7a. Las
asignaciones de estructuras secundarias (flechas azules de dibujos animados)
corresponden a las estructuras del SARS-CoV-2 ORF8 (arriba) y SARS-CoV-2
ORF7a (abajo). Se destacan los residuos de cisteina implicados en la formaciéon de
disulfuro (salmon). Se muestran los enlaces cisteina-cisteina conservados entre
ORF7ay ORF8 (abajo: negro), asi como el tnico enlace intramolecular cisteina-
cisteina ORF8 (arriba: rojo). (B) Alineacién del SARS-CoV-2 ORF8 y SARS-CoV-2
ORF7a (codigo de identificacion PDB 6W37). La alineacién produjo una puntuacion
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Z del servidor DALI = 4,3 yun rmsd = 2,5 A. Se resalta la region unica de la
estructura ORF8 (verde claro). (C) enlaces disulfuro intramoleculares SARS-CoV-2
ORF8 y ORF7a. Se muestran los disulfuros estructuralmente conservados entre las
dos proteinas, asi como el enlace disulfuro intramolecular especifico de ORF8. (D)
Alineaciéon de CoV-2 ORF8 y otras proteinas representativas del pliegue similar a Ig
(cdédigos de identificacion PDB Dscam1, 4X83; CD244 y 2PTU). Las alineaciones
produjeron una puntuacidn Z del servidor DALI = 6.2y 6.1 yun rmsd = 2.4 y 3.5,
respectivamente.

El SARS-CoV-2 ORF8 se separa en dos especies distintas cuando se
analiza mediante cromatografia de exclusion de tamaifio (SEC). La
comparacion de los volimenes maximos de elucion con los
patrones de peso molecular sugiere formas diméricas y
monoméricas (Fig. 3A). La forma dimérica de ORF8 se ha
observado utilizando un sistema de expresion celular BY2 del
tabaco (18). La unidad asimétrica dentro del cristal contiene la
forma dimérica (Fig. 3B) y exhibe una simetria imperfecta doble
no cristalografica. Este mismo dimero ligado al disulfuro se
observé en el cristal de selenometionina (SeMet) C2: que
proporciond la informacion inicial de fase utilizada para la
determinacidn de la estructura, asi como una estructura
independiente del SARS-CoV-2 ORF8 determinada posteriormente
(codigo de identificacion PDB 7]X6). El dimero esta unido por un
puente disulfuro intermolecular formado entre dos copias de
Cys20 (Fig. 3B). La generacion del potencial electrostatico
superficial para cada monémero muestra que las interfaces son
complementarias (Fig. 3B). La interfaz dimérica asciende a ~1.320
Az en superficie enterrada (19). Los enlaces intermoleculares son
aportados principalmente por los residuos 1 y 8 y el bucle que
une 33y B4 (Fig. 3 Cy D). El puente disulfuro intermolecular
orquesta el eje de simetria no cristalografica (Fig. 3C). Val117
forma una interaccion hidrofébica con su contraparte relacionada
con la simetria. Esta region hidrofébica central esta flanqueada
por puentes salinos entre Arg115 y Asp119 (Fig. 3C). Los
extremos de la interfaz estan estabilizados por un bucle de
"abrazadera" que realiza interacciones de enlace de hidrogeno de
cadena principal entre Phe120 de una subunidad y Ala51 y Arg52
de la otra (Fig. 3D). El grupo guanidino de Arg52, a su vez, se
extiende y forma un enlace de hidrégeno con el grupo carbonilo
de la cadena principal [le121. Se forma un enlace de hidrégeno
adicional entre e-amino grupo de Lys53 y Ser24. Estas
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caracteristicas son casi idénticas en el lado opuesto de la interfaz,
debido a la simetria del dimero.
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Figura 3.

