COLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONAL Y DE POSGRADO

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA PROTEINA
RESPONSABLE OEL INCREMENTO DE INFECTIVIDAD CAUSADO POR TRIPSINA

EN EL ROTAVIRUS DE SIMIO SAil

Tesis que para obtener el grado de Doctor en
en Investigacién Biomédica Basica

presenta

SUSANA LOPEZ CHARRETON

México D.F. 1986




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



CAPITULO ) : )

I ’ Introduccidn.

IxT Estructura primaria del sitio de corte
i mrrmen e e s - - ,asOcCciado.al incremento de infectividad

por tripsina del rotavirus de simio SAll.

IITx Ensayos con péptidos sintéticos.

Iv Conservacifn en los rotavirus de la re-
gidn proteica gque contiene los dos sitios
de corte asociados con €l incremento de
infectividad por tripsina.

i fe m e ma N A A DB Fm b B e o — Consideraciones Generales.

vI Referencias.



e —wis = ~Capitulo T

INTRODUCCION



INTRODUCCION

Los rotavirus son ahora ampliamente reconocidos como une de los agentes

etiolégicos mas importantes de gpastroenteritis en neonatos y nifios en todo el
mundo (1-8). El descubrimiento en 1973 de los rotavirus humanos y la asociacién
de éstos con episodios diarreicos, representd un gran avance en la elucidacién
de la etioclogia de las gastroenteritis agudas no bacterianas (9).

A pesar de Que las enfermedades diarrejicas constituyen uno de los padeci-—

mientos mas comunes en nifios en todo ¢l Mmundo, éstas tienen un significado

especial en paises en desarrollo en dénde constituyen una de las principeles
causas de mortalidad en la poblaciéon itnfantil.

El impacto de las enfermedades djiarreicas en los paises en desarrollo es
impresionante: como ejemplo, datos epidemiolégicos tndican Qque las diarreas

ocupan el primer lugar de frecuencia tanto en la incidencia de la enfermedad

como an la mortalidad. En 1882, Snyder y Merson publicaron un articulo en el
Que estimaban que anualmente ocurren entre 744 a mil millones de episodios
diarreicos y alrededor de 4.6 millones de muertes por diarrea en nifios menores
de 5 afios en Africa, América Latina y Asia (excluyendo China) (10).

En 1973, Bishop y colaboradores describieron la presencia de particulas wvi-
rales de 79 nm. al examinar al microscopio electrénico biopsias duodenales de

nifos hospitalizados que padecian gastroenteritis aguda no bacteriana (9). A
partir de esta fecha han aparecido en la literatura una gran cantidad de estu-—

dios epidemiolégicos y bioguimicos, Que en la actualidad acreditan a los rota-—

virus como el agente individual mas importante asociado a episodios diarreicos

en nifios menores de dos afios en todo el mundo.



A pesar de que los rotavxrus"hunanpﬁ‘iblp”fqeron*ﬂasdubiertos en* 1873,
existian ya en 1863, reportes de 1a'pregencla de estas particulas virales en

tejido intestinal de ratones infectad s con el rotavirus EDIM (epizootic

diarrhea of infant mice)l){i1). Tambié

511953 Malherbe y colaboradores

va Habian descrito el aislamiento délqn yiﬁus de 70 nm. que fué llamado SA

{simian agent)l)-11; este virus, gncoqtraQo en un lavado intestinal de un mono
vervet, fueé recuperado en culti#é deiéélulas de rifién de mono (12). Estudios

postaeriores han mostrado la presencia de los rotavirus en heces diarreicas de

las crias de un gran nimero de mamiferos y aves (13).

En la actualidad, los rotavirus estan clasificados como un género de la
familia Reoviridae (14). Al microscopio electrdédnico,

tienen una morfologia
caracteristica;

las particulas completas tienen una doble céapside y miden
aproximadamente 70 nm. de diametro: en estas particulas se observa la capa
anillo liso y bien definido.

incompletas de ~S5 nm.

externa como un También se observan particulas
que poseen sdlamente la capa interna y que se ven como

particulas rugosas debido a los capsOmeros que conforman esta capside interna y
Que se proyectan hacia el extertor

{15). Precisamente,

el nombre ROTAVIRUS
(rota en latin=rueda)

se deriva de su morfologia, ya que su capside externa
lisa saemeja el borde de una rueda de carreta y su capside interna,

las
proyecciones de la rueda del ceniro a la periferia.

ta particula completa tiesne una densidad de 1.36 g/s/cm en cloruro de cesio,

mientras que los virus con una sola cépside tienen una densidad de 1.33 g/cm;

la infectividad viral esta asociada a las particulas completas.

Estas particu-—
las pierden su infectividad al ser tratadas con agentes quelantes como EG6TA &
EDTA:

éstos agentes provocan la pérdida de la capa externa del virus y a

la vez activan a la RNA polimerasa enddgena del virus.

Estos eventos se deben a
la reduccion de la concentraciéon de calcio que £s necesaria para mantener la



integridac de los rotavirus (16).°

El genoma de los rotavirus consiaste de 11 diferentes segmentos de RNA de

doble cadena (dsRNA)Y, que sumados dan un totsl aproximado de 20,000 pares de
bases (4,17,18). Estos segmentos pueden ser separados electroforeticamente en
geles de acrilamida, dando un patrén caracteristico para cada rotavirus anali-—

zado (19,20,

LLos polipéptidos que conforman las cépsides externa e interna de los rota-

virus humanos y animales son similares, aungue existe aun algo de controversia
en cuanto al numero, el peso molecular y su localizacidn precisa (ya sea en la
capside externa 6 internal). Sin embargo se coincide en los siguientes puntos:

existen cuando menos 5 proteinas estructurales, tres de las cuales (VP1, UP2 y
UPE) constituyen la capa interna del viridn y las dos restantes,

UP3 y UP7 for-—
man la capa externa (21).

En la capa interna se ha descrito la presencia de determinantes antigéni-—

cos comunes paras todos los rotavirus, éstos se encuentran localizados en la
proteina mas abundante de esta capa, VUPE: experimentos con anticuerpos mono-

clonales han revelado la presencia de cuando menos un epitope comin para to—

dos los rotavirus, al que se le

ha llamado antigeno de grupo y que es caracte-—
ristico de todos los rotavirus. Ademas, en esta misma proteina se ha detectado
otro determinante antigénico no comun, el cual ha servido para clasificar a los
rotavirus en dos subgrupos bien definidos: subgrupo 1 y subgrupo II (22,23).
Hasta ahora sin excepcidén, todes los rotavirus humanos del subgupo I tie—

nen la caracteristica de Que sus segmentos de RNA 10 y 11 migran menos, en un
gel de acrilamida ("paterdn corto® ),

Que los mismos segmentos de los rotavirus

humanos del subgrupo II (patréon largo™)

(Figura 1) (24). Esta caracteristica
ha hecho posible el identificar el subgrupo al que pertenecen los rotavirus hu-—

manos mediante su electroferoctipo (patrén electroforetico) (24). Los rotavirus
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pertenecientes a otras especxeé’anxnales no- pueden- ser subagrupados- por “su
electroferotipo ya que, hasta ahore todos los rotavirus animales analizados

tienen un “patrén largo” pero la mayoria pertenecen al subgrupo 1 (25).

La infeccidn por rotavirus puede ser neutralizada si se incuba previamen—
te el virus con anticuerpos dirigidos contra la particula completa (26,27).Ve-
rias lineas de evidencis sugieren que UP?7 es el polipéptido principalmente res-—
ponsable de la induccion de estos anticuerpos neutralizantes (22,28). Los de-—
terminantes antigenicos de neutralizacién, localizados en la capside externa
viral, han permitido clasificar a los rotavirus en diferentes “serotipos”.

El desarrollo de técnicas para el cultivo de los rotavirus humanos en 1i-—
neas celulares, ha permitido identtificar el serotipo de estos virus utilizando
técnicas convencionales como son la neutralizacion del efecto citopatico y la
reduccién del numeroc de placas en un ensayo en placa por neutralizaciéon (PRNA=
plaque reduction neutralization assay), entre otras (2S5-31).

El criterio acordado para establecer un nusvo serotipo, es el de encon-
trar una diferencia reciproca de 20 veces o mas en el titulo del anticuerpo,
cuando el serotipo candidato se prueba contra los virus prototipo que represen-
tan a los serotipos ya establecidos (32). Con este criterio se han identifica-—
do hasta ahora 4 serotipos distintos en los rotavirus humanos (Tabla I}, Un re-—
sultado inesperado fué el encontrar gque existen rotavirus humanos y animales
Que comparten su especificidad de neutralizacidn: por ejemplo gl rotavirus de e
simio SAll cruza antigenicamente, por ensayos de neutralizacidén, con los rota-—
virus humanos del serotipo 3. Es interesante mencionar gque los serotipos 1 y 2
sdlo se han encontrado entre rotavirus humanos, gque no es el caso con los
serotipos 3 vy 4, de los cuales se han encontrado ejemplos en otras especies
animales (Tabla I). También se han encontrado serotipos exclusivos de especies

animales, como son los serotipoes 5, 6 y 7,(25).



TABLA I

SEROTIPOS DE ROTAVIRUS DETERMINADOS POR NEUTRALIZACION a)

. Sarotipo

Rotavirus Humanos
{cepas pirototipo) -~

Rotavirus Animsles
{cepas prototipo)

<~ obon
‘

Wa, K8, D, DB (II)>e

DsS1, S2, KUN, 3390 (I)

P, M, Walk 57714, Mo, Ito,
Nemoto, YO, McM2 (II)

ST3, ST4, Hosokaua,
Hochi (XIY '

SAll, MMU180O0BEL {(=imio), CU-1
{canino), Taka(felino))(I),
H-2 (equino)

SB-2¢X), Gottfried(II), SB-1A
({II) (porcinos)

Hl(equino)(I),0SU(porcino)(1)
NCDV, UK, (bovinos)(I)
7

Ch.2, Ty.l1l (aves) -

a)

Los numeros romanos entre paréntesis

Datos tomados de (45)

indican el subgrupo de los rotavirus.



Hasta hace poco tiempo el "panorama-en-cuanto-a la-especificidad de neutra-—
lizacién parecia bastante simple;: se conaideraba & la proteina UP7 como el an-

tigeno de neutralizacién responsable de eostas emspecificidad. Sin embargo, re-

cientemente han aparecido datos en la literatura indicando que UP3 (le otra

proteina de capa externa), es también inductora de anticuerpos neutralizantes,

Yy Que estos también participan en la especificided de serotipo (33). Inclusive,

en este trabajo se propone la necesidad de establecer un nuevo sistema de cloa-—
sificaci16n en el que se tome en cuenta la especificidad de neutralizacidn tanto

de UP7 como de UP3. Estos datos indican que los rotavirus no son sencillos
antigénicamente como se pensaba inicialmente, dado Que ambas proteinas de la

capa externa viral inducen anticuerpos neutralizantes.

El asignamiento de las proteinas estructurales del rotavirus con sus ge—
nes correspondientes se ha llevado a cabo utilizando diferentes metodologias:
A) Traduccion in vitro de los segmentos de dsRNA desnaturalizados,(previamente

fraccionados ) y analisis de sus productos proteicos (34),

B) Traducciédn in vitro de los RNA's mensajeros virales fraccionados, producidos
por la polimerasa viral (35).

