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Tesis para obtener el grado de Doctor en Ciencias Bioquimicas.

Titulo: Estudio sobre las asociones intermoleculares de la protefna NSP5 de los rotavirus.

Estudiante: Bidl. Miguel Angel Torres Vega

Resumen:

Los rotavirus, considerados como el principal agente de la diarrea en nifios y
animales jévenes, estdn formados por tres capas concéntricas de proteina, que envuelven
un genoma de 11 segmentos de RNA de doble cadena. El genoma codifica para seis
protefnas estructurales y seis proteinas no estructurales. Entre éstas dltimas estd la NSP5,
una fosfoproteina O-glicosilada que se encuentra en células infectadas como varias
isoformas con Mr de 26, 28 y 30-34 kDa. La NSP5 se localiza en los viroplasmas y estd
asociada con particulas subvirales que funcionan como intermediarios en la replicacién de
los rotavirus. En este trabajo se caracterizaron las actividades cataliticas v las asociaciones
intermoleculares de esta proteina. La proteina NSP5 nativa, asi como producida por
métodos recombinante, fueron aisladas por inmunoprecipitacién, y se demostrd que son
capaces de fosforilaron in vifro. Esta actividad también fosforilé casefna v fue inhibida
hasta un 80% por el compuesto H7 a una concentracién de 2 X 10 M. La fosforilacién in
vitro de NSP3 recombinante se aument6 draméticamente por extractos de células epiteliales
MA104. Por otra parte, se determiné que NSP5 forma multimeros ¢ interacciona con la
proteina no estructural NSP6, utilizando el sistema de los dos hibridos de levadura.
También se mapearon los dominios de NSP5 que estdn involucrados en estas asociaciones.
Para ¢llo, se construyeron mutantes de delecién de NSPS que se ensayaron en su habilidad
para interaccionar con la NSP5 y la NSP6 silvestres por medio del sistema de los dos
hibridos. El dominio de homomultimerizaci6n se localizé en los #iltimos 20 aminodcidos del

extremo carboxilo, que es una regién altamente conservada de la proteina, y por predicci6n

tiene una estructura de o-hélice. El dominio de interaccién con NSPG abarca los 35



aminodcidos carboxi-terminales de NSP3, por lo cual se¢ yuxtapone con ¢! dominio de
homomultimerizacién. La homo-oligomerizacién de NSP5 y la formacién de complejos con
NSP6 también se observé por medio de un ensayo de afinidad in vitro, y por
inmunoprecipitacion de los complejos de proteina utilizando un sistema de expresién

transitorio y ensamblados en células MA104. El empleo de una mutante de NSP5 que

carece de los dltimos 10 aminodcidos de la proteina (AC10), en los diferentes sistemas

utilizados, permitio: i) verificar los dominios de homo-oligomerizacion ¢ interaccion con
NSP6; ii) observar una correlacion entre la homo-oligomerizacién de NSP5 y su capacidad
de hiperfosforilacién (isoformas de 30-34 kDa) y de formacidén de estructuras similares a
viroplasmas. Se propone que NSP5 es una proteina cinasa que se autofosforila, siendo su
homo-oligomerizacién la que activa sus funciones en la replicacién de los rotavirus, con

NSP6 participando como uno de los reguladores.
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Tesis para obtener el grado de Doctor en Ciencias Bioquimicas.

Titulo: Estudio sobre las asociones intermoleculares de la proteina NSP5 de los rotavirus.

Estudiante: Bidl. Miguel Angel Torres Vega

Abstract:

Rotaviruses are the major aetiological agents of gastroenteritis in children and young
animals. These viruses are formed by three concentric layers of proteins that enclose a
genome of 11 segments of double-stranded (ds) RNA. The genome encodes six structural
and six non-structural proteins. NSP5 is a non-structural o-glycosylated phosphoprotein,
which exists as several isoforms with Mrs of 26, 28, 30-34 kDa. NSP35 localizes to
viroplasms and it is a component of subviral particles that are intermediates in rotavirus
replication. In this work a characterization of NSP5 catalytic activities and intermolecular
associations was carried out. Isolated native and recombinant NSP5 proteins were shown
to become phosphorylated in an in vitro assay. Casein was also phosphorylated by this
activity, which was 80% inhibited by the H7 compound (2 X 10* M). In vitro NSP5
phosphorylation was strongly enhanced by MA104 cells extracts. On the other hand, the
NSPS multimerization and its interaction with NSP6 were identified by using the yeast
two-hybrid system. To map the domains of NSP5 responsible for these associations,
deletion mutants of this protein were constructed and assayed for their ability to interact
with full-lenght NSP6 and NSP5 using the yeast two-hybrid assay. The

homomultimerization domain was mapped 1o the 20 C-terminal amino acids of the protein,
which is highly conserved and have a predicted o-helical structure. The interaction domain
with NSP6 was found to be present in the 35 C-terminal amino acids of NSPS3,

overlapping the multimerization domain of the protein. The NSP5 multimerization and its

interaction with NSP6 were confirmed using an in vitwo affinity assay and by

immunoprecipitation of the protein complexes transiently expressed in MA 104 cells. With a



deletion mutant lacking the 10 C-terminal amino acids (AC10) in the different systems

used, it was possible to: i) check the homomultimerization and the interaction NSP6
domains; ii) observe a correlation between the multimerization of NSP5 and their capacity
to form viroplasm-like structures and hyperphosphorylation isoforms (30-34 kDa). These
results suggest that NSPS has an autocatalytic kinase activity, that is activated by the

muitimerization of the protein, which is regulated by NSP§
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RESUMEN

Los rotavirus, considerados como el principal agente de la diarrea en nifios y
animales jovenes, estan formados por tres capas concéntricas de proteina, que envuelven
un genoma de 11 segmentos de RNA de doble cadena. El genoma codifica para seis
proteinas estructurales y seis proteinas no estructurales. Entre éstas ultimas esta la NSP5,
una fosfoproteina O-glicosilada que se encuentra en células infectadas como varias
isoformas con Mr de 26, 28 y 30-34 kDa. La NSP5 se localiza en los viroplasmas y estd
asociada con particulas subvirales que funcionan como intermediarios en la replicacién de
los rotavirus. En este trabajo se caracterizaron las actividades cataliticas y las asociaciones
intermoleculares de esta proteina. La proteina NSP5 nativa, asi como producida por
métodos recombinante, fueron aisladas por inmunoprecipitacion, y se demostrd que son
capaces de fosforilaron in vitro. Esta actividad también fosforilé caseina y fue inhibida
hasta un 80% por el compuesto H7 a una concentracién de 2 X 10 M. La fosforilacién in
vitro de NSP5 recombinante se aument6 dramaticamente por extractos de células epiteliales
MA104. Por otra parte, se determiné que NSP5 forma multimeros e interacciona con la
proteina no estructural NSP6, utilizando el sistema de los dos hibridos de levadura,
También se mapearon los dominios de NSP5 que estan involucrados en estas asociaciones.
Para ello, se construyeron mutantes de delecion de NSP5 que se ensayaron en su habilidad
para interaccionar con la NSP5 y la NSP6 silvestres por medio del sistema de los dos
hibridos. El dominio de homomultimerizacion se localizé en los ultimos 20 aminoacidos del

extremo carboxilo, que es una region altamente conservada de la proteina, y por prediccion

tiene una estructura de o-hélice. El dominio de imteraccion con NSP6 abarca los 35

aminoéacidos carboxi-terminales de NSP3, por lo cual se yuxtapone con el dominio de
homomultimerizacién. La homo-oligomerizacion de NSP5 y la formacion de complejos con
NSP6 también se observd por medio de un ensayo de afinidad in vitro, y por

inmunoprecipitacion de los complejos de proteina utilizando un sistema de expresién



transitorio y ensamblados en células MA104. El empleo de una mutante de NSP5 que

carece de los ultimos 10 aminoacidos de la proteina (AC10), en los diferentes sistemas

utilizados, permitio: i) verificar los dominios de homo-oligomerizacion e interaccion con
NSPé6; ii) observar una correlacion entre la homo-oligomerizacion de NSP5 y su capacidad
de hiperfosforilacion (isoformas de 30-34 kDa) y de formacién de estructuras similares a
viroplasmas. Se propone que NSPS5 es una proteina cinasa que se autofosforila, siendo su
homo-oligomerizacion la que activa sus funciones en la replicacion de los rotavirus, con

NSP6 participando como uno de los reguladores.
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ABSTRACT

