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RESUMEN.

Rotavirus pertenece a la familia Reoviridae y presenta un genoma de 11
segmentos de RNA doble hebra. El proceso de sintesis de hebras negativas de RNA
utilizando como templado el RNA de polaridad positiva viral se denomina replicacién y
ocurre en estructuras subcelulares denominadas viroplasmas. NSP5 es una fosfoproteina
viral que forma parte de los viroplasmas y es esencial para la replicacion.

La no disponibilidad de un sistema de genética reversa para NSP5 ha impedido
hasta el momento estudiar el rol preciso de esta proteina, asi como el de sus
modificaciones post-traduccionales en el ciclo viral. Como una alternativa en este
trabajo se propuso el desarrollo de un sistema de transcomplementacion basado en el uso
de siRNA para bloquear la expresién viral de NSP5 combinado con la expresién en
trans de la proteina utilizando un sistema lentiviral. Sorprendentemente, al realizar los
ensayos de transcomplementacion, se observé que la expresion de NSP5 recombinante
(trNSP5) en un momento previo a la infeccién era capaz de inhibir el ciclo viral.

Al analizar las distintas variables, asociadas a diferentes estadios del ciclo viral,
tales como: la formacién de particulas, Ia produccién de viroplasmas (replicacion y
ensamblaje viral), la sintesis de dsSRNA (replicacion viral) y proteinas (traduccion viral),
pudimos observar que este efecto inhibitorio ocurre en eventos tempranos previos a la
replicacion.

Al aumentar el nimero de particulas de Rotavirus con que se infecta la célula
(MOD), pudimos revertir parcialmente este efecto inhibitorio, sugiriendo un rol de la

particula de doble cubierta (double layer particle -DLP-) en este fenotipo. Sin embargo,
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no se pudo observar una interaccion directa de NSP5 con la DLP. Tampoco se observod
una alteracién en el actividad transcripcional de la DLP in vifro, por accién de NSP5.
Esto sugiere que la accion inhibitoria de NSP5 no ocurre sobre la DLP sino mas bien en
eventos post-transcripcionales previos a la replicacién, donde un mayor nimero de
DLPs permite un aumento del mRNA viral, 1o que neutralizaria la inhibicién.
Ademads, se realizo un andlisis de las modificaciones post-traduccionales de
NSP5 durante la infeccion por medio de espectrometria de masas. En este andlisis se
cubri6 méds de un 95% de la secuencia de NSP5. Se identificaron 9 sitios, que
presentaban diferentes grados de fosforilacion. Al comparar los sitios identificados no
se observaron diferencias entre las isoformas 26, 28 y 35 kDa, ademas se realizé un
andlisis cuantitativo del porcentaje de fosforilacion. Nuestros resultados sugieren que
los cambios en la migracion de NSP5 no se deben a la fosforilacién en un sitio
especifico sino mas bien a un aumento en las fosforilaciones en diferentes posiciones
También se logrd identificar otras modificaciones post-traduccionales tales como
la acetilacion de la serina 2 y la formacién de un puente disulfuro intracadena. Se discute

la conservacién de estas modificaciones entre cepas de Rotavirus y su posible rol.
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ABSTRACT.

Rotavirus belongs to Reoviridae family and it has a genome composed by 11
segments of double strand RNA. {(dsRNA). The synthesis of negative strands of RNA
using positive strand RNA as femplate is called replication and occurs in subcellular
structures called viroplasms. NSP5 is a viral phosphoprotein that is part of the
viroplasm and it is essential for the replication.

The lack of a reverse genetics system for NSP5 has hindered efforts to define the
role of posttranslational modifications and enzymatic activities of NSP5. As an
alternative, we have attempted to develop a trans-complementation system that uses a
siRNA to block viral NSP5 expression in infected cells combined with a lentivirus-based
expression system that supports production of NSP5. Surprisingly, when trans-
complementation assays were carried out, we found that expression of the recombinant
NSP5 (teNSP5) previous to infection, was able to inhibit the viral cycle.

Different variables associated with different stages of viral cycles were analyzed,
notably particle production, replication and protein synthesis. We found that this
inhibitory effect occurs early in the infection in a period previous to replication.

An increase in the MOI partially reverted the inhibitory effect, suggesting a role
of the double layer particle (DLP) in this phenotype. However we were not able to
establish a direct interaction between NSP5 and DLP. Neither, we observed an effect of
trNSPS5 in the in vitro transcriptional activity of DLP. This suggests that DLP is not

directly involved in NSP5 inhibitory effect. These results suggest that this effect occurs

in a period after transcription and previous to replication.




Also we carried out an analysis of NSP5 post-translational modifications by mass
spectrometry (MS). Using different enzymatic digestions almost 95% of the NSP5
sequence was covered by MS experiments. Nine different phosphorylated sites were
found with diverse phosphorylation degrees. No differences with respect to
phosphorylation positions were found between isoforms. Additionally, our results
suggest that changes in the migration of NSP5 are not due a phosphorylation in a
specific position but well to an increase in phosphorylation of different positions.

Moreover, we identified an N-acetylation in serine 2 and an intermolecular
disulfide bond. In this thesis we discuss the relevance and conservancy of these

modifications.



INTRODUCCION.

1.1. Generalidades.

Rotavirus es el principal agente causal de diarrea aguda en nifios y recién
nacidos. Se estima que medio millon de muertes son causadas por este virus anualmente
en el mundo (Parashar et al., 2003), por ello Ia Organizacién Mundial de la Salud ha
estimado prioritario el desarrollo de una vacuna (Singh, 2003). En la actualidad existen
dos vacunas en el mercado, las cuales han probado ser efectivas para controlar la
enfermedad (Giass et al., 2006). Rotavirus también es causa de enfermedades entéricas
en otros vertebrados tales como aves, reptiles y mamiferos (Kapikian et al., 2001).

Este virus es miembro de la familia Reoviridae. La particula viral esta
compuesta por 3 capas proteicas concéntricas, las cuales envuelven un genoma con 11
segmentos de RNA de doble hebra (dsRNA), que codifican 6 proteinas estructurales
(VP) y 6 proteinas no estructurales (NSP).

Los Rotavirus se clasifican, segln sus caracteristicas antigénicas, en grupos,
subgrupos y serotipos (Hoshino y Kapikian, 2000). Las caracteristicas antigénicas de
VP6 permite clasificar a los Rotavirus en 7 grupos (A-G). El grupo A es el mas comin
en humanos, también se han reportado infecciones con virus provenientes de los grupos
B y C. La clasificacion de subgrupo también se hace en base a la proteina VP6. Los
principales patdgenos humanos corresponden a los subgrupos I y II. Las caracteristicas
antigénicas de las proteinas VP4 y VP7 determinan la clasificacién de serotipo. La

reactividad con anticuerpos monoclonales de la proteina VP4 ha permitido dividir en 11



diferentes serotipos denominados P1 al P11 (se denominan P debido a que VP4 es
sensible a proteasas), de igual manera la reactividad de anticuerpos contra VP7 ha

permitido dividir en 14 serotipos denominados G (glicoproteina).

1.2. Estructura del virion.

El virion est4 compuesto por 3 cubiertas proteicas concéntricas (Fig. 1). La capa
externa estd constituida por 780 moléculas de la glicoproteina VP7, la cual forma una
estructura con una simetria icosaédrica con un nimero de triangulacion T=13. Ademas,
esta cubierta esta formada por 60 dimeros de la proteina VP4, los cuales presentan una
arquitectura radial sobresaliente. Esta cubierta participa en la adsorcién y penetracién
del virus.

La cubierta intermedia del virién esta formada por 260 trimeros de VP6, los que
se encuentran organizados en una estructura icosaédrica con un ntimero de triangulacion
T=13 (Mathieu et al., 2001; Prasad et al., 1988). Esta estructura permite la formacion de
multiples canales sobre o cercanos a cada uno de los vértices que se extienden desde la
cubierta intermedia hacia la cubierta interna (Estes, 2001). Estos canales participarian
en la entrada de substratos y metabolitos, ademas de la exportacién de los mensajeros
virales (Lawton et al., 1997; Sandino et al., 1986).

La cubierta interna (o “core”) estd compuesta por 60 dimeros de la proteina VP2
que se encuentran organizados en una estructura icosaédrica con un mimero de
triangulacién T=1. En cada uno de los 12 vértices producidos en esta estructura, se

encuentran dos enzimas virales: VP1, la RNA polimerasa RNA dependiente y VP3, una

guanilil-transferasa (Estes, 2001; Prasad et al., 1996). Cada segmento de dsRINA estaria




Figura 1. Estructura Viral y composicion del genoma. A la izquierda se observa una
representacion tridimensional de la particula viral, se ilustran con flechas las proteinas
estructurales. A la derecha se observan los 11 segmentos de dsRNA de la cepa SA11 de
Rotavirus, se identifica los segmentos y la proteina que codifica.




organizado en forma de tirabuzén en uno de los vértices de la capa interna (Prasad et al.,
1988), por lo que se sugiere que cada uno de los segmentos del genoma viral estaria

interactuando con una molécula de VP1 y de VP3 (Prasad et al., 1996).

1.3. Ciclo infectivo.

Pese a que el Rotavirus realiza la infeccidn a nivel del epitelio gastrointestinal, la
mayoria de los estudios del ciclo viral se han realizado en el modelo celular MA104, que
no son polarizadas

Se postula que la unién del Rotavirus a la célula se realiza a través de la
interaccion con varias proteinas celulares, entre ellas distintos tipos de integrinas, las
cuales deben interactuar en forma precisa y ordemada con la particula. Varios
mecanismos de entrada han sido propuestos, desde diferentes tipos de endocitosis hasta
fusién de membranas. Sin embargo no existe consenso sobre el mecanismo exacto de
entrada del virus a la célula (Lopez y Arias, 2004).

Una vez que la particula de Rotavirus ha ingresado a la célula (Fig. 2), pierde su
cubierta externa (Estes, 2001), lo cual produce una particula de doble cubierta (double
layer particle -DLP-) transcripcionalmente activa, esto permite la produccién de RNA de
polaridad positiva (RNA™) (Helmberger-Jones y Patton, 1986; Lawton et al., 2001;
Paiton y Gallegos, 1990). Los RNAs" poseen una estructura cap incorporada por la
proteina VP3 (Estes, 2001) pero no son poliadenilados, sin embargo funcionan como
mensajeros virales para la sintesis proteica, por o que se ha propuesto la presencia de un

mecanismo viral para favorecer su traduccion. En este modelo la proteina viral NSP3

funcionaria como un regulador positivo de la traduccién ya que &l interactuar con




extremo 3" del mRNA viral y con el factor elF4G favoreceria su traduccién (Piron et al.,
1999; Piron et al., 1998). Recientemente este modelo ha sido cuestionado debido a que
al inhibir Ia expresién de NSP3 por medio de RNA de interferencia (siRNA) durante la
infeccion, no se afectd significativamente la expresion de proteinas virales (Montero et
al., 20006).

Los RNAs" son utilizados como templado para la sintesis de las hebras negativas
de RNA, dando como producto un dsRNA en un proceso denominado replicacion
genémica. Los mecanismos que llevan al reclutamiento de los RNA" y morfogénesis del
Rotavirus no son conocidos. Debido a que no se ha encontrado dsRNA ni capsides
libres en la ¢élula, se ha propuesto que el reclutamiento, la replicacion y la morfogénesis
ocurren simultineamente (Gallegos y Paiton, 1989). El modelo actual de morfogénesis
de Rotavirus propone que los RNAs' virales se encuentran interactuando con los
componentes del core por lo que la replicacion y empaguetamiento ocurririan en forma
sincronizada (Patton y Spencer, 2000). Este proceso ocurre en unas estructuras virales
cercanas al reticulo endoplasmico (RE) denominadas viroplasmas (Gonzalez et al.,
2000; Petrie et al., 1984), que actuarian como verdaderas “fabricas™ de cores.

Posteriormente, los cores son recubiertos por la proteina estructural VP6
formando nuevas DLPs, que pueden seguir dos caminos, no excluyentes: I) constituir
nuevas fabricas de mensajeros virales produciendo lo que se denomina “segunda ola de
transcripcion” (Estes, 2001), II) ser introducidas al RE por accion de la proteina NSP4
(Mirazimi et al., 2003; O'Brien et al., 2000).

En el RE las DLP se recubren por la proteina VP7 para formar particulas de triple

cubierta (triple layer particle -TLP-), durante este proceso hay un estadio intermedio en




Figura 2. Ciclo infectivo del Rotavirus. (1) Entrada del virus a la célula. (2) Pérdida
de la cubierta externa y activacion de la transcripcion. (3) Traduccion de mensajeros
virales y produccion de proteinas virales. (4) Formacion de los viroplasmas. (5) La
DLP forma parte activa de los viroplasmas produciendo los RNAs" utilizados para la
replicacion. (6) Replicacion y ensamblaje de nuevas DLPs. (7) Salida de nuevas DLPs
al citoplasma. (8) Las nuevas DLPs generan la segunda ola de transcripcion. (9)
Entrada de las DLPs al RE via NSP4. (10) Formacion de TLP con cubierta lipidica. (11)
Pérdida de la cubierta lipidica y formacion de TLP madura. (12) Salida de nuevas
particulas.




el cual la particula posee una membrana lipidica (Petrie et al., 1984). Los mecanismos
por los que se incorpora VP4 a la TLP, son actualmente tema de discusién ya que VP4
es una protefna citoplasmatica que no se ha detectado en el RE. Un modelo reciente ha
propuesto que el ensamblaje de VP4 ocurre en un compartimiento entre el RE y el
aparato de Golgi donde la participacion de rafis serfa fundamental (Delmas et al., 2004).
Las TLPs son liberadas, en células no polarizadas, por lisis celular. Sin embargo en
células polarizadas CaCo2, las particulas son transportadas a la region apical para luego

ser liberadas por un mecanismo atin no identificado (Jourdan et al., 1997).

1.4. Replicacion.

La sintesis de los RNAs" virales al interior de la célula se detecta en la primera
hora post-infeccion (h. p. 1.), sin embargo la sintesis de dsRNA se detecta recién a las 4
h. p. i. (Patton y Gallegos, 1990); se ha propuesto que esta ventana de tiempo se debe a
la necesidad de formar las estructuras necesarias para la replicacion (viroplasmas). El
fraccionamiento de células infectadas utilizando métodos de ultracentrifugacién, ha
permitido purificar particulas subvirales (sub-viral particle -SVP-). Estas SVPs se
encuentran en diversos estadios en la sintesis de la hebra negativa. El andlisis de la
estructura de los SVPs ha permitido observar que los productos de dsRNA son
simultineamente internalizados en intermediarios de replicaciéon (replication
intermediate -RI-), estructuralmente semejantes a los cores, y se encuentran
parcialmente recubiertos por VP6 (Gallegos y Patton, 1989; Patton y Gallegos, 1988).

Las SVPs constituyen una mezcla heterogénea compuesta por las proteinas VP1, VP2,

VP3 y VP6 y por las proteinas no estructurales NSP1, NSP2, NSP3 y NSP5. El analisis




de la composicién de las diferentes SVPs ha llevado a proponer un modelo donde el
precore RI (compuesto por VP1, VP2, NSP1, NSP2, NSP3 y NSPS5) serviria como
centro de nucleacion donde en presencia de VP2 se formarfan los vértices de la capa
interna. Finalmente a medida que los pentameros de VP2 interactian entre si, se cerraria
¢l core y ocurriria la elongacién de la hebra negativa (Patton y Spencer, 2000).

La replicacién del Rotavirus ocurre en estructuras especializadas, los
viroplasmas, los que estdn formados esencialmente por las mismas proteinas que forman
los SVPs, las proteinas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP6 y las proteinas no
estructurales NSP2, NSP5 (Gonzalez et al., 2000). Se ha observado que NSPS y NSP2
son capaces de interactuar independiente de otras proteinas virales (Eichwald et al.,
2004b; Gonzalez et al., 1998). Al co-expresar dichas proteinas en células MA104 se
forman agregados denominados estructuras tipo viroplasmas (viroplasm like structures-
VLS-) (Fabbretti et al., 1999). Existen resultados controversiales respecto a la
posibilidad de que NSP5 sea capaz de formar VLS, construcciones de NSP5 con la
proteina verde fluorescente (green fluorescence protein-GFP-) unida al extremo amino
de NSP5, al ser expresadas en células MA104 forman agregados de tipo VLS (Mohan et
al., 2003). Sin embargo, este experimento no pudo ser reproducido en otra construccion
similar (Eichwald et al., 2004b). Se propone que NSP5 actuaria en forma de
homodimeros en células infectadas (Poncet et al., 1997; Torres-Vega et al., 2000). Esto
ha llevado a proponer que NSP5 actuaria en el andamiaje de la maquinaria de
replicacion.