C) Por la correlacién fenotipo—gencotipo al analizar virus “rearreglantes”, re-
sultantes de la coinfeccidn con dos cepas distintas de rotavirus (22,36).
Este tltimo tipo de estudios han permitido no s36loc conocer el asignamiento

génico sino que en algunos casos se ha podido correlacionar algunas de las fun—

ciones virales con una proteina y un gene determinado. Algunos de estos datos

se mencionaran posteriormente.



Hasta hace pocos afios fué posible-el-aislar-y-cultivar-eficientemente en
lineas.celulares a los rotavirus humanos, es por esto que la mayoria de los es-—
tudios bioquimicos y genéticos se han realizado en rotavirus aislados de anima-

lea, los cuales fueron facilmente adaptables al cultivo de células. Uno de los

rotavirus mas ampliamente estudiado es el rotavirus de simio SAll, con el cual
se realizé este proyecto. E}l resto de la introduccién versars principalmente

sobre datos obtenidos con este virus modelo.

En cuanto a los resultados del asignamiento génico de las proteinas es—
tructurales del rotavirus de simio SAll, se ha llegado a las stguientes

conclusjiones: {os segmentos de RNA 1, 2 y 6 codifican por los polipéptidos de

la capea interna UPl, VP2 y UPE respectivamente: los componentes de la capa

externa UP3 y UP7 son codificados por los segmentos de RNA 4 y 7 respecti-—

vamente (34 ,35).

UP7 el polipéeptido mas abundante de la capa externa sufre ademas, modifi-—

caciones post—traduccionales qQue consisten en el rompimiento de un péptido se-—

fial v en la glicosilacion con un oligosacarido del tipo de "alta manosa”;: esta

proteina ya modificada, ti1ene un peso molecular de 37,000 daltones (34,37).
Dentro de las funciones que se le han asignado mediante los estudios con virus
rearreglantes estén el que esta proteina es el principal antigeno de neutralji-—

zacion y es ademas la principal responsable de la especificidad de serotipo

«22).

LLa otra proteina de la capside externa, VUP3, tiene un peso molecular de

~88,000 daltones (2;) vy se ha descrito que es la proteina responsable de las
funciones de hemaglutinacién y de incremento de la infectividad por proteasas

(ver mas adelante), recientemente se ha encontradoc gque este proteina también es

capaz de inducir anticuerpos neutralizantes (33).



Estos dos polipéeptidos de capa externa_tnenen ademas funciones nuy'inaor—
tantes pera le replicecion viral, puesto que se ha observado Que particulas vi-—

rales que carecen de estas proteinas son incapaces de tnfectar (16).

La replicacidén de los rotavirus in vivo se lleva a cabo en las células epi~
teliales de las vellosidades del intestino delgado y la infeccidn esté locali-—
zada primariamente a estas células. Esta especificidad de infeccidn y la apa—
rente especificidad de especie de los diferentes rotavirus, sugiere gque es
necesaria una i1nteraccién virus—ceélula huésped muy especifica para Qque se -
establezca la infeccidn.
Un enfoque peara entender-esta especificided es e]l estudio de las proteinas
involucradas en las praimeras interacciones virus—célula huésped, Qque en este
caso son las proteinas localizadas en la superficie de la particula viral (VUP3
y UP7).
La adsorcion del virus a la célula es un prerrequisito indispensable ﬁara
. la infeccidn y en varios casos se ha demostrado gque el requerimiente del virus
por un receptor especifico, es un determinante importante del tropismo del wvi-—
rus hacia la célula, tejido u érganos blanco. El paso siguiente & lea adsorcidn,
ceim~ @5 .18 penetracién del virus a la ceélula huésped, la secuencia _de .eventos duran—- . __
te este pasoc no es clara aun;: la fusién de membranas viral y celular, 6 la fa-
gocitoecis (viropexis), han sido algunos de los mecanismos propuestos, sin em—
—— ——--bargos: el _mecanismo.de penetracidn =s particular_de cada tipo.de xirus yen.el.. .___ _ ..

caso de los rotavirus, tanto los mecanismos de adsorcién como de penetracion se

desconocen auan.

Dadas las caracteristicas antes mencionadas, en este trabajo se decidiod
estudiar mas detalladamente al polipéptido VUP3: al empezar este estudioc con-—

- tabamos con los siguientes antecedentes:



En 1877 Matsuno y colaboradores (38) desarrollaron-un énsayo en place para
la cuantificacion de particulas virales infectivas. En este trabajo se des-—
cribid por primera vezr el requertmiento de tripsina en el ngdxo de cultivo. A
partir de este trabajo se reconocid la itmportancia de ésta enzime proteolitsi-—
ca para lograr una propagacion eficiente de los rotavirus en cultivo de célu-
las. Inclusive en la actualidad se ha demostrado Qque la tripsina es un requeri-
miento indispensable para lograr la propagacion de los rotavirus humanos en
cultivo de células (38).

Se’ ha demostrado que el aumento de-infectividad por tripsina se debe a un
efecto directo de esta enzima sobre el virus y no sobre la célula (40). Estu—-
dios por nuestro grupo demostraron gque el efecto de esta proteasa sobre el vi-
rus es el rompimiento especifico de la proteina viral UP3, resultando de éste
corte dos proteinas de menor peso molecular llamadas UPS (con un peso molecular
de “50,000 daltons) y UP8 (~28,000 daltons)(21)., Cabe mencionar que el efecto
de tripsina, es especifico para UP3 y no afecta a ninguna de las otras prote-—
inas estructurales del virus (Figura 2). El efecto de este rempimiento
especi fico se ha relacionado con un aumento de la infectividad viral de hasta
mil veces (41). ’

El incremento de 1ls infectividad viral como resultado del ronp}niento pro-—
teclitico especifico de una proteina viral ha sido descrito en otras familias
de virus tales como los Paramixovirus (ejemplos de estas familia son los virus
de . Sendai, sarampidén y paperas) y los Mixovirus (influenza). EP—éyqu_yﬁhga se
han estudiado los productos resultantes del corte proteolitico y se ha observa-—
do gque la secuencia de aminoacidos del extremo amino terminal recién generado
por el corte proteclitico es muy conservada, inclusive coqparan?o 9sta75quen-
cia entre virus pertenecientes a las dos diferentes familias (42). Estos re—
sultados sugerian que  una secuencia especifica de aminodcidos en el extremo

amino terminal recién generado era requerida para gue esta pfotgine tuviese una
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actividad biolégica . ' : .

En los paramixo— y ortomixovirus, la proteina que asufre easte rompimiento
eapecifico (llamada F y HA respectivamente), es le proteina responsable de la
fusién de las membranas viral y celular durante la infeccidédn viral. Utilizando
la secuencia conocida del extremo amino recién generado, se han sintetizado
quimicamente péptidos que mimetizan esta -secuencia y se ha observado que estos
péptidos son capaces de xnhszé la infectividad del virus en cultivo de cé&lu-—
las, como consecuencia de la inhibicidn de la fusidén de las membranas viral y

celular (43).

En el casoc concreto de los rotavirus, el incremento de infectividad por
tripsina ha =3ido observado en un gran numero de rotavirus de diferentes espe-—
cies (4), y como se menciond anteriormente, esta activacidén se debe el rompi-—
miento especifico de UP3 en la capa externa del virus: este rompimiento,
5rcbab1emente activa un paso temprano de la replicacion viral. En 1982,
Greenberg y colaboradores, encontraron que cuando cé;ulaa en cultivo eran co-
infectadas con un rotavirus humano no cultivable y un rotavirus bovino adapta-—
do al cultivo de células, se obtenian como resultado rearreglantes cultivables
y éstos siempre contenian el segmento de RNA 4 del virus bovino (que es el gene
Que codifica por UP3)(44). Estos resultados sugieren que la restriccion de los
rotavirus humanos para crecer in vitro es debida a que su VP3 no "funciona” de-—
bidamente en cultivo de células. (Es este defecto debido a que estas proteina no
es cortada eficientemente con tripsina?

El conocer mas detalladamente a ésie polipéptido y en especial las zonas
aledafas al sitio de corte, podria sugerir experimentos para conocer el meca-—

nismo moleculear de esta activacidédn.



En este trabajo se presenta la secuenciacion-directa del-extremoc-amino ter—

.minal generado por el corte con tripsina y

la secuencia parcial del gene que
codifica por =astas proteina:

a partir de la secuencia nucleotidica obtenida se

dedujo la secuencia de aminoacidos del extremo carboxilo generado por el corte
con iraipsina.

Ademas, para estudiar la posible conservaciéon de esta regidn, se secuenciod
la zona equivalente en varios rotavirus humanos y animales pertenecientes a di-—
ferentes serotipos.

Se presentan tambilién, experimentos preliminares con pépt:idos sintetizados

Quimicamente que mimetizan los sitios carboxile y amino penerados por el corte

con tripsina en SAll, con los que se pretende investigar cual es la importancia
de éstos sitios en la infectividad viral.




Capifitulo IX

Primary structure of the cleavage site
- =oun agsociated with-trypsin enhancement of rotavirus

SAll infectivity.

Artficulo publicado en Virology.
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The primary structure of the trypsin cleavage =ite in the outer layer protein VP3 of
rotavirus SAll wans determined. This cleavage enhances the infectivity of rotavirus
SAI1l. Both VP8, one of the polypeptides generated by the clecavage, and VP3 had their
a-NH, blocked. Only VPS5, the other polypteptide produced by the cleavage, wan ausceptible
to sequential Edman degradation, indicating that it contained the new a-NH, terminus
Kenerated by trypsin hydrolysia. The results indicated that purified VPS5 is composed of
two polypeptides with the following aminoe acid sequence at their N terminus: (a)
TIVYTRAQPNQDAVVSKTS. . . :(b) AQPNQDAVVSKTS. . . . Sequencing of the DNA
complementary to ds RNA snegment 4 revealed a nucleotide sequence encoding the amino
acid sequences indicated above, with only one different amino acid. From these re-
sults, the amino acid sequcence of the site cleaved by trypsin was extended to cover
the C termini (prescnt in VP3R). The following sequence, which containa two sites

(indicated with asterisks)

INTRODUCTION

Tissue culture-adapted simian rotavirus
SA1ll (Malherbe and Strickland-Cholmley,
1967) has become a model system for the
rotaviruses (for a recent review see
Holmes, 1983). SAl1l virions are composed
of an RNA genome and a double-layered
capsid. The genome is made up of 11
segments of double-stranded (ds) RNA
(Rodger and Holmes, 1979) ranging in
molecular weight frem about 2.2 to 0.4
> 10°% (Both et al, 1982). The capsid con-
sists of at least five protein classes; three
of which (VP1, VP2, and VP6) make up
the inner layer, while the other two (VP3
and VP7) form the outer layer (Espejo et
al., 1981; Estes et al, 1981). VP7, a 35,500
molecular weight glycoprotein, has been
identified as the translation product of
gZenomic segment 9 and its primary amino

* Author to whom requests for reprints should be
addressed.

and can be
VPVSIVSR*NIVYTR"AQPNQDIVVSKTS. . . .

cleaved by trypsin was

© 1985 Academic Press, Inc

deduced:

acid sequence has been deduced from the
nucleic acid sequence of cloned ¢cDNA
(Both ef al, 1983b; Arias et al, 1984). This
protein seems to be the most important
viral antigen against which neutralizing
antibodies are directed (Bastardo et al,
1981; Kalica et al, 1981). VP3 has been
identified either as the product of gene 4
(Smith et al, 1980 and Mason et al, 1983)
or as the product of gene 3 (Arias et al,
1982). In this manuscript, we confirm the
assignment of Smith et al (1980) and
Mason et al (1983). Gene 4 has been
shown to code for hemagglutination and
protease-enhanced plaque formation in a
rhesus rotavirus (Kalica et al, 1983). It
was later shown that VP3 is the protein
responsible for hemagglutination activity
in this rhesus rotavirus and that, as does
VP17, can also induce neutralizing anti-
bodies (Greenberg et al, 1983).