Rotaviruses are the major aetiological agents of gastroenteritis in children and young
animals. These viruses are formed by three concentric layers of proteins that enclose a
genome of 11 segments of double-stranded (ds) RNA. The genome encodes six structural
and six non-structural proteins. NSP5 is a non-structural o-glycosylated phosphoprotein,
which exists as several isoforms with Mrs of 26, 28, 30-34 kDa. NSP5 localizes to
viroplasms and it is a component of subviral particles that are intermediates in rotavirus
replication. In this work a characterization of NSP5 catalytic activities and intermolecular
associations was carried out. Isolated native and recombinant NSP5 proteins were shown
to become phosphorylated in an in vitro assay. Casein was also phosphorylated by this
activity, which was 80% inhibited by the H7 compound (2 X 10* M). In vitro NSP5
phosphorylation was strongly enhanced by MA104 cells extracts. On the other hand, the
NSP5 multimerization and its interaction with NSP6 were identified by using the yeast
two-hybrid system. To map the domains of NSP5 responsible for these associations,
deletion mutants of this protein were constructed and assayed for their ability to interact
with full-lenght NSP6 and NSP5 wusing the yeast two-hybrid assay. The

homomultimerization domain was mapped to the 20 C-terminal amino acids of the protein,

which is highly conserved and have a predicted o-helical structure. The interaction domain

with NSP6 was found to be present in the 35 C-terrninal amino acids of NSPS,
overlapping the multimerization domain of the protein. The NSP5 multimerization and its
interaction with NSP6 were confirmed using an in vitro affinity assay and by

immunoprecipitation of the protein complexes transiently expressed in MA104 cells. With a
deletion mutant lacking the 10 C-terminal amino acids (AC10) in the different systems
used, it was possible to: i) check the homomultimerization and the interaction NSP6

domains; ii) observe a correlation between the multimerization of NSP35 and their capacity

to form viroplasm-like structures and hyperphosphorylation isoforms (30-34 kDa). These

(N



results suggest that NSP5 has an autocatalytic kinase activity, that is activated by the

multimerization of the protein, which 1s regulated by NSP6
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Los rotavirus como agenies de la diarrea.

Los rotavirus, miembros de la familia Reoviridae, son el principal agente etioldgico de la
diarrea en nifios y en animales jévenes. Se ha estimado que estos virus ocasionan un 40 % de las
dharreas severas en todo el mundo, lo cual repercute en 870 mil muertes anuales por deshidratacion
de nifios menores de cinco afios (aproximadamente 6% de las muertes totales). La mortalidad por
rotavirus se concentra en los paises en desarrollo (Fields, 1996; Kapikian y Chanock, 1996;
Jacobson, 1999).

Los rotavirus son transmitidos por la ruta fecal-oral. Estos virus exhiben tropismo por las
celulas epiteliales absortivas de las vellosidades del intestino delgado, en donde se replican y
producen cit6lisis. Esta destruccion parcial de las vellosidades disminuye significativamente la
retencién de fluido y desencadena la diarrea (Desselberger, 1998). Ademas, se ha determinado que
en la induccién de la diarrea por rotavirus esta involucrado el sistema nervioso presente en la pared
del intestino (sistema nervioso entérico). Durante la infeccidn los rotavirus promueven la activacion
de las celulas nerviosas entéricas, las cuales estimulan a las células epiteliales de las vellosidades a
incrementar su secrecion de Cl' y agua. Este mecanismo es responsable de aproximadamente el
60% de la diarrea (Lundgren ef al., 2000). La activacién de las células nerviosas entéricas puede
ser mediada por la inflamacién del intestino o por un componente de los rotavirus, tal como la
proteina NSP4, a la cual se le ha atribuido el papel de una enterotoxina (Ball e al., 1996). La
terapia de la diarrea se basa en el remplazo de} fluido perdido con una solucién oral de glucosa y sal
(Desselberger, 1998). Un avance significativo en el tratamiento de esta enfermedad sera la
utilizacion de drogas que inhiban la liberacion de neurotransmisores de las células nerviosas
entéricas y, como consecuencia, disminuyan la secrecién del fluido intestinal.

Para auxihar en la proteccién de la diarrea causada por los rotavirus se desarrolld una vacuna

(RotaShield) con componentes de los cuatro serotipos patogénicos predominantes en humanos

6



vacuna tetravalente). Cuando la vacuna se administré oralmente se alcanzé un 69-88% de
proteccion de la diarrea severa incluyendo deshidratacién (Kapikian v Chanock, 1996; Jacobson,
1999). Sin embargo, resultados preliminares sugieren una correlacion entre la administracion de la
vacuna y el desarrollo de intususcepcion (un tipo de obstruccién del intestino que ocurre cuando
éste se pliega sobre si mismo). Actualmente se han reportado 23 casos de intususcepcién en nifios

mmunizados con RotaShield (de un total de 1.5 millones de dosis). Por lo tanto, mientras se
realizan estudios adicionales sobre los efectos secundarios posibles de esta vacuna, se ha

suspendido su aplicacion (Abramson et al., 1999; Gay et al., 1999; Suzuki et al., 1999b).

Caracteristicas del virion y del genoma de los rotavirus.

Los rotavirus se distinguen por tener tres capas concéntricas de proteina con geometria
1cosahédrica, que envuelven un genoma de RNA de doble cadena (dsRNA) dividido en 11
segmentos (Prasad y Chiu, 1994; Prasad y Estes, 1997). El genoma codifica para doce proteinas:
seis estructurales y seis no-estructurales (Tabla 1). Las proteinas estructurales integran un virién de
100 nm de la siguiente manera (Figura 1): la cubierta externa, con simetria T = 13, estd formada
por 260 trimeros de la glicoproteina VP7, y por 60 dimeros de la hemaglutinina viral VP4; ésta
ultima se proyecta de la superficie del virus como espigas de 10-12 nm. La capa intermedia, con
simetria T = 13, es ensamblada por 260 trimeros de la proteina VP6; y la pared de la nucleocapside
0 “core”, con T = 1, esta constituida por 60 dimeros de la proteina VP2. La cubierta estd perforada
por canales que atraviesan en registro las tres capas concéntricas de proteina; se ¢ree que sirven
para la entrada de los metabolitos necesarios en la transcripcién, asi como para la salida de los

mRNAs recién sintetizados (Lawton et al., 1997).



Figura 1. Estructura de los rotavirus. La cubierta del virién se compone de tres capas concéntricas de
proteinas: VP4 y VP7 se ensamblan para formar la superficie externa (de color amarillo en A), VP6
constituye la capa intermedia (de color azul en A y B), y VP2 forma la pared de la nucleocapside (de
color gris en A, B y D). Ademas VP2 se invagina para dar origen a estructuras pentaméricas (D),
entre las cuales se forman hendiduras que albergan un genoma de RNA ordenado, que representa
hasta un 25% del! total (C). Dentro de la nucleocapside existen complejos de la polimerasa viral VP
v la guanililtransferasa VP3 (sefialados por una flecha en E), que se localizan enfrente de los
pentameros de VP2 (D) (Modificado dc Prasad er al., 1996; Prasad y Estes, 1997).
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La organizacién interna de la nucleocapside se determiné por medio del analisis de
particulas de doble capa (DLPs, viriones que carecen de VP4 y VP7) y particulas virales
recombinantes expresadas en baculovirus (VLPs), usando criomicroscopia electrénica
(Prasad ef al., 1996). Ademas de identificar a VP2 en un radio de 235 a 260 nm como una
cubierta lisa, se observé que esta proteina invade el interior de la nucleocapside en los ejes
con simetria de cinco del icosahedro, formando una estructura pentagonal (Figura 1D). En
la punta de los pentdgonos se localizan los complejos de las proteinas VP1 y VP3, con un
aspecto de flores (Figura 1E). El espacio lateral entre los pentagonos de VP2 estd ocupado
por el genoma, que se organiza como hebras paralelas formando una capa dodecahédrica
(Figura 1C).

Casi todos los segmentos del genoma de los rotavirus codifican para una proteina
con excepcidn del segmento 11, que lo hace para dos (Tabla 1). Los segmentos de dsRNA

se caracterizan por tener marcos de lectura abiertos (ORFs) flanqueados por secuencias no

codificadoras (UTRs, Figura 2). Las hebras positivas (5°—3’) de cada segmento de

dsRNA, al igual que los mRNA virales, exhiben una estructura de cap (m’GpppG™GPy)
en el extremo 5 y no estan poliadeniladas en el extremo 3” (Patton, 1995).

Los UTRs varian en longitud, siendo de 9 a 49 pb en el extremo 5°, yde 17 a 182 pb
en el extremo 3’ (Figura 2). No obstante en los UTRs se localizan secuencias que estan
conservadas en todos los segmentos de los genomas de los rotavirus. En los RNAs de los
rotavirus del grupo A la secuencia consenso en el UTR-5’ es 5° G-G-C-A/U-A/U-U-A/U-
A-A/U-A/U 3" y en el UTR-3" es 5° A/U-U-G/U-U/G-G/U-A/G-C-C 3°. Ademas, los
UTR-5" y 3’ completos de genes homologos de diferentes cepas estan muy conservados.
La funcion de los UTRs probablemente es la de unir proteinas que participan en el
empaquetamiento v en la sintesis de los RNAs, asi como en la traduccién de los mRNAs

{Desselberger y McCrae, 1994, Patton, 1995).
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Figura 2. Organizacion de jos segmenios de dsRNA de ios rotavirus. Cada uno de ios
segmentos del genoma estd formado por un marco de lectura abierto (ORF) ydos secuencias
no codificadoras {UTR). En ios UTRs se locaiizan secuencias que esidn conservadas en iodos
los segmentos de los rotavirus del grupo A; las secuencias consenso son indicadas (Tomado
de Patton, 1995).