SARS-CoV-2 ORF8 forma un homodimero ligado al disulfuro. (4) Perfil de elucion
SEC de una columna HiLoad 16/600 Superdex 75 que muestre picos
correspondientes a especies ORF8 diméricas y monoméricas. La absorbancia se
mide como un producto del volumen de elucion. (B) La mitad superior del panel
comunica una representacion caricaturesca de la unidad asimétrica que contiene
una sola copia del dimero ORF8. El puente disulfuro intermolecular se forma entre
dos cisteinas, ambas correspondientes a la posicion 20 en la secuencia primaria.
Los terminales N y C se etiquetan en consecuencia. La mitad inferior muestra una
representacion de superficie potencial electrostatica de cada monémero generado
a pH neutro con cargas positivas, negativas y neutras de color azul, rojo y gris,
respectivamente. (C) Vista detallada de la interfaz dimérica, centrada en el puente
disulfuro intermolecular. (D) El borde de la interfaz dimérica esta estabilizado por
multiples enlaces de hidrégeno. El lado opuesto de la interfaz muestra una
disposicion casi idéntica. Los residuos clave estan etiquetados, y los enlaces de
hidrégeno y los puentes de sal se muestran como lineas discontinuas.
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La alineacidon de la secuencia del SARS-CoV-2 ORF8 y sus
ortologos RaTG13 y SL-CoVZ(C45 del betacoronavirus de
murciélago estrechamente relacionados revelaron que los seis
puentes disulfuro intramoleculares que forman Cys estan
conservados. Estos Cys también se conservan en el SARS-CoV y la
mayoria de sus parientes (Fig. 4), y también estan presentes en las
regiones correspondientes del SARS-CoV ORF8a y ORF8b. Sin
embargo, Cys20 no se conserva en el SARS-CoV ORF8 y los virus
de murciélagos que se agrupan filogenéticamente con el SARS-CoV
humano (Fig. 4). Los residuos que rodean inmediatamente Cys20
también se conservan en los precursores murciélagos mas
recientes del SARS-CoV-2. Por lo tanto, las caracteristicas
requeridas para el pliegue general del monémero ORF8 estan bien
conservadas en el SARS-CoV, el SARS-CoV-2 y el betacoronavirus
relacionado. El dimero covalente es, sin embargo, una adicion
evolutivamente reciente entre los betacoronavirus humanos
exclusiva del SARS-CoV-2.
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Figura 4.

Caracteristicas conservadas y unicas del SARS-CoV y SARS-CoV-2 ORF8. Alineacion
de secuencia primaria de SARS-CoV-2 ORF8, SARS-CoV ORF8 y homologos ORF8
estrechamente relacionados encontrados en cepas de betacoronavirus de
murciélago (3). Las asignaciones de estructura secundaria (flechas azules de
dibujos animados) corresponden a la estructura SARS-CoV-2 ORF8. Se destacan las
caracteristicas bioquimicas putativas y conservadas: cisteinas-disulfuros (salmén),
cis-prolina (azul), residuo 84 (verde; Numeracion ORF8 del SARS-CoV-2), sitio de N-
glicosilacion (amarillo; sitio previsto para el SARS-CoV-2) (12). Los asteriscos
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designan los residuos que contribuyen a la interfaz del dimero "covalente". Los
cuadrados abiertos designan residuos que contribuyen a la interfaz dimérica
alternativa. Los puntos designan intervalos de 10 aa segiin la numeraciéon SARS-
CoV-2 ORF8.

El analisis filogenético de las cepas de SARS-CoV-2 revel6 dos
isoformas predominantes de ORF8 en circulacion, que contienen
Leu84 o Ser84 (4, 7). La estructura reportada aqui es de la forma
Leu84. En la estructura ORFS8, el residuo Leu84 esta flanqueado
por el Cys83 formador de disulfuro por un lado y por Pro85 por el
otro (Fig. 1C). Pro85 adopta la inusual conformacion cis. Tanto
Cys83 como Pro85 se conservan entre los ortologos de ORF8.
Dada la posicion de Leu84, con su cadena lateral expuesta al
disolvente, parece poco probable que la mutacion influya en la
estructura terciaria general. Leu84 también es distal a las dos
nuevas interfaces de dimeros especificos del SARS-CoV-2. El papel
biologico del residuo 84 aun no se ha determinado, pero su
posicionamiento inusual controlado por un disulfuro y cis Pro
juntos sugiere su probable papel en la funcion.