Enhancement of infectivity by trypsin
has been widely observed with rotaviruses
isolated from different species (for a re-
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cent review, see Holmes, 1983). In SA1l1l
and in other rotaviruses, the activation is
apparently due to the specific cleavage by
trypsin of VP3 (88.000 molecular weight),
which generates VP35 (60,000 MW) which
is commonly found in rotavirus prepara-
tions, and a smaller protein of 28,000 VP8
(Espejo et al, 1981. Estes et al, 1981;
Clark et al. 1981). Clark et al (1981) have
shown that a bovine rotavirus untreated
with trypsin can attach to cells as well as
the trypsin-treated virus can, but it is
uncoated less efficiently than is the tryp-
sin-treated virus.

In this manuscript, we report the pri-
mary structure of the trypsin-sensitive
site of VP3 which was obtained by se-
quential Edman degradation of VP5 and
by sequencing ¢cDNA of ds RNA seg-
ment 4.

MATERIALS AND METHODS

Virus strains and virus purjfication. The
virus used for molecular cloning and se-
quencing studies was simian rotavirus
(SA11) obtained originally from H. H.
Malherbe, University of Texas, in 1977.
For purposes of comparison, SA11 (clone
3) obtained from M. K. Estes, Baylor
College of Medicine, Houston, Texas, and
SA11 obtained from I. H. Holmes, Uni-
versity of Melbourne, Victoria, Australia,
were also used. SA1ll virus was grown in
MA104 cells in 750-cm? flasks and purified
as described (Espejo et al, 1981). The
infection of MA104 confluent monolayers
with SA11 virus and the labeling of in-
fected cells were as described (Arias of
al.. 1982).

RNA and protein analysis. Phenol-chlo-
roform-extracted viral RNA (Espejo et
al,, 1980) was subjected to electrophore-
sis in acrylamide:bis-acrylamide::10:0.27%
(wt/vol) by the method of Laemmli as
described by Rodger and Holmes (1979).
After electrophoresis the gel was stained
with silver nitrate (Herring et al, 1982).
To analyze proteins, purified virus was
disrupted with Laemmli sample buffer
and then was subjected to electrophoresis
in sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
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gels (SDS-PAGE; acryl:bis-acryl::12:0.12)
as described by Mason et al (1980).

Treatment of virus with trypsin, protein
purification, and protein sequencing. Pu-
rified virus (1.6 pg) was incubated with
TPCK-treated trypsin (100 xg/ml) for 30
min at 25°. The reaction was stopped by
the addition of an equal volume of 2X
Laemmli sample buffer containing 1%
mercaptopropionic acid and the mixture
was boiled for 2 min in a water bath.

VP3, VP5, and VP8 were prepared from
purified virus, either treated or not with
trypsin, by preparative SDS-PAGE elec~
trophoresis (separating gel: 11% acryl-
amide-0.26% bis-acrylamide) in which the
buffer systemn of Laemmli (1970) was used,
but with 0.01% mercaptopropionie acid in
the sample buffer and upper reservoir.
Protein bands stained with Coomassie blue
were excised from the slab gel and the
proteins were recovered by electroelution
in SDS (Hunkapiller et al, 1982).

The VP3, VP5, and VP8 so purified were
subjected to automated Edman degrada-
tion on a noncommercial gas-phase se-
quencer with improved sensitivity (Hewick
et al, 1981) and the amino acid derivatives
released at each cycle were analyzed by
reverse-phase high-pressure liquid chro-
matography (Johnson et al, 1979).

Molecular cloning and subcloning and
DNA sequencing. The 11 ds RNA segments
derived from SA1l rotavirus were cloned
as described by Arias et al (1984). The
recombinant clones containing hybrid
plasmids with ¢DNA inserts correspond-
ing to SA11 RNA segment 4 were selected
by their ability to hybridize with RNA
segment 4 isolated by gel electrophoresis
(Arias et al.,, 1984),

To obtain the sequence of a region that
was impossible to reach by sequencing
the ends of the clones, the insert in clone
pSR4-9 was excised using FcoRI and
Hindlll, isolated by agarose gel electro-
phoresis, and restricted with Rsal. A
fragment with 209 base pairs was isolated
by agarose gel electrophoresis and sub-
cloned in the Smal site of pMT21 (Arias
et al, 1984). Positive clones were selected
by colony hybridization (Grunstein and
Hogness, 1975) by using as a probe the
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Rsal 209-bp fragment labeled in vitro by
nick translation (Rigby et al, 1977).

Sequencing of the inserts in the selected
clones was done by the procedure of
Maxam and Gilbert (1980), starting from
the EcoRl, BamHIl, or HindIll sites of
the plasmid as described by Ruther et al
(1981).

Nucleic acid hybridizationn Viral RNA
was subjected to electrophoresis in a b%
acrylamide gel (acrylbis-acryl::20:0.5) in
a Tris-borate buffer (0.1 AM Trisma base,
0.002 A EDTA, adjusted to pH 8.3 with
boric acid). In the electrophoresis which
was run for 5 hr at 200 V, RNA segments
1, 2, 3, and 4 were clearly separated.

Viral RNA was transferred essentially
by the method of Street €t al. (1982), with
the exception that nitrocellulose paper
(Schleiser and Schuell) was used, follow-
ing manufacturer’s recommendations. The
blotting was carried out for 48 hr at
room temperature. Hybridization condi-
tions were those described by Arias et al
(1984), using as probes clone pSR4-2 for
RNA segment 4, pSR3-4 for segment 3,
and pSR2-1 for segment 2. all labeled by
nick translation (Rigby et al, 1977).

'RESULTS

Early attempts to determine the pri-
mary structure of protein VP3 by sequen-
tial Edman degradation were unsuccessful
because its N terminus was blocked. In
fact, every structural protein of SA11l
(VP2, VP3, VP6, and VP7) examined was
found to have a blocked «-NH. group
(Arias et al, 1984, and results not shown).
When gel-purified VP5 and VP8 (the tryp-
sin cleavage products of VP3) were sub-
jected to the same procedure, only VPO
was amenable to sequencing. Based on
this observation and on the reported mo-
lecular weights of VP3, VP5, and VP8
(Espejo et al, 1981; Estes et al, 1981), VP5
corresponds to about two-thirds of VP3
and contains the original C terminus and
the new N terminus generated by trypsin
cleavage, while VP8 corresponds to the
other third and contains the blocked N
terminus. The results obtained by se-
quential Edman degradation were not
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strajightforward. because two different
amino acid derivatives were released in
each sequenator cycle, in a proportion of
about 1:5. The sequences derived from the
amino acid derivatives released in minor
and major proportions were, respectively:

(a) 7TVYTRAQPNQDAVVSKTS . . .
(b) AQPNQDAVVSKTS. .

1t was not possible to identify the first
two amino acids released in the minor
proportion. Comparison of the two se-
quences revealed that the VPS5, as pre-
pared, although it migrated as a single
band after gel electrophoresis, probably
contained two polypeptides which differed
only by the presence of six extra amino
acids at the N terminus of the polypeptide
present in the smaller proportion. The
finding of these two polypeptides could be
explained by the existence in VP3 of two
closely located sites which are cleaved by
trypsin.

In order to determine to 2 greater extent
the primary structure of this cleavage
site, which includes the C terminus of
VP8, the nucleotide sequence, of the ds
RNA segment encoding VP3 was partially
obtained from clones containing cDNA
copies of RNA segment 4 of our SAll
strain (Fig. 1). A region capable of coding
for the amino acid sequence of the N
terminus of VP5 was found at the appar-
ently appropriate place in segment 4, thus
confirming the coding assignment of
Smith et al (1980) and Mason et al (1983)
(Fig. 2). The amino acid sequence deduced
from the nucleic acid sequence (underlined
in Fig. 2) of this region contained an
isoleucine instead of the second alanine
found after Edman degradation. The 2244
nucleotides from segment 4 that were
sequenced would correspond to about 80%
of the gene, according to the size estimate
of Both et al (1982). The sequence contains
a long, single open reading frame coding
for 747 amino acids and contains neither
an ATG triplet within its first 79 codons
nor any stop codons in the 3’ region (Fig.
2). The deduced amino acid sequence rep-
resents about 80% of VP3, if the reported
molecalar weight of 88,000 (Espejo et al.
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pSR4-2

pSRG—4

PSR4-5
2

PSR4~

PSRA- MO0

F1G. 1. Inserts of ¢cDNA from simian rotavirus SA11 RNA segment 4 in the different clones.
The hatched bar depicts the full-length positive strand, & to 3, taking 2800 bp as the size of the
complete gene (see text). The solid bar shows the portion of the gene that was sequenced. It was
arbitrarily positioned within the full-length gene according to the relative positions of the trypsin
cleavage products (VP8 and VP5) in the deduced protein of this segment. The length and direction
of reading of each of the sequenced portions in each clone are indicated by the heavy lines and
the arrows. reapectively. Sequences that were obtained from an internal EcoRI site are indicated
(©). Clone pSR4-100 was obtained by subcloning a 207-bp Ksal fragment {rom clone pSR4-9 (sce

Materials and Methods).

1981) is used. According to the position
of the cleavage site, this also covers a
similar percentage of the trypsin cleavage
products VP5 and VP8. There are nine
potential sites of glycosylation in this
amino acid sequence. The region around
the cleavage site has several polar amino
acids and the values of hydrophobicity.
calculated according to Kyte and Doolittle
(1982) along this region, do not indicate
any special features.

It has been recently reported that SA11
consists of at least two virus subpopula-
tions which differ in the electrophoretic
migration of segment 4 (Pereira ¢t al.
1984). The SA1ll employed in this study
was shown to contain only one detectable
segment 4, even when analyses were car-
ried out with high concentrations of RNA
and silver nitrate staining. However, our
SA11 differs from that obtained by Estes
or Holmes in that it has a segment 4 with
a higher electrophoretic migration (Fig.
3a), suggesting that different subpopula-
tions, or clones, have been selected from
the original heterogeneous SA11. The ds
RNA segment with lower electrophoretic
migration, present in the SA11 obtained
from both M. K. Estes or I.H. Holmes,

did not hybridize with a ¢cDNA copy of
the segment 4 present in our SA11, under
highly stringent conditions; on the other
hand, the other ¢cDNA clones tested (de-
rived from RNA segments 2, 3, and 6) did
hybridize under the same conditions (re-.
sults not shown). The difference between
the segment 4 of these strains is also
reflected in a difference in the electropho-
retic migration of VP3 (Fig. 3b).