Ciclo de replicacion.

Los rotavirus llevan a cabo su ciclo de replicacion en el citoplasma de las células que
infectan (Figura 3). Después de la unién del receptor, los rotavirus penetran a la célula y

pierden la capa externa, con lo cual se activa la transcripcién. Los RNAs de polaridad

positiva (5°—3") que son sintetizados cumplen dos funciones: como mRNAs en la

traduccion de las proteinas, y como templados para la sintesis de los RNAs negativos

(3'—5’) durante la replicacion del genoma. La seleccién, el empaquetamiento, v la

replicacion de los segmentos del genoma, asi como la morfogénesis del virién, se llevan a
cabo en unas estructuras electrodensas denominadas viroplasmas, que estan compuestas de
RNA y de proteinas virales. Una vez formadas, las DLPs abandonan el viroplasma y
adquieren la capa externa al gemar a través de la membrana del reticulo endoplasmico (RE)
modificada por proteinas virales. Durante el proceso de gemacion los virus son envueltos
por una membrana transitoria. Los viriones maduros son liberados de la célula por lisis

(Estes v Cohen, 1989; Mattion ¢f al., 1994; Estes, 1996).
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A) Las primeras etapas en la infeccion: adsorcion,

penetracion y desnudamiento.

El proceso de infeccion de los rotavirus inicia con el reconocimiento de un receptor
celular. Se ha identificado por medio de competencias entre rotavirus de diferentes
origenes que en la unidn del receptor existen dos interacciones: una inespecifica, mediada
por acido sidlico, y ofra especifica en la que podrian estar involucradas dos o mas
moléculas de la superficie celular (Estes y Cohen, 1989; Méndez et al., 1996; E. Méndez,

comunicacion personal). Las proteinas celulares que aparentemente participan en la
interaccion especifica son las integrinas o,f,, o,f3,, o, fB,, & B, asi como la proteina de

choque térmico hsc70 (Guerrero et afl., 2000a, b y c). Estas proteinas pueden estar
formando parte de un complejo en 1a membrana con el cual interacciona el virus.

La proteina viral involucrada en la unién con el receptor es VP4. Esta proteina tiene
la secuencia consenso de unidn a integrinas (DGE), v es considerada como la
hemaglutinina viral (Tabla 1). VP4 es procesada especificamente por tripsina para dar
origen a dos péptidos: VPS5 y VP8; la generacién de estos péptidos es esencial para que se
lleve a cabo la penetracion (Arias et al., 1996). Recientemente se ha identificado a VP5
como la proteina responsable de llevar a cabo la unién especifica con el receptor (Zarate et
al., 2000), aunque no existen datos directos de interaccién entre VP5 y alguna de las
proteinas celulares candidatas. La otra proteina de la cubierta externa, VP7, puede modular
la estructura de VP4 y en consecuencia, participa indirectamente en las primeras
interacciones del virus con la célula (Mendez et al., 1996).

Los rotavirus ingresan a la célula aparentemente por penetracion directa. Durante este
proceso el virus pierde la capa externa de proteinas, fendémeno que se denomina
desnudamiento. A partir de estudios in vitro se propuso que el bajo nivel de calcio
intracelular [Ca’' ] podria desestabilizar la cubierta externa del virién, lo que conduciria a su

desnudamiento {Cohen er al., 1979; Ludert ef al., 1987). Sin embargo, los resultados
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preliminares de la manipulacion de los niveles de [Ca™ ] en células MA104 infectadas con

rotavirus sugieren que esta hipdtesis probablemente no es correcta (Cuadras et al., 1997).

B) Expresion del genoma.

La transcripcion del genoma de los rotavirus es activada al removerse la cubierta
externa del virion. La sintesis de los mRNAS tiene lugar dentro de las DLPs, por medio de
la accion concertada de la transcriptasa viral VP1 y la guanililtransferasa VP3. La
traslocacién de los mRNAs se efectia a través de los canales de tipo I, que estan
localizados en los ejes con simetria de 5 del icosahedro (Estes, 1996; Lawton et al., 1997).
Aunque aparentemente no presenta ninguna actividad enzimaética, la proteina de la cubierta
intermedia VP6 es esencial para que se lleve a cabo la sintesis de los mRNAs (Sandino et
al., 1986).

Se ha propuesto que el desnudamiento del virién es necesario en la activacion de la
transcripcién debido a que VP7 puede obstruir la salida de los mRNAs a través de los
canales de tipo I. La comparacion de las estructuras tridimensionales definidas por
criomicroscopia electronica entre DLPs y particulas virales completas (TLPs), a una
resolucién de 21 A, permitié determinar que VP7 se organiza de tal manera que reduce la
apertura del poro tipo I a aproximadamente un 50% de la que exhibe en la envoltura de
VP6. Lawton y colaboradores (1999) también resolvieron la estructura de DLPs unidas por
fragmentos Fab del anticuerpo monoclonal (mab) 2A11/E9, cuyo epitope esta sobre la
superficie exterior de VP6. Estos complejos son transcripcionalmente inactivos y su
estructura muestra una disminucién en la apertura del poro tipo I, similar a la que ocurre en
las TLPs. De estos complejos DLP-mADb y de las TLPs se han aislado mRNAs, que en su
gran mayoria son pequefios (hasta de 7 bases). Estos resultados sugieren que en los

virioncs completos no existe una inhibicién del inicio de la transcripcidn, y que la capa



externa constituye una barrera para la salida de los mRNAs de la nucleocépside. En los
rotavirus la transcripcion parece estar acoplada a la translocacion de los mRNAs, de tal
modo que si se impide la salida de los mRNAs de la nuceocapside (por ejemplo, por VP7),
la elongacion de los transcritos se detiene. El desnudamiento de los viriones para formar las

DLPs reactivaria la transcripcion a nivel de elongacion.

C) Traduccion de los mRNAs virales.

La traduccion de los mRNAs de los rotavirus se lleva a cabo en los polisomas libres
y unidos al RE. Un aspecto particular de la infeccidn por rotavirus consiste en que a medida
que se traducen los mRNAs virales ocurre una inhibicién de la sintesis de las proteinas
celulares. Este fendmeno es conocido como “shut off” (Estes y Cohen, 1989).

Los mRNAs de los rotavirus se caracterizan por tener una estructura de “cap” en el
extremo 5° y no estar poliadenilados en el extremo 3’ (Patton, 1995). Estos mRNAs
adquieren el “cap” a través de la actividad de guanililtransferasa de la proteina viral VP3
(Tabla 1). Esta proteina une covalente y reversiblemente GTP, usando como cofactor al
Mn?* (Liu et al., 1992; Patton y Chen, 1999).

Otra caracteristica de los mRNAs de los rotavirus es que pueden unir a la proteina
no- estructural NSP3 (Tabla 1, Poncet ef al., 1993, 1994). En los mRNAs de los rotavirus
del grupo A, NSP3 reconoce estrictamente la secuencia GACC de la region conservada del
UTR-3’ (Poncet et al., 1994). Utilizando el sistema de los dos hibridos se determiné que
NSP3, por otra parte, interacciona especificamente con el factor de inicio de la traduccion
4Gl (elF4GI), y de este modo favorece la traduccion de los mRNAs virales. elF4GI junto
con elF4A y elF4E constituyen el factor elF4F, que es esencial en la sintesis de las
proteinas celulares. Durante este proceso el factor elF4GI (en el complejo elF4F) se asocia

con la proteina e union ala cola poly(A) {(PABP), con lo cual se promueve a traduccion
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Figura 4. NSP3 promueve a siniesis de las proieinas de jos rolavirus y el “shuioll™ de ias
proteinas celulares. NSP3 desplaza a PABP de su unidn con eIF4F (complejo de elFAE, elF4A
y efF4Gi), ya sea porque compiie con PABP por el sitto de unidn a elF4Gl (A), o porque ai
interaccionar con elFAG! produce un cambio conformacional en este factor que libera a
PABP (B). Este mecanismo disminuye fa sintesis de tas proteinas celuiares ("shul o). En
cambio, NSP3 unido a elF4F puede asociarse a los mRNas virales por su extremo 3,
favoreciendo su traduccién. Note que el mRNA viral se unc a ¢cIFAF por sus dos extremos,

formando un “loop” (Tomado de Piron et al.. 1998).



de los mRNAs eucaridticos (Jacobson, 1996). Sin embargo, NSP3 al unirse a e]F4GI
puede desplazar selectivamente a PABP de eIF4F in vivo, con lo cual interfiere en la
traduccion de los mRNAs celulares, dando origen al “shut off”. Alternativamente, NSP3
por medio de su union simultinea con el factor elF4F vy con el extremo 3’ de los mRNAs

virales, puede promover la sintesis de las proteinas de los rotavirus (Figura 4; Pirdn ef al.,
1998).