El uso de un sistema de replicacién in vifro ha permitido encontrar secuencias

dentro de las regiones no traducidas (untranslated regions-UTR-) y de las regiones




codificantes en los RNAs™ virales que son necesarias para este proceso (Patton et al.,
1996) (Barro et al., 2001). Pese a que este sistema funciona en ausencia de NSP2 y
NSP5 se observo que al realizar un knock down por siRNA de alguna de estas dos
proteinas durante la infeccion, se inhibe la formacién de viroplasmas y la produccion de
dsRNA (Campagna et al., 2005; Lopez et al., 2005; Silvestri et al., 2004), demostrando
el rol primordial de ambas proteinas en la replicacién y ensamblaje del Rotavirus.

NSP2 es una proteina béasica de 35kDa, codificada por el gen 8. Estudios
bioguimicos lograron demostrar que NSP2 es capaz de multimerizar en octdmeros, de
interactuar, en forma inespecifica, con RNA de simple hebra (ssRNA) vy dsRNA y de
poseer una actividad nucledtido trifosfatasa (NTPasa) (Taraporewala et al., 1999;
Taraporewala et al., 2002). El modelo actual de NSP2 consiste en una estructura tipo
“rosquilla” constituida por dos tetrdmeros, que funcionaria como un motor
empaquetador del genoma de la particula (Jayaram et al., 2002; Taraporewala et al.,
1999; Taraporewala et al., 2002). Por altimo, utilizando un anticuerpo anti-NSP2 se ha
podido co-precipitar complejos con actividad replicasa (Aponte et al, 1996),

demostrando su rol en la replicacién.

1.5. Modificaciones de NSP5 y rol en Ia replicacién.

NSP5 es una proteina sujeta a diversas modificaciones post-traduccionales. Se
ha propuesto que es O-glicosilada en células infectadas por la cepa de Rotavirus OSU
(Gonzalez y Burrone, 1991), sin embargo no se han reportado otros trabajos que
confirmen estos resultados. El estudio de las modificaciones post-traduccionales de

NSPS5 se ha centrado en la fosforilacién, va que esta modificacion lleva a la formacién



de diferentes isoformas con masas moleculares de 26 kDa, 28 kDa, 30 kDa y 35 kDa
(Blackhall et al., 1998). En la literatura se menciona a la forma de 28 kDa como
“fosforilada” y a las de 30 a 35 kDa como “hiperfosforiladas”, a pesar de que ensayos de
marcaje metabdlico han demostrado que la isoforma de 26 kDDa también posee radicales
fosfato (Blackhall et al., 1997; Chnaiderman et al., 2002). NSP5 al ser expresada en
bacterias presenta un peso molecular aproximado de 26 kDa (Poncet et al., 1993; Vende
et al., 2002) y al ser expresada en células de insecto se observa la formacién de las
isoformas de 26 kDa y 28 kDa (Chnaiderm’an et al., 2002; Fabbretti et al., 1999; Vende
et al., 2002). Cuando las isoformas fosforiladas e hiperfosforiladas son tratadas in vitro
con fosfatasas, se recupera sélo la isoforma de 26 kDa confirmando que los cambios en
la migracion son a causa de diferentes eventos de fosforilacion (Blackhall et al., 1997;
Eichwald et al., 2002; Torres-Vega et al,, 2000). Se ha identificado que NSP5 se
fosforila en residuos de serina (Blackhall et al., 1997).

Se ha observado que al expresar NSP5 en células MA104 es capaz de
hiperfosforilarse a una tasa menor que en el d&mbito de la infeccién (Torres-Vega et al.,
2000) y que la presencia de NSP2 aumenta la hiperfosforilacién (Afrikanova et al.,
1998). Al fusionar la proteina GFP al extrermno amino terminal de NSP5 se incrementa la
hiperfosforilarilacion al ser expresadas en células MA104 (Mohan et al., 2003).

Se ha propuesto que NSP5 posee actividad autoquinasa (Blackhall et al., 1997;
Poncet et al., 1997; Vende et al., 2002), sin embargo se ha descrito la necesidad de
quinasas celulares para los eventos de hiperfosforilacion de NSP5 (Eichwald et al.,
2002). EI uso de inhibidores de proteina quinasa C (PKC) tales como Staurosporina y

H7 han demostrado tener un efecto en la hiperfosforilacién de NSP5 y el ciclo de
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Ratavirus (Blackhall et al., 1998; Chnaiderman et al., 2002). Ademés la caseina quinasa
1 (CKI), y la caseina quinasa 2 (CKII) pueden fosforilar a NSP5 in vitro (Eichwald et
al., 2004a; Eichwald et al., 2002). Por otro lado el uso de inhibidores de fosfatasas
celulares aumenta la cantidad de las isoformas hiperfosforiladas (30 kDa y 35 kDa)
durante la infeccién (Blackhall et al., 1998). Estos antecedentes sugieren un rol activo
de quinasas y fosfatasas en la formaci6n de las diferentes isoformas de NSP5.

Un andlisis utilizando la expresion de mutantes de delecion de NSP5, ha llevado
a plantear la dependencia de la fosforilacion de la serina 67 en la hiperfosforilacién, ya
que mutantes en esta serina son incapaces de inducir la hiperfosforilacion de NSP5.
Esto ha llevado a proponer un modelo en el que la interaccion de NSP5 con NSP2
provoca la fosforilacién de la serina 67 por accibn de la CKI e induce Ia
hiperfosforilacion de NSP5 (Eichwald et al., 2004a). Este modelo ha sido cuestionado
recientemente por una publicacién que plantea que la serina 67 no posee ningln efecto
en la hiperfosforilacion de NSP5 (Sen et al., 2006). Los resultados heterogéneos (y a
veces contradictorios) relativos a las modificaciones post-traduccionales de NSPS
refuerzan la necesidad de contar con modelos de estudios més adecuados para responder
las dudas que persisten respecto a su funcion.

Utilizando la misma estrategia, se ha propuesto a la region 130-180 como la
responsable de la hiperfosforilacion de NSPS5, especificamente Ias serinas 153, 155, 164
y 166 (Eichwald et al., 2002).

Pese a todos estos datos no se ha podido determinar ningiin sitio de fosforilacion
de NISP5 en el contexto de la infeccion. Asimismo la relacién entre las modificaciones

de NSP5 y la replicacion del Rotavirus sigue siendo una pregunta pendiente; sélo un
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réporte ha relacionado la sintesis de proteinas virales con la fosforilacién de NSPS

(Chnaiderman et al., 2002).

1.6. Antecedentes del trabajo.

Hemos logrado en el laboratorio, utilizando un vector lentiviral, expresar la
proteina NSP5 en las células MA104 (principal modelo de estudio de Ia infeccidn por
Rotavirus). Con esta herramienta y ante la imposibilidad de contar con un sistemna de
genética reversa para proteinas no estructurales en Rotavirus, decidimos disefiar un
sistema, el cual denominamos de “trans-complementacién”. En este sistema se realiza
un knock down de la expresion de la proteina NSP5 por medio de siRNA para luego,
utilizando el sistema lentiviral complementar NSP5 en frams; este vector posee una
mutacién silenciosa que lo vuelve resistente al efecto del siRNA (NSP5u). A fin de
diferenciar la NSP5 proveniente de la infeccion de la suministrada en tranms, se
denominara a esta iltima trNSP5.

Al realizar los ensayos de trans-complementacién pudimos observar solo un 41%
de las células que expresaban trNSPS5 era susceptibles de ser infectadas (Seccién 3.1).
Esta baja tasa de trans-complementacién nos llevé a proponer que la expresion en frans
de NSP5, en un momento inadecuado (previo a la infeccidn), podria estar afectando el
ciclo viral.

Un estudio reciente nos dio una explicacion posible de la causa de este efecto de
trNSP5. En este estudio utilizando siRNA se degradaron los RNAs" que codifican para
la proteina VP7 durante la infeccién; es de notar que VP7 no participa en la formacion

de viroplasmas y por ende tampoco en la replicacion del genoma de Rotavirus. Si bien
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al fiatar con sIRNA se vieron disminuidas las cantidades de mRNA y d:: VP7,
no se observaron cambios en la produccién de dsRNA para el segmento 9 (el cual
codifica la proteina VP7). Ademas, se pudo observar actividad trancripcional dentro del
viroplasma. Estos resultados llevaron a la conclusién de que los RNAs” utilizados para
Ia replicacién son producidos en el viroplasma y por lo tanto se encontraban protegidos
del sistema de degradacién de RNA dependiente de siRNA (Silvestri et al., 2004).

Si consideramos que la tnica fuente conocida de RNA™ son las DLPs, éstas
deben ser parte activa del viroplasma y responsables de producir los RNAs" utilizados
como templado para la replicacién del genoma viral. Més atin, si consideramos que el
viroplasma ¢s ¢l responsable de la morfogénesis del Rotavirus y por lo tanto de producir
las DLPs sintetizadas de nove (produce los cores que van a dar a lugar a las DLPs),.
surge la siguiente pregunta; ;cémo se produce el primer viroplasma capaz de replicar?
Es posible que la particula que infecta a la célula (particula primigenia -PP-), una vez
que ingresa produce la primera DLP (DLP-PP), que luego de sintetizar los mensajeros
utilizados para la sintesis de proteinas virales, necesariamente debe ser parte del primer
viroplasma para producir los RNAs' que van a ser utilizados para Ja replicacién y la
produccién nuevas DLPs.

La proteina NSP5 de Rotavirus es capaz de interactuar con las proteinas
estructurales VP1 {Arnoldi et al., 2007) y VP2 (Berois et al., 2003), ambas componentes

de ]a DLP. Ademds, en el caso de Reovirus se ha observado que la proteina pNS es

capaz de unir a la particula primigenia de Reovirus e introducitla a estructuras

semejantes a los VLS (Broering et al., 2004). pNS presenta varias caracteristicas
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comunes con NSPS tales como interactuar con oNS (homdéloga de NSP2) y formar
agregados tipo viroplasmas (Becker et al., 2003; Touris-Otero et al., 2004). Esto nos
lleva a preguntarnos: ;NSP5 es la encargada de reclutar la DLP al viroplasma?

Si NSP5 es la responsable directa de esta interaccién con la DLP y su
reclutamiento al viroplasma, al estar presente en un momento previo a la infeccion
(como ocurre en nuestro sistema de trans-complementacion), seria capaz de interactuar
inmediatamente una vez formada la DLP-PP pudiendo afectar su funcionalidad y por
ende inhibir la infeccion. Por lo demads, se ha observado que la interaccion de NSP5 con
VP2 permite un desplazamiento de VP6 de estructuras de tipo viral (viral like particles —
VLP-) compuestas por VP2 y VP6 (Berois et al., 2003). La presencia de VP6 en la DLP
es esencial para su actividad transcripcional ya que los canales formados por esta
proteina facilitan la salida de los RNAs™ sintetizados de novo, por lo tanto ;es posible
que la expresion en frans de NSP5 induzca una interaccién prematura con la DLP
afectando su funcionalidad?

Con tales antecedentes en la primera parte de la hipotesis decidimos profundizar
en este problema abordandolo por dos caminos: I) caracterizar los efectos negativos de
la expresion de trNSP5 sobre la infeccién II) analizar la interaccion entre la DLP y
NSPs.

Otra de las caracteristicas fundamentales de NSP5 es su capacidad de ser
fosforilada durante la infeccion. Como se ha mencionado anteriormente varios trabajos
se han realizado en torno a este tema; sin embargo queda pendiente una pregunta basica:
(Cudl o cudles son los sitios fosforilados en las diferentes isoformas de NSP5 en el

contexto de Ja infeccion? Ademds, si consideramos la influencia de quinasas y
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fosfatasas ;cOmo se comportan estos sitios en los diferentes momentos de la infeccién?,
por ello ¥ con el apoyo del Grupo del Dr. Eberhard Krause en el Instituto Leibniz de
Farmacologfa Molecular en Berlin, Alemania decidimos abordar este problema, por

medio de la técnica de espectrometria de masas (MS).
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HIPOTESIS.

1. La expresién de NSP5 previa a la infeccion inhibe el ciclo del Rotavirus, debido a
que esta proteina interactia con la DLP afectando su composicién y actividad
transcripcional.

2. Durante la infeccion NSP5 es fosforilada en diferentes sitios, que presentan un
comportamiento dindmico variando su nivel de fosforilacién durante las diferentes

etapas del ciclo viral.

OBJETIVO GENERAL.

Analizar el efecto de la expresion en frans de NSP5 sobre el ciclo viral para estudiar la

accién de NSP5 en los momentos tempranos de la infeccion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Analizar el efecto de la expresion en frans de NSP5 sobre las diferentes etapas de la
infeccidn.

2. Determinar la interaccion de NSP5 con la DLP y la DLP-PP.

3. Estudiar el efecto de NSP5 sobre la composicién y actividad transcripcional de Ia
DLP.

4. Estudiar el efecto de la DLP sobre la formacion de agregados de NSP5.

5. Determinar los sitios de fosforilacion de las diferentes isoformas de NSP5 durante la

infeccion.
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| 6. Determinar el porcentaje de fosforilacién de los sitios modificados en las diferentes

‘ isoformas de NSP5 durante la infeccion.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Cultivo celular.

La linea celular proveniente de rifion de mono verde MA104 fue cultivada en
medio esencial minimo de EAGLE (MEM) (HyClone) en presencia de 10% de suero
fetal bovino (SFB) (HyClone), HEPES 10mM y estreptomicina-penicilina (HyClone), a
37°C en una atmosfera de 5% CO,. La linea celular 293T fue cultivada en condiciones
similares, con la diferencia que el suero fetal bovino utilizado en este caso fue sometido

a una inactivacion del sistema complemento por incubacion a 56°C durante 30 minutos.

2.2, Infeccién y propagacion viral.

La cepa SA11-4F de Rotavirus fue activada por incubacién con tripsina
(GIBCO) 10 pg/mlL durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, el indculo fue diluido
en MEM hasta alcanzar la multiplicidad de infeccion (MOI) deseada, medida en
u.fp./cél. El inéculo fue sembrado en monocapas de células MA104, previamente
lavadas 2 veces con PBS. Luego de 1 hora de adsorcion a 37°C, con agitacion leve cada
10 minutos, el inéculo fue removido y las monocapas se mantuvieron en MEM sin
suero. Los tiempos denominados “horas post-infeccion” (h. p. i.) se empiezan a contar
desde el final del periodo de adsorcion. En los casos donde se prepararon stocks virales

se procedid a lisar las células por congelamiento, cuando el efecto citopatico superaba al

80% (aproximadamente 24 h. p. 1.).

18




En algunos ensayos se adiciond el inhibidor de traduccién cicloheximida
(CHX)(Sigma) a una concentracién final de 100 pM 1 hora antes de la infeccion y se
mantuvo este compuesto durante toda Ia adsorcién e infeccion.

La preparacion de virus marcado se realizé infectande monocapas a una MOI de 9,
a las 3 horas y media post-infeccion se agregé medio deficiente en metionina (GIBCO),
media hora después se agregdé medio con 3S-metionina (NEN) a una concentracién

final de 50pCi/ml.

2.3. Determinacién del titulo viral.

Inéculos obtenidos en las condiciones deseadas fueron inicialmente activados
con tripsina 10 pg/ml. durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se realizaron
diluciones seriadas de 10 en 10 en MEM sin SFB, cada una de las cuales fue inoculada
en monocapas confluentes de células MA104 en placas de 6 pocillos, previamente
lavadas con PBS. Después de 1 hora de adsorcién a 37°C, con agitacion leve cada 10
minutos, el indculo fue removido y a cada pocillo se le adicioné 2 ml de agarosa (0,6%)
en MEM 199 (1X) y tripsina a una concentracion final de 2,5 pg/ml. Una vez gelificada
la agarosa, las placas fueron mantenidas a 37°C en una atmdsfera de 5% CO; durante 3
dias. Posteriormente fueron fijadas durante 30 minutos con 2 ml de formalina 37%,

luego de ser retirada la agarosa, fueron tefiidas con cristal violeta 2%.

2.4. Expresién de NSP5 en células MA104.

Para la expresion de NSP5 se utilizé un sistema lentiviral basado en el virus de

la inmunodeficiencia de simio (SIV) (Mangeot et al., 2000). El mecanismo de
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expresion de NSPS5 por el sistema lentiviral se esquematiza en la Figura 3. Este sistema
consta de tres componentes. El vector que codifica para la expresion de las proteinas
estructurales del retrovirus (SIV3+). El vector que codifica para la produccion del
genoma retroviral que posee el gen de la proteina recombinante (GIVSA y derivados de
Gae Pi). El vector VSVg el cual codifica para la glicoproteina del virus de la
estomatitis vesicular, la que permite ampliar el tropismo del vector. El vector GIVSA

es un deriviado de Gae pi que expresa la protefna GFP.

2.4.1. Clonamiento de NSP5, NSP5Su y CFP-NSPS en el sistema lentiviral.

Para el clonamiento de NSP5 en Gae pi se procedié a extraer el gen que codifica
para NSP5 del vector pPCMV-NSP5 con las enzimas HindIIl y Xhol. EI vector fue
digerido con las mismas enzimas y desfosforilado con CIAP (Boheringer). Los
fragmentos de DNA fueron purificados de gel de agarosa y ligados utilizando la enzima
T4 ligasa (Fermentas). Dando como producto el vector piNSP5 (Fig. 4a).