DISCUSSION

It has been generally accepted that in-
fectivity enhancement of rotaviruses by
trypsin is due to the cleavage of VP3, a
protein in the outer layer of the virion
(Espejo ¢t al, 1981; Estes ef al, 1981;
Clark et al, 1981). This cleavage probably
activates an early step of replication which
may be triggered by one or both of the
terminal regions generated by the trypsin
cleavage or by a possible conformational
change in the VP3 molecules resulting
from the cleavage. The amino acid se-
quences of the cleavage site reported in
this manuscript will help to test the pos-
sible action of the terminal regions (a
schematic representation of the trypsin
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Fi1c. 3. Comparison of different strains of rotavirus
SA11. (A) Electraphoresis of viral RNA stained with
silver nitrate: (1) SA11 employed in our laboratory;
(2) SA11 employed in our laboratory and SAll
obtained from M. Estes: (3} SA11 obtained from M.
Esates. (B) Electrophoretic analysis of the proteins
obtained from [®S}methionine-labeled purified SA11.
All the viruses were grown and purified under the
same conditions without the addition aof trypsin
except where it is indicated: (1) 8A11 used in our
laboratory and obtained from H. H. Malherbe in
1977, (2) SA11 obtained from H. H. Malherbe in
1983; (3) SA1l obtained from M. Estes (clone 3); (4)
SA1) used in our labouratory treated with 50 ug/ml
of TPCK-trypsin.

cleavage site of VP3 is shown in Fig. 4).
The existence in VP3 of two sites cleaved
by trypsin, as suggested by the results
obtained after sequencingg the N terminus
of VP5, was corroborated by the amino
acid sequence deduced from the cDNA.
This cleavage may be similar to that
- occurring in the hemagglutinin of Fowl
plague virus, in which there are also two
cleavage sites five amino acids apart, the
residues between which, may be lost
(Porter et al, 1979). In the case of SA1ll,
it is not known if the residues between
the two cleavage sites are removed from
the C terminus.
We have no simple explanation for the
difference of one amino acid: isoleucine as
determined in the sequence obtained by
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sequential Edman degradation vs alanine
as deduced from the nucleotide sequence
of the complementary DNA of the gene.
However, the difference is between two
nonpolar amino acids which would not be
expected to significantly affect the analysis
of the properties of this region. In influ-
enza and Sendai viruses, activation with
trypsin generates an apolar N terminus
which is thought to be involved in virus
penetration (and which is also involved in
hemolysis and fusion activity) (Skehel and
Waterfield, 1975; Gething et al, 1978). The
new termini so generated in SA1l contain
many polar amino acids (some of which
are positively or negatively charged at
neutral pH) and they might interact with
the cell by a different mechanism than
that postulated for influenza or Sendai
viruses.

VP3 in the virion can also be cleaved
by chymotrypsin, rendering a polypeptide
having a molecular weight similar to that
of VP5 but without enhancement of infec-
tivity (Estes et al., 1981; Espejo et al,
unpublished results). It is likely that chy-
motrypsin acts at the potential site located
between the two trypsin cleavage sites;
however, the newly generated termini
would be different than those produced
by trypsin, and this might explain why
treatment of virus with chymotrypsin

vP3

3 TRYPFSIN CLEAVAGE

F1G. 4. Schematic representation of the trypsin
cleavage site of VP3. The asterinks indicate that the
a-NH, group is blocked. The sequence in the closed
box was deduced from the nucleotide sequence of
RNA segment 4. The open box containa the sequences
that were obtained by sequential Edman degradation
of VP5. The wavy arrows indicate the sites cleaved
by trypsin.
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did not result in an enhancement of in-
fectivity.

There are at least nine potential sites
of glycosylation in VP3. However, this
protein is apparently not glycosylated
(Arias et al, 1982; Ericson ¢t al, 1982)
although it does reach to the endoplasmic
reticulum (Soler et al. 1982; see also
Holmes, 1983).

According to the estimated size for seg-
ment 4 (about 2800 bases) (Both ¢t al,
1982), the sequence reported in this
manuscript, 2244 bases, should represent
about 80% of the whole gene: the nonsce-
quenced 20°% should correspond to the
extremities of the molecule because the
conserved sequences in the 5 and 37 ends
(Both et al, 1982) were not found. Fur-
thermore, the sequence reported here has
a single open reading frame but neither
an ATG initiation codon at its § end nor
any stop codons at its 3’ end. The other
reading frames in this strand contain
numerous stop codons, such that the lon-
gest polypeptide that may be derived from
them would be less than 60 amino acids
long.

Genomic heterogenceity of simian rota-
virus SA11 has been reported for segment
5 (Sabara et al, 1982) and 4 (Pereira of
al, 1984). This heterogzeneity, also observed
in other isolates, has been explained by
the coexistence of rotavirus subpopula-
tions within individual isolates (Sabara ef
al, 1982; Spencer ¢t al, 1983). The genome
of the isolate used in this study, since it
was obtained from H. H. Malherbe in
1977, has been shown to be homogencous
by electrophoretic analysis. However, our
strain seems to contain the segzment 4
with the higher electrophoretic mobility
observed in the SA1ll preparation em-
ployed by Pereira ef al (1984) whereas
the strain utilized by Holmes ¢t al and
Estes et al. contains the segment 4 with
lower electrophoretic mobility. The differ-
ence between strains of SA1l could be
explained by a rapid selection of different
subpopulations which could have been
present in quite different proportions in
the preparations generously distributed
by H. H. Malherbe. The difference between
the slow and fast moving segment 4 is an

important one since these two segments
fail to hybridize under highly stringent
conditions and code for proteins having
distinct electrophoretic mobility. This
heterogeneity does not seem to occur in
other segments of the genome of SA11.
The RNA segments 2, 3, and 6 were able
to hybridize under the same hybridization
conditions. Furthermore, only a few dif-
ferences in  the nucleotide sequences,
probably due to the expected divergence
occurring between strains which are re-
peatedly passaged or cloned in indepen-
dent laboratories, have been observed in
different SA11 preparations for segments
6 (Both et al, 1984; Estes ¢t al., 1984; and
Arias ef al, unpublished). 8 (Both et al,
1982; Arias et al., unpublished), and 10
(Both ¢t al, 1983a; Arias et al, unpub-
lished).

The conservation of the amino acid se-
quence in different strains, in the region
cleaved by trypsin, would sugpgest it has
an important role in infection. We are
presently studying the possible conserva-
tion of this sequence in other rotaviruses
and the efTect of synthetic peptides with
similar sequences on viral infectivity.
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ENSAYQS CON PEPTIDOS SINTETICOS

Como se menciond en la introduccién, cuando loa rotavirus son tratados con
tripsina,

se observa un incremento en su infectividad y se ha demcstrado que

el efecto de esta enzima es especifico sobre el polipéptido de capa externa,

UP3. Este efecto, el cual genera UPS Yy UPB consiste en dos cortea, sepsarados
B amincacidos uno del otro (ver capitulo II).

Oebido a que estos cortes no se
realizan con una eficiencia del 1080%Z, generan la formac:0n de cuatro posibles
extremos terminales: dos exiremos amino para la proteina UPS y dos extremos
carboxilo para UP8, con la consecuente exaistencia de cuatro posibles polipép-
tidos, dos UPS's y dos UP8's, en los que la diferencia estriba en seis amino-—

Acidos de mas o de menos en uno de sus extremos.

Los cortes proteolit:icos producidos en UP3 activan probablementie algun
paso temprano en la replicacidn viral, en el cual podria(n) estar i1nvolu-—-
crado(s) alguno{(s) de los extremos recién generados, o0 bien alguna(s) otrals)
repioni{es) de UPS5 y/0 UPB qQque hubilera(n) experimentado un cambio conformacio-
nal debido al corte.

Para tratar de determinar si algunod(s) de los extremos recién generados

tiene(n) efectivamente un papel importante en la infectividad viral, se

recurrié al uso de péptidos sintéticos. Basados en la secuencia de aminoaci-—
dos de los extremos producidos en el rotavirus de simio SAll (46), se sinte—
tizaron oligopéptidos que mimetizaran. las regiones carboxilo y amino termina-—

les generadas por el corte proteolitico, con el objetivo de estudiar cual es

el efecto de estos péptidos sobre las funciones de adsorcidn y peneiracion del

virus a la célula huésped. Se hen realizado estudios similares en el caso de

los Paramixo- y Mixovirus,

en los que se ha observado Qque un péptido que repre-—
senta el amino terminal generado por el corte,

es capaz de inhibir la penetra-—
cién del virus a la célula (43),



Por otro lado, probaremos la capacidad de 'estos péptidos sintetizcos.

al
ser utilizados como inmundégenos, para inducir anticuerpos eapecificos y estu—

diar s: estos anticuerpos "antipéptido” itienen alguna actividad de neutrali-

zacidn sobre el rotavirus SAll.

El uso de péptidos sintetizados quimicamente, de composicién previamente de-—

terminada, ya sea a partir de la secuencia de aminoacidos obtenida directamen-—

te de la proteina, ¢ de la secuencia de aminoacidos deducida & part:ir de la

secuenci:a nucleotidica, y el uso de estos péptidos sintéticos como 1nmunopenos

para la producciédn de sntitcuerpos especificos contra estas regiones proteicas

predeterminadas, se encuentra actualmente ampliamente documentada en la litera—

tura (ver revisiones 47,48).

Para este trabajo se sintetizaron S péptrdos (esquematizados en la Figura

3), gue representan las siguientes regilones: Dos péptidos con la secuencia de
los dos extremos amino terminal detectados a1 secuenciar directamente la prote-—

ina UPS5 (ver capitulo 1I): dos péptidos gque mimetizan la secuencia de amino-

acidos de los 2 posibles extremos carboxilo y ademas un péptido Que comprende

ambas regiones. La sintesis Quimica de los péptidos se llevo a cabo siguiendo

la técnica de sintesis en fase sélida descrita por Merrifield (49,50).



Representacién de los Péptidos Sintetizados
para el Rotavirus SA11
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Figura 3 .- Representacidn esguematica’de los pé&ptidos
sinteti zados.




SINTESIS QUIMICA DE PEPTIDOS

La técnica de sintesis en fase sélida, descrite en 1560 por B.

Merrifield
simplificd y acelerd enormemente la sintesis de péptidos ya gue, comparandola
con los métodos tradicionales de sintesis en fase liquida, esta tecnica es mu-—
cho mas rapide y eficiente. Ademéas se obtiene un alto rendimiento final del
oligopéptido. Y& Que se evitan las pércidas debidas a la purificacién de los

productos intermeédiarios en cada paso. El praincipio fundamental de este méto-

do consiste en enaamblar aminoédcidos uno a une, mientras que uno de los extre—

mos de la cadena péptidica se encuentra anclado a un soporte s6lido e insolu—
ble. Una vez terminado el péptido con la secuencia deseada, éste se libera

Quimicamente del soporte quedando libre en solucion.

Basicamente, la técnica consiste &en cuatro pasos: (Figura 24)

El primer aminoac:ido, protegido en su grupo alfa amino es unido a una
resina mediante esterificacion.

£1 grupo protector del alfa amino del aminoacido,

es removido mediante un
tratamiento acido.

3.- E1 grupo alfa amino, Qque gueda protonado, es neutralizado con una base.

El grupo amino libre es acoplado al extremo carboxilo del siguiente amino—
acido (cuyo alfa amino esta a su vez protegido),

mediante un agente aco-—
plante,

Todos los productos no reactivos son removidos por filtracién y los pasos 2

al 4 son repetidos tantas veces como aminoacidos se desee incorporar en el
oligopéptido.



PLAN BASICO DE LA .SINTESIS DE PEPTIDOS EN FASE SOLIDA

M- : :

QD -NH-CH-COOH ..+  CL-CH, - RESINA

R, O J'
] 1
) ~-NH-CH-C-0- RESINA

11 - l ’ Desproteccion
1 R, O

’ TRT

: (@ + co, + :NH;-CH-C-0- RESINA

III l Neutralizacgion
. R, O . =
[ ]
NH;—-CH-C-0- RESINA

v . +®—aa Acoplamiento
R, O R, O
n tu
S (¥) -NH-CH-C—-NH-CH-C-0- RESINA .