Por consiguiente, el modelo que se propone para el inicio de la traduccidon de los
mRNAs de los rotavirus es el denominado de “loop” cerrado. En este modelo se establece
que los extremos 5° y 3’ de los mRNAS estarian unidos a eIF4F por medio de la asociacion
de su cap a eIF4E, y de su secuencia GACC en el UTR-3" al complejo NSP3-elF4GI,
mientras que la porcion restante de la molécula de mRNA. formaria una ojiva (Jacobson,

1996; Piron et al., 1998, 1999).

D) Replicacion del genoma y morfogénesis del virion.

La replicacion del genoma de los rotavirus es conservativa: las hebras de RNA de

polaridad positiva (5°~3") se producen a partir de la transcripcion de los segmentos del
RNA genémico en las DLPs. Posteriormente, esta hebras son utilizadas como el templado

para la generacion de los RNAs negativos (3°—57), que se mantienen unidos al RNA

positivo (5’—3’) constituyendo asi los dsRNAs de la progenie (Patton, 1995; Estes,
1996).
Se ha propuesto que la sintesis de los RNAs negativos (3’—5°) se lleva a cabo de

manera coordinada con la seleccidon y el empaquetamiento de los templados de mRNA, en
particulas subvirales formadas de novo. Este modelo se basa en tres observaciones: i.) no

se han identificado dsRNAs libres en las células infectadas; ii.) en nucleocapsides aisladas,
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que presentan RNAs asociados, los mRNAs fueron susceptibles a la degradacién con
RNAsas exogenas; 1ii.) en ensayos de replicasa in vitro las nucleocépsides experimentan
una continua disminucion de tamafio una vez que el dsRNA inicia su sintesis. Estos
resultados sugieren que los RNAs templado estén originalmente asociados a las particulas
subvirales por la parte externa, y subsecuentemente son introducidos a la nucleocapside,
proceso durante el cual probablemente se lleva a cabo la replicacién (Patton y Gallegos,
1988, 1990).

Se han identificado tres clases de particulas subvirales con actividad de replicasa, que
en conjunto se han denominado intermediarios de replicacion (RIs). Los diferentes Rls,
que fueron aislados a partir de lisados de células infectadas usando electroforesis no
desnaturalizante en geles de agarosa, son los siguientes: el “precore” RI, con un diametro
de 45 nm, compuesto principalmente por las proteinas VP1, VP3, NSP1 y NSP3; el “core”
RI, de 60 nm de diametro, en donde las protcinas mas abundantes son VP1, VP2, VP3,
NSP2 y NSP35; y el VP6 RI, de 75 nm de didmetro, que estd enriquecido con las proteinas
VP1, VP2, VP3 y VP6. Debido a que los componentes principales de los RIs colocalizan
en el viroplasma, se cree que es en esta estructura donde se efectia la replicacion (Gallegos
v Patton, 1989; Patton, 1995).

Un hallazgo que refuerza la idea de que la replicacion del genoma de los rotavirus in
vivo se lleva a cabo a través de los Ris, fue el aislamiento de un tipo de particula subviral
con actividad de replicasa (que pudiera relacionarse con el VP6 RI) por medio de la
inmunoprecipitacion de lisados de células infectadas con rotavirus usando un anticuerpo
monoclonal anti-NSP2. Esta particula subviral estuvo compuesta por las proteinas VP1,
VP2, VP6 y NSP2 (Aponte et al., 1996).

A través de experimentos de pulso y caza de los Rls, se determind que aparentemente
la replicacién del genoma se lleva a cabo simultdneamente con la morfogénesis del viridn
(Gallegos y Patton, 1989). En este sentido, se propuso como el centro de nucleacién de los

Rls al complejo de las proteinas NSP1 y NSP3 unidas a los extremos 5° y 3° de los
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mRNAs, respectivamente. La funcién de NSP1, una proteina con dedos de zinc, podria

consistir en comprometer los RNAs positivos (5°—3") hacia la via de replicacion (en

contraste con la de traduccion), v en unién con NSP3, y de acuerdo con su anclaje al
citoesqueleto, llevar a cabo el transporte de estos RNAs hacia el viroplasma (Hua er al.,
1994; Hua y Patton, 1994; Patton, 1995). La incorporacién de VP1 y VP3 a este complejo
primario de RNA-proteina resultaria en el “precore” RI, que mediante la adicién de VP2,
NSP2 y NSP5 junto con la pérdida de NSP1 y NSP3, derivaria en el “core” RI; el “core”
RI a través de la inclusion de VP6 y la eliminacion de las proteinas no-estructurales, se
transformaria en el VP6 RI (Gallegos y Patton, 1989, Patton, 1995).

En las particulas de replicasa caracterizadas por los grupos de Patton y Cohen esté
presente la proteina no-estructural NSP2 (Tabla 1). Esta proteina multimeriza y une
preferentemente ssRNA, interacciona con VP1 y NSP3, y tiene una actividad de nucleésido
trifosfatasa (NTPasa) a través de la cual se autofosforila irn vitro e in vivo (Kattoura ef al.,
1992, 1994; Taraporewala et al., 1999). Cuando un virus con una mutacién termosensible
en el gene de NSP2 (#E) fue cultivado a la temperatura no permisiva, formd pocos
viroplasmas y produjo particulas subvirales vacias y sin actividad de replicasa (Ramig y
Petrie, 1984; Chen ef al, 1990). Ademas, NSP2 puede formar estructuras similares a
viroplasmas en un sistema transitorio cuando es coexpresada con NSP5 (Fabbrett1 et al.,
1999). Estas caracteristicas han permitido suponer que NSP2 tiene un papel esencial en la
replicacion del RNA. Se ha propuesto que NSP2, por medio de su actividad de NTPasa,
podria obtener la energia necesaria para funcionar como un motor molecular, facilitando el

empaquetamiento de los RNAs templado en las particulas subvirales, que entonces llevarian

a cabo Ja polimerizacién de la hebra negativa (3°—5°; Taraporewala et al., 1999).

Otra caracteristica en comun de los Rls aislados es que solamente pueden completar

hebras de RNA negativas endogenas (3’—»5°, que vienen asociadas a los Rls), pero no

inician la replicacion de mRNAs afiadidos exdgenamente. Un sistema que si replica
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mRNAs exogenos ir vitro, establecido por Chen et al (1994), se denomind de
“nucleocapsides abiertas”. Este sistema consiste en la obtencion de nucleocdpsides de
células infectadas con rotavirus o a través de la expresion y el ensamblaje in vivo de los
componentes de la nucleocapside (VP1, VP2 y VP3) en células de insecto infectadas con
baculovirus recombinantes. Las nucleocapsides son inducidos a ‘abrirse’ cuando son

puestas a dializar en un amortiguador de baja fuerza idnica. Las “nucleocédpsides abiertas”
inician y completan la sintesis de RNAs negativos (3’—35’), utilizando como templado

mRNAs de rotavirus nativos o transcritos in vitro, siempre que conserven los extremos 5
y 3” bona fide. Utilizando este sistema se identificé una sefial en cis, en los 26 nucledtidos
{(nt) 3’-terminales de los mRNAs, que es esencial en la replicacién. Una conclusién
significativa de este trabajo es que no es necesario el empaquetamiento en grupo de los 11
mRNAs para que se lleve a cabo la actividad de replicasa in vitro. También es interesante
que la actividad de replicasa en las “nucleocapsides abiertas” recombinantes fue
independiente de proteinas no-estructurales, que normalmente acompafian a los Rls
aislados de células infectadas con rotavirus. Sin embargo, estas “nucleocapsides abiertas™
no sintetizaron los diferentes segmentos de dsRNA en forma equimolar, lo que si ocurre
con los Rls, por lo que las proteinas no-estructurales podrian intervenir en esta actividad.
Las sefiales en cis que regulan la replicacién del genoma de los rotavirus se mapearon
con detalle usando mutantes de delecion de mRNAs de rotavirus, y quimeras entre
secuencias de los segmentos virales con secuencias irrelevantes, siendo examinadas por
medio de “nucleocépsides abiertas”. Se identificaron tres sefiales importantes: un promotor
minimo, constituido por los lltimos siete nucledtidos del UTR-3", cuya secuencia es 5°-
UGUGACC-3"; y dos secuencias gue estimulan la replicacién (enhancer), una en los
primeros 28 nucledtidos del UTR-5" y otra en una regidén de 27 nuclettidos inmediatamente
rio arriba del promotor minimo (Wentz ef al., 1996). El promotor minimo vy el enhancer en
¢l UTR-5’ se localizan entre las secuencias conservadas en todos los segmentos de mRNA

de los rotavirus del grupo A.