Para la construccién de NSP5u re realizé la técnica de PCR por sobreposicion
(Fig. 4b). Para ello se realizd un primer PCR (PCR1) utilizando como templado
piNSP5, con los partidores sqpFw y gl1Untar484 (Tabla 1). Ademas se realizd un
segundo PCR (PCR?2) utilizando nuevamente como templado piNSP5, con los partidores
sqpRv y g11Untar466. Los partidores Untar presentan una mutacion silenciosa en nsp5
(que lo vuelve resistente al siRNA), ademés de ser reversos complementarios. El tercer
PCR (PCR3) se realizé utilizando los productos del PCR1 y del PCR2 ademas de los
partidores sqpFw y sqpRv. Estos ultimos partidores corresponden a las regiones de Gae

pi que bordean al gen nsp3, por lo que poseen los sitios de restriccion presentes en sitio
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de miltiple corte de Gae pi. Es por ello que el amplificado del PCR3 fue digerido con
las enzimas Pstl y Xhol. Ademas el vector Gae pi fue digerido con las mismas enzimas
y desfosforilado con CIAP. Los fragmentos de DNA fueron purificados de gel de
agarosa y ligados utilizando la enzima T4 ligasa. Dando como producto el vector
piNSP5u.

La construccién de la proteina de fusion CFP-NSP5 se realizd en dos pasos.
Inicialmente se procedié a clonar NSP5u en el vector pECFP-C1 (Clontech),
amplificando el gen nsp5u a partir del vector piNSP5u, para ello se uso el mix High
Fidelity (Invitrogen) con los partidores 904 y SeqRev (Tabla 1). El programa de
amplificacién fue el siguiente: una denaturacion inicial a 96°C 3min, luego 35 ciclos de
96° 45 s., 52°C 45 s, 72°C 70 s y una extension final de 72°C 10 min. Posteriormente el
fragmento fue digerido con las enzimas BamHI y Xhol y purificados de gel. El vector
pECFP-C1 fue digerido con las enzimas Bglll/Sall, desfosforilado con CIAP y
purificado de gel. Ambos productos fueron ligados utilizando la enzima T4 ligasa dando
como resultado el vector CFPN5u (Fig. 4c).

En una segunda etapa la construccién CFP-NSP5 fue clonada en Gae pi, para ello
CFPN5u fue cortado con las enzimas de restriccion Agel/BamHI y el fragmento
conteniendo CFP-NSP5 fue purificado de gel. El vector Gae pi fue cortado con las
enzimas Agel/Bglll, desfosforilado con CIAP y purificado de gel. Ambos productos
fueron ligados utilizando la enzima T4 ligasa dando como resultado el vector piCN5u

(Fig. 4d).
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Tabla 1. Partidores y siRNA

Partidores
Nombre Secuencia
Seq Fw 5°-GCTCGT TTA GTG AAC CGT CAG A-37
Seq Rv 5-CCT GGT CCT GAG GTG TAATCC T-3
g11 Untar 466 (+) 5-GGA TCG AGG CGG AGT CCG ATTC AGA TGAT
TAT GTA CTG G-3
g11 Untar 484 (-) 5-CGG ACT CCG CCT CGA TCC TTG GGT AGTG CTT
CCT A-3°
904 5"-ACG CGG ATC CTC TCT CAG CAT TGA CGT-37
siRNA
Nombre Secuencia

5°-G AAU UGA AGC AGA GUC UGA dTdT-3"
465 3'-dTdTC UUA ACU UCG UCU CAG AUC-5"
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2.4.2. Purificaciéon de DNA y preparacién del vector lentiviral.

Los clones bacterianos que contenian los plasmidios de VSVg, SIV3+ y
derivados de Gae pi fueron crecidos durante 18 horas a 37°C con agitacién en medio
Terrific Broth con 100 pg/ml de ampicilina. La purificacién de los plasmidios se
realizd utilizando el kit Gigaprep Jetstar (Genomed) bajo indicaciones del proveedor y
el DNA purificado fue cuantificado por espectrofotométria.

Para la produccién de vectores lentivirales: células 293T crecidas a un 90% de
confluencia en placas de 6 pocillos, fueron transfectadas con tres plasmidios: SIV3+
(1,7 pg), VSVg (0,8ug) y GIVSA o derivados de Gae pi (2 pg) utilizando el protocolo
de fosfato de calcio (Sambrook J.F., 1989). 16 horas post-transfeccién (h. p. t.) el medio
fue reemplazado por MEM SFB 10%. El sobrenadante con vector lentiviral fue
cosechado 48 h. p. t., clarificado por centrifugacién durante 15 minutos a 2000 rpm y

utilizado inmediatamente.

2.4.3. Transduccion de células MA104 con el vector lentiviral.

Células MA104 fueron crecidas y desprendidas por tratamiento con verseno
(PBS/EDTA), centrifugadas por 5 min a 2500 rpm. Luego se incubaron con MEM 6
pg/mL polibreno durante 10 min a 37 °C, se elimin6 el MEM polibreno (Sigma) previa
centrifugacion 5 min a 2500 rpm. Posteriormente, se resuspendieron en MEM 10% de
SFB que contenia 1 pM de 5-azacitidina (Sigma). La suspension celular se mezclé 1:1

con el vector lentiviral. Todos los experimentos posteriores fueron realizados entre 65 y
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72 horas post-transduccién de la monocapa celular. Para efectos de esta tesis,

llamaremos t'NSP5 a la proteina suministrada en frans por el vector lentiviral.

2.5. Interferencia de NSP5.

Para los ensayos de silenciamiento monocapas confluentes de células MA104
fueron transfectadas con 4ul de siRNA 465 (Tabla 1) (DHARCON) utilizando 2 pl
Lipofectamina 2000 (Invitrogen), segin las indicaciones del fabricante, 12 h. p. t. se
infecté a una MOI de 3. 7 h. p. 1. se fijaron con paraformaldehido (PFA) y se analizaron
por IFL.

Los ensayos de trans-complementacién, analizados por lisis celular, se
realizaron de la siguiente manera: monocapas confluentes de células MA104 fueron
transducidas con el vector piNSP5u. 64 horas post-transduccién fueron transfectadas
con siRNA. 465. 12 horas después (72 horas post-transduccion) fueron infectadas a una
MOI de 1. A las 24 h. p. i las monocapas fueron fijadas durante 30 minutos con
formalina 12% en PBS y finalmente tefiidas con cristal violeta 2%.

Los ensayos de trans-complementacion, analizados por IFI, se realizaron de la
siguiente manera monocapas confluentes de células MA104 fueron transducidas con el
vector correspondiente. 60 horas post-transduccidn fueron transfectadas con siRNA
465. 12 horas después (72 horas post-transduccion) fueron infectadas a uno MOI de 3.

A las 7 h. p. i las placas fueron fijadas con PFA y analizadas por IF1.
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2.6. Inmunofluorescencia.

Células MA104 obtenidas en cada ensayo fueron fijadas con PFA durante 30
min a temperatura ambiente y permeabilizadas con Tritén X-100 1% en PBS por 10 min
En las co-localizaciones de NSP5 y VP6 se incubod inicialmente con el anticuerpo
monoclonal murino anti-NSP35 diluido 1:500 por 1 hora a temperatura ambiente. Luego
se lavo 3 veces durante 5 minutos con PBS, y se¢ incubé durante 1 hora a temperatura
ambiente con anticuerpo secundario anti-ratén conjugado a Rodamina (Sigma) diluido
1:250. Luego de 3 lavados con PBS por 5 min, se incubé con un suero policlonal de
cobayo anti-VP6 diluido 1:200 y anticuerpo secundario anti-cobayo conjugado a Alexa
488 (Sigma) dilucién 1:666, con 3 lavados por 5 min con PBS entre cada anticuerpo.
Finalmente la muestra fue secada y montada en DABCO conteniendo la tincién nuclear
DAPI,

Para los experimentos de co-localizacién de CFP-NSP5 y VP2 se utilizé un
anticuerpo monoclonal de ratén anti-VP2 diluido 1:500, y un anticuerpo secundario
anti-raton conjugado a Rodamina diluido 1:500, repitiéndose el procedimiento realizado
anteriormente.

Para la identificacion de la expresion de NSPS se utilizé un anti-NSP5 de cobayo
1:1000 y anticuerpo secundario anti-cobayo conjugado a Alexa-488 (SIGMA) dilucion
1:666.

La fluorescencia fue detectada con un microscopio de fluorescencia NIKON

ECLIPSE acoplado a una camara digital. Las imagenes fueron procesadas y analizadas
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con el programa ImageJ (Rasband, 1997). Algunas imagenes fueron obtenidas en un

microscopio confocal Carl Zeiss Axiovert 100M LSM 510.

2.7. Anilisis de la produccién de proteinas virales.

Placas de 24 pocillos con células MA104 GFP* o MA104 CFP-NSP5" fueron
infectadas a la correspondiente MOI; 1 hora y media post-infeccién se reemplazé por
medio deficiente en metionina (GIBCO) y a las 2 h. p. i. se agrego 200yl de **S-
metionina a una concentracion de 50pCi/ml. A las horas post-infeccién establecidas se
lavaron las monocapas 3 veces con PBS y se lisaron con 50 pl de tampdn de carga de
proteinas. 5 pl del lisado se analizé por SDS-PAGE 12%, los geles se secaron y se

analizaron por medio de Phospholmager (BioRad).

2.8. Analisis de la produccién de dsRNA.

Placas de 24 pocillos con células MA104 GFP* 0 MA104 CFP-NSP5™ fueron
infectadas a la correspondiente MOI y fueron lisadas con 50 pl de tampdn de lisis de
RNA (10mM de Tris pH 7,5; 50mM de NaCl; 1% de Triton X-100) a los tiempos
especificados previo lavado con PBS. Los lisados fueron clarificados a 5000 rpm por 10
minutos. Alicuotas de 200 pl del lisado fueron incubadas con 50 pl de solucion de
digestion 5X (0,28 M Tris pH 8,0, 80 mM EDTA, 1% SDS, 0,17 M B-mercaptoetanol,
0,7 M NaCl) y dos volimenes de fenol:cloroformo (1:1), se agit6 en vortex por 1
minuto y se centrifugd durante 10 minutos a 135000 rpm; la fase acuosa se precipitd
con etanol durante toda la noche a -20°C. Posteriormente se centrifugé a 13.500 rpm

durante 30 minutos a 4°C para obtener el dsSRNA. Se eliminé el sobrenadante y una vez
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seco el precipitado, se resuspendié en tampo6n de carga 2X (30% Glicerol, 0,25% Azul
de bromofenol, 0,25 % Xilenocianol, Tris pH 6,8) y se analizo por PAGE al 7%. El gel

fue sometido a tincidén con nitrato de plata para acidos nucleicos.
2.9. Ensayos de co-inmunoprecipitacion.

2.9.1. Co-inmunoprecipitacion de Ia DLP in vivo.

Inicialmente se prepar6 el complejo Anticuerpo-Protefna G incubando 1 pl de
anticuerpo de cobayo anti-NSP5 con 50ul de una suspension de 50% de sepharosa
proteina G (AMERSHAM) en TNE. Se incub6 1 hora 45 min. en agitacion y se
resuspendio en el tampon de lisis correspendiente.

Placas de 10 cm de células MAI104 transducidas con los vectores
correspondientes, fueron infectadas a una MOI de 80 con virus marcado con 33~
metionina en presencia de CHX. A las 2 h. p. i. se lisaron las células con 500pl de BLB
(50 mM Tris pH 8, 125 mM de NaCl, 30 mM de KCI, 20mM de EDTA, 0,1% de Triton
X-100, 0,05% de SDS y 2 pg/ml de aprotinina), a partir de este momento las muesiras
se mantuvieron en hielo, se clarificé a 10000g 15 min a 4°C y el sobrenadante se incub6
con el complejo Anticuerpo-Prot. G por 16 horas a 4°C con agitacién. Finalmente se
realizaron 2 ciclos de lavado con BLB y centrifugacion (2000g, 3 min a 4°C.). También
se realizaron variantes a 3 h. p. i. con tampén de lisis BB (100 mM Tris pH 8, 250 mM

de NaCl, 0.5 % de NP40 y 2 pg/ml de aprotinina).
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2.9.2. Preparacién de DLP.

Se infectaron células MA104 a una MOI de 10 y a las 20 h. p. i. las células se
lisaron por congelamiento. El lisado se clarifico en tubos cénicos de 50 mL por 15 min.
a 5000 rpm. Al sobrenadante se agregé EDTA a una concentracion final de 50mM y se
centrifugd a 6000 rpm por 16 h en una centrifuga SORVALL con un rotor GS48. Los
pellet que contenian las DLPs se resuspendieron en TBS (25 mM Tris pH 7,5, 137
NaCl, 5§ mM KCL, 0,5 mM de MgCl, 0,7 mM Ca,Cl, 0,6mM Na,PO4H y 0,1% de
glucosa) toda la noche a 4°C. Se realizé una gradiente de CsCl llevando a una densidad
de 1.367g/ml. Se centrifugd en ultracentifuga (BECKMAN) 20 h a 33000 rpm usando
un rotor 55 Ti. Se colectaron fracciones de 500 pl y se resolvieron en SDS-PAGE 12%.
Las fracciones se analizaron por tincién de Azul de Coomassie y en el caso de los DLPs
marcados con >°S-metionina se analizaron por Phospholmager.

Las fracciones que poseian DLPs se unificaron, se le agregd dos veces su volumen
de TBS y se centrifugaron 1 hora y media a 13.500 rpm; el pellet se resuspendid en

TBS.

2.9.3. Co-inmunoprecipitacién de la DLP in vitro.

Placas de 10 cm de células MAI0O4 transducidas con los vectores
correspondientes, fueron lisadas con 500pul de BLB; a partir de este momento las
muestras se mantuvieron en hielo, se clarifico a 10000g por 15 min a 4°C. 200p1 del
lisado se incubaron con 16pl de DLPs *°S-metionina por 2 h a 4°C con agitaci6n.
Posteriormente se agrego el complejo Anticuerpo-Prot. G y se incubd 16 horas a 4°C

con agitacion. Finalmente se realizaron 2 ciclos de lavados con BLB y centrifugacion
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(2000g, 3 min a 4°C.). Ademés se realizo otro ensayo utilizando el tampon de lisis BB

con una clarificacion de 5 min a 5000 rpm.

2.10. Transcripcién in vifro.

Placas de 10 cm de células MA104 iransducidas con los vectores
correspondientes, fueron lisadas con 500pl BB y se clarificé 5 min a 5000 rpm. En otro
ensayo las células se resuspendieron en 500p] de tampén de transcripcion BT (50mM de
Tris pH 8, 50mM de NaCl, 10mM de MgCI2 y 2 pg/ml de aprotinina), se colectaron las
células con un “scraper” y se sonic6 por 7s. El lisado se clarificé 10.000g 15 min a
4°C. Para el ensayo de transcripcion se incubd 10 pl de los extractos con 10pl de los
DLPs purificados toda la noche a 4°C en presencia de 100uM de CHX. Luego se agregd
80 pl de mix de transcripcion. Se incubd 3 h a 42°C y se realizé una extraccion fenol-
cloroformo seguida por una precipitacién con etanol. Las muestras secas se
resuspendieron en 15 pl de tampon de carga formamida, se calentaron 10 min a 75°C y

se resolvieron en PAGE 5% urea 8M.

2.11. Analisis de NSPS por MS.

2.11.1. Purificacién de NSPS5,

Células MA104 fueron infectadas a una MOI 20, a las 6 h. p. i. (para los ensayos
cinéticos se realizd a las 4, 6 y 10 h. p. i.) se lisaron las células con tampdn BLB, se
clarificaron las muestras 15 min a 10000 g, se agregé el complejo Anticuerpo-Prot. A,

se incubd 16 horas a 4°C y se realizaron 2 ciclos de lavados con BLB y cenirifugacién
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(2000g, 3 min. a 4°C). Posteriormente sc resuspendio en 15 pl de tampén de carga de
proteinas 2X (sin agentes reductores) y se calenté 3 min a 100°C. Las muestras se
resolvieron en SDS-PAGE 10% y se tifieron con azul de coomasie. Las bandas
deseadas se cortaron y se guardaron a -20°C hasta ser analizadas.

Para los ensayos de co-inmunoprecipitacion, se procedié de la misma manera
salvo que se corté todo el carril en pedazos de aproximadamente 0,2 cm de alto. Como
controles se utilizaron extracto de células MA104 incubadas con sepharosa proteina A
unida a anticuerpo anti-NSP5 y células infectadas incubadas con sepharosa proteina A

sin anticuerpo.