. Rompinmisnto
Ry, O R, ©
T n 1 n
NH_,~CH-C-NH-CH-C-OH + RESINA

Figura 4.— .
- CH, O
' H 1
®- Butiloxicarbonil = CH,-C—-0-C-
i
CHa,,

R= grupos funcionales de los aminoacidos




En este trabajo, la resina empleada es-un- copolimero tde estireno-con divi-—
nilbenceno, en la cual 1o=yénilloa de béncenp estén clorometilados, para

proveer un grupec reactivo paras elracoplanxento'del primer aminoadcido. De hecho,

existen comercialmente resinas a ‘las cuales se les ha unido ya el primer amino—
&cido, de manera que se elige 'la resina—aminocacido necesaria para la sintesis a
realizar.

Como grupo protector del alfa amino de los aminoacidos generalmente se uti-—
liza t-butiloxicarbonil (Boc), el cual puede ser removido con un tratamiento
acido suave, que no afecta las uniones peptidicas, ni la unidon del péptido a la
resina.

El agente acoplante mas utilizado es la diciclohexil—-carboditimida (DCCI)>, la

cual activa el carboxilo del aminoécido y promueve la formacién del enlace pep—

tidico con el grupoc amino del otro aminoacido.

Ademas de la proteccién del grupo alfa amino de los amincacidos, en algunos
casos es necesario proteger los grupos funcionales de éstos para evitar reac—

ciones no deseadas, en este caso, la eleccion de los grupos protectores de los
grupos funcionales, se hace de manera gque estos no sean sensibles al tratamien-—

to utilizado para remover el grupo protector del alfa amino (51).

Una vez terminada la sintesis, es necesario remover todos los grupos pro-—

tectores de los grupos funcionales y separar el péptido de la resina. El méto—

do mas comunmente empleado para este fin es el rompimiento con acido fluorhi-
drico.

La direccién de esta sintesis es de carboxilo a amino (Fig. 4); por lo qgue
para la sintesis de los péptidos NI,

NII ¥ NC (Fig. 3), se partid de 1.5 gramos

de resina-valina y éstos peptidos se sintetizaron simultaneamente,

retirando
2.5 9.

de resina al llegar al extremo amino de cada péptido deseado. Para la
sintesis de los péptidos CI y CII,

se partido de 0.5 g. de resina-arginina para

cada uno de ellos y se sintetizaron separadamante.



Una ‘vez concluida la sintesis de los S péptidos,-me tomd una pequea muestra
de cada una de les resinas-—-péptido y despues de una hidrolists acida, se ana-

11z su composicidén de aminocacidos. Los resultados de estie amndlisis se mues—

tran en las Teblas II y III, junto con la conpoaic;éq esperada para cada

péptido: cabe aclarar que la composicion de aminoacidos que se obtiene del
analisis de un péptido sintético crudo (como es el caso), es la composicion de
la suma de los péptidos obtenidos, ya que existe la posibilidad de que durante

la sintesis se formen péptidos truncados & péptidos a los que no s< les unid un

cierto aminocacido. Cuando 1la proporcidn de estos péptirdos defectuosos es muy

alta, la composicion de aminoacidos que se obtiene se desvia mucho de la

composicidn esperada, y &n estos casos se recomienda yva see la purificaciédn del

péptido deseado 6 una nueva sintesis.

En las tasblas II1 y II]1 se observa Que la composicién de aminodcidos de los

péptidos NI, NII yv CII, es bastante cercana a la composicion esperada, mientras

Que la composicidn de los péptidos CI y NC no lo es.

En este ti1po de sintesis se calcula que la eficiencia de acoplamiento en

cada ciclo es de aproximadamante 99%, por lo que mientras mas largo sea un

péptido mas probable serada la aparicién de péptidos "defectuosos”. Esta podria

ser la explicacién para los resultados encontrados con el peptido NC el cual

contiene 25 aminocacidos. Ademas, como puede observarse tanto este péptido como

el péptido Cl tienen un alto contenido de aminoadcidos no polares, incluyendo
pares de Val-lle. Esta pareja de aminoacidos es especialmente dificil de aco-

plar por métodos quimicos debido a su hidrofobicidad. Pensamos gue esta es la

explicacion mas plausible para los resultados del péptido CI. Dada la composi-

encontrada parsa estos dos péptidos, era de esperarse que uma muy pequefia pro-

porcion de los péptidos obtenidos tuviese la secuencia deseada, por lo gue se

decidié no utilizarlos y repetir su sintests en el futuro.

ro.



" COMPOSICION

Tablae I1

DE AMINOACIDOS DE LOS PEPTIDOS T e -
NI, NI1 Y NC .
NI NII NG
E-1- encontrodo saperade encontrado esperado encontrado esperado
Asp 2.05 2 3.03 3 4.37 3
Treo el _— ©.95 1 1.17 1
Ser - - - - 0.70 2
Glu 1.88 2 2.65 2 3.65 2
! Pro @.97 1 1.20 1 2.44 2
Ala ©.96 1 1.00 1 1.90 1.33
Val 2.28 2 3.05 3 S.44 6
Ile 8.72 1 1.14 2 1.85 3
Tyr - - @.45 1 ©.88 2
Arg - - ©.34 1 1.42 1.686
total 2] 15 28
NI - A-Q-P-N-Q-D-1-v-u- 3
NII = N-I-U-Y~T-RrA-Q-P-N-Q-D-1-V-U-E
-»
NC =

N-I-U-P-U-5-1-U-S—R-N—-I-U-Y¥-T—-R-A-Q-P-N-Q-D-1 -u-u—@
A

) Durante la sintesis se separd un tercio de la resina al llegar a este

aminoacido y se le afiadid alanina en vez de argininas

posteriormente las

resinas se volvieron a mezclar y se continué la sintesis.

é%? Resina.




Tabla II1I

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LO0S PEPTIDOS

Cl ¥ CI1
- RL CIx
ap encentcado esnerado encontrcado esperado
Asp 2.01 2 .84 1
Treo 1.9% 1 - -_
Ser 1.861 2 2.78 2
, Pro ©.98 1 Q.84 1
* val 2.88 a 2.92 3
Ile 1.76 3 1.28 2
Tyer 1.738 1 @.60 1
Arg 2.99 3 1.70 1
total 16 11
g
Cl =

N-I~U-P-U-S—I-U~S-R-N-T1-U-Y-T-R~E)
-

CIl =  Y-N-I-U-P-U-S-1-U-S-R{(ZD

®) Esta tirosina no eatd incluida en la secuencia original;: se
se anadid para propésitos de marcaje

con 1I-125
@ resina



ENSAYOS BIOLOGICOS CON LOS PEPTIDOS -

Como se menciond en el capitule II, cuando el rotavirus SAll es tratado con

quimotripsina, el polipéptido UP3 se corta especificamente en dos polipéptidos

de pesos moleculares muy similares a UPS y UP8 (los productos obtenidos con

tripsina), sin embarpgo este corte proteclitico no resulta en un itncrementc de

la infectividad viral (52). Existelsolanente un posible sitio pare qQuimotraip-—
sina cercano a los dos sitios de corte por tripsina y esta localizedo precisa—

mente entre ellos. Esto explicaria la asimilitud de los pesos moleculares de los

productos obtenidos con las dos enzimas protecoliticas. Ikegemi y colaboradores

han presentado evidencia de que cuando el virus es tratade con guimotripsina

no hay un incremento de la infectividad viral, pero si posteriormente este vi-—

rus es tratado con tripsina, hay un incremento de la infectividad muy similar

al observado al tratar al virus solamente con tripsina (53). Estos datos su-—

gieren que la regidn localizada entre los dos sitios de corte por tripsina po-—

dria ser dispensable para la activacién de la infectividad, sin embargo no se

descarta la posibilidad de gue esta region intermediea juegue algun papel en las

primeras interacciones del virus con su célula huésped.

Dados estos antecedentes, se comenzaron los ensayos biolégicos con los

péptidos CI1 y NI que representan las regiones carboxilo y amino terminales

Yy que no contienen la secuencia de amincacidos entre los dos sitios de corte.

El objetivo de estos ensayos es el de determinar si existe algun efecto de

estos péptidos sobre la infectividad del rotavirus SAll. En este capitulo se

presentaran datos preliminares obtenidos con algunos de estos estudios.



Un ensayo relativamente factl para*detern?nar el efec{o de los peéeptidos sin-
teticos soSre la infeccidén por rotavirus, cénsxage en observar su accidn aob;e
la capacidad que tiene el rotavirus de destruir, de manera caracteristice, una
monocapa de células en cultivo (efecto citopatico). En éstos ensayos sze utili—
zaron monocapas de células epiteliales de rifidn Ae noﬁo MA 104.‘crec1das an ca-
jas de 96 poros. Cada pozo fué infectado con una cantidad igual de virus, en
presencia o ausencia de concentraciones variables de péptido. Como controles
se utilizaron células no infectadas con y sin péptido. El efecto citopatico se
determind al microscopio a las 24 y 48 hr. después de la infeccion y posterior—

mente las ceélulas se fijaron y aé tiferon con el colorante Cristal Violets

(53)>.

Otra manera de detectar modificaciones en la-infectividad viral, fué a tra—
vés del ensayo de focos fluorescentes. Este método cuantifica, mediante 1a
deteccidon de los antigenos virales, el numero de células que han sido infecta—
das. En estos experimentos se utilizaron monocapas de células MA 104, crecidas
sobre cubreobjetos., las cuales fueron infectadas con una baja multiplicidad de
virus. A tiempos tempranos post-infeccidén, las células se permeabilizaron y se
fijaron con acetona y se incubaron con un anticuerpo policlonal de cuyo contra
el rotavirus SAll;: posteriormente esta reaccidn antigeno—anticuerpo se reveld
con un segundo anticuerpo anti—-Ig6 de cuyo, marcado con fluoresceina. Las ceé—
lulas asi tratadas se observaron en un microscopio de epifluorescencia y se
contd el numero de focos fluorescentes en cada cubreobjetos. Este ensayo se
llevé a cabo infectando células con cantidades iguales de rotavirus SAl1l y
en presencia o0 en ausencia de los péptidos NI y CII. Como controles se utiliza-—

ron células no infectadas con y sin péptido.



EFECTO DEU PEPTIDO CI1 SOBRE tA INFECTIVIDAD POR ROTAVIRUS SAtLl

£1 péptido CIX repregenta la regidn carboxilo terminal del sitio

de corte
por tripsina, y su secusncia es:

HoN Tir-Asn-Ile~-Val-Pro~-Vel-Ser—1lle-Val-Ser-Arg COOH

Comoc se puede notar,

este péptido tiene un alto contenido de aminodcidos no
cargados,

1o que se reflejs en su baja solubilidad en soluciones acuosas. La
solubilidad maxima que se alcanzd fué de 0.5 mp/ml y por lo tanto, esta es la
concentracién mas alts a la que se puede probar su efecto sobhre las células en
cultivo. Este péptido es soluble en solventes organicos, tales como dimetitl
sulfoxido, a concentraciones hasta de 20 mg/ml, pero no se utilizaron debido &
Que estos solventes causan algunos efectos sobre las células en cultivo,

que
podrian obscurecer el efecto del péptido per se.

En la figura S5, se muestra uno de los experimentos en los que se probd el
efecto del péptido Cll, sobre el efecto citopatico viral. Las células se tifie—
ron con cristal violeta 48 hr después de haber sido infectadas.