VP1 es la proteina que se une especificamente al extremo 3’ de los mRNAs,
presumiblemente al promotor minimo (Patton, 1996). En VP1 se han identificado regiones

con homologia a las secuencias consenso de algunas RNA polimerasas virales dependientes

de RNA, y esta proteina puede entrecruzar al andlogo de nucledtidos [ot -**Plazido-ATP,

por lo que se ha considerado como la RNA polimerasa viral (Cohen et al, 1989;

Valenzuela ef al., 1991). La actividad de replicasa es dependiente de VP1, sin embargo,

esta proteina sola no sintetiza RNAs negativos (3°—5°). Para la replicacion del RNA es

necesaria la proteina VP2, pero no VP3, la otra proteina de la nucleocipside (Patton, 1996;
Patton, ef al., 1997). Se ha estimado que la relaciéon de VP1 a VP2 con mayor actividad de
replicasa in vitro es de 1:11, que es muy parecida a la tasa de estas proteinas en el viridén
(1:10). VP2 no es necesaria como iniciador (“primer”) de la replicacién; la funcién de VP2
en este proceso aparentemente radica en su habilidad para unir mRNAs, va que una mutante
de VP2 en la que se eliminaron los 26 aa del dominio de interaccién con RNA no pudo
apoyar la replicacion en las “nucleocépsides abiertas” (Labbe et al., 1994; Mattion et al.,
1992; Patton et al., 1997).

La interaccion especifica de VP1 al extremo 3’ de los mRNAs no es suficiente para

que se lleve a cabo la sintesis de la hebra de RNA negativa (3°—5’). A partir de la

localizacion de las sefiales que actilan en cis para promover la replicacion, y de la prediccion
de la estructura secundaria de los mRNA de los rotavirus, se ha propuesto que las regiones
complementarias dentro de las secuencias conservadas en los extremos 5’ y 3’ del RNA
deben de asociarse para formar una estructura de tipo “panhandle”, que funciona como el
promotor basico en la replicacion del mRNA (Chen y Patton, 1998). Las caracteristicas
mas relevantes de esta estructura son las siguientes (Figura 5): a) los 12 nucledtidos (nt) 3’-
terminales, que incluyen al promotor minimo, no forman un diplex; b) la regién no

traducida (UTR) en el extremo 5°, donde se localiza uno de los “enhancers™, se pliega para
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Figara 5. Bstructira secundaria dei promotor bdsico en ia replicacién de ios mMRNAS Ge ios
rotavirus. El mRNA del gene 8 del rotavirus SA 11 se pliega de tal modo que los extremos 5’
¥ 37 seunen para formar una estruciuia de “paniiandie”, Noie que jos 12 nt 3'-iterminaies
estdn como cadena sencilla; esto es esencial para que se ileve a cabo ia replicacion del mRNA.
La regi6n en cis que actian como el promotos minimo se indica en azul (Tomado de Chen y

Pailon, 1998).

dar origen a una estructura del tipo tallo-asa (stem-loop); ¢} el coddn de inicio no esta
en diplex y se localiza inmediatamente rio abajo de la estructura tallo-asa en el extremo 5°;
y d) una regién de 31 nt rio abajo del coddn de inicio y otra de 30 nt rio arriba de la regién
de cadena sencilla (12 nt 3’-terminales) interaccionan para formar el “panhandle”
(agarradera), en donde se yuxtaponen los extremos 5’ y 3’ del mRNA. Se ha determinado
que el aspecto mas sobresaliente de la estructura de “panhandle”™, que resuita esencial para
la replicacion, es la extension en cadena sencilla de los 12 nt 3’-terminales, ya que cuando

esta regién sc tnduce a formar un duplex a través de mutaciones en el gene o por

t
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complementaridad con oligos, se reduce la sintesis de la hebra negativa (3’5"} en el

sistema de “nucleocapsides abiertas” (Chen y Patton, 1998). Interesantemente, ¢l bloqueo
en la replicacion de los mRNAs mutantes en que los 12 mucle6tidos 3’-terminales forman
un duplex no estd en su incapacidad de unir eficientemente VP1. Ademas de las secuencias
en cis de los UTRs, que estimulan la replicacién a través de la unién de factores tales como
VP1, se ha establecido que existen secuencias internas que promueven el plegamiento del
RNA para que los extremos 5 v 3* se yuxtapongan adecuadamente formando la estructura
de “panhandle”. Se ha propuesto que los complejos de VP1-VP2-VP3 podrian catalizar la
formacion del “panhandle”, a través de su interaccion con los extremos 5° y 3” del mRNA,

promoviendo su acercamiento {Chen y Patton, 1998).

E) Formacion del virion maduro y liberacion de la
célula.

Una vez formadas, las particulas VP6 RI (DLPs) abandonan los viroplasmas y
adquieren la cubierta externa de proteinas atravesando la membrana del RE. Las
glicoproteinas virales VP7 y NSP4 se encuentran como proteinas integrales en esta
membrana, y adosada en la cara externa esta la proteina VP4 (Chan ez al., 1988; Ericson et
al., 1983; Kabcenell y Atkinson, 1985; Gonzilez et al., 2000). NSP4 es una proteina
transmembranal que presenta dominios de unién para VP6 y VP4 y funciona como el
receptor de las DLPs (Tabla 1; Au et al., 1989; Au et al., 1993) Durante la gemacion de las
DLPs a través de la membrana del RE, las particulas virales adquieren una membrana
transitoria, que posteriormente es removida en el interior del RE por un mecanismo
desconocido. Los viriones maduros salen de la célula cuando ésta se rompe;

adicionalmente, se ha reportado que en células polarizadas en cultivo los viriones pueden



ser exocitados a través de la superficie apical (Estes v Cohen, 1989; Svensson et al.,

1991).

Los productos del gene 11.

El Ynico segmento de los rotavirus con ORFs para dos proteinas diferentes es el 11
{Tabla 1). Este segmento tiene 664 pb en el rotavirus YM (Figura 6). La proteina NSP5
esta codificada por un ORF que inicia en el nt 22 y se extiende hasta el nt 612. En un ORF
alternativo (+1), situado entre los nts 80 y 355, esta codificada la secuencia para la proteina
NSP6. Las dos proteinas se expresan in vivo y se localizan en los viroplasmas (Lopez y
Arias, 1993; Mattion et al., 1991; Welch et al., 1989).

NSPS es una proteina de 197-200 aminoécidos (aa), v aunque el peso molecular
(Mr) predicho es de 22 kDa, es traducida in vifro con un Mr de 25 kDa, v en células
infectadas con rotavirus exhibe varias isoformas con Mrs de 26, 28 v 30-34 kDa. NSP5 es
modificada por la adicion de monosacaridos de N-acetilglucosamina unidos a través de
enlaces de tipo O, v por fosforilacion en residuos de Ser y Thr, los cuales representan un
25% del contenmido total de aa. Aln no se ha identificado cudl es el papel de estas
modificaciones en la funcion de NSPS5, pero se sabe que las diferentes isoformas de esta
proteina se originan por el nivel de fosforilacion (Afrikanova et al., 1996; Blackhall et al.,
1997; Gonzélez y Burrone, 1991; Poncet et al., 1997). En los rotavirus del grupo A NSP5
s una proteina muy conservada, con homologias que oscilan entre 83-98%. Dentro de las
caracteristicas generales de la secuencia de NSP5 sobresalen la presencia de una regién
variable entre los aminoacidos 112 y 132, una regioén acida (aa 152-171), dos regiones
basicas (aa 134-150 y 171-180) y dos cisteinas que son absolutamete conservadas, en las

posiciones 170 y 173 (Figura 6; Lopez y Arias, 1993; Mattion et al., 1994).
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Figura 6. L.a proieinas no-esiruciuraies NSPS y NSP6 son codificadas por ei gene 1i. Los
ORFs de estas dos proteinas se encuentran desfasados en +1; son mostrados de acuerdo a st
iocalizacién en el gene ii. Las principaies caracieristicas de ia proteina NSP5 son: ATP, sitio
de unién a ATP potencial; v, regién variable; b, region basica; a, region Acida; cinasa, dominio
con homologifa a las fosfageno cinasas.

Se ha propuesto que NSP5 es una proteina cinasa que se autofosforila, v tiene un
sif1o aparente de unién a ATP y un dominio relacionado con las fosfageno cinasas (Figura
6; Welch ef al., 1989; Mattion et al., 1994; Afrikanova ef al., 1996; Blackhall ef al., 1997;
Poncet e al., 1997). También se han identificado sitios consenso de fosforilacion
potenciales para proteina cinasa C y caseina cinasa 11 (Blackbhall ef al., 1997).

Utilizando el sistema de los dos hibridos de levadura y por coinmunoprecipitacion de
complejos de proteina entrecruzados in vivo, se determind que NSP5 interacciona con
NSP2, v posiblemente con VP1 (Poncet ef al., 1997; Afrikanova et al., 1998). La regién
de mteraccion con NSP2 aparentemente esta localizada en los primeros 38 aa del extremo
amino de NSP5. NSP2 aumenta el nivel de hiperfosforilacion (formas con Mr de 30-34

kDa) de NSP5 in vifro e in vivo; el complejo NSP5/NSP2 puede formar estructuras
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similares a viroplasmas (pseudo-viroplasmas) en un sistema de expresién transitorio
(Afrikanova et al., 1998; Fabbretti et al., 1999).