2.11.2. Digestion con Proteasas.

Los fragmentos de geles fueron nuevamente cortados en pedazos pequefios, se
incubaron con 100ul de tampon de lavado (Mezcla 1:1 de acetonitrilo y 50 mM
Bicarbonato de amonio pH=7, 8), luego con 100 pl de Beq (50 mM Bicarbonato de
amonio pH 7, 8) y se desecaron con 100ul de acetonitrilo (ACN) y luego 10 min en
SpeedVac. En el caso de tripsina se prepard una mezcla de 40ul de Beq con 2 pl Stock
Tripsina (PROMEGA) (20pg/100pl de 1mM de HCI) y se agregé 5,25ul de la mezcla a
los pedazos de geles mas 10pul de Beg. Se incub6 16 h. a 37°C. En el caso de
quimiotripsina se preparé una mezcla de 70ul de Beq. con 5 pl Stock Quimiotripsina
(Boheringer) (25ug/50ul de 1mM de HCI) y se agregé 2pl de la mezcla a los pedazos de
geles mas 13pl de Beg. Se incub6 20 h a 25°C. Para el caso de corte con Glu-C
(MERCK) se agregd 10 pl de una solucién 0,03pg/ul de Glu-C mas 10pl Beqg. Se

incubé 20hs a 26°C. En el caso de cortes mltiples se realizé inicialmente una digestion
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tipica con quimiotripsina por 18 h y luego se agregé 10 pl de una mezcla de 40pl de
Beq con 2 pl Stock Tripsina (PROMEGA) y se incubé 6 h a 37°C. En todos los casos
una vez terminada la digestion se agregd 10pl de 0,5 % de Acido trifluoro acético
(TFA) en ACN y se incubé 10 min en sonicador a maxima intensidad. El sobrenadante
se pasé a un tubo de muestra para LC-QTof. Los pedazos se lavaron con 10pul de ACN
y se le agregd al tubo de muestra. Las muestras se desecaron en SpeedVac10 min y los
péptidos se resuspendieron en 6l de 5% ACN en, 1% de TFA.

En algunos casos se realizo, previa a la digestién con proteasas, una reduccioén
de la muestra con 60pl de una solucion de DTT 10mM por 45 min a 46°C y una
alquilacién con 60 pl de Iodoacetamida 55mM por 20 min en oscuridad a temperatura
ambiente. Se lavaron los geles con 100 pl de tampon de lavado y se desecaron con
100p] de ACN y por 10 min en SpeedVac. Posteriormente se continué con la digestion
de proteinas.

Para los ensayos de co-inmunoprecipitacion, los pedazos de geles se digirieron

con tripsina segim el protocolo descrito anteriormente.

2.11.3. Anailisis de péptidos e interpretacion de datos.

Diferentes volimenes de los péptidos fueron analizados por nanolL.C ESI
MS/MS con el equipe Q-Tof Ultima (Micromass, Manchester, UK) bajo diferentes
condiciones. Para la identificacion de las modificaciones de NSP5 se analizaron los
espectros MS/MS con el servidor MASCOT (version 1.9, Matrix Science Ltd, London,
UK) contra la base de datos SwissProt, los sitios de fosforilacién fueron identificados

utilizando el programa MASSEINX.
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Para los ensayos de cuantificacion los péptidos identificados se calculd la
intensidad de los iones extraidos del cromatograma (extracted ion chromatogram

technique) utilizando el programa MASSLINX.

34




RESULTADOS

3.1. Expresién en frans de NSPS5, interferencia de NSP5 y ensayos de trans-
complementacion.

Como se menciond en la introduccidn, en una primera instancia se decidid
realizar un método de trans-complementacién, para ello se procedi6 a expresar trNSP5u
(mutante resistente al sSiRNA) en células MA104 con un vector lentiviral; en la Figura 5a
se ocbserva la expresion de la proteina trNSP5u por inmunofluorescencia indirecta (IFI).
Ademés, se realizaron los ensayos de inhibicién de la expresion de la NSPS viral por
siRNA; en la Figura 5b se observa la inhibicion en la expresién de NSP5 mediada por
siRNA; como marcador de infeccion se observé la expresion de VP6 por IFI. Es de
notar que en algunas células tratadas con siRNA se observa la expresion de VP6
independiente de la presencia de NSPS, demostrando que se ha producido infeccién por
Rotavirus y que el efecto del siRNA es especifico sobre NSP5.

Posteriormente se realizaron los ensayos de trans-complementacion utilizando
como marcador de este efecto la lisis celular mediada por Rotavirus. En la Figura 6 se
puede observar en el pocillo de la derecha el efecto litico del Rotavirus sobre las células
MA104 y en el pocillo de la izquierda el efecto protector del siRNA sobre la lisis debido
a una inhibicion de la expresion de NSP5. Al trans-complementar con trNSP5u se
observa una reconstitucion parcial de la infeccién (pocillo del medio).

Ante esta situacion y a fin de dilucidar la tasa de trans-complementacion, se
procedi6 a cuantificar el nimero de células trans-complementadas. Para ello, se realizd

un ensayo en el que se cuantificd el nimero de células que expresaban NSP5 por IFI y el
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VP6 SIRNA
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Figura 5. Expresion de trNSPS y efecto del siRNA sobre la infeccion por
Rotavirus. (A) Células MA104 fueron transducidas con el vector lentiviral, 72 horas
post-transduccion las células fueron fijadas con PFA y analizada la expresion de NSP5
por IFI con un anticuerpo secundario marcado con Alexa 488. (B) Células MA104
fueron transfectadas con siRNA para luego ser infectadas con la cepa SA11, 7 h. p. i. las
células fueron fijadas con PFA. La expresion de las proteinas virales fue analizada por
IF1 en el caso de NSP5 se utilizé un anticuerpo secundario marcado con Rodamina
(rojo) y en el caso de VP6 un anticuerpo secundario marcado con Alexa 488 (verde); los
paneles superiores muestran un control sin siRNA.




Infeccién + + +
siRNA + + -
rNSP5S - + -

Figura 6. Trans-complementacién de NSP5. Células MA104 fueron transducidas con
NSP5, 60 horas post transduccion las células fueron transfectadas con siRNA para
luego ser infectadas con Rotavirus a las 72 horas post-transduccion. A las 24 horas post -
infeccion las células fueron fijadas y tefiidas para determinar lisis celular.
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ntimero de células infectadas, utilizando la proteina viral VP2 como marcador de
infeccién. Debido a que la tasa de transduccién en los ensayos previos no fue de un
100% se realiz6 un control de células solo transducidas; de esta forma pudo estimarse la
tasa de transduceién en un 45% (Tabla 2, ldmina 1 “transducidas™). Ademds se realizé
un control de infeccién donde se observd una tasa de infeccion de un 100% (Tabla 2,
lamina 2 “infectadas™). Por ultimo se realizé un control del efecto del siRNA, donde
células infectadas fueron tratadas con siRNA, se observd un 40,4% de células infectadas
y considerando el 100% de infeccién observado anteriormente se calculd la tasa de
interferencia (59,6%) (Tabla 2, lamina 3 “infectadas e interferidas™).

Con los resultados obtenidos en los controles es posible calcular el porcentaje
esperado de células infectadas si consideramos un 100% de trans-complementacion. La
probabilidad de que una célula sea infectada, interferida y exprese ttNSP5u esta dada
por la siguiente formula: %células transducidas x %células interferidas / 100 (45,0 x
59,6/ 100 = 26,8%), a este resultado debe sumirsele las células no interferidas, las cuales
representan un porcentaje basal de infeccion (40,4%), es asi que el porcentaje esperado
de infeccion en el caso de un 100% de trans-complementacién es de un 67,2%. Sin
embargo, se observé sélo un 51,5% de células infectadas en ¢l ensayo de trans-
complementacion (Tabla 2, ldmina 4 “transducida, infectada e interferida™). Al restar el
porcentaje basal de infeccion a los porcentajes observado y esperado, para luego obtener
la razén enfre ambos permite concluir que un 41% de las células interferidas que
expresaban trNSP5u desarrollaron infeccion (tasa de trans-complementacion), por lo que

un 59% de las célnlas que expresaban tNSP5u fueron resistentes a la infeccion.
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Tabla 2. Cuantificacion por inmunofiuorescencia de la tasa de trans-

complementacion de NSPS.

% % % Células Infectadas %
Lamina Trangduccion Inmterferencia Observadas Esperadas® Trans-complementacidn

1)Transducida

45,0
2)Infectada
100

3)Infectada

Interferida 59,6 40,4
4)Transducida

Infectada 515 67,2 414

Interferida

®El calculo se realizé utilizando la siguiente formula: (%células transducidas x Yecélulas
interferidas)/100 + %células no interferidas.
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Este ensayo es representativo de varias réplicas en donde pese a observarse
resultados disimiles en los porcentajes de transduccion e interferencia, se observaron

tasas de trans-complementacion semejantes.

3.2. La expresion en frans de NSPS5 inhibe la produccién de particulas virales.

Los datos obtenidos en la Figura 6 y la Tabla 2 suponen un efecto inhibiforio de
trNSP5 sobre la infeccion viral, por lo que decidimos ensayar esa hipdtesis. Para ello
observamos el efecto de la expresion en frans de t'NSP5 sobre la formacion de nuevas
particulas virales. Células MA104 y MA104 NSP5® fueron infectadas y los virus
obtenidos en cada tipo celular fueron cuantificados por medio de un ensayo de
formacion de placas de lisis.

En la Figura 7 se observa como la presencia de t*NSP5 previa a la infeccion,
inhibe la formacion de nuevas particulas. En la Figura 7a se muestra un ensayo tipico de
cuantificacién por formacion de placa de lisis. En este ensayo los in6culos virales
provenientes de la infeccidn en cada tipo celular se diluyen de 10 en 10 y se procede a
infectar monocapas de células MA104, manteniendo las células en un medio semisolido.
La formacién de un foco de lisis corresponde a un clon viral; se puede observar como
los sobrenadantes de células NSP5™ presentan un menor niimero de focos de lisis que el
contzol correspondiente. En la Figura 7b se observa la cuantificacién de este estudio,
donde la expresion en frans de {rtNSP5 produce una disminucién de alrededor de un 30%

en la produccién de nuevas particulas virales.
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Figura 7. Efecto inhibitorio de NSP5 sobre la formacién de particulas infectivas de
Rotavirus. (A) Células MA104 y MA104 transducidas con el vector lentiviral (MA104
NSP5") fueron infectadas con Rotavirus a una MOI de 2. Los virus producidos en cada
tipo celular fueron cuantificados por el ensayo de formacion de placa de lisis en células
MA104. Los nameros al lado de cada pocillo corresponden a la dilucion del inoculo
viral. (B) Cuantificacion de los resultados obtenidos en A; * p<0,05.
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3.3. La expresion en frans de NSP5 la inhibe formacioén de viroplasmas.

Habiendo establecido de que la expresion en frans de NSP5 provoca un efecto
inhibitorio en la infeccion, decidimos analizar el mecanismo por el cual &*NSP5 afecta el
ciclo viral. Sabiendo que t'NSPS5 afecta la sintesis de nuevas particulas, analizamos una
etapa previa en el ciclo viral, la replicacion. Como se menciond anteriormente este
proceso ocurre en estructuras visibles al microscopio 6ptico denominadas viroplasmas,
por lo que decidimos usar la formacién de estas estructuras como pardmefro de
replicacion.

Para ello, se procedié a cuantificar por IFI el nimero de células que expresaban
trNSP5 y ademas eran refractarias a la infeccién. En la Figura 8a se observa una imagen
de microscopia confocal representativa del ensayo, donde NSP5 se marcoé de color rojo y
VP6 de color verde, esta tltima proteina se utiliz no s6lo como marcador de infeccién,
sino también debido a su capacidad de ser incorporada a los viroplasmas. Se puede
observar como las células que expresan VP6 (VP6') necesariamente expresan NSP5,
esto se debe a que nuestro ensayo no diferencia NSP5 de tNSP5. Las células que no
expresan VP6 (VP6) no presentan ciclo viral y pueden ser NSP5* o NSP5. Cabe
destacar que todas las células VP6" presentaban viroplasmas. En la Figura 8b se observa
la cuantificacion de las proporciones para los diferentes tipos celulares. El porcentaje de
células VP6'/NSP5" fue de un 100 % en el control infectado sin transducir (Figura 8b
ldmina “infectada™), mientras que en las células infectadas y transducidas fiue de un 91

% (Figura 8b lamina “infectada transducida™). Llama la atencién el hecho que todas las
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Fenotipo

LaMiNA  Nsp5 VPG~ NPS*AVPE™  NSPS VPG
Transducidas 82, %% 0% 17.4%
Infectadas 0% 100% 0%
Transducidas 0% 91% 9%

Infectadas

Figura 8. Efecto inhibitorio de NSP5 sobre la formacion de viroplasmas. (A)
Células MA104 fueron transducidas y posteriormente infectadas con Rotavirus a una
MOI de 2 ufp/cél. A las 7 h. p. i. fueron fijadas con PFA vy se realiz6 IFI contra NSP5
(anticuerpo secundario marcado con Rodamina) y contra VP6 (marcador de infeccién)
(anticuerpo secundario marcado con Alexa 488). (B) Cuantificacion del experimento A
con sus respectivos controles.
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células VP6™ (9%) eran NSP5*, sobretodo si consideramos que en el control paralelo sin
infectar 1 de cada 6 células (17,4%) eran NSP5" (Figura 8b limina “transducida”) Con
estos datos calculamos la tasa de inhibici6n de la infeccion en un 51% (9%/17,4%).

De esta forma se puede concluir que la expresién de ttNSP5 previa a Ia infeccién
posee un efecto negativo sobre la replicacion de Rotavirus. Este resultado es
concordante con los obtenidos en los experimentos de trans-complementacion donde la
tasa de trans-complementacion fue estimada en un 41%.

Se realizaron varias réplicas del ensayo, sin embargo debido a Ia variacién en la
tasa de transduccion no fue posible calcular desviaciones estandar para el experimento,
Cabe destacar que todos los ensayos presentaron tasas de inhibicién semejantes.

Notablemente en las células que expresaban trNSP5 y fueron resistentes a la
infeccién no se observé, por IFI, Ia expresion de la proteina viral VP6, sugiriendo un
efecto de trNSPS5 sobre la expresion de las proteinas virales. Este ensayo se realizd a las
6 h. p. i. donde normalmente ya ha ocurrido la segunda ola de transcripcién. Por lo
tanto, este efecto pudo deberse a la inhibicién de la replicacién y por ende la formacién
de nuevas DLPs responsables de la segunda ola de transcripcién. Sin embargo, en la
Figura 3b, donde se grafica la inhibicion de NSP5 por siRNA, se puede observar por IFI
la expresion de VP6 en ausencia de la segunda ola de transcripcién (NSP5 y los

viroplasmas son esenciales para la sinfesis de nuevas DLPs). La VP6 observada en este

ensayo probablemente provenga de la traduccién de los mensajeros producidos por




DLP-PP. Estos antecedentes presumen una accién inhibitoria de t'NSP5 en momentos

tempranos del ciclo viral.

3.4. CFP-NSPS5 se incorpora a los vireplasmas y forma agregados dependientes de

la infeccién.

Como se mencioné anteriormente, los estudios de IFI descritos en 1a seccién 3.3
nos permitieron cuantificar en forma indirecta el niimero de células NSP5" que fueron
susceptibles a infeccion, ya que el sistema utilizado no permitia discriminar el origen de
NSPS5 en las células infectadas, ya sea del suministro en frans o de la infeccion. Esto no
nos permitfa determinar cualquier estado intermedio en la formacién de viroplasmas
mediado por la t'NSP5.

A fin poder discriminar enfre la *NSP5 y la NSP5 producida durante la
infeccion, se construyé una proteina de fusién donde la proteina fluorescente Cian (cyan
fluorescence protein -CFP-) se fusiond al extremo amino terminal de NSP5 (CFP-
NSP5). Tal como se observa en la Figura 9 panel inferior (flecha de color amarillo), esta
proteina es incorporada a los viroplasmas durante la infeccién y por ende nos permite
determinar Ia formacién de viroplasmas en células CFP-NSP5’. A causa de este efecto
CFP-NSPS5 se encuentra concentrada en los viroplasmas en células infectadas por lo que
aparenta una menor expresidn que la observada en el control sin infectar, donde se
encuentra difusa en la célula, sin embargo esto es un efecto 6ptico ya que en ambas

condiciones se expresan iguales cantidades de CFP-NSP5. En todos los ensayos se

observd una tasa de expresion para esta proteina de un 80% a vn 100%,




VP2 CFRNSP5 Sobreposicion Virus

(+)

Figura 9. Expresion y formacion de agregados de CFP-NSP5. Células MA104
fueron transducidas con CFP-NSPS5 (la cual se observa de color verde) y posteriormente
infectadas por Rotavirus, 7 h p. i. las células fueron fijadas con PFA y se analizo la
expresion de VP2 (utilizada como marcador de infeccion y de viroplasmas) por IFI
(anticuerpo secundario marcado con Rodamina). Como control se utilizaron células
transducidas con CFP-NSPS5 sin infectar.

Con flechas blancas se sefialan los agregados de CFP-NSPS y con flechas amarillas los
viroplasmas.
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considerablemente alta para el modelo MA104. La incorporacion de proteinas de fusion
de NSP5 a viroplasmas fue descrito anteriormente, en construcciones semejantes a CFP-
NSP5 (Eichwald et al., 2004b).