Como se pue—
de observar,

la monocapa de células control,

no infectadas (ya sea en presencia
© en ausencia del péptido) aparece integra, mientras que, cuando las células
fueron infectadas con el rotavirus SAl1,

se cobserva

un efecto citopatico total
a las 48 hr,

por lo que todas las células se han desprendido y no existe ma—
terial celular tefiible en estos pozos. Cuando las celulas fueron infectadas en
presencia de distintas conceniraciones del péptido CII (variando desde Q.5
mg/ml hasta .16 mQ/ml) se observd que, a las concentraciones mas altas de pép-—
tido,

el efecto citopatico (evaluado tanto por tincidn como por observacidn

directa al microscopio) fué menos severo Que en presencia de concentraciones



Figura 5.-

arreze 2 -

Efecto del péptido CIl]l sobre la i1nfectividad viral. Las celulas se
fijaron y tifieron con Cristal Violeta a las 48 hr post—-infeccidn.
A) 1-68 Células no infectadas
B) 1-6 Células infectadas con una dilucién 1:2 de rotavirus SAl1
C, D) Células snfTectadas con.una dil. 1:2 de SAll, en presencia de
concentracione varaiables de peéeptido CII (duplicado)
€)Y Células incubadas en presencia de péptido CII
En las lineas C, D y E la concentracién de péptido fue la si-
guiente: 1) 500 ug/ml, 2) 250 ug/ml, 332125 ug/ml, 4) B2.5 ug/ml
5) 31.1 mg/ml y 6) 15.6 pog/ml



menores del péptido o en ausencise de éste.
E€)] efecto de este péptido parece ser especifico para la infeccidn por
rotavirus SAll, ya gque como control se ha realizado este mismc ensayo infec—
tando células con el wvirus Sindbis, el cual también produce un efecto citopa-—
tico en las células, pero pertenece a otra familia completamente distinta y en
este casoc no se ha obaservado niguna diferencia entre las células infectadas en

presencia o en ausencia del péptido (datos no mosatrados).

Este aparente efecto de proteccion a altas concentracidnes de péptido se ha
observado repetitivamente en varios ensayos de este tipo, sin embargo, eas nece-
sario mencionar qQue al observar al microscopic las células infectadas en
presencia del péptido, éstas no aparecen completamente sanass, aunque tampoco
presentan la apariencia de las células infectadas en ausencia del peéeptido.

Para corroborar esta primera observacién y para cuantificar el numerc de
células infectadas en presencia y en ausencia del péptido CII, se realizo el
ensayo de focos fluorescentes. En la Tabla IV se presentan los resultados de
esta cuantificacidn, donde se puede notar que nNno existe una diferencia signi=-
ficativa entre el numero de focos fluorescentes encontrados en las células
control (sin peéptido) y el encontrado en las células infectadas en presencia
del péptido, ya sea a 8 6 a 24 horas post—infeccioén.

Hasta ahora, los resultados obtenidos mo son muy claros, sin embargo, la
diminucidon del efecto citopatico, causada por este péptido (que representa 1la
regiéon carboxilo terminal), es un dato que se ha observado repetitivamente y
parece ser especifico para el rotavirus SAll como se menciond anteriormente.

El efecto citopatico observado en estos ensayos es el resultado de varios
ciclos de replicacién viral, por lo que es posible que el péptido no inter—

fiera en la infeccidén inicial, sino gque s6l1o afecte las subsiguientes rondas



Tabla 1V

NUMERQ DE FOCOS FLUORESCENTES AL INFECTAR EN PRESENCIA O EN AUSENCIA
DE LOS PEPTINOS CII Y NI

Celulas(e) A B
no infect. - ==. e - . T .
infect. 143 136 232 268
= infect <+ ~ - 148 - ..180. s 2431 . 249

pep CII (&)
infect + 243 284 +++ +++
pep NI (@)

(*) Monocapas de células MA 104, crecidas en cubreobjetos de mm.

fueron infectadas con un indculo igual de visrus SAll, afiadiendo o no
“@l péptido indicado duiante-ia-itnfeccidén. Cada ensayo.se realizd por
duplicado. Los valores reportados indican el numero de focos fluores—

centes encontrados, contando una linea a lo largo del diametro del cu-

breobjetos.

A) No. de focos fluorescentes encontrados a las 8 hr post—infeccidn.
B) No. de focos flurescentes presentes a las 24 hr post-infecciodn.
(&)Y Células” infectadas’ en presencia de ©.5 mg/ml de péptido CII.
(@) Células i1nfectadas en presencia de 1 mg/ml de péptido NI.

§




de replicacién. Esto podria explicar el resultado obtentido en-los enbaycs de
.aefecto citopatico, en los Qque las células infectadas en presencia de las mas

altas concentraciones del péptido se observan "parcialmente” protegidas. Ests
misma idea explicaria los resultados obtenidos en la cuantificaecicon de focos
fluorescentes, ya que en este ensayo se cuantifica exclusivamente la infeccidén
primaria. 5i esta fuese la explicacidén para los resultados obtenidos, seria

de esperarse que el rendimiento total de particulas virales fuese menor cuando
las células son infectadas en presencia del péptido CII.

Una manera indirecta de cuantificar este rendimiento seria a través de la
titulacion ce las unidades hemaglutinantes resultantes de la infeccion en pre-—
sencia de péptido. Como se ha mencionado en la introduccién,las particulas va-—
rales completas tienen la capacidad de hemaglutinar erfitrocitos, por lo que la
medicion de las unidades hemaglutinantes cuantificaria indirectamente el rendi-
miento del virus. Otra manera mas directa seria la titulacion del numero de
particulas jnfectivas ohtenidas en cada caso a través de un ensayo en placa.
Estos ensayos aun no se han realizado.

En caso de confirmarse el posible papel inhibitorio de este péptido sobre

la infectividaed viral, seria muy itnteresante estudiar a gue nivel esta

actuando.



EFECTO DELPEPTIDO NI SOBRE LA INFECTIVIDAD -DEL-ROTAVIRUS- SA1l

El peéptido NI representa la regién amino terminal generada por el corte
proteoclitico. Este péptido, cuya asecuencia se muestra & continuacién, no con—

tiene la secuencia de aminodcidos que hay entre los dos sitios pares tripsina.

Hlﬂ Ala—-61ln—-Pro-Asn-6ln-Asp-Ile—-Val-Val COCOH

Al estudiar el ofecto del péptido NI sobre el efecto citopatico causado
por el virus, se encontré que las células infectadas en presencia de las mas
altas concentraciones de peéeptido presentaban un efecto citopatico mucho mas
severo y a tiempos mas cortos, Que el observado en las células infectadas en
ausencia de éste. El dafio producido en las células infectadas en presencia
del péptido es causado por la infeccion viral, ya que los controles de células
no infectadas, pero mantenidas en presencia del péptido, aparecen sanas.

En la figura 6 se muestran los resultados de un ensayo de este tipo, en
el cual las células fueron tefiidas 24 hr después de la infeccidon. Como se
puede cobservar, a este tiempo las ceéelulas infectadas en asusencias del péptido,
aan no pressntan muestras de dano, mientras qQue las células infectadas en pre-—
sencia del péptido NI presentan un efecto citopéatico Qque es dependiente de la
concentraciéon del péptido. El efecto mas severo se nota en las concentraciones
mas altas empleadas j.e, 1, 8.5 y 2.25 mg/ml.

En un experimento similar al antertormente descrito, ademas de estudiar el
efecto citopatico, se recolectd el medio de cultiveo de cada uno de los pozos
y se titularon las unidades hemaglutinantes en cada caso. Esta es una manera
indirecta de cuantificar la posible diferencia en la cantidad de particulas

virales producidas en ausencia o en presencia del péptido NI.



Figura 6.— Efecto del péptido NI scbre la infectividad viral. Las células se

fijaron y tifieron con Cristal Violeta a las 24 hr post—infeccion.

A) 1-6 Células no infectadas

B) 1-6 Células infectadas con una dilucion 1:2 de rotavirus SAl1l

st wns s hces e Oy .0) Células infectadas can.una dil..1:2 de SAll, en presencia de . .w-.ao s
concentraciones varibles de péptido NI (duplicado)

E)> Células incubadas en presencia de pénptido NI
En las limeas C, D yv E la concentracioéon de péptido fue la si-
guiente: 1) 2 mg/ml, 2) 1 mg/ml, 3) 500 _ug/ml, 4) 250 ug/ml,
5) 125 pug/ml, 6) 682.5 ug/mi.



En esta titulacidn se encontrd Que a las 48 hr post-infeccidn, an de’l
orden de 4 veces mas unidades hemaglutinantes en el medio de las células infec-

tadas en presencia del péptido NI Qque en ol madio de las células infectadas

con la misma cantidad de virus, pero en ausencia del péptido. Como conirol =ae

estudiéd el efecto del péptido sobre la hemaglutinacién y éste no tuvo ninguan
efecto. Estos resultados preliminares sugieren que las diferenciss obaervadas

en el tiempo de aparicion y la severidad del efecto citopatico entre la infec-

cion, con y sin péptido, parecen resultar ademas, en un incremento de la

progenie viral.

Para estudiar la especificidad del efecto de este péptido sobre la in-

feccién por rotavirus, se probd su efecto sobre la infeccidon con el wvirus

Sindbis. En este caso, al infectar las células en presencia o en ausencia del

péptido, no se encontrd ninguna diferencia sobre el efecto citopatico causado

por este virus (datos no mostrados). Estos datos sugteren que el efecto de

éste péptido, es especifico sobre el rotavirus SAll.

En otro de los experimentos hechos con el péptido NI, se cuanttficd el

namero de focos fluorescentes, en las diferentes condiciones de infeccidn. En

- - la Tabla. IV-. se muestran éstos resultados, junto con Loq_obteq&dqg‘cgn el pép— .
tido CIl. Como se puede notar, existe una diferencia entre las células infecta—

das en presencia © en ausencia del péptido NI. Las células infectadas en presen-—

- -ocia-del.péptido presentan apraximadamente dos veces mas. ﬁoqoq»f{pchscqn}es Qque

las células control (contados a las 8 hr post—infeccion). Cuando se cuantificéd

el nimero de focos fluorescentes a las 20 hr después de la infeccion se encon-
——iw-o-trd-que practicamente el 108X de las células infectadas en pre: ncte

del pépti-
por lo Qque no era posible contarlas.

do se veian fluorescentes, En contraste,
en las células infectadas en

ausencia del péptido, 36lo se nota un aumento de

“dos-veces en el numero de focos fluorescentes entre 8 hr y 20 hr_ post-infeccion,



Los resultados obtentdos con este péptido tanto en los ensayos de efecto
citopatico como en los de inmunofluorescencis fueron completamente inespera-—
dos. De hecho, durante mucho tiempo las observaciones del efecto citopatico en
presencia del péptido NI no fueron tomadas en cuenta como resultados signifi-
cativos, va que al aefecto Qque se buscaba era el de una competencia del péptido
con el virus de manera que hubiese una disminuciédn o inhibicidn de la infec—
tividad viral. Los datos obtenidos en la cuantificacion de focos fluorescentes
fueron los que nos llamaron la atencidén y entonces se revisd con mas detalle el
efecto de este péptido sobre el efecto citopatico. La titulacioén de unidades
hemaglutinantes parece indicar ademds, que el aparente aumento de la infectivi-—
dad viral (observado en los ensayos de efecto citopatico y de inmunofluores-—
cencia), resulta en un aumento de la progenie viral.