NSP6 es una proteina de 92 aa, con una Mrde 11 kDa (Figura 6). La proteina se ha
identificado en células infectadas por rotavirus SA11, OSU y NCDV, y adicionalmente los
genes 11 secuenciados de 25 cepas de rotavirus del grupo A presentan un ORF potencial
para la expresion de NSP6 (con la excepcion de Mc323 y Alabama). El rango de identidad

de estas proteinas es de 82-99%. Los genes 11 de los rotavirus de los grupos B y C no

exhiben este ORF (Chen et al., 1990; Mattion et al., 1991; Petric ef al., 1991; Bremont et

al., 1993; Lopez y Arias, 1993; Jiang et al., 1993).



PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA



Se desconoce la funcién de los productos del gene 11 en la replicacion de los rotavirus.
Debido a que NSP5 y NSP6 se localizan en €l viroplasma, y a que NSP5 se ha identificado como
un componente de los RIs, se cree que su actividad estd relacionada con la seleccion y el
empaquetamiento de los RNAs positivos, o en la replicacién del genoma. A NSPS también se le ha
atribuido un papel estructural en el ensamblaje de los viroplasmas. De las propiedades identificadas
en los productos del gene 11 destacan la fosforilacién y la aparente actividad de cinasa de NSP5,
que estan poco documentadas. No hay una descripcién completa de como NSPS5, NSP6 y otras
proteinas del viroplasma se relacionan entre si a través de interacciones proteina-proteina
especificas. Resulta significativo que la mayor parte de las proteinas del rotavirus tengan que estar
como oligdmeros para llevar a cabo sus actividades (Tabla 1), por lo que es de interés conocer si
éste es también el caso para los productos del gene 11. La determinacion de las asociaciones
especificas entre proteinas, y el mapeo de los aminoacidos involucrados en el establecimiento de
éstos complejos, puede conducir a la obtencién de informaci6n relevante sobre la regulacion de las

propiedades de NSP5 y NSP6.



HIPOTESIS
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Las evidencias experimentales sugieren que la proteina NSP5 de los rotavirus depende de su
fosforilacion y de sus asociaciones intermoleculares para llevar a cabo sus actividades en el ciclo de
replicacién de los rotavirus. Con base en estos antecedentes, las hipdtesis de trabajo son las

siguientes:

I La fosforilacion de NSP5 se debe principalmente a una actividad de cinasa intrinseca de la
proteina. A través de esta propiedad un mondémero de NSP5 podria incorporar fosfatos
sobre si mismo, lo que conduciria a la formacién de las isoformas de 26 y 28 kDa.

1I.  Mediante su homomultimerizacion NSP5 podria fosforilar en trans. La incorporacion de
fosfatos sobre moléculas de NSP5 vecinas produciria las isoformas hiperfosforiladas.

III.  La fosforilacion de NSP5 podria ser regulada por su interaccién con otras proteinas en el

viroplasma, tales como NSP6.
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OBJETIVOS



Objetivo general:

Determinar como se lleva a cabo la fosforilacion y cudles son las asociaciones

intermoleculares de la proteina NSP5 de los rotavirus.

Objetivos especificos:

1. Determinar si NSP5 tiene una actividad de cinasa intrinseca.

2. Evaluar la participacion de cinasas celulares en la fosforilacion de NSPS.

2

Identificar si NSP5 puede formar multimeros.

4. Determinar si la fosforilacion de NSP35 y la formacion de viroplasmas dependen de Ila
multimerizacion de NSPS5.
5. Identificar si NSP5 establece interacciones especificas con NSP6.
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METODOS



La mayor parte de los métodos utilizados en este trabajo estan descritos en la seccidén
Methods del articulo anexo. Aqui se detallan otros métodos que se emplearon para obtener

los resultados que no estan incluidos en el articulo.

Fosforilacion de proteinas in vive e in vitro. Células MA104 infectadas con
el rotavirus YM se lisaron a diferentes tiempos postinfeccion en un amortiguador que

contenia 150 mM de NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 20

pug/ml PMSF, 2 pg/ml aprotinina, 2 pig/ml leupeptina. Los lisados se trataron con un suero

monoespecifico anti-NSP5 de conejo (Gonzédlez et al, 1998) para obtener

inmunoprecipitados de NSP5. Las proteinas se mantuvieron unidas a las esferas de

proteina A-Sepharosa (fase solida) y se incubaron durante 30 min en 20 pl de un
amortiguador de cinasa (Tris-Cl 50 mM, pH 7.5, MgCl, 5 mM) suplementado con 10 puCi

de y-*P-ATP. Cuando se emplearon inhibidores de cinasas (Tabla 2) éstos se preincubaron

con la proteina NSP5 unida a la fase sélida durante 15 min en hielo, y luego se
mantuvieron durante todo €l ensayo de fosforilacion in vitro (Karaszkiewics y Henrich,

1997). Para obtener NSP5 fosforilada in vivo a a cultivos de células MA 104 infectadas con

rotavirus se afiadieron 200 puCi/ml de **P, (8500-9120 Ci/mmol, NEN), a partir del inicio

de la infeccion y hasta que las células se lisaron en el amortiguador descrito arriba; después
se siguid el protocolo de inmunoprecipitacién convencional. Las proteinas NSP5

recombinantes se purificaron por afinidad y se mantuvieron unidas a la resina en los
ensayos de cinasa in vifro. La incorporacion de P en NSP3 se determiné por SDS-PAGE

y autoradiografia.
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Inmunofluorescencia. Células MA104 se cultivaron sobre cubreobjetos de
vidrio a aproximadamente un 80% de confluencia y se infectaron con el rotavirus YM a 1
f.fu./célula, o con el virus de vaccinia vIF7-3 a una m.o.i. de 10 p.fu./célula para
expresar transitoriamente proteinas, como es descrito en el articulo anexo. Las células
infectadas con rotavirus o con vaccinia, a 6 y 24 horas postinfeccion, respectivamente, se
fijaron con para-formaldehido/PBS al 2% durante 20 min, y se permeabilizaron con un
amortiguador de bloqueo-Tritén (NH,CIY/PBS 50 mM, BSA 1%, Tritén X-100 al 0.5%)
durante 15 min. Después se incubaron con los anticuerpos especificos (monoclonal anti-
NSP2 de ratén, 952 , 1:750; suvero anti-NSP5 de conejo, C6, 1:250) diluidos en
amortiguador de bloqueo-Triton durante 1 hr. Al término de este periodo se agregaron los
anticuerpos anti-ratdn y anti-conejo conjugados (anti-conejo 488, Alexa; anti-raton 568,
Alexa) diluidos en amortiguador de bloqueo-Triton 1:150, que se mantuvieron en contacto
con las células durante 1 hr. Todo el procedimiento se llevd a cabo a temperatura ambiente
y entre cada paso se hicieron 3 ¢ 4 lavados con NH,CI/PBS 50 mM. Las células se
montaron sobre portaobjetos con glicerol/PBS al 70%. Posteriormente, las preparaciones

se observaron por microscopia confocal utilizando un microscopio Bio-Rad MRC-600 y el
“software” CoMos MPL-1000. Todos los planos confocales analizados fueron de 0.54 um
de grosor; para las dobles tinciones se utilizaron los filtros 488-568, y para los dos

fluoroforos se visualizaron los mismos planos confocales. Como un control negativo

células sin infectar fueron teflidas v se analizadas bajo condiciones idénticas,



RESULTADOS



I) RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LOS OBJETIVOS 3, 4 Y 5.

“The C-terminal domain of rotavirus NSP5 is essential
for its multimerization, hyperphosphorylation and

interaction with NSP6”

Se incluyen en este articulo el cual fue publicado en el Journal of General Virology
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The C-terminal domain of rotavirus NSP5 is essential for its
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Rotavirus NSP5 is a non-structural phosphoprotein with putative autocatalytic kinase activity, and
is present in infected cells as various isoforms having molecular masses of 26, 28 and 30-34 kDa.
We have previously shown that NSP5 forms oligomers and interacts with NSP6 in yeast cells. Here
we have mapped the demains of NSP5 responsible for these associations. Deletion mutants of the
rotavirus YM NSP5 were constructed and assayed for their ability to interact with full-length NSP5
and NSP6 using the yeast two-hybrid assay. The homomultimerization domain was mapped to the
20 C-terminal aa of the protein, which have a predicted =-helical structure. A deletion mutant
lacking the 10 C-terminal aa (AC10} failed to multimerize both in yeast cells and in an in vitro
affinity assay. When transiently expressed in MA104 cells, NSP5 became hyperphosphorylated
{30-34 kDa isoforms). In contrast, the AC10 mutant produced forms equivalent to the 26 and
23 kDaspecies, but was poorly hyperphosphorylated, suggesting that multimerizationis important
for this proposed activity of the protein. The interaction domain with NSPG was found to be present
in the 35 C-terminal aa of NSP5, overlapping the multimerization domain of the protein, and
suggesting that NSP6 might have a regulatory role in the self-association of NSPS, NSP6G was also
found to interact with wild-type NSP5, but not with its mutant AC10, in cells transiently transfected
with plasmids encoding these proteins, confirming the relevance of the 10 C-terminal aa for the

formation of the heterocomplex.