El uso de VP2 como marcador de infeccion permitié identificar tres tipos
celulares: las que presentan una distribucién difusa de CFP-NSPS5 (células sin infectar),
las que presentan agregados de CFP-NSP5 en presencia de VP2 (viroplasmas) (panel
inferior, flecha amarilla) y un tipo celular novedoso que formaban agregados de CFP-
NSP5 sin VP2 (panel inferior, flecha blanca), presumiblemente estas células presentan
una infeccion abortiva pues s6lo se observan en las monocapas que han sido sometidas a
infeccion. Se ha observado la formacién de agregados en construcciones similares de
GFP-NSP5 (Mohan et al., 2003), pero esto ocurre en forma independiente de la
infeccion.

Nuevamente la falta de expresion de proteinas virales (visibles por IFI) supone
un efecto de CFP-NSP5 temprano en Ia infeccidn, por lo que la posible dependencia de
Ia DLP en la formaci6n de estos agregados serd estudiada con mayor profundidad en la

seccion 3.10.

3.5. CFP-NSP5 inhibe Ia formacion de particulas virales y viroplasmas.
A fin de corroborar los resultados observados sobre la formacién de particulas
virales, decidimos realizar un ensayo con células CFP-NSP5", semejante al realizado en
la seccién 3.2. Como control se utilizaron c€lulas que expresen la proteina GFP. Es de

notar que CFP se diferencia de GFP por 6 substituciones, las cuales se encuentran
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distribuidas en el interior de la molécula por lo que no es de esperar que afecte
significativamente su uso como conirol.

Como se observa en la Figura 10a CFP-NSP5 posee un efecto inhibitorio sobre la
produccion de particulas virales, el cual es independiente de la proteina de fusién, ya que
GFP no presenta ningln efecto. La inhibicion es considerablemente mayor que la
producida por trNSP5, alcanzando una disminucion de casi 1 log en el titulo viral. Este
aumento en el efecto inhibitorio puede deberse, por lo menos en parte, a la mayor tasa de
transduccion obtenida con el vector CFP-NSP5.

Una vez determinado el efecto inhibitorio de CFP-NSP5 sobre la produccion de
particulas, se procedié a cuantificar Ia tasa de células CFP-NSP5* susceptibles a la
infeccién. Para ello se realizé un ensayo de IFI semejante al realizado en la Figura 8
donde se utiliz6 la fluorescencia de CFP-NSP5 para identificar Ia incorporacién de la
proteina a los viroplasmas y como marcador de infeccién a la proteina VP2. Como
criterio de infeccidn se utilizo la formacion de viroplasmas y la expresion de VP2.

En Ia Figura 10b se grafica la cuantificacion de este estudio. Se observa como la
presencia de CFP-NSP5 tiene un efecto megativo sobre la infeccién por Rotavirus,
identificindose solo un 14% de células con viroplasmas; nuevamente este efecto fue
considerablemente mayor que el de trtNSP5. Ademas se pudo observar un 11% de
c€lulas que formaban agregados de CFP-NSP5.

En el control de células GFP" no se observaron ni la formacién de agregados
fluorescentes ni c€lulas resistentes a la infeccién, demostrando que el efecto observado

se debe a NSPS y no a la proteina CFP.
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Figura 10. Efecto de CFP-NSPS5 sobre Ia produccién de particulas y la formacién
de viroplasmas. (A) Células MA104 fueron transducidas con el vector GFP o CFP-
NSP5 y a las 72 horas post-fransduccién infectadas con Rotavirus a una MOI de 2.
Ademds como confrol se utilizé6 células MA104. Los virus producidos en cada tipo
celular fueron colectados y cuantificados por el ensayo de formacién de placa de lisis en
células MAI104; *p<0,05. (B) Células MAI104 fueron transducidas con el
correspondiente vector lentiviral. Posteriormente fueron infectadas con Rotavirus a una
MOI de 3 y alas 7 h. p. i. las células fueron fijadas con PFA. Se analizé la expresién de
CFP-NSP5 o GFP y por IFI la expresion de VP2 (utilizado como marcador de infeccion
y de formacién de viroplasmas). Posteriormente se cuantificé el mimero de células
CFP-NSP5 o GFP que expresaban VP2 y formaban viroplasmas. Ademds se cuantifico
el miimero de células que formaban agregados; *p<0,05.

49




3.6. El efecto inhibitorio de NSP5 es reverfido por un aumento en la MOL.

Los resultados observados en los experimentos de inmunofluorescencia en donde
ambas profeinas fueron capaces de inhibir la expresion proteica, sugieren que el efecto
inhibitorio debe ocurrir temprano durante la infeccién. Considerando que el principal
acior a momentos tempranos es la DLP-PP, decidimos ensayar cual era el efecto de un
aumento de la DLP-PP sobre el efecto inhibitorio de trNSP5.

Para ello, se realizaron infecciones con concentraciones crecientes de virus (los
cuales una vez dentro de la célula se convierten en DLPs) en células que expresan GFP o
CFP-NSPS, se realiz6é un ensayo de IFI utilizando la expresién de VP2 como marcador
de infeccion (Fig. 11a.).

En la Figura 11b se grafican los resultados obtenidos, se observa como el
aumento en la MOI efectivamente es capaz de revertir parcialmente el efecto inhibitorio
de CFP-NSP5. Sorprendentemente, se observo un comportamiento relativamente linear,
tanto para el aumento de células CFP-NSP5 infectadas (> 0,9078) como para la
disminucién de células CFP-NSP5 resistentes a la infeccion (7 0,9717). Es de notar que
la formacién de agregados no varié significativamente, observandose solo un leve
aumento a MOI 15.

Siendo el viroplasma el sitio de sintesis del dsRNA, decidimos corroborar los
resultados observados anteriormente, analizando el efecto de CFP-NSPS5 sobre la sinfesis
del dsRNA. Para ello se infectaron células MA104 que expresaban GFP y CFP-NSP5 a
una MOI de 3 y de 15, y se analizé la sintesis de dSRNA a diferentes tiempos post-

infeccion (Fig. 12). Los tiempos seleccionados permiten analizar diferentes etapas de la
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Figura 11. Efecto inhibitorio de CFP-NSPS es revertido por un aumento de la
MOIL. (A) Células MA104 fueron transducidas con el vector CFP-NSP5 e infectadas a la
correspondiente MOI, 7 h p. i. las células fueron fijadas con PFA y se analizo la
expresion de VP2 por IFI. (B) Cuantificacion de los diferentes fenotipos celulares.
Como control se utilizo células MA104 transducidas con GFP la cual presento 100% de
infeccion para todas las MOI (datos no mostrados).
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Figura 12. Efecto de CFP-NSPS5 sobre la produccion dsRNA. Células MA104 fueron
transducidas con el correspondiente vector y posteriormente infectadas con la
correspondiente MOL a la h. p. i. establecida se lisaron las células y el dsSRNA se obtuvo
por extraccion fenol-cloroformo. Las muestras se resolvieron en gel de acrilamida 7% y
se reveld con tincion con plata. Se identifican con flechas los segmentos de dsRNA
correspondientes al genoma viral.




infeccion. A las 3 h. p. i. ocurre predominantemente la franscripcion y traduccién de los
mensajeros virales, ademads no se observa produccién de dsRNA (Stacy-Phipps y Patton,
1987), a las 7 h.p.i. ocurre la mayor formacion de viroplasmas y a las 12 h. p. i. ocurre la
mayor produccion de dsRNA (Estes, 2001).

La alta tasa de transduccion observada para CFP-NSP3, alrededor de un 90% en
el ensayo mencionado, permite descartar un efecto sobre la sintesis de dsRNA de las
células no transducidas

Se observd, tal como era esperado, una menor cantidad de dsRNA en las células
CFP-NSP5°. Nuevamente el efecto inhibitorio fue revertido parcialmente con un
aumento en MOI; es interesante notar que no se observd una correlacion directa con los
resultados obtenidos en el experimento anterior ya que a una MOI de 15, el nimero de
células infectadas aumenté de un 14% a un 65%, no observindose un aumento

concordante en las cantidades de dsRNA.

3.7. La expresion en frans de NSPS5 inhibe Ia sinfesis de proteinas virales.

Los resultados obtenidos en los ensayos de inmunofluorescencia suponen un
efecto de trNSP5 sobre la sintesis proteica (seccion 3.3), por lo cual decidimos evaluar el
efecto de trNSP5 y CFP-NSPS5 sobre la sintesis de proteinas virales. Para ello se realizé
un ensayo semejante al anterior donde se infectaron con una MOI de 3 y de 15 células
que expresaban GFP o CFP-NSP35, Iuego se procedié a realizar marcaje de proteinas con
PS-metionina y las muestras se colectaron a los mismos tiempos que en el apartado

anterior.
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Como sc observa en la Figura 13, la presencia de CFP-NSPS disminuye la
produccion de proteinas virales a los diferentes tiempos de infeccién., Es interesante
notar que este efecto se repite a las 3 h. p. i. donde la mayor parte de los mRNAs son
producidos por la DLP-PP (Lopez et al., 2005).

Estos resultados ratifican que el efecto inhibitorio de NSP5 ocurre en momentos
tempranos de la infeccion, probablemente involucrando a la particula primigenia o sus

productos. Nuevamente este efecto es revertido parcialmente al aumentar la MOI.

3.8. NSPS no interacciona con la DLP.

Tal como se ha mencionado en la introduccién, se ha propuesto que la
produccién de los RNAs" a ser utilizados como templado para la sintesis del dsRNA
ocurre en los viroplasmas (Silvestri et al., 2004), por lo que la DLP, al ser la nica fuente
de RNAs", debe ser parte activa de estas estructuras. NSP5 es parte de los viroplasmas,
es esencial para la replicacion y es capaz de interactuar con componentes de la DLP, por
lo que surge la pregunta: ;NSP5 es la responsable de reclutar a Ia DLP al viroplasma?

Considerando este escenario, la presencia previa de tNSP5 (debido a su
expresién en frans) a la infeccién induciria una interaccién inmediata con la DLP, no
permitiendo el primer pulso de transcripcién. Esto provocaria un efecto semejante al
observado con trNSP5 y CFP-NSP5 inhibiendo la produccion de proteinas a tiempos
tempranos. Ademads un aumento en la cantidad de DLP (aumento de MOI) aumentaria la

probabilidad de que algunas DLPs escapen a la interaccién con NSP5 produciendo una
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Figura 13. Efecto de CFP-NSPS5 sobre Ia produccion de proteinas virales. Células
MA104 fueron transducidas con el correspondiente vector y posteriormente infectadas a
la correspondiente MOI. A las 2 h. p. i. se agregé 50 pCi/ml de **S-metionina, a la hora
indicada se lisaron las células, se resolvi6 en gel de acrilamida y se revelé en
Phospholmager; M: células sin infectar.
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cantidad de mRNAs y por ende de proteina que pueda revertir parcialmente el efecto
inhibitorio.

Basados en esa hipotesis, decidimos estudiar Ia posible interaccién de la DLP con
trNSP5 o CFP-NSP5. En una primera instancia se realizd un ensayo de co-
inmunoprecipitacién de la particula entrante marcada con **S-metionina. Para ello se
procedié a producir virus marcado en presencia de >°S-metionina; luego se infectaron
monocapas de células que expresaban GFP, NSP5 o CFP-NSP5 con estos virus
marcados. Se realiz6 un ensayo de co-precipitacién, con un anticuerpo anti-NSP5 en
presencia de cicloheximida (CHX), inhibidor de traduccién que evita la expresion de
proteinas virales de novo que interfieran el experimento. Como control y a fin de
determinar la union inespecifica a la matriz se realizaron para cada tipo celular los
ensayos en presencia o ausencia de anticuerpo.

Tal como se muestra en la Figura 14 no se observd una co-precipitacién de la
DLP en presencia de NSP5 o sus variantes. En el lisado celular utilizado para realizar la
co-precipitacion se encuentran las proteinas estructurales virales, lo que evidencia por lo
menos Ia presencia de DLP marcada en la célula. Cabe destacar que este experimenio se
repiti6 bajo diferentes condiciones (entre ellas en ausencia de CHX), no observindose
co-precipitacion.

A fin de corroborar este resultado disefiamos un experimento in vifro, el cual nos
permitié utilizar cantidades controladas de DLPs. Se incubaron extractos de células
GFP*, NSP5" y CFP-NSP5* con DLPs purificadas marcadas con >°S-metionina.
Posteriormente, se realizd un ensayo co-inmunoprecipitacién con un anticuerpo anti-

NSPS.
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Figura 14. Co-precipitacion de particula entrante. Células MA104 fueron
transducidas con el correspondiente vector lentiviral, se realizé un tratamiento con CHX

100 uM 1 hora previa y durante la infeccion. Se infecté a una MOI de 80 con virus

marcado con metionina, 2 h. p. i. se lisaron las células y se realiz6 un ensayo de co- '
precipitacion del virus marcado con un anticuerpo anti NSP5. No Ab: proteina G sin

anticuerpo; Anti NSP5: complejo anticuerpo-proteina G; Lis: extracto previo a la co-
precipitacion; V:virus marcado.
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Fn la Figura 15 se¢ observan los resultados obtenidos en el ensayo de co-
precipitacién. Coincidiendo con el resultado anterior no se observa una co-precipitacion

entre NSP5 o CFP-NSP5 y la DLP marcada.

3.9. NSP5 no afecta Ia actividad transcripcional de la DLP in vitro.

Considerando los resultados obtenidos en el apartado anterior, uno de los
posibles mecanismos inhibitorios de tr'NSP5 es afectar la actividad transcripcional de la
DLP. A fin de ensayar esta hipétesis, se realizaron ensayos de transcripcidn ir vitro de
DLPs en presencia de extractos celulares GFP* o CFP-NSP5™. Los extractos celulares
fueron incubados toda la moche con DLPs purificadas, se realiz6 un ensayo de
transcripeién in vifro y los RNAs" fueron resueltos en geles 5% de acrilamida en
condiciones denaturantes y revelados por tincién con plata. Como se muesira en la
Figura 16 no se observé diferencias en la actividad de transcripcional de la DLP en
ausencia o presencia de CFP-NSP5. Es de notar que estos experimentos se realizaron

varias veces con diferentes condiciones de lisis observandose el mismo resultado.

3.10. La expresiéon proteica es necesaria para la formacion de agregados de CFP-

NSPS.

En la seccién 3.4 se pudo observar la formacion de agregados de CFP-NSPS,
inducida por la presencia viral. A fin de determinar si la sola presencia de la DLP es

capaz de inducir la formacién de agregados de CFP-NSPS5 se procedid a analizar la
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Figura 15. Co-precipitacion de la DLP in vitro. Células MA104 fueron transducidas
con el correspondiente vector lentiviral, posteriormente se incubd alicuotas de los
extractos con DLPs marcados con >°S metionina, se realizé un ensayo de co-
precipitacién del virus marcado con un anticuerpo anti NSP5. No Ab: proteina G sin
anticuerpo; Anti NSP5: complejo anticuerpo-proteina G; V:virus marcado.
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Figura 16. Efecto de CFP-NSP5 sobre la actividad transcripcional de la DLP.
Células MA104 fueron transducidas con el correspondiente vector lentiviral, se lisaron y
alicuotas de los extractos se incubaron toda la noche con DLPs Posteriormente se
realizé un ensayo de transcripeion in vitro. La presencia de CFP-NSPS en los extractos
fue corroborada por Western Blot. El resultado de la transcripcion fue resuelto en un gel
de acrilamida 5% en condiciones desnaturantes y tefiido con plata.
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formacién de estas estructuras en presencia del inhibidor de Ia traduccion CHX. De esta
manera se inhibe la sintesis de proteinas virales que puedan inducir la formacién de
agregados de CFP-NSP5 (se ha observado que al co-expresar NSP5 con NSP2 se induce
la formacién de agregados).

En el ensayo se infectaron células CFP-NSP5” en presencia de CHX. Como
control de infeccion y del tratamiento con CHX se analiz6 la expresién de la proteina
viral VP2 por inmunofluorescencia. No se observé la formacién de agregados CFP-
NSPS5 ni la expresion de VP2 en las células tratadas con CHX, no asi en los controles sin
tratamiento con CHX (Fig. 17). Estos resultados demuestran la necesidad de la
expresioén de proteinas ya sean virales o celulares para la formacion de agregados de
CFP-NSP5.

A fin de corroborar estos resultados, se realizd un ensayo semejante con
Rotavirus inactivados con luz UV (datos no mostrados), observindose los mismos
resultados.

Los resultados obtenidos con CHX permiten concluir que es necesaria la
expresion de proteinas para la formacién de agregados de CFP-NSP5 de tipo VLS.
Considerando que se obtuvieron los mismos resultados con virus inactivados, es
probable que se requiera la expresion de por 1o menos una minima cantidad de proteinas

virales para la formacion de agregados de CFP-NSP5.
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Figura 17. La DLP no induce la formacion de agregados de CFP-NSP5 en
presencia de CHX. Células MA104 fueron transducidas con CFP-NSP5 y tratadas con
CHX 30 minutos previos a la infeccion, durante la adsorcion y la infeccion. Se infect6 a
una MOI3. A las 2y 6 h. p. i., fueron fijadas con PFA y analizadas por IFI VP2. Con
flechas blancas se sefialan los agregados de CFP-NSP5 y con flechas amarillas los
viroplasmas.
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3.11. NSP5 es fosforilada en miltiples sitios durante la infeccion.