El mecanismo por el cual el péptido NI actua, dando como resultado esta
aparente actxvacién; es dificil de explicar con los ensayos hasta ahora reali—
dos. Cabe aclarar que los resultados presentados tanto con el péptido NI como
con el péptido CIXI, son prelinxnerea y Queda aun mucho trabajo por realizarse
con ambos, para demostrar 5i es gque la hay, su actividad sobre la infectividad

viral.

Por otro lado, como se ha mencionado anteriormente, tenemos planeado
utilizar éstos péptidos , ya sea sdlos o acoplados a una proteina acarreadora,
como inmunogenos para la produccion de anticuerpos especificos. Con estos
anticuerpos anti—péptido, pensamos estudiar su efecto sobre la infectividad
viral en ensayos similares a los descritos en este capitulo y estudiar si
alguno de estos anticuerpos tiene alguna actividad (neutralizante u otra) sobre

el virus.
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ABSTRACT

The primany sthuctune of the neglon in the outen Layen
protein VP3, containing the fwo sites assoclated with trypsin
enhancement 0§ infectivity of rotavinus was found o be greatly

consenved £n culllivable human rotavirus serotypes 1

{(Wa),
2 (pS1],

and 3 (P) and in foun human notavinuses directly
punified fnom feces. Significant difjferences with this consenved
sequence were found in human notavinus serotype 4 (ST3), Llsofated
§nom an asymptomailic neonate, and in seven andmal aolav.iutses.

Howeven, the fwo thypsin cleavage sLies werne consenved in eveny

rotavinus VP3 sequence analyzed.

Rotavirus wvirions are composed of a genome made up

of 11 segments of double-stranded (ds) RNA (1) and a double
layered capsid. The outer layer of the simian rotavirus SAll
is made up of two proteins, VP3 and VP7 (2). VP3 is the product
of RNA segment 4 and is responsible for trypsin-enhanced

infectivity, hemagglutination activity and, like v?27, for
induction of neutralizing antibodies (3,4). The enhancement
of infectivity by trypsin, which is commonly observed among
rotaviruses, is due in SAll to the specific cleavage of vP3

at the two close arginines within the sequence

.+ -NTRNIVPVSIVSR*NIVYTR*AQPNQDIVVSKTS ... (5) . This cleavage

probably activates an early step of replication triggered by one or

both of the ends generated or by a conformational change in VP3.



Trypsin activation of myxo and paramyxoviruses
generates a highly conserved amino terminus and the infectivity
of these activated viruses can be blocked by oligopeptides
that mimic this seguence (6,7). A similar phenomenon may also
occur among rotaviruses. Knowledge of the degree of conservation
of the region cleaved by trypsin among rotaviruses of different
serotype and/or origin could help to elucidate the role of this
region in the infection process. In this work, we determined
the seqguence of this region of VP3 in rotaviruses which had been
isolated from different animal species and which belonged to

Adifferent subgroups and serotypes.

All cultivable rotaviruses were grown in MAl104 cells
as previously described (8). Both cultivated and noncul tivated
rotaviruses were purified and the viral cores were used in an
in vitro transcription reaction to produce viral mRNA's (9).
After phenol extraction and LiCl precipitation, the resultant
viral mRNA's were resuspended in water and stored at -20°C
until used.

To obtain the nucleotide sequence of the region
encoding the trypsin cleavage sites, the total wviral mRNA was
hybridized to a l18-mer synthetic primer, and the sequence was
determined by the dideoxy chain termination method using
AMV—-reverse transcriptase as described (10). The primer -was
manually synthetized by the solid-phase triester method (11)

with the segquence 5' TATATTGCATTTCTTTCC 3*', which is



complementary to the sequence in the mRNA of vP3 which starts
43 nucleotides downstream £rom the righthand arginine of the

cleavage site (5).

The deduced aminoacid seguence of the region containing
the trypsin cleavage sites in the outer layer protein (VP3)
of the 15 rotaviruses which were analyzed is shown in figure 1.
The four human rotaviruses directly purifijied from feces were
selected to represent the two commonly found subgroups
according to the RNA electrophoretic migration pattern (12) .
An identical amino acid seguence was found among viruses
belonging to the same subgroup: the;e was also a 100% homology
in the nucleotide seguence among these viruses. Comparison
of the aminoacid seqguence between different subgroups showed
Adifferences in three aminoacids: leucine instead of serine,
leucine instead of valine and lysine instead of arginine, the
two last differences being conservative changes. The nucleotide
sequence homology between noncultivated rotaviruses of subgroups

I and II was 88%.

The aminoacid sequence of thé human rotaviruseé
belonging to subgroup I directly purified from feces was identical
to that of the serotype 2 prototype strain DS1 which also
belongs to subgroup I. The sequence of subgroup IXI rotavirusesg
was very similar to that of the serotype 3 prototype strain P
and to that of serotype 1 prototype strain Wa, both of which

belong to the same subgroup. This was not the case with the other



cultivable rotavirus of subgroup II, strain ST3 with serotype 4,
which was isolated from the feces of an asymptomatic neonate (13).
The amincacid and nucleotide seguence of this strain differed

from prototype strains 1, 2, 3 and the noncultivated human
rotaviruses by about 30% and 33%, respectively. Differences

of the same order were observed between human rotavirus

serotypes 1, 2, and 3 and rotaviruses obtained from different

animal species.

The conservation found among human rotaviruses, with the
exception ©of strain ST3, was not found émong rotaviruses isolated
from the same animal species. For example, the two cultivable
porcine rotaviruses analyzed (Gottfried and YM) showed only 73%
homology . NCDV, a cultivable bovine rotavirus, differed by 50%
from the two bovine rotaviruses purified directly from feces.
SAll is a special case because the two strains compared were
recently recognized by the difference in the electrophoretic
migration of RNA segment 4 (l4), which codes for VvP3, in a
preparation originally obtained from the same vervet monkey.

An homology of only 58% in the amino acid seguence studied was
found between these two strains. Unexpectedly, the SAll
containing the faster migrating segment 4 was found to be 87%

homologous with the bovine rotavirus NCDV.



Although differences in amino acid sequence of up to

50% were found between some isolates, every rotavirus analyzed

showed not only conservation of the two trypsin cleavage sites

which have been demonstrated for rotavirus SAll (5), but also

significant conservation at the extremes of the seguenced region.
The two trypsin cleavage sites were arginines in all the

cases and occured in the same position in every isolate analyzed,

except for the two non cultivated bovine rotaviruses. The

nucleotide triplet coding for the arginines was alsc very

conserved as AGA or AaAG%a, xcept in strains ST3 and Gottfried

in which the arginine in the righthand trypsin site was coded by
CGU.

In all the human rotaviruses analyzed except for ST3,

there is an additional potential trypsin cleavage site next to

the righthand site. Interestingly, among the rotaviruses

analyzed this extra site was always lysine in subgroup II and
arginine in subgroup I; this additional site may improve the
activation by trypsin.

The serotype of the rotaviruses analyzed is also

indicated in Figure 1. The region analyzed did not seem to be

directly related to the serotype of the virus because, at times,
it was very differeﬁt bétween isolates of the same serotype
(i.e., P vs. SAll 4f or 4s) or similar between different
serotypes (i;e., DS1 vs. P; NCDV vs SAll 4f).



VP3 in SAll virions can also be cleaved by chymotrypsin,

rendering a polypeptide which has a molecular weight similar

to that of VPS5 but which does not enhance infectivity

(15; i
Espejo et al.,

unpublished observations}. It is likely that
chymotrypsin acts at the tyrosine located between the two
trypsin cleavage sites. This potential site was conserved in

NCDV and in all the human rotaviruses analyzed but was absent in

the porcine and in the Mexican bovine rotaviruses.

It was very interesting to find that sS7T3,

the strain
isolated from an asymptomatic neonate,

had a very different
sequence to that found in all the other human rotavirus strains.
This finding suggests that, at least in this case, the absence
of clinical illness might have been due to infection with
an atypical human rotavirus. However, one of the human
rotaviruses (CI) seguenced was also obtained from an asymptomatic
six-month old infant,

but at this age subclinical

infections may
be explained differently by several other factors

such as
previous rotavirus infections.

As reported by others, while doing primer extension
experiments, bands at a particular position in all four lanes

of - thesequencing gel ocasionally appeared (16), but they d4did. .
not change the codon meaning except for one amino acid in NCDV

for which the uncertainly could not be resolved (asterisk in Fig.

1.




These artifactual bands usually occurred at the same nucleotide
position among rotaviruses with similar sequence. These bands
may be the result of a decreased rate of transcription by the
‘AMV-reverse transcriptase in this region or be caused by a
possible heterogeneity of the mRNA employved, particularly when

the mRNA was synthesized from virus directly purified from

feces.

A possible relationship ketween the sequence of the
trypsin cleavage site and species specificity or pathogenicity
may be inferred £rom this results, but demonstration of such a
relationship reguires further studies of this region in

carefully chosen strains of rotavirus.




ROTAVIRUS STRAIN ~

"AMINO ACID SEQUENTCE )
T T
Hu Mex 85 I cI IQNTRNVVPSSVSSRISIQYRRIAQVNEDITISKTS
Hu Mex 85 I cIT ! '
Hu USA 76 I 2 DSA4 1 i
Hu Mex 85 IIL LI Y L L | L
Hu Mex 85 I LII L L K |
Hu USA 74 IT 3 P L } K
Hu USA 74 II 71 Wa LPL ' K | Y
Hu Eng 75 II 4 sST3 | VAL VT Q| 1
Po USA 83 Ir <4 Gottf. va PoTHa | \ BZ2Z2Z
Po Mex 82 M VAL A E VHT , vV
Si SAf 63 I 3 SA4A14s V LTA DVIHY I A \Y
Si SAf 63 I 3 SA11 49t I VIV NV T P Q W
Bo USA 69 I 6 NCDV S 1A G IV N T ;] P Q WV
Bo Mex 79 BI AS VA L EP EV A v
Bo Mex 79 BIT s VA | EP EV A w




FIGURE LEGEND

Figure 1.

Deduced amino acid seqguence of the trypsin cleavage

region in vrP3 from different strains of rotavirus.

Rotaviruses are designdted in the following

order: animal origin, country, and year of isolation;

subgroup (Roman numerals) ; serotype (Arabic numerals)

when known, an finally, common designation.
The one letter amino acid code was used.

Shaded areas represent regions not seguenced:;

(=)

- -amino acid not determined due to technical difficulties.

The vertical lines point out the positions of the

two conserved arginines which have been shown to be

cleaved by trypsin in SAY1A4Af .
Rotavirus strains Wa, bSl, P,

ST3 and Gottfried

were obtained from Y. Hoshino (National Institutes of

Health, Bethesda) . ST3 was the direct isolate, not
a reassortant. NCDV was obtained from R. S. Spendlove

(Utah State University, Salt Lake City). SAll4f is
an isolate which has been succesively passed in our

laboratory since originally obtained from H. H. Malherbe

Houston) in 1977. SAll4ds was
supplied by . K. Estes

(University of Texas,

(Baylor College of Medicine,
Houston) . The difference between these two SAall's

has been previously described (5,14). ¥YM is a



cultivable strain originally obtained in Mé&xico
from a diarrheic piglet. CIrI, LY, and LII were
obtained from feces of children with diarrhea.

CI was obtained from the stools of .an asymptomatic
six-month o0ld child. BI and BII were obtained from

feces of diarrheic calves.
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CapStule VvV

Consideraciones generales.