Introduction

Rotaviruses, members of the family Reppiridae, are the
major aetiological agents of gastroenteritis in children and
young animals (Kapikian & Chanock, 1996). These viruses are
formed by three concentric layers of proteins that enclose a
genome of 11 segments of double-stranded (ds) RNA. The
core of the virion is composed predominantly of protein VP2,
which forms the mnermost layer and surrounds the wiral
genome, and small amounts of proteins VPI and VP3. The
intermediate layer 15 formed by VP6, the major capsid protein
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The outermost layer is formed by two proteins, VP4 and VP7
{Prasad & Chuu, 1994). In addition to these structural proteins,
six non-structural viral proteins, NSP1 to NSP6, can be found
in infected cells {Estes & Cohen, 1989).

Rotaviruses rephcate in the cytoplasm of cells, and viral
RNA packaging, assortment and replication, as well as
assembly of the double-layered particles is thought to occur in
viroplasms, large cytoplasmuc electrodense structures rich in
viral proteins and RNA (Estes & Cohen, 1989). The structural
proteins VP1, VP2, VP3 and VP6, and the non-structural
proteins NSP2, NSP5 and NSP6, are all localized to viroplasms
{Estes & Cohen, 1989; Gonzalez et al, 1998; Patton, 1995).

Patton and coworkers characterized macromolecular struc-
tures that are intermediates in rotavirus replication (Rls)
(Patton, 1995). Three distinct RIs were separated by gel
electrophoresis, which were relatively enriched in different sets



of proteins: the precore RI (VP1, VP3, NSP1 and NSP3), the
core RI (VP1, VP2, VP3, NSP2 and NSP5) and the VPé RI
(VP1, VP2, VP3, VP6 and NSP2). All three RIs were shown to
have associated RNA replicase activity (Gallegos & Patton,
1989). In addition, a viral RNA—protein complex with RNA
replication activity, and containing NSP2, VP1, VP2 and VP6
proteins, was precipitated from rotavirus-infected cells by
using an NSP2-specific monoclonal antibody (Aponte ef al,
1996). Despite the multiple protein mteractions that should
occur m these Rls to coordinate the RNA replication and
morphogenesis of the virions, specific protein—protein contacts
1 etther viroplasms or the isolated replication complexes have
been poorly studied.

Among the non-structural proteins present in the identified
RIs is NSP5, an O-glycosylated phosphoprotein of 197-
200 aa, with putative autocatalytic kinase activity (Blackhall et
al., 1997; Gonzalez & Burrone, 1991; Poncet ef al, 1997;
Welch ef al, 1989). Depending .on its degree of phos-
phorylation, NSP5 can exist as several isoforms with molecular
masses of 26, 28 and 30-34 kDa (Afrikanova ef al, 1996;
Blackhall ef al., 1997; Poncet ef al, 1997). This protein, which
is able to form homo-oligomers (Gonzélez et al, 1998; Poncet
ek al., 1997), has been shown to interact with NSP2 (Afrikanova
et al., 1998; Poncet ¢f al, 1997), and this association was found
to up-regulate the NSP5 hyperphosphorylation activity, and
to allow the formation of viroplasm-hke structures (Afrikanova
et al., 1998; Fabbretti ef al, 1999). NSP5 has also been
proposed to interact with the virus polymerase VPI
(Afmkanova et al., 1998), and the non-structural 11 kDa protein
NSP6 (Gonzalez ef al., 1998; Mattion ef al, 1991). NSP5 and
NSPé are encoded in alternative open reading frames (ORFs)
of the genomic dsRNA segment 11 (Mattion ef al., 1991).

In this work we describe the mapping of the domains of
NSP5 responsible for homomuliimerization, and for the
interaction with NSP6, and report the existence of a correlation
between the ability of INSP5 to self-associate and its capacity
to be hyperphosphorylated.

Methods

B Protein labelling and immunoprecipitation assays. Confluent
epitnelial MAI04 cells on six-well plates were infected with porcine
rotavirus YM at an m.o1 of 2 immunoperoxidase focus units per ccll. The
proteins were metabelically labelicd with 50 pCi/ml of Easy Tag Express-
[#8] protein labelling rmx (1175 Ci/mmol, NEN), for 5 h, starting at 3 h
post-infection. After the labelhng pened, the cells wete solubilized i
300 pl of lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris=HCl pH 75, [ mM
EDTA, 1% Tuten X-100, 20 ug/ml PMSF, 2 ug/ml aprotinin, 2 pg/mi
leupeptin) for 10 min on ice. Immunopreapitabion assays were carned out
as desaribed by Gongzdlexz of al. (1998), using 1abbit hyperimmune serum
to rotavirus YM NSPS (Gonzdlez of af, 1998) or to relavius RF NSPé
(M. Duarte, N, Castagné, E. Gault & D. Poncet, unpublished data)
proteins synthesized in bactenia.

M Construction of expression vectors. All the NSP5 and NSP6
gene expression construcks were denved from the poreme rotavirus YM
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gene 11 (664 nucleotides long) cloned in plasmid pGEM-37 (Lépez &
Arias, 1993), using standard recombination techniques. This plasmid 15
referred to in this work as YM11/pGM. A ¢cDNA fragment encoding the
197 aa ORF of YM NSP5 (contamned between nucleohides 22 and 612 of
gene 11) was obtained by digestion of YM11/pGM with Ecod 7HI (which
cuts at nucleotide 9 of dsRNA 11} and Smal {(ocated in the vector
polylinker). This DNA fragment was further digested with Dral and Bell
{which cut at nuclectides 68 and 411, respectively, of YM gene 11) to
obtam the 92 aa out-of-phase {+ 1) ORF that encodes NSP6 (comprised
of nucleotides 80-355 of gene 11). (Mattion ef af,, 1991). For the yeast
two-hybrid assay, the NSP5 and NSP& cDNAs fragments described
above were cloned into yeast vectors pGBTY and pGAD424 (Clontech),
to be expressed, respechively, as fusion polypeptides with the DNA
binding (BD) and activation (AD) domamns of the yeast activator
GAL4 In this way plasmids NSP5/pGB, NSP6/pGB, NSP5/pGD and
NSP6,/pGD were generated. In addition, the N5P5 and NSP6 cDNAs
were ¢loned into the multiple cloning site of yeast vectors pAS2-1 and
pACTZ (Clontech) to generate plasmids NSP5/pAS2-1 and NSP6/
pACTZ, which overproduce the NSP5-BD and NSPé-AD hybnid proteins,
respectively. In most expenments, the NSP6 protein was expressed from
yeast vectors containing the gene 11 ¢<DNA fragment between restriction
sttes Dral and Smal, deseribed above.

Deletion mutants of NSP5 were constructed to map protein—protein
interaction domains. The NSP5 DNA regions described for mutants
AC66 and ANT30 in Fig. 2 were oblained from plasmid NSP5/pGB by
digestion with Bell, which cuts after the nucleotide tnplet encoding aa
130 of NSP5, and a second restriction enzyme with sites present either
side of the plasmid polylinker. The NSF5 regions contained i all other
delehion mutants were amplified by PCR using as template plasmid
NSP5/pGB, and all mutants were cloned into pGBT9. The NSP5 mutant
Cdm3, in which cysteine residues 170 and 173 were substituted by serine
residues, was consiructed using two oligonucleotides (Forward and
backward) which introduced the suitable nucleotide changes, and the two
PCR products were cloned sequenbally into plasmid pGBTS. All
constructs used in the two-hybnd system were verified by nucleotide
sequencing of the cloning junction region, to ensure that the coding
region of either NSP5 or NSP6 was in-frame with the AD or BD of GAL4.
Dimerization of vimentin was used as a posibive control in two-hybrid
assays. Human vimentin cloned in plasmids pGBT9 and pGAD424 was
kindly provided by 1. F. Hess (University of Califorma, Davis, CA, USA).

Te synthesize histidine-tailed rotavirus nom-structural proteins in
bactena, the ORFs correspanding to NSP5 and its mutant ACIO (Fig. 2),
as well as that of NSP6 (amplthed by PCR, and contaiming exclusively the
NSPé ORE, nucleotides 80-355, plus a stop codon), were cloned in
bacterial plasnud pET28a" (NSP5/pET, ACIO/pET or NSPs/pET,
Novagen). This plasmud 15 designed to add hishdine tais to the N
termunus of proteins, and about 24 extra aa after the tail are also ncluded,
depending on the cloning site used. The bacterial stran used for
expression of the 1ecombinant genes was BL21(DE3).