Muchos trabajos se han realizado sobre las fosforilaciones de NSP5, llegandose
a proponer modelos y sitios responsables de la hiperfosforilacién. Sin embargo no se ha
identificado, ningiin sitio fosforilado en NSP5 en el contexto de la infeccion viral.

A fin de determinar los sitios fosforilados en NSP5 se analizaron por MS las
diferentes isoformas producidas durante la infeccién. Para ello se infectaron células
MA104 y se purifico NSP5 por inmunoprecipitacién, se resolvieron las diferentes
isoformas en geles de acrilamida al 10% y se procedio a cortar los segmentos de geles
correspondientes a las isoformas de 26kDa, 28kDa y 35 kDa. Las muestras fueron
digeridas con diferentes proteasas y analizadas por ESI (electon spray ionization)
acoplado QTOF (Quadrupole Time of Fly) lo que permitié realizar un anélisis de masas
en tandem (MS/MS).

En la Figura 18 se observa las diferentes porciones de la proteina obtenidas en
los cortes con diferentes proteasas, no se identifican los péptidos que fueron obtenidos
en forma repetida con diferentes enzimas. Con esta estrategia se logré cubrir
aproximadamente el 95% de la secuencia proteica dejando, solo un sitio posible de ser
fosforilado sin analizar (serina 143).

Fn el analisis secuencial realizado con diferentes proteasas se lograron
identificar nueve sitios fosforilados distribuidos a lo largo de toda la proteina (Tabla 3).
Entre ellos algunos propuestos anteriormente, como la serina 67 y la serina 164.

Inesperadamente no se encontraron sitios fosforilados exclusivos para las isoformas de
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1 MSLSIDVTSL PSIPSTIYRN ESSSTTSTLS GKSIGRSEQY
41 ISPDAEAFNK YMLSKSPEDI GPSDSASNDP LTSFSIRSNA
81 VKTNADAGVS MDSSAQSRPS SNVGCDQVDF SLNKGLKVEKA

121 NLDSSISIST DTKKEKSKQN HKSRKHYPRI EAESDSDDYV
161 LDDSDSDDGK CRKNCKYKKKY FALRMRMKQV AMQLIEDL

Figura 18. Fragmentos de la proteina NSP5 cubiertos en el anilisis de MS.
Fragmentos obtenidos: Rojo: con tripsina; Azul: quimiotripsina; Purpura: con tripsina y
quimiotripsina; Verde: con Glu-C; Negro: fragmentos no cubiertos.
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Tabla 3. Sitios de fosforilacion de NSP5%.

. ., Isoforma . b % de Fosforilacion®
Posicion Enzima
26 28 35 26 28
2ord + + + G,T,Q nc nc
30 + + - T 1,9 2,6
37 + + - T.Q ne nc
42 + + + T 8.4 20
56 + + + T ne nc
67 -+ + + T 47 6,1
101 + + + T,Q 61,5 80
127 + + + T 0,7 4,0
164 + + +

Q.T/Q 73,3 83,3

% cepa SA11 (genbank Acc. N°. AAK15267).

b Péptidos encontrados en la digestién con: G=Glu-C, T=Tripsina, Q=Quimiotripsina,
T/Q=Tripsina y Quimiotripsina.

“el porcentaje de fosforilacion se calculd utilizando la siguiente formula: [intensidad de
sitio fosforilado / (intensidad de sitio fosforilado+ intensidad de sitio no fosforilado)]*
100.
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mayor tamafio; en la discusién se analizan los posibles mecanismos que llevan a la
formacién de las diferentes isoformas de NSP3.

Para ejemplificar c6mo se realiza la identificacién de los sitios de fosforilacion,
se describira el analisis realizado para identificar la fosforilacién de la serina 42. En la
Figura 19a se observa la interpretacién del programa MASSLINX del espectro
(fragmentos obtenidos por MS/MS) correspondiente al péptido comprendido por los
aminoacidos 37 al 50 de NSP5. Se observan las proyecciones tedricas de los
fragmentos esperados para ese péptido, en negro se puede observar cuando un péptido
tedrico fue encontrado en el espectro, en rojo cuando no. Los iones “y” (fragmentos
correspondientes al analisis de derecha a izquierda de la molécula, lo cual implica de
carboxilo terminal en direccidon hacia el amino terminal) se encuentran sin
modificaciones (fila superior) hasta la posicion y8 (prolina 43). Luego se observa la
aparicién de los fragmentos con una pérdida de masa de 18 (pérdida de agua) (fila
intermedia), la presencia de estos fragmentos es una indicacion clara de la fosforilacion
en esa posicion, ya que el enlace éster fosfato presente entre el carbono de la serina y el
grupo fosforilo es muy lébil y se rompe facilmente durante la fragmentacién por
ionizacion posterior al primer MS.

En la Figura 19b se muestra la interpretacion del programa MASSLINX
considerando a la serina 42 fosforilada (nbétese en la posicion 6, Pse = serina
fosforilada), se puede observar la aparicion de los iones y9 al y11 con el péptido
fosforilado. En la Figura 19¢ se observa la regién del espectro correspondiente a los

iones de interés, la presencia de los picos correspondientes a los iones y9-98 al y11-98
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Figura 19. Fosforilacién de la serina 42. (A) Interpretacion con el MASSLINX del
espectro del péptido m/z 839,42 proveniente de la digestion con tripsina correspondiente
a la region 37 a 50 de NSP5 (SEQYISPDAEAFNK). (B) Interpretacion del espectro
considerando la serina 42 como fosforilada (Pse = serina fosforilada). (C) Espectro del
péptido mencionado. La presencia de los iones y9-98 al y11-98 ademés de los iones y9
al y11 fosforilados son una clara sefial que la serina 42 se encuentra fosforilada. Pse:
serina fosforilada. Notese que los iones y9-18 al y11-18 de la seccién A corresponden a
los iones y9-98 al y11-98 de la seccion C.
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(18 del agua més 80 del grupo fosfato) que presentan una intensidad mayor que sus
contrapartes y9 al y11, es una clara indicacién de la fosforilacion de la serina 42.

La interpretacién de los datos de MS requiere un conocimiento acabado de las
modificaciones presentes en la proteina, a fin de identificar la secuencia de una masa
determinada. En nuestro analisis se incluyeron un gran niimero de modificaciones post-
traduccionales tedricas en NSP5 tales como: acetilaciones, metilaciones, diferentes tipos
de fosforilaciones y varios tipos de O-glicosilaciones con el fin de aumentar la
cobertura de la proteina. Se ha reportado, en la cepa viral OSU, que NSP5 se encuentra
O-glicosilada con un residuo de N-Acetil glucosamina (NAG) (Gonzalez y Burrone,
1991), en nuestro analisis, pese a haber incluido la posible presencia de un residuo de

NAG, ningiin péptido con esta modificacién fue encontrado.

3.12. Las isoformas de 26 y 28 kDa presentan diferentes niveles de fosforilacion.

Tal como fue mencionado en la introduccidn existen antecedentes claros que los
cambios en la migracién de NSP5 son debido a fosforilaciones, sin embargo en el
analisis detallado en la seccién 3.11 no se observaron sitios diferenciales que permitan
explicar los cambios de migracion de NSP5. A fin de clarificar este problema se
procedi6 a calcular el porcentaje de fosforilacién para algunos residuos.

Para ello se calcul6 la intensidad del pico del ion extraido en el cromatograma de
los péptidos fosforilados y sus contrapartes no fosforiladas. El analisis del grado de
fosforilacion se realizé sdlo con las isoformas de 26 kDa y 28 kDa ya que la co-
precipitacion de la proteina NSP2, la cual co-migra con la isoforma de 35 kDa, dificulté

el andlisis de esta isoforma.
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Se observé un bajo nivel de fosforilacion para las diferentes serinas excepto para
las posiciones 101 y 164, las cuales poseen un alto grado de fosforilacion. Sin embargo,
para todos los sitios se observd un porcentaje mayor en la isoforma de 28 kDa en
comparacion con la de 26 kDa (Tabla 3).

Estudios anteriores han demostrado un estado dinamico en la fosforilacién de
NSP35, el que se ha sugerido ocurre debido a la accién de quinasas y fosfatasas
(Blackhall et al., 1998). Por ello decidimos caracterizar el comportamiento de las
diferentes posiciones fosforiladas identificadas realizando un andlisis cinético del grado
de fosforilacién. Pese a observarse diferentes comportamientos en los sitios analizados,
el comportamiento general fue un aumento en el nivel de fosforilacién en la isoforma 28
kDa en comparacion con la de 26 kDa. (Fig. 20).

Ambos resultados llevan a la conclusién que los cambios en la migracién de
NSP5 se deben a un aumento en el nimero de fosforilaciones en diferentes posiciones

de cada molécula mas que a la fosforilacion especifica en una posicién.

3.13. NSP5 es acetilada en su extremo amino terminal.

Como se mencioné anteriormente la interpretacion de los datos de MS requiere

un conocimiento acabado de la molécula, de esta forma fue que al ensayar

modificaciones tedricas de NSP5 se logro identificar la acetilacion en el amino terminal

de la serina 2. Normalmente esta modificacion ocurre posterior a la eliminacion de la

metionina 1.
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Figura 20. Cinética de los sitios de fosforilacion. NSP5 fue purificada por
inmunoprecipitacién en los tiempos establecidos, resuelta en gel acrilamida 12% y
cortada con ftripsina., Posteriormente los péptidos fueron analizados por ESI MS.
Utilizando el programa MASSLINXS se cuantifico la intensidad de los picos en el
cromatograma por el método de “Extracted lons”. El porcentaje de fosforilacion fue

calculado tal como fue descrito en la Tabla 3.
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En la Figura 2la se observa la interpretacion del espectro del péptido
correspondiente a la region 2 al 21. El andlisis se realizé en base a los iones b, que
corresponden a los fragmentos en direccion del amino hacia carboxilo. La presencia del
pico b2 con un aumento de masa de 43 Da corresponde a la serina acetilada. Ademds,
los picos correspondientes a los iones b2 al b5 con pérdida de agua (fila intermedia)
suponen una fosforilacion. En la Figura 21b se observa la interpretacidn del espectro
considerando a la serina 2 fosforilada, se observa la presencia de los iones b3 al b6
fosforilados.

En la Figura 21¢ se observa la region del espectro correspondiente a los iones de
interés. Es de notar que los iones b3-55 al b5-55 (98 Da de la fosforilacién - 43 Da de
la acetilacion) presentan una gran intensidad dando una clara sefial que los péptidos se
encuentran fosforilados. Sin embargo, al no observarse una diferencia significativa
entre las sefiales b2 y b2-55 no se puede distinguir el sitio de fosforilacién entre la

serina 2 y la serina 4.

3.14.NSP5 presenta un puente disulfure intramolecular en un contexto
caracteristico de oxidoreductasas.

Otra modificacién post-traduccional identificada fue la presencia de un puente

disulfuro intracadena entre la cisteina 171 y la cisteina 174, Este fue identificado

gracias a que durante la purificacién de NSP5, se utilizé un tampon de carga sin agentes

reductores, manteniendo intacto los puentes disulfuro.
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Figura 21. Acetilacion y posible fosforilacion de la serina 2. (A) Interpretacion del
espectro del péptido m/z 1143,54 proveniente de la digestion con Glu-C,
correspondiente a la region 2 a 21 de NSP5 (SLSIDVTSLPSIPSTIYKNE),
considerando a la serina 2 acetilada (aumento de masa de 43 Da). (B) Interpretacion del
espectro considerando a la serina 2 acetilada y fosforilada. (C) Region del espectro
donde se observan los picos correspondientes a los iones b2 al b6, la acetilacion implica
un aumento de 43 Da, los péptidos fosforilados presentan una pérdida de 55 Da (98-43),
los péptidos correspondientes a b3-55 al b5-55 presentan una alta intensidad, dando una
clara sefial que se encuentran fosforilados. AcS: serina acetilada, ASP: serina acetilada
y fosforilada. Nétese que los iones b2-18 al b6-18 de la seccion A corresponden a los
iones b2-55 al b6-55 de la seccion C.
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En la Figura 22a se observa la interpretacion del espectro sin modificaciones
donde no se identificaron iones y. En la Figura 22b se observa el analisis al agregar la
modificacién tedrica del puente disulfuro en la interpretacién, la normalizacién de los
iones y8 al y12 son una clara sefial de la presencia del puente disulfuro. Ademds, la
aparicion de las sefiales y13 al y15 con pérdida de una molécula de agua, sugieren la de
fosforilacion de la serina 164. En la Figura 22c se observa la interpretacién
considerando a la serina 164 fosforilada, la presencia de los iones y13 al yl5
fosforilados confirman la fosforilacion en la serina 164. En la Figura 22d se grafica el
espectro analizado donde se identifican los péptidos de interés.

Ademas se realizd el andlisis de la proteina luego de la reduccion y alquilacion
del puente disulfuro, observandose las sefiales de las cistefnas modificadas (datos no
mostrados). Es de notar que no se encontré el péptido sin el puente disulfuro lo cual,
nos permite proponer la mayoria de las moléculas se encuentran formando esta
estructura,

Este puente disulfuro se encuentra dentro del motivo CXXC, el cual es
caracteristico del sitio activo de la superfamilia de las tiol-disulfuro oxidoreductasas
(Rietsch y Beckwith, 1998), especificamente de un dominio con un plegamiento de tipo
tioredoxina.

Al hacer un alineamiento entre diferentes proteinas con este dominio (PFAM N°
PF00085) y NSP5 se observé una similitud menor al 10% (datos no mostrados}, por lo
que no fue posible realizar una prediccion estructural utilizando este motivo como

maltriz.
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Figura 22. Anilisis del puente disulfuro intramolecular. (A) Interpretacion con el
programa MASSLINX del espectro del péptido m/z 661,58 proveniente de la digestion
quimiotriptica  correspondiente a la  region 159 a 178 de NSP5
(VLDDSDSDDGKCKNCKY). (B) Interpretacion del espectro considerando el puente
disulfuro entre las cisteinas 171 y 174, se observa una normalizacion de los iones y8 al
y12 v la aparicién de las sefiales y13-18 al y16-18 lo cual indica la fosforilacién de la
serina 164. (C) Interpretacion del espectro considerando la serina 164 fosforilada, se
observa la aparicién de las sefales yl13 al y14. (D) Regién del espectro donde se
observan los iones de mayor interés. Los iones y6 al y12 presentan un aumento de masa
de 2 Da (correspondientes al puente disulfuro) y los iones y13 al y15 una pérdida de
masa de 96 Da (98-2) cormrespondientes a los péptidos fosforilados. Pse: serina
fosforilada, S-S: cisteina involucrada en puente disulfuro. Notese que los iones y6 al
y12 de la seccién B corresponden a los iones y6+2 al y12+2 de Ia seccion D y los iones
y13 al y15 de la seccién B corresponden a los iones y13-96 al y15-96 de la seccién D
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3.15. Conservacion de las modificaciones identificadas entre cepas de Rotavirus.

Los virus son excelentes modelos para estudios evolutivos debido a su alta
variabilidad, por lo que la conservacién de residuos pueden relacionarse con una posible
funcién en la molécula (Strauss EG, 2001). Por ello se decidié comparar secuencias de
diferentes grupos de Rotavirus y determinar el grado de conservacion de los restduos
que presentan las modificaciones identificadas.

Se realiz6 un alineamiento comparando las secuencias de NSPS5 de los grupos A
y C de Rotavirus, estos poseen una similitud de alrededor de un 20%. Como se puede
observar en la Figura 23 varios residuos con modificaciones se encuentran conservados,
tales como la serina en posicion 2, la serina 30 y particularmente la serina 67, donde
ademds se encuentra conservado el contexto alrededor de la misma. También se
encuentran conservadas las cisteinas involucradas en el puente disulfuro y los
aminodcidos presenies entre ellas; esto resulta interesante ya que se ha observado que
estos aminoacidos son importante en la formacion de los puentes disulfuro en los
motivos CXXC (Chivers et al., 1996; Chivers et al., 1997).

El motivo CXXC se encuentra siempre precediendo una estructura de alfa
hélice. Al realizar un analisis de estructura secundaria para ambos grupos se observo la
presencia de una estructura alfa hélice dos aminoacidos hacia el C-terminal del puente
disulfuro.