Otra region importante de secuencia exclusiva del SARS-CoV-2y
sus parientes mas cercanos comienza inmediatamente después de
Cys61 y se extiende hasta justo antes del motivo conservado
Cys83-Leu84-Pro85. La alineacion estructural de las cadenas Ay
B sugiere que esta region es algo plastica (Fig. 5A). Una
comparacién adicional con PDB 7]X6 muestra como esta regién
unica puede adoptar diferentes conformaciones (Fig. 5A). Un
motivo especifico de 73 YIDI 76 del SARS-CoV-2 se produce en el
centro de esta region unica. El motivo YIDI es responsable de
estabilizar una extensa interfaz de dimero no covalente en el
cristal, marcada como altamente significativa (19) sobre la base
de sus 1.700 Az de superficie enterrada e hidrofobicidad. Esto
sugiere que el dimero no covalente visto en el cristal es una
caracteristica especial del SARS-CoV-2 ausente en el SARS-CoV.
Esta misma interfaz de dimero no covalente se observé en el
cristal SeMet C2; que proporciond la informacion inicial de fase
utilizada para la determinacion de la estructura. Sin embargo, no
figuraba en el cddigo de identificacién PDB 7]X6, que se determind
en el grupo espacial P4;2,2. La combinacion de Leu95, [1e58,
Val49 y Pro56 forma una interaccién hidrofobica con Tyr73 del
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motivo YIDI (Fig. 5 C y D). Los contactos cristalograficos revelaron
una amplia gama de interacciones hidrofébicas entre los residuos
71y 75 de la cadena A que se interdigitan con los residuos
correspondientes de una copia relacionada con la simetria de la
cadena B, distinta de la subunidad B del dimero covalente (Fig. 5 E
v F). El centro de la interfaz comprende una hoja de (3 paralela de
dos hebras que es distinta de las hojas de 3 centrales del pliegue
monomérico similar a Ig. Tomada en combinacién con la interfaz
de dimero covalente mediada por Cys20, la estructura muestra
que dos regiones de secuencia unicas para el SARS-CoV-2
controlan la oligomerizacion y el empaquetamiento cristalino de
ORFS8, y potencialmente median ensamblajes macromoleculares
de orden superior exclusivos del SARS-CoV-2 (Fig. 5G). Estas
observaciones muestran como los cambios evolutivos recientes en
la secuencia del SARS-CoV-2 en relacién con sus precursores mas
benignos podrian contribuir a un ensamblaje tinico de orden
superior que medie funciones Unicas en la evasion y supresion
inmunes.
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Figura 5.
SARS-CoV-2 ORF8 contiene una insercion grande y no estructurada. (A) Alineacion

estructural de las cadenas ORF8 A y B del dimero ligado al disulfuro (rmsd = 0,29)
y comparacion con el codigo ID PDB 7]X6 cadena A (rmsd = 0,42). La region
correspondiente a la region especifica de ORF8 se resalta en verde. (B) (Arriba) Se
muestra la secuencia primaria de la construccién ORF8 del SARS-CoV-2 utilizada
en este estudio. La region especifica de ORF8 se resalta en verde. (Abajo) Una
representacion de dibujos animados del monémero con la regién especifica de
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ORF8 de color verde. (C) Se anota un primer plano de la regiéon especifica de ORF8.
Los residuos notables se muestran como palos y se etiquetan en consecuencia. (D)
Representacion en barra de la inserciéon con mapa de densidad electrénica 2Fo-Fc.
El mapa esta contorneado a 20 y representado como una malla azul. (E) El
contacto cristalografico entre las cadenas ORF8 A y B forma una interfaz no
covalente resaltada por una amplia gama de residuos hidréfobos. Los residuos
estan anotados y se muestran en forma de barra. (F) La interfaz no covalente entre
las cadenas ORF8 A y B forma una hoja 3 corta y paralela. (G) Representacién de
dibujos animados de interfaces alternas de disulfuro covalente y no covalente en la
red cristalina ORF8.

Vete a:

DISCUSION

La estructura del SARS-CoV-2 ORF8 proporciona un marco para
comprender la relacidn entre las caracteristicas de la secuencia, la
evolucion viral y la patogénesis, pero muchas preguntas clave
siguen sin respuesta. Se han identificado muchos interactores
celulares putativos (13, 20), pero el mecanismo de accion de ORF8
con respecto a estos interactores aun no esta claro. Como se
determinan las estructuras de los complejos ORF8 con receptores
del huésped, esperariamos ver a ORF8 unido en estos complejos
como un dimero covalente. Es menos seguro si esperar que la
interfaz de dimero no covalente mediada por motivos YIDI
persista en algunos complejos funcionales. Dada la alta exposicion
a disolventes de estos residuos hidrofobicos y su singularidad
para el SARS-CoV-2 y sus parientes mas cercanos, es razonable
esperar que sean importantes para la patogénesis. Puede ser que
estos residuos se involucren directamente con los objetivos del
huésped en algunos casos, lo que presumiblemente no seria
compatible con la persistencia del dimero ORF8 no covalente.
Alternativamente, otras regiones pueden mediar interacciones
directas con los receptores, mientras que la interfaz YIDI
promueve el ensamblaje de orden superior y aumenta la avidez de
union a los oligdmeros receptores, o induce la oligomerizacion de
los receptores. Es intrigante que los anticuerpos ORF8 sean los
principales marcadores seroldgicos de la infeccion por SARS-
CoV-2. Sera importante definir los epitopos inmunogénicos en el
SARS-CoV-2 ORFS8, y si incluyen el motivo YIDI. En la medida en
que los anticuerpos reaccionen con superficies funcionales
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putativas de ORF8 como el motivo YIDI, sera importante
determinar si los anticuerpos son neutralizantes con
respecto a las funciones patogénicas de ORF8y, de ser asi, si
estas propiedades pueden ser explotadas terapéuticamente.

Vete a:

MATERIALES Y METODOS

Expresion y purificacidn de proteinas.

El gen para el SARS-CoV-2 ORF8 18 a 121 de tipo salvaje se
subclond a partir de un ADN complementario proporcionado
amablemente por D. Gordon y N. Krogan, Universidad de
California, San Francisco, CA en el vector de clonaciéon
independiente de clonacion independiente (LIC) del virus del
grabado del tabaco (TEV) pET His6 (TEV). El plasmido se
transformo en E. coli cepa BL21(DE3) Rosetta pLysS (QB3
MacroLab, Universidad de California, Berkeley), luego se expresé
durante la noche (0,5 mM isopropil 3-p-1-tiogalactopiranosido) a
20 °C en caldo Luria que contenia ampicilina y cloranfenicol. Las
células fueron granuladas y resuspendidas en tampoén de lisis [50
mM Tris pH 8.0, 2 mM (etilendinitrilo)acido tetraacético (EDTA),
100 mM NaCl, 1 mM ditiothreitol, 0.5% Triton-X100]
suplementado con inhibidores de la proteasa (Roche) y lisado por
sonicacion. El lisado se clarificé por centrifugacion, y el pellet se
lavé con tampon de lisis y se sonic6 durante 10 minutos
adicionales para homogeneizar. La suspension se aclaro
nuevamente por centrifugacion, y el pellet se resuspendio6 en
tampodn de solubilizacion (100 mM Tris pH 8.5, 6 M clorhidrato de
guanidina, 10 mM glutatién reducido) seguido de
homogeneizaciéon Dounce e incubado a temperatura ambiente con
balanceo durante 1 h. Las particulas insolubles se eliminaron por
centrifugacidn, y el sobrenadante se aplico a la agarosa cargada de
niquel (GE Healthcare) preequilibrada en tampon de
solubilizacién. La resina se lavo con tampdn de solubilizacién y se
unié ORF8 marcado con His-tagged eluido con tampdn de elucién
(100 mM Tris pH 8.5, 6 M clorhidrato de guanidina, glutation
reducido 10 mM, imidazol 350 mM). El ORF8 solubilizado se
afiadi6 gota a gota a un exceso de 50 veces de tampoén de repliegue
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en frio (50 mM Tris pH 8,0, 500 mM de l-arginina, 2 mM EDTA, 5 mM de
glutatién reducido, 0,5 mM de glutation oxidado, 0,2 mM de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo) durante un periodo de 2 h con agitacion suave
seguida de incubacion durante la noche a 4 °C. La solucion de
repliegue se filtré, concentro y aplicé a una columna de exclusion
de tamafio Superdex S75 equilibrada en tampo6n (20 mM Tris-HC],
pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA). ORF8 plegado eluido como
dos picos correspondientes a mondémero y dimero. Ambos picos
se agruparon e incubaron con proteasa TEV durante la noche. Los
productos de escision se pasaron a traves de agarosa cargada de
niquel (GE Healthcare) para eliminar cualquier ORF8 tio. El flujo
continuo se concentré y se aplico a una columna de exclusion de
tamafio Superdex S75 equilibrada en tampoén (20 mM Tris-HCI, pH
8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA). Tanto los picos de monomeros
como los de dimeros se agruparon y concentraron.