N ER N BENERALES : -

Como se mencioné en la introduccidén, VUP3 es el polipeéptido responsable del

incremento de infectividad casusado por tripsina en los rotavirus. En este

~abajo se presenta la caracterizacion de esta proteina en el rotavirus de

simio SAll, principalmente de la region que comprende el sitio de corte con

traipsaine.
FPara estudiar esta regsion se emplearon dos estrategias: Por un lado la

secuenciacidon de aminocacidos de los extremos amino terminsles de la proteina

UPZ y sus productos de rompimiento (UPS y VPB), mediante la técnica de secuen—

ciacion automaticea de Edman (55), Este estudio nos permitié conocer la

secuencia de aminocédcidos de los extremos amino generados por el corte con

tripsina y la posic:ion relativa de los productos del corte proteolitico UPS y

VP8, dentro de la proteina VUP3.

Por otro lado con la :ntencién de conocer la secuencia del extremo

cartboxilo resultante del corte con tripsina y daoo gque la secuenciaciédn de

proteinas en direccion COOH---> NH presentaba muchos problemas técnicos, entre

los cuales el principal era la cantidad de proteina gque se requeria, =e decidid

atacar aste problema a través de la secuenciacion del gene que codifica para

esta proteina y @ través de la secuencia nuclectidica obtenida, deducir la

secuencia de aminoacaicdos. Para este objet:vo, contabamos con clonas de cDNA con

porciones del gene 4, gue experimentos de traduccién in vitro y experimentos

genéticos sugerian como el gene que codificaba para VP33 (35,56,57). La secuen-

cia de nucleodotidos de este gene nos permiti1d conocer la secuencia de aminoaci—
dos (deduc:ida) de los exiremos carboxilo gernerados por el corte con tripsina,

ademas de que nos permitid corroborar la secuencia de aminodcidos del extremo

amino terminal recién generado cbtenido directamente de la proteina. Estos

datos también dieron lugar al a=ignemiento Génico inequivoco del gene 4. Por



otra parte, esta secuenciaciéon de nucledtidos nos D;rnx{xé conocer la secuencia’
de casi todo el gene 4 y deducir la secuencia de aminoacidos de aproximamada-—
mente 890%Z de la proteina VP3 del rotavirus SAll (Capitulo II).

Conociendo la secuencia de los extremos amino y carboxiloc generados por el
corte con tripsina y parsa tratar de determinar =i alguno de estos extremos o

ambos, tienen algun papel en la infectividgad viral, se sintetizaron quimica-

mente péptidos Qque mimetizan estos extremos. Se presentan algunos resultados

preliminares obtenidos con dos de estos peptiges (Capitulo IIID.
Como otro intentoc alternativo y/o complementaric para determinar el papel

de alguno de los extremos terminales generados por el corte proteoclitico sobre

la infectividad viral, & influenciados por los trabajos previos realizados con

los Mixo y Paramixovirus, en los gue se ha reportado que el extremo amino
terminal generado por el corte con tripsina esta altamente conservado,

inclusive entre miembros de diferentes familias, se compard la secuencia de

amincacidos de la regién alrededor del s:1tio de corte de rotavirus obtenidos

de distintos huéspedes, con distintos serctipos y adaptados o no al cultivo de

células (Capitulo IV).

lLa proteina UP3 en SAll es cortada por tripsina en dos argininas separa-—

dos por B amincacidos. Estas dos argininas se encuentran conservadas en todos

todos los rotavirus analizados. Sin embargo, a 11 aminoacidos tanto a la dere-—

cha como a la i1zquierda de estas dos argininas existen sitios susceptibles de

ser cortados por tripsina (gque también son muy conservados en los 14 rotavi-—

rus estudiados). En el caso del rotavirus de simio SAll (4f) con el Que se

ha realizado la mayor parte de este trabajo, se ha demostrado qQue estos otros

dos am:nocacidos no son preocesadcs por iripsina, a pesar de estar tan cercanos

al s1t30 de corte. Cabe mencionar ademds qQue existen residuos de arginina y

lisina a lo largo de icda la proteina VP3 y tambieén en la otra proteina de



capa externa VUP7 (cuya secuencia dec aminocacidos es conocida (S8)). Sin embargo,

cuando el Virus purificado es incubado con tripsina a concentraciones hasta de

100 ug/ml, los dnicos cortes proteoliticos detectados son los previamente men-—

cionados (21). Esta especificidad en la localizacién del corte de la tripsina
sugiere Que la regién que comprends los dos sitios de corte se encuentra espe—

cialmente expuesta en la estructura del polipéptido VUP3 de manera que es

eccensible a8 la protedlisis, mientras que el resto de las argininas y/o listinas

tanto de UP3 como de VUP7, Bse encuentran de alguna manera ocultas a la acciédn

de le.tripsina.

La accesibilidad de un sitio especi{ifico y la inaccesibilidad del resto

de los posibles sitios suceptibles a la accidén de la tripsina, se debe proba—
blemente a la estructura tridimensional de la proteina UP3 y a la conforma—

cion de UP3 y de UP7 dentro de la estructura del virion.

Para tratar de explicar la especial susceptibilidad de los dos sitios

antes mencionados, a ser cortados por tripsina, recurrimos al uso de algorit—

mos que permiten predecir el perfil de hidrofobicidad e hidrofilic:dad de una
proteina, a partair de su secuencia primaris. Para este propésito utilizamos
los programas descritos por Hopp y Woods (59) y por Kyte y Deoolittle (BO),

cuya diferencia principal estriba en los valores de hidrofobicidad—hidrofili-

cidad asignados a cada uno de los aminoacidos. En ambos casos el resultado

obtenido fué que el perfil de hidropatia de la regién susceptible a tripsina

no presenta ninguna particularidad especial con respecto al resto del poli—
péptido, que pudiese explicar su mayor susceptibilidad a la tripsina (datos no
mostrados).

Existen también algunos algoritmos que permiten predecir, en base a la
secuencia de aminodcidos de una proteina, la estructura secundaria mas probable
de esta (Chow and Fasman (B1),

Garnier (62)). La figura 7 muestra los re-—

sultados: obtenidos al aplicar el programa descrito por Garnier y col. (62)
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Figura 7.- Prediccion de

proteina VP3.

otra.

la estructura secundaria mas probable de la

Debnjo de secuencia de aminoé&cidos de UPJ se indican agquellas

regiones con una estructura secundaria 5.0 veces méas probable gque cualquier

Le regidn entre los dos sitios de corte se muestra subrayada.

Codigos estructurales:
H=
E=
A=
P=
T=
C=

Alfa helice
Beta strand
Antaiparallel beta strand

Parallel beta strand
Turn

Co1il

t.os resultados de esta prediccidn fueron obtenidos con una computadora
IBM, en el National Institute of Health.

Este programa utiliz

e los siguientes algoritmos:

‘l.a prediccidon de la estructura secundaria asta basada en el.-método des—
crito por Garnier y colaboradores (62).

El asignamiento de las estructuras beta como paralela o antiparalela es

segin Lifson y Sanders (63).



s la secuencia de aminocacidos de la proteina UP3. Este programa predice gque la

la mayor parte de la proteina UP3 se encuentra en una estructura de alfa hélice

(45%). Es interesante notar gque existen estructuras de alfa hélice a los lados

de la repion cortada por tripsina ¥y una posible estructura de B-plegamiento

Justamente en el sttio de corte lo que fac:i:ilitarian la exposicién de esta re-

gidén en la superficie de la molécula.

El! significado de esta prediccidn, auvunque

interesante no deja de ser puramente especulativa y requiere de ser demostirada

por otros metodos que actualmente son poco accesibles, como serian estudios
cristalograficos de esta proteina y de la estructura de ésta dentro del virion.

Sin embargo, e€s claro que la susceptibilidad de un sitio especifico dentro de

la capa externa de los rotavirus (que consta de dos polipéptidos) obedece a

restricciones conformacionales muy precisas dadas tanto por la proteina UP3
per—-se, como por el ensamblaje de éstas proteinas en la estructura del virién.

Los dos sitios susceptibles a tripsina encontrados en el rotavirus de si—

mio SAll se conserrvan en los otros 14 rotavirus analizados. Cabe preguntarse

LPor qué dos sitios suceptibles a tripsina?: LEs necesario que se corten
ambos?: LEs necesario eliminar los B residuos que existen entre ambos sitios?.
En la literatursa exi1ste el ejyemplo del! Fowl plague virus, un mixovirus, el
cual requiere para la activacion de la infectividad, de dos cortes con trip-—

sina, cuya funcién es la de eliminar un péptido “"conector® de 5§ aminoacidos,

cuya caracteristica es la de ser muy rico en aminodcidos basicos, para asi

exponer un extremo amino terminal hidrofdbico que es necesario para la pene-—

traction del virus a la célula.

En el caso de los rotavirus, la secuencia de aminoacidos entre los dos

sitios de corte no presenta ninguna particularidad en cuanto a las cargas de

esta region que pudiera sugerir algun mecanismo de este tipo. De hecho, al

analizar la secuencia de esta regidn obtenida en distintos rotavirus parece ser



una de las regiones mas variables. Otra posible explicacién‘e; Que sea -
neceserio que los dos extremos generados por ellcﬁrte_requieran eatcf
easpaciados una cierta distancia y esta region 1nte%n=die cumpla ?sta‘funcién.
De cualquier modo, @l papel bioldpico de éstos dos sitios auscéptibles a
tripsina vy ei pébel del péptido “"conector®™ quedan pbr ser elucidados. Los
estudios con péptidos sintéticos que mimetizan estans zonas proteficas quizéas

revelen algunas de las propiedades de esta regidn.

Recientemente se ha encontrado que la proteina UP3 es capaz de inducir

anticuerpos neutralizantes. En 1984, lkegami y colaboradores reportaron el

aislamiento y caracterizacidén de un anticuerpo monoclonal (originalmente

tnducido con el rotavirus de simio SAll) que es capaz de neutralizar ademas de

al propio rotavirus SAl1l, a8 un rotavirus bovino (NCDV) de serotipo distinto al

de SAll. Este anticuerpo reacciona con ambos productos del corte con tripsina

de UP3 es decir con UPS5 y UPB y es capaz de 1inhibir la accidn de la tripsina

sobre el virus (65), lo gque indica Que estd dirigido contra la zona del sitio

de corte o una region muy cercana a ésta.

Por otro ladeo Offit y colaboradores (66) han descrito gue, anticuerpos

monoclonales neutrali-cantes dirigidos contra UP3 son capaces de proteger

pasivamente de la diarrea a ratones neonatos a un reto con rotavirus. Estos

miamos investigadores han encontrado & través de estudios con virus

rearreglantes y con un sistema modelo in vivo, gue aparentemente el gene 4,

que codifica por UP3 es el gene responsable de la patogenicidad viral, ya que

este caracter segrega exclusivamente con el gene 4.

Estos datos tomados en conjunto, suglieren fuertemente gue la proteina UP3

Juega un papel importante en las primeras interacciones del rotavirus con su

célula huésped. Los estudios estructurales de esta proteina, junto con ensayos

bioldgicos ya seca con peptidos sintéticos, con anticuerpos anti-péptido, con



anticuerpos monoclonales o con rearreglantes virales, seguramMente nos llevaran
a conocer precissmente a que nivel participa este proteina durante el proceso
de la i1nfecci10on viral y Quizé nos sugleran medidas no convencionales tanto

preventivas como profilacticas pera el control de la diarrea por rotavirus,.
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