Ademas, se puede observar como la serina 164, se encuentra sustituida por un
residuo de 4cido glutdmico en el grupo C, esta es una modificacién conservativa si

consideramos que la serina presentaba un alto porcentaje de fosforilacion (Fig. 21).
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Porcine A5 OSU 117 NVSANLDSCVSISTDN KKEKSKK ................ DKSRKHYPRIEADSDSEDY
Humzn Al Wa 117 NVSASLVHVYQFQLTN KKEKSKK ................ DKSRKHYPRIEADSDYEDY

Bovine C Shintoku 114 CV'NGGLNFSKLKNKS. - .NEHETKVTSETNVSAHVSAGINSQLGMFNPIQHKIK_KEAIPE
Porcine C Cowden 114 SMNGGINFSRSKSK’I‘G. RSDETESKSETSVSAHVSAGISSQLGMFNPIQNTVKKEAISE
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Group A

Simian A3 SA 11 160 VL DL

Porcine A5 03U 159 WL DL,

Human Al Wa 159 VL DL

Bovine C Shintoku 171 M EM

Porcine C Cowden 172 M EM

Human C Bristol 174 MF EM

Group C

Figura 23. Alincamiento entre diferentes cepas de Rotavirus. Alineamiento miltiple,
realizado con el programa Clustal X entre de cepas del grupo A y C de Rotavirus. Los
residuos idénticos y similares se observan en negro y gris respectivamente. Los
asteriscos indican las modificaciones encontradas en el anélisis por MS. Las secuencias
corresponden segin genbank Simian A3 SAll (AAK15267), Porcine A5 OSU
(P19715), Human Al Wa (V01191), Bovine C Shintoku (P34718), Porcine C Cowden
(P36358) y Human C Bristol (Q00682). La estructura secundaria fue determinada con el
predictor JPRED (Cuff et al., 1998) usando como matriz SA11 para grupo A y Bristol
para grupo C. Las flechas significan ldmina beta, las lineas significan alfa hélices.




3.16. Anilisis de proteinas que interactitan con NSPS por medio de MS.

Poco se conoce sobre el rol de proteinas celulares en la replicacion del
Rotavirus, por ello decidimos identificar por MS las protefnas que interactian con
NSP5 en el contexto de la infeccion viral.

Para ello realizamos un ensayo de co-precipitacién y separacién por PAGE, los
carriles fueron cortados en pedazos para posteriormente ser digeridos con tripsina y los
péptidos producidos fueron analizados por ESI QTOF MS/MS. A fin de determinar
interacciones inespecificas se utilizaron como controles extracto de células MA104 sin
infectar incubadas con sepharosa proteina A unida a anticuerpo anti-NSP5 y de células
MA104 infectadas incubadas con sepharosa proteina A sin anticuerpo.

Las proteinas identificadas se clasificaron segiin el mimerc de péptidos
encontrados en la co-precipitacién y en los controles, en: proteinas con muy alta
probabilidad de interaccién con NSP5 y proteinas con alta probabilidad de interaccién
con NSP5 (Tabla 4).

Es de notar que en este andlisis hubo una total concordancia con los resultados
obtenidos para los componentes de las SVP (Gallegos y Patton, 1989), ademads de otras
interacciones probadas para NSP5 tales como, NSP2 (Afrikanova et al., 1998) y VP1

(Arnoldi et al., 2007), estos antecedentes comprueban la funcionalidad del sistema,
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Tabla 4. Proteinas que interactiian con NSPS

Proteinas con muy alta probabilidad de interaccién con NSPS

Protefia AC. Péptidos en
SwissProt Co-ppt® Control
Ras-related protein Rab-11A Rab-11 P62490 5 0
Ras-related protein Rab-1A P62822 4 0
408 ribosomal protein S4, X isoform Q76N24 18 3
Src substrate cortactin Q14247 10 0
Neutral alpha-glucosidase AB precursor Q14697 4 0
Serpin B3 (Squamous cell carcinoma antigen 1) P29508 18 1
(SCCA-1) (Protein T4-A)
NSP1 P15687 4 0
VP1 P22678 28 0
VP4 P17463 11 0
Proteinas con alta probabilidad de interaccién con NSP5
Proteina AC. Péptidos en
SwissProt Co-ppt®  Control

Vimentin P84198 23 11
60S ribosomal protein L18 Q5E973 3 0
Proteasome subunit beta type 6 precursor P28072 3 0
Serpin B4 (Squamous cell carcinoma antigen 2) P48594 2 0
(SCCA-2) (Leupin)
Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase 000154 2 0
608 ribosomal protein L9 P32969 2 0
60S ribosomal protein L29 Q8HXBS8 2 0
Splicing factor, arginine/serine-rich 7 (Splicing Q16629 2 0
factor 9G8)
Annexin A8 (Annexin VIII} Q95154 2 0
NSP2 P03536 10 6
NSP3 Q03242 30 13

? Co-precipitacion
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DISCUSION.

La genética reversa es una aproximacion experimental que busca conocer la
funcionalidad de un gen, en oposicion a la genética clésica o directa que busca conocer
las bases genéticas de un fenotipo. Este mecanismo de estudio consiste en la mutacién
especifica de un gen para posteriormente observar los fenotipos producidos por esta
mutacién. El principal problema en el estudio del ciclo replicativo de Rotavirus es la
falta de un sistema de genética reversa que permita el estudio funcional de proteinas no
estructurales.

Recientemente ha sido disefiado un sistema de genctica reversa para proteinas
estructurales de Rotavirus, donde se observd una muy baja eficiencia en la obtencion de
virus recombinante, pudiéndose sélo aislar estos virus luego de numerosos pasajes en
un estricto sistema de seleccién. Estos resultados han llevado a la conclusién de que la
introduccion de material genético fordneo dentro de la particula viral es un hecho
extremadamente complejo (Komoto et al., 2006). Esto se considera como el principal
problema en el desarrollo de un sistema de genética reversa.

A fin de proponer una alternativa, en nuestro laboratorio disefiamos un sistema
de trans-complementacion basado en la expresion en frans de la proteina viral NSP5 y
el silenciamiento de la expresion por medio de siRNA de la proteina codificada por la
particula viral.

NSP35 es una proteina viral esencial para la replicacion (Vascotto et al., 2004), 1a
cual es capaz de multimerizar y estd sujeta a diferentes eventos de fosforilacion durante

la infeccion (Blackhall et al., 1998; Poncet et al., 1997). Se han propuesto diferentes
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modelos sobre los eventos que lievan a la fosforilacion de NSP5 (Eichwald et al., 2002),
proponiendo a la serina 67 como actor fundamental en este proceso (Eichwald et al.,
2004a). Ademds esta proteina es capaz de interactuar con otras proteinas virales tales
como NSP2 (Afrikanova et al., 1998), VP2 (Berois et al., 2003) y VP1 (Arnoldi et al,,
2007). Pese a lo mencionado anteriormente no se conoce la funcién especifica de NSP5
en el ciclo viral. Recientemente se ha logrado silenciar la expresion de esta proteina por
medio de siRNA (Campagna et al., 2005; Lopez et al., 2005). La posibilidad de inhibir
su expresi6n ademds del conocimiento estructural (residuos que pueden relacionarse
con funciones especificas) convertian a NSP5, en un buen candidato para el sistema de
trans-complementacion.

Es de notar que recientemente se han reportado ensayos de trans-
complementacidn, semejantes al propuesto en este trabajo, para la proteina viral NSP2.
En ellos se infectd con una cepa termosensible para NSP2, ademas se traté con siRNA
para inhibir la expresién de la NSP2 viral; Iuego se procedié a complementar en frans
una variante de NSP2 resistente al sSiRNA (Taraporewala et al.,, 2006), esto demuestra la
factibilidad del sistema.

Pese a haber obtenido resultados satisfactorios tanto en la expresién como en el
silenciamiento de NSP5 (Fig. 5), al realizar los ensayos de trans-complementacion
pudimos observar que la expresion en frans de NSP5 previa a la infeccion posee un
efecto inhibitorio sobre el ciclo viral (Fig. 6, Tabla 2).

El efecto negativo de trNSP5 sobre la infeccion nos plante6 una disyuntiva:
;como una proteina que es esencial para la replicacién puede ser al mismo tiempo

perjudicial para la infeccién? Conscientes de que este efecto inhibitorio planteaba un
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serio desafio al sistema de trans-complementacion, decidimos caracterizar este
fenémeno analizando el efecto de la expresién en frans de NSP5 sobre las diferentes
etapas del ciclo viral.

De esta forma pudimos observar que tanto la expresion de t'NSP3 como la
expresion de una variante CFP-NSP5 afectaban la sintesis de nuevas particulas y la
formacién de viroplasmas (Figs. 7, 8 y 10). Los ensayos de inmunofluorescencia nos
brindaron informacién sobre el momento del ciclo viral en que trNSP5 podria estar
inhibiendo la infeccion. Las células que expresaban trNSP5 eran capaces de inhibir no
solo la formacién de viroplasmas sino también la expresion de las proteinas virales.
Este efecto podria deberse a una accién indirecta, ya que al inhibir la morfogénesis de
nuevas DLPs también se inhibiria la segunda ola de transcripcion. Sin embargo, esta
explicacién es poco probable, ya que en un experimento anterior al inhibir la
replicacion, por medio de siRNA contra NSP5, y por ende la segunda ola de
transcripcién, observamos una expresion basal de VP6 (Fig. 5b). Por lo tanto, este
efecto se deberia probablemente a la actividad transcripcional de la DLP-PP. Tal como
se menciond anteriormente, no se observé VP6 cuando trNSP5 inhibié la infeccion al
ser expresada en frans (Fig. 8a).

Ademas, el efecto inhibitorio de ttNSPS5 sobre la sintesis proteica en momentos
tempranos previos a la replicacion es confirmado por los resultados obtenidos en la
Figura 13, donde se observa una inhibicién de la expresion proteica a las 3 h. p. i.
(momento previo a la replicacion) donde la mayoria de los mensajeros provienen de la
particula primigenia (Lopez et al., 2005). Por ultimo, la necesidad de expresion

proteica (probablemente de NSP2) para la formacion de agregados de CFP-NSP5 (Fig.
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17), refuerza la hipitesis de que la inhibicién por trNSP5 ocurre en etapas tempranas.
Si NSP5 efectuase su efecto inhibitorio post-expresion proteica seria factible de esperar,
debido a la presencia de proteinas virales (NSP2), un mayor numero de células con
agregados de CFP-NSP5.

Al analizar el efecto de la cantidad de particulas sobre la inhibicion por trNSP5
observamos que el aumento de MOI revirtié parcialmente no sélo la formacién de
viroplasmas sino también la sintesis de dsRNA (Fig 11. y 12.). Esto nos lleva a dos
conclusiones: la particula primigenia (o los productos provenientes de ¢sta) esta
involucrada en el efecto inhibitorio de NSP5 y por otro lado, este fendmeno es
reversible. El comportamiento relativamente lineal entre la MOI y la formacién de
viroplasmas supone un efecto directo de t'NSP5 sobre la particula primigenia o sus
productos (Fig. 11).

Existen antecedentes para otros miembros de Ia familia Reoviridae en donde las
particulas primigenias son introducidas a los viroplasmas; particularmente en Reovirus
se ha observado que la proteina pNS cumple esta funcién (Broering et al., 2004). Cabe
destacar que esta proteina presenta varias caracteristicas funcionales comunes con
NSP5: I) interactuar con la homéloga de NSP2, oNS, II) formar agregados tipo

viroplasmas (Becker et al., 2003; Touris-Otero et al., 2004). De igual manera NSP5 es
capaz de interactuar con las proteinas estructurales componentes de la DLP, VP1
(Arnoldi et al., 2007) y VP2 (Berois et al., 2003).

Considerando estos antecedentes y el efecto inhibitorio temprano en la infeccién

mediado por trNSP5, una hipétesis posible es que trNSP5 interactiie con la DLP
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afectando su funcionalidad. De esta forma y teniendo en cuenta que en los estudios de
trans-complementacién trtNSP5 se encuentra previa a la infeccidn, esta podria interactuar
con la DLP-PP luego de la pérdida de la cubierta externa. Ante este escenario decidimos
analizar la posible interaccion entre la DLP y NSP5. Los ensayos de co-precipitacion de
NSP5 con la DLP realizados tanto in vive (Fig. 14) como in vitro (Fig.15) no mostraron
una interaccion entre DLP y t'NSP5. Esto sugiere que trNSP5 no ejerce su accion
inhibitoria en forma directa sobre la DLP. Ademas pudimos comprobar que trNSP5 no
ejerce su efecto sobre la principal funcién de la DLP, su actividad transcripcional (Fig.
16).

Los resultados presentados anteriormente nos permiten acotar el efecto
inhibitorio de trNSP5 a un momento especifico del ciclo viral que se sitiia posterior a la
sintesis de mensajeros por parte de la DLP-PP y previo a la formacion de viroplasmas.

Tal escenario remite a dos eventos sobre los cuales trNSP5 puede ejercer su
efecto inhibitorio: I) sobre la estabilidad o accesibilidad de los mRNAs virales. En torno
a este tema se ha observado que NSP5 posee afinidad tanto por ssSRNA asi como dsRNA
(Vende et al., 2002). Sin embargo, no se ha observado afinidad especifica de NSP5 por
RNA viral; dicho trabajo fue realizado con NSP5 expresada en bacterias por lo que la
falta de modificaciones post-traduccionales podria afectar la especificidad por ssRNA.
Por otro lado se ha propuesto que NSP5 y particularmente la fosforilacién de la misma,
desplazaria el destino de los mRNA hacia la replicacion en detrimento de la traduccién
(Chnaiderman et al., 2002). La presencia de ttNSP5 podria desplazar a los mRNAs
virales hacia un destino replicativo, el cual no podria realizarse debido a la falta de otras

proteinas virales, tales como NSP2. II) que ejerza su efecto inhibiforio a nivel de la
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traduccion proteica. No existen mayores antecedentes sobre la interaccién de NSP5 con
ribosomas o con factores traduccionales. En nuestro andlisis por MS identificamos la
co-precipitacién de varias proteinas ribosomales con NSP5 (Tabla 4). El efecto de
NSP5 sobre la traduccion tanto de proteinas virales o celulares es un tema interesante de
ser estudiado en el futuro.

El analisis de proteinas que co-precipitan con NSP5 por MS dio resultados
interesantes y prometedores. Cabe sefialar la semejanza de los resultados obtenidos en
nuestro estudio con los SVP observados previamente (Gallegos y Patton, 1989),
confirmando la posible participacién de estas proteinas en la replicacién. Ademas la
identificacion de proteinas con interacciones probadas para NSPS5 tales como NSP2
(Afrikanova et al., 1998) y VP1 (Amoldi et al., 2007) permiten la validacion del ensayo.
No se observd una interaccion entre NSP5 y VP2 como se ha reportado anteriormente
(Berois et al., 2003), sin embargo nuestros resultados concuerdan con lo reportado
recientemente por Arnoldi y colaboradores (Arnoldi et al., 2007), donde no fue posible
observar una co-precipitacion de VP2 con NSPS.

Entre las proteinas identificadas por MS no reportadas, resalta la presencia de
miembros de la familia Rab. Estas proteinas intercambiadoras de GTP participan en la
formacion, transporte y fusion de vesfculas en la célula (Seabra y Wasmeier, 2004). La
participacién del sistema vesicular en el ciclo del Rotavirus es un tema que ha crecido en
interés, debido a que estudios recientes vinculan el ensamblaje final de la particula con
una region externa al RE (Delmas et al., 2004). En torno a este tema, se ha propuesto
que la inhibicién de la expresion de la proteina viral NSP4 afecta la maduracion de los

viroplasmas (Silvestri et al., 2005). Esta proteina viral se encuentra distribuida, entre
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otros sitios, en €l ERGIC (compartimiento intermedio entre el RE y el aparato de Golgi)
(Berkova et al., 2006; Xu et al., 2000). La proteina Rabl, identificada como candidato
para la interaccion con NSP5, participa en el transporte de vesiculas del RE al aparato de
Golgi (Appenzeller-Herzog y Hauri, 2006) por lo que forma parte del ERGIC.
Recientemente se ha observado que VP4 también se localiza en los ERGIC (Cuadras et
al., 2006). Tanto NSP4 como una porcién de la proteina VP4 co-localizan con los
viroplasmas (Gonzalez et al., 2000). En nuestro trabajo hemos identificado la posible
interaccién de VP4 con NSP35, esto sumado a la interaccién con Rabl proponen un rol
activo de NSP5 en localizar al viroplasma préximo a los ERGIC, donde ocurriria el
ensamblaje final de la particula viral.

Una de las preguntas pendientes en torno al ensamblaje del Rotavirus es como se
incorpora VP4 a la particula, ya que esta es una proteina citoplasmética que no posee
una sefial de localizacién para el RE. Se ha observado que al recubrir DLPs in vitro es
necesario la adicién primero de VP4 y luego de VP7 para formar particulas infectivas
(Trask y Dormitzer, 2006). Ademas, se ha observado la presencia de VP4 en particulas
con envoltura lipidica de Rotavirus, las cuales se localizan en el RE (Poruchynsky y
Atkinson, 1991). Esto ha llevado a proponer que la incorporacion de VP4 ocurre
temprano, previa a la entrada al RE. La interaccion de VP4 con NSP5 podria jugar un
rol fundamental en este proceso.

En una segunda instancia del proyecto se realizd un analisis estructural de NSP5,
especificamente de las modificaciones post-traduccionales que sufre en el contexto de la
infeccion. Como se ha mencionado anteriormente, se¢ ha propuesto que NSP5 es

susceptible de ser fosforilada durante la infeccién, A fin de identificar los sitios de

86




fosforilacién para las diferentes isoformas de NSP5 presentes en la infeccion, se realizé
un andlisis de NSP5 por medio de espectrometria de masa (MS). Asi, se identificaron 9
sitios de fosforilacién, ademds de otras modificaciones en NSP5 distribuidas a lo largo
de toda la proteina (Fig. 24).