El plasmido que contiene la secuencia codificante doble mutante
ORF8 V32M, L84M fue generado por mutagénesis dirigida al sitio
QuikChange de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Agilent). La proteina doble mutante ORF8 marcada con SeMet se
expreso utilizando SelenoMet Medium Base de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (dimensiones moleculares). La
purificacién se llevé a cabo de la misma manera que el tipo
salvaje, pero se omiti6 el paso de escisién TEV.

La expresion constructo se ha puesto a disposicion en
http://www.addgene.org.

Cristalografia de rayos X.

Los cristales de ORF8 de tipo salvaje se cultivaron utilizando el
método de difusion de vapor de gota colgante a 18 °C. Dos
microlitros de la muestra de proteina (7,8 mg-mL-1) se mezclaron
con 2 uL de solucién de reservorio y se suspendieron sobre un
deposito de 500 pL. de 100 mM de dihidrogeno fosfato de sodio pH
6,5, 12% (peso / vol) PEGB00O. Los cristales aparecieron después
de 5 d y continuaron creciendo durante aproximadamente 1
semana. Los cristales se transfirieron al crioprotector (100 mM de
dihidrégeno fosfato de sodio pH 6.5, 12% [peso / vol] PEG8000,
20 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 30% [vol / vol]
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glicerol) y se congelaron rapidamente sumergiéndolos en
nitrogeno liquido. Se recogio un conjunto de datos nativo de un
unico cristal del grupo espacial P4 1212 en condiciones
criogénicas (100 K) a una longitud de onda de 1,00001 A
utilizando un detector Dectris Pilatus3 S 6M (Beamline 5.0.2,
Advanced Light Source, Lawrence Berkeley National Laboratory).

Los cristales de V32M/L84M ORF8 marcados con SeMet se
produjeron utilizando la misma condicion de reservorio que el
tipo salvaje y una menor concentracion de proteina (2,5 mg-mL-1).
Los cristales que exhibian una morfologia diferente al tipo salvaje
aparecieron después de 2 d y continuaron creciendo durante ~4
d. Se recolectd un conjunto de datos de pico de selenio de
dispersién anomala de longitud de onda tinica en el grupo espacial C2; @ una
longitud de onda de 0.97903 A.

Los datos de difraccién se indexaron e integraron utilizando un
software detector de rayos X (21). Las reflexiones integradas se
escalaron, fusionaron y truncaron utilizando el traje de software
CCP4 (22). Las fases iniciales se obtuvieron para el conjunto de
datos SeMet utilizando la tuberia de autosol Phenix (23). Esta
solucion condujo a un mapa que permitio rastrear la cadena
principal ORF8 completa, que se refiné parcialmente y luego se
utiliz6 como modelo de busqueda para el reemplazo molecular
con respecto al conjunto de datos nativo utilizando Hierarchical
EnviroNment for Integrated Xtallography (PHASER) basado en
Python (24). El grupo espacial del conjunto de datos nativo es P4 1
2:12con un dimero ORF8 en la unidad asimétrica. Se llevaron a
cabo rondas iterativas de construccién y refinamiento manual de
modelos utilizando Coot (25) y Phenix Refine (23),
respectivamente (para estadisticas, véase el Apéndice SI, Tabla S1).
Las figuras estructurales se produjeron utilizando el programa
PyMOL (https://pymol.org/2/).

Alineacién de secuencias.

Las secuencias primarias de ORF8 y ORF7 de aislados humanos y
murciélagos se recolectaron de GenBank. Las secuencias
utilizadas para la alineacién se seleccionaron en base a analisis
filogenéticos previos (12). La alineacion de la secuencia primaria
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de los homdlogos ORF8 se realiz6 utilizando el servidor
ClustalOmega (26). La alineacion de secuencias de ORF7a y ORF8
y las anotaciones de estructuras secundarias se guiaron mediante
Define Secondary Structure of Proteins a través del servidor DALI
(27) y se ajustaron manualmente en funcion de la inspeccion
visual de las estructuras.

Vete a:
MATERIAL COMPLEMENTARIO
Expediente complementario
Haga clic aqui para ver. (38 pdd
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DISPONIBILIDAD DE DATOS.

Las coordenadas se han depositado en el PDB,
http://www.wwpdb.org (cddigo de identificacién PDB 7]TL). La
expresion constructo se ha puesto a disposicion en
http://www.addgene.org.
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