La presencia de miltiples sitios de fosforilacion presentes en una isoforma de
NSP5 concuerda con los resultados previos, donde al realizar un andlisis en gel de 2
dimensiones de los péptidos producidos por digestion triptica de la isoforma de 28 KDa,
se pudo observar varios péptidos fosforilados (Blackhall et al., 1998).

En nuestro trabajo se logré una cobertura de més del 95% de la proteina siendo
el Unico residuo posible de ser fosforilado no analizado la serina 143. Existen varias
posibilidades por las cuales esta serina no pudo ser identificada, la primera y mas obvia
es que los péptidos que poseen esta posicién no pueden ser analizados, debido a que
esta serina se encuentra en medio de una regidn basica lo que genera multiple cortes con
tripsina. Otra opcién es que esie péptido posea una modificacion que afecte su
estructura de tal manera que no pueda ser analizado por MS, como la de polifosfatos
adheridos a esta serina, sin embargo esta clase de modificaciones no han sido
identificadas en NSP5 (Afrikanova et al., 1996).

También es posible que el péptido posea una modificacién que dificulte la
interpretacion de los espectros. En los andlisis realizados se incluyeron acetilaciones,
metilaciones, fosforilaciones (en residuos de serina, treonina, tirosina, cisteina e
histidina), y O-Glicosilaciones (con NAG y Glucosa), sin embargo cualquier variacion

en la masa del péptido puede interferir la interpretacion de los resultados. Pese a lo
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Figura 24. Esquema de modificaciones post-traduccionales identificadas en NSPS.
Las modificaciones identificadas se grafican de la siguiente manera: flecha azul:
acetilacion, flecha verde: fosforilacion, U de color rojo: puente disulfuro. Ademas se
identifican las regiones basicas en violeta y la region acida en verde

88



anteriormente expuesto esta modificacion, si es que existe, debe estar presente en todas
las isoformas ya que no se pudo identificar el péptido en ninguna de las isoformas de
NSP5. Por lo tanto es poco probable que sea responsable de la variacion en la
migracion de esta proteina.

Inesperadamente no se encontraron sitios especificos de fosforilacién para las
isoformas “mas pesadas” de NSP35, indicando que las diferencias en la migracién no
estan relacionadas con un evento especifico de fosforilacion. Este resultado puede ser
intertepretado como en desacuerdo con lo observado en estudios anteriores donde el
tratamiento con fosfatasas disminuye la infensidad de las bandas presentes en las formas
28 y 35kDa, aumentando la intensidad de la forma de 26 kDa (Afrikanova et al., 1996;
Poncet et al., 1997). Sin embargo, si consideramos que en el anélisis de espectrometria
de masas se observan los péptidos que componen la proteina por separado, es factible
suponer a cada isoforma de NSP5 como una mezcla compleja de proteinas donde cada
una de ellas presenta un patrén diferente de fosforilacién compuesto por la combinatoria
de los sitios mencionados Ante este escenario las diferencias en la migracién de NSP5
se explicarian debido a un aumento en la cantidad de fosforilaciones en diferentes
posiciones mas que a causa de una fosforilacion especifica de una posicion.

Esta hipdtesis concuerda con los resultados obtenidos en nuestro andlisis del
nivel de fosforilacion de NSP5, ya que se observé un aumento en los porcentajes de
fosforilacion en todos los sitios analizados en la isoforma de 28 kDa al compararla con
la isoforma de 26 kDa (Tabla 3 y Fig. 20). Es de notar, que los indices observados no
son un resultado absoluto, ya que se ha demostrado que la técnica utilizada para la

cuantificacion presenta una menor sensibilidad para péptidos fosforilados (alrededor de
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un 50% menos en comparacion a los péptidos no fosforilados) (Krause, datos no
publicados) por lo tanto es factible que los porcentajes de la Tabla 3 estén
subestimados.

Esto concuerda con el resultado obtenido por oiros autores donde al realizar un
andlisis en gel en 2 dimensiones de NSP5 no observé grandes diferencias en los puntos
isoeléctricos de las variantes presentes para las isoformas de 26 kDa y 28 kDa, sin
embargo se observo una mayor intensidad en las variantes mas acidicas en la forma de
28 kDa (Blackhall et al., 1997).

Se ha propuesto que la fosforilacion de NSP5 surge como un balance entre la
fosforilacién y la desfosforilacion mediada por fosfatasas celulares (Blackhall et al.,
1998; Poncet et al., 1997; Torres-Vega et al., 2000). A fin de observar la dindmica de
fosforilacion realizamos un andlisis cinético de los indices de fosfoforilacidon encontrado
para algunos de los sitios en las isoformas de 26 y 28 kDa. Las posiciones estudiadas
presentaron diferentes comportamientos en el tiempo. La serina 42 por ejemplo
presenta un aumento en el indice de 4 a 6 h. p. i. para luego caer levemente a las 10 h. p.
i. en ambas isoformas. Este resultado sugiere la accion de fosfatasas sobre esta posicién
en tiempos tardios.

Las serinas 67 y 30, a diferencia de la serina 42, presentan un incremento
continuo en el tiempo para la isoforma de 28 kDa con la correspondiente caida de la
intensidad de 26 kDa a las 10 h. p. i., este resultado supone una evolucién de las
variantes con esta fosforilacién de 26 a 28 kDa. Nuevamente todos los sitios analizados

presentan un mayor porcentaje de fosforilacion en la isoforma de 28 kDa. Esto refuerza
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la hip6tesis de un cambio en la migracién a causa del aporte de muiltiples sitios de
fosforilacion.

La regién comprendida entre los residuos 130 al 180 ha sido propuesta como el
substrato responsable de la hiperfosforilacion (Eichwald et al., 2002). En el mismo
trabajo se sefiala a las serinas 153, 155, 164 y 166 como los blancos de las
fosforilaciones responsables de la alteracion en la migracion de NSPS5. En nuestro
anélisis encontramos solo a la serina 164 fosforilada, presentando un alto indice de
fosforilacion. La serina 166 no se observé fosforilada pese a encontrarse en el mismo
péptido que la serina 164. Las otras 2 serinas fueron identificas en un péptido obtenido
con el corte con tripsina y quimiotripsina, el cual no presenta fosforilaciones. La
diferencia con los resultados obtenidos en el trabajo anterior, puede deberse a que en
ese estudio se utilizaron mutantes de delecion, esta alteracidn en la estructura en la
molécula puede exponer o facilitar el acceso de quinasas a estos residuos.

La serina 164 se encuentra en una region muy dcida que se ha implicado en la
interaccion con una hendidura basica en la proteina NSP2 (Jiang et al., 2006). Nuestros
resultados muestran que este residuo se encuentra altamente fosforilado (Tabla 3). Esta
modificacion puede acrecentar la afinidad por NSP2, al aumentar las cargas negativas
en la regién. Al comparar las secuencias de NSP5 de diferentes cepas de Rotavirus
pudimos observar que esta serina se encuentra conservada dentro del grupo A, ademés
s reemplazada por un residuo de glutamato en el grupo C (Fig. 23), lo que puede ser
considerada una mutacion conservativa al considerarla fosforilada.

Esta serina se encuentra dentro de un consenso caracteristico para CKII

Mutantes de delecion de NSP5 han sido fosforiladas por esta quinasa in vifro en esa
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regién, en el mismo estudio, la mutante de serina por alanina para las posiciones 153,
155, 164 y 166 no fueron fosforiladas. Sin embargo no se reporta la mutante especifica
para la posicion 164 (Eichwald et al., 2002). En la proteina NS2 del virus Blue Tongue,
la cual se ha se ha propuesto seria un hibrido entre NSP2 y NSP5 (Horscroft y Roy,
2000), se ha observado que la multimerizacién y la formacion de estructuras tipo
viroplasmas son dependientes de la fosforilacion por CKII de las serinas 249 y 259
(Modrof et al., 2005). Es interesante notar que los sitios de fosforilacién identificados
en NS2 y la serina 164 en NSP5 se encuentran en regiones 4cidas en sus respectivas
moléculas.

Recientemente se ha propuesto un modelo donde Ia interaccién de NSP5 con
NSP2 llevaria a la fosforilacion de la serina 67 por CKI, induciendo la
hiperfosforilacion (Eichwald et al., 2004a). Este modelo es actualmente discutido por
otros autores que han logrado hiperfosforilar a NSP5 en mutantes donde se reemplaz6
esta serina por alanina (Sen et al., 2006). En nuestro trabajo hemos observado a la
serina 67 fosforilada en un bajo porcentaje en todas las isoformas de NSP5. Si la
fosforilacién de esta serina es la responsable de la hiperfosforilacién (cambio de la
migracién de NSP5) deberia de observarse solo en las isoformas “pesadas™ (28 al 35
kDa), por lo que supone la necesidad de otros factores para la hiperfosforilacién ademas
de la serina 67. Por otro lado, €l alto grado de conservacién de secuencia no solo en la
posicién 67 sino {ambién en las secuencias adyacentes (Fig. 23) y la baja similitud entre
las protefnas del grupo A y C (alrededor de un 20 %), sugieren un rol importante para

este residuo en la funcién de NSP5.
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Como se ha mencionado anteriormente el estudio de modificaciones tedricas en
NSP5, permitié identificar modificaciones no descritas para esta proteina.

Una de ellas es la acetilaciéon en el N-terminal de la serina 2 con la
correspondiente pérdida de la metionina 1 (Fig. 21). En células eucariontes, alrededor
de un 50% a un 80% de las proteinas poseen esta modificacion. Esto ocurre durante el
proceso de traduccién donde se procede a eliminar la metionina 1 seguido por la
acetilacion del residuo presente en la posicién 2 (Polevoda y Sherman, 2000). La
funcion biolégica de esta modificacion no es clara ain, en algunos casos afecta
significativamente las funciones moleculares tales como ensamblaje, interaccién con
otras proteinas o proteccién de la degradacién, mientras que en otros casos parece no
tener una funcién definida. El 40% de las proteinas acetiladas en el N-terminal son
proteinas estructurales Io que es bastante interesante, si consideramos que NSP5 se ha
propuesto como una proteina que participa en el andamiaje de los viroplasmas.

El analisis de secuencia entre los grupos A, B y C de Rotavirus demuestra que la
serina en la posicién 2 es altamente conservada, ademads la finica variante encontrada es
una sustitucion por alanina, aminodcido también susceptible de ser acetilado por la
misma Acetiltransferasa responsable de acetilar serinas (Polevoda y Sherman, 2000)
(datos no mostrados).

La presencia de un puente disulfiro intracadena en NSP5 es un resultado
particularmente interesante. Esta modificacion se encuentra en la regién
carboxiterminal de la proteina, la cual se ha propuesto participa en la interaccién con
NSP2 (Eichwald et al., 2004b; Jiang et al., 2006). Es interesante notar que sélo dos

aminodcidos se encuentran entre las cistefnas que forman el puente disulfuro por lo que
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para que ambas interactiten debe ocurrir un “bending” de la molécula formando, lo que
se denomina un anillo disulfuro de 14 miembros (Ren et al., 1998). Si consideramos
que esta estructura se encuentra en el limite entre una region 4cida y una region basica
(Fig. 24.) es factible proponer que el puente disulfuro permite estabilizar una
conformacion en esta region de la proteina.

Este puente disulfuro se encuentra dentro de un motive CXXC, el cual es
caracteristico del sitio activo de Ia superfamilia de las tiol-oxidoreductasas, (Rietsch y
Beckwith, 1998), que incluye a las tioltransferasas, tioredoxinas, glutaredoxin y protein-
disulfuro isomerasas. Este motivo es siempre seguido por una estructura alfa hélice en
las tiol-oxidoreductasas. Cuando realizamos una prediccion de Ia estructura de NSP5 se
observo la presencia de una alfa hélice en el extremo C-terminal cercano al puente
disulfuro (Fig. 23). Sin embargo al realizar una comparacién de secuencia entre
diferentes dominios tipo tioredoxina y NSP5 se observo una similitud menor a un 10%,
por lo que no fue posible modelar utilizando este dominic como matriz.

Se ha observado que los residuos que separan las dos cisteinas influencian
significativamente los potenciales redox y el valor de pKa de las cisteinas en los
motivos CXXC, afectando su capacidad de formar puentes disulfuro (Chivers et al.,
1996; Chivers et al.,, 1997). En NSP5 no solo las cisteinas que forman el puente
disulfuro sino los aminoécidos entre ellas se encuentran altamente conservados entre los
grupos A 'y C. Estos resultados nos llevan a la conclusion de que el puente disulfuro
intramolecular es altamente conservado y sugiere una participacién en la funcién de
NSP5. Cabe destacar que ninguna de las dos cisteinas son necesarias para la

multimerizacién de NSP5 (Torres-Vega et al., 2000). Varias funciones son atribuibles
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al puente disulfuro encontrado en NSP5 desde estabilizar una conformacion de la
proteina, hasta actuar como un regulador redox en el viroplasma, futuros estudios

permitirian identificar la funcién de esta modificacion.
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PERSPECTIVAS.

Durante el desarrollo de esta tesis han surgido varias preguntas en forno a las
funciones de NSP5. Una de ellas es el mecanismo inhibitorio de NSP5 sobre ia
infeccion. La inhibicién en momentos tempranos, ademas de la interaccién de NSPS
con proteinas ribosomales suponen un efecto de NSP5 sobre la traduccién. El efecto de
NSPS sobre la traduccion tanto de mensajeros virales como celulares, es un tema a ser
analizado en el futuro.

Ademas en nuestros ensayos de co-precipitacion se han obtemido varios
candidatos interesantes que interactuarian con NSP5, particularmente la interaccion de
NSP5 con VP4 y Rab1 plantea un posible rol de NSP5 en la localizacion del viroplasma
en el ERGIC sugiriendo a este sitio como el lugar donde ocurriria el ensamblaje final de
la particula. Recientemente se ha observado que el Rotavirus es capaz de salir de la
célula por medio de un mecanismo de exocitosis no convencional, el cual evitaria €l
paso por el Golgi y en el que participarian raffs y VP4. La proteina Rab 11a participa
en transporte de vesiculas desde el endosoma hacia la membrana plasmatica, al
identificar esta proteina como candidato para la interaccién con NSPS5 surge la pregunta
¢NSP5 permitiria conectar el ensamblaje final de la particula con el posicionamiento en
una via de salida la cual permitiria evitar el paso por el Golgi?

No de menor importancia es el haber identificado la interacciéon NSP5 y VP4 ya
que plantea la hipdtesis de un rol activo de NSPS5 en la incorporacion de esta proteina a

la particula viral.
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El sistema de expresién desarrollado y las modificaciones identificadas en el
anglisis por MS de NSP5 permitirdn en ur futuro ensayar el rol funcional de estas
modificaciones, por ejemplo en la multimerizacion, interaccion con ofras proteinas
virales o con las proteinas celulares identificadas. Dentro de las modificaciones
identificadas nos parece de principal interés el rol del puente disulfuro identificado
surgiendo preguntas tales como: jesta modificacion permite estabilizar la conformacién
determinada?, jes posible que NSP5 participe regulando el equilibrio redox?, ;NSP5

afecta el equilibrio redox celular?, entre otras.
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CONCLUSIONES.
La presencia de trNSP5 en la célula inhibe la infeccién por Rotavirus en un
momento temprano de la infeccidon. ttNSP5 no afecta la actividad transcripcional
de la DLP por lo que el efecto inhibitorio se circunscribe a un periodo posterior
a la sintesis de mRNA por la DLP-PP y previo a Ia formacion de viroplasmas.
Debido a la presencia del efecto inhibitorio de trNSP5 se requerird un sistema
finamente regulado de expresién de NSP5 para trans-complementar células.
NSPS5 es fosforilada en varios residuos de serina durante la infeccion, pese a ello
ningn sitio especifico se asocia con un cambio en la migracion de NSP5. Por
lo tanto sdlo es posible explicar las diferencias en la migracién de esta proteina
si consideramos a cada isoforma de NSP5 como una mezcla compleja
compuesta por moléculas fosforiladas en diferentes posiciones.
La serina 164 presenta un alto porcentaje de fosforilacion, por lo que el grupo
fosfato puede aumentar la acidez de la regién C-terminal de NSP5 y modular asf
la interaccién NSP2.
Se observo a la serina 67 fosforilada y conservada entre cepas, sin embargo al
estar esta modificacion presente en todas las isoformas de NSP5 (incluyendo la
isoforma de 26 KDa), no se la puede atribuir como tnica responsable de inducir
la hiperfosforilacién.
La serina 2 se encuentra acetilada y conservada entre cepas de los gmpos A, By

C de Rotavirus.
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e Existe un puente disulfuro intracadera en un motivo CXXC, el cual
probablemente induce un “bending” de la molécula. Este se encuentra

conservado entre cepas de Rotavirus.
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