For expression in MA104 cells using the vacania virus-T7 transient
expression system (Fuerst ¢f &/, 1986), the eDNAs encoding wild-type
(wt) NSP5, ACI0 and NSP6 (obtaned from plasmid NSP&/pET.
contarung about 15 extra aa at the N termimus of the protein, but not the
Hig-tail) were cloned in plasmid peDNA3.I/Hygio™ (Inwitrogen). The
generated plasmids are referred to as NSPS /ocDNA, AC10/pcDNA and
NSP6/pcDNA, respectively.

B Yeast two-hybrid assay. This assay was performed as descrbed
by Gonzdlez ¢f ul. (1998). When constructions in vectors pAS2-1 and



PACT2 were used, the yeast strain Y187 was employed. g-galactosidase
activity was detected using X-Gal (Boehnnger Mannheim).

B In vitro transcription and translation. The ir vifro transcription
and translation reactions were done essentially as described by Lopez ef
al. (1994). The NSP5 mRNA was transcribed from N5P5 /pGM using T7
RNA polymerase. The luciferase mRNA was purchased from Promega.

Hl Affinity assay. The bacteria transformed with constructions n
plasmid pET28a* were grown to Ag,, = 06, and induced to express His-
tailed proteins with 1 mM IPTG. Lysates were prepared by sonication
three tumes for 20 s in binding buffer (20 mM mmdazole, 0-5 M NaCl,
20 mM Tus-HCl pH 7-9, 20 pg/ml PMSF) plus 1% Triton X-100, and
incubated for 15 min at room temperature. For the affimty assay, 300 pl
of lysate, representing 3 ml of culture, was incubated for 20 min, at 25 °C,
with 60 pl of 50% Ni**-NTA agarose (Qiagen) in binding buffer. Next,
5 yl of the m vifro translated, **S-labelled proteins was added, and the
mixture was incubated for 2 h at ¢ °C. The agarose beads were then
washed once with binding buffer and three times with wash buffer
(60 mM imidazole, 0-5 mM NaCl, 20 mM Tris—HCl pH 7-9), and the
protem complexes bound to the beads were released by boiling in 40 ul
of 2x Laemmli sample buffer and analysed by SDS-PAGE, Coomassie
blue staining and fluorography.

M Transient gene expression. MA104 cells (70-80% confluent) on
12-well plates were infected with vaccinia virus vTE7-3 (Fuerst ef al,
1986), kindly provided by B. Moss (NIAID, NIH, Bethesda, MD)} at an
m.ot of 10 pfu. per cell. After 30 min incubation, the inoculum was
removed, and a mixture of lipofectamtne (Gibco BRL} and 125 ng of each
plasmud was added. The cells were Rarther incubated for a period of 6 b,
after which the lipofectamine-DNA complex was removed The
transfected cells were metabohcally labelled at 21 h post-infection for
2:5 h with either 50 uCi/ml of Easy Tag Express-[>*S] protein labelling
mix (1175 Ci/mmol, NEN) or 100 pCi/ml of **P, (8500-9120 Ci/mmo],
NEN). When used, the phosphatase mhibitor okadaic acid (Gibeo BRL}
was added te cultures at 0-5 uM during the labelling peried (Blackhall e
al, 1998) After metabolic labelling, the cells were solubihzed in lysis
buffer, and the proteins were immunoprecipitated as described in
Gonzdlez ef al. (1998).

M Western blot analysis. Extracts were prepared from yeast cell
pellets obtained from 10 ml of hquid cultures with an A, = 0-6. The cell
pellets were disrupted in 0-1 ml SoF buffer (0-9 M sorbitol, 0:1 M EDTA,
pH 8, 20 ug/ml PMSF), supplemented with 4 pi Lacmmli sample buffer
and 40 pl of acid-washed 0'5 mm glass beads, by vortexing three bimes
for I mun each. Finally, 96 pl of Laemmli sample buffer was added and the
samples were boiled for 3 min, cooled on ice, and centrifuged for 5 min
at 4 °C; [0 pl of the resulting supernatants or 20 pl of MAT104 infected
cell lysates (described above) were loaded on SDS—polyacrylamide gels
After clectrophoresis the proteins were transferred to mtrocellulose
membranes and probed with hypenimmune serum to NSP5S (Gonzalez ¢
al, 1998) {diluted 1: 1000 in PBS~5% non-fat mulk—=0-2% Tween 20), or
a monodonal antibody to GAL4-AD (Clontech, diluted [ 7500, as
menbioned abeve). The membrancs were then incubated with peroxidase-
conjugated secondary anbibodies, and finally devcloped with the
Amersham enhanced chemiluminescence detection system.

H Secondary structure prediction. The sccondary structures of the
NSPS and NSPS proteins were predicted by the Predator method
(Frshman & Aigos, 1996), This method, available from http.//
phil ibep.fr fegi-bin/npsa automat.plpage=npsa serverhtml, 18 based
oniccognition of potentially hydrogen-bonded residues ina single amino
acid sequence. The amino aod sequences were ebtained for the (ollowing
1otavirus stiains for NSPS gioup Arotaviruses, YM (GenBank accession

no. X69486), CC86 (X80537), C60 (D00474), Mc323 (U54772), Mc345
(Us4773), CN86 {X80538), vI83 (X76779), Z10262 (AAB57810), OSU
(X15519), SA11 (X07831), RF (J. Cohen, unpublished data), UK (K033835),
VMRI (M33606), Alabama (J0436T), Wa (VO119T}, DS-1 (MNXRDS),
v252 (X76780), vI58 (X76778), v47 (X76781), v51 (X76782), vél
(X78783), RV-5 (P18037), B37 (M28378), vil5 (X76777) and 69M
(MNXR69}; for NSP5 group C rotaviruses, Cowden (X65938), Bristol
(AAAL7354) and Shintoku (L12391); for NSP6 group A rotaviruses, YV,
CC86, CN86, Co0, v183, Wa, Z10262, Mc345, SALL UK, RF, D5-1, RV-
5, B37, v252, v51, vIi5, vI58, v47, vol, 69M, VMRI and OSU. The
predicted structures that were shared by all the sequences analysed for
each protein are shown in Fig, 6,

Results

Proteins expressed from rotavirus YM gene 11 in
MA104 cells

It has been reported that rotavirus gene 11 encodes two
non-structural proteins, NSP5 and NSP6 (Mattion ef al,, 1991;
Welch et al, 1989). As the first step in the characterization of
the NSP5 homomultimers and the NSP5-NSPé hetero-
complexes, we wanted to confirm that the two polypeptides
were expressed in rotavirus YM-infected MA104 cells. With a
mono-specific serum to NSP5, several proteins with molecular
masses of 26, 28 and 30-35 kDa were precipitated from lysates
of YM-infected cells (Fig. 1A, lane 2} which were not present
in mock-infected cells (Fig. 1A, lane 1). These proteins have
beer: shown to represent NSP5 species that differ in therr
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Fig. 1. Synthesis of the non-structural proteins NSPS and NSP& in
rotavirus YM-infected MA104 cells. Mock-infected and YM-infected cells
were labelled with 335, as describad in Methods. At 8 h post-infection the
cells were solubilized in non-denaturing lysis buffer, and

immunoprecip tated with hypenmmune serum to either NSP5S (A} or NSPE
(B}. The immunoprecipitated proteins were analysed by SDS-PAGE and
fluorography in 11% {A) and 15% (B} polyacrylamide gels. Lane 3 in (B)
shows the protems bound nen-specifically to protein A in the absence of
antiserum.
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Fig. 2. In vivo mapping of intermolecutar
associations of rotavirus protein NSPS.
The varable region of NSP5, located
between aa 112 and 132 in rotavirus
YM, is indicated by a diagonally hatched
box. Two conserved cystene (C)
residues, at aa posttions 170 and 173,
are shown. The kinase-like demain
spanning aa 175-195 15 depicted by a
black box, The mutant NSP5 prateing
used In this study are also shown. The
NSP6 protein, which is coded by an out
of phase (+ 1) ORF in rotavirus gene 11,
15 depicted (as is NSP5) according to the
relative position of the gene 11 region
that encodes it. The vanous constructions
were expressed as fusion proteins with
the DNA binding (GAL4BD) and
activation (GAL4AD) domains of GAL 4,
- as indicated. The blue colour appearance
In the two-hybrid analysis was recorded
as follows: + + + +, < 60 min;
N.D. +++, € 120min; +4+, £ 210 min;
+, €& 360 min; -, no colour after 8 h
incubation with X-Gal; N D., not

- determined At 8 h the mtensity of the
ND yeast blue phenotype correlated with the
time of blue colour appearance, 1.e., the
earlier the blue colour appeared, the
stronger It was.
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degree of phosphorylation (Afrikarova et al, 1996; Blackhall ef
al., 1997; Poncet ef al., 1997). A rabbit hyperimmune serum to
NSP6 immunoprecipitated a protein with a molecular mass of
10 kDra from the rotavirus YM-infected cell lysates (Fig. 1B,
lane 1), but not from lysates of mock-infected cells (Fig. 1B,
lane 2). Several additional bands of higher molecular mass were
present in the immunoprecipitate of YM-infected cells;
however, these bands were non-specifically precipitated, since
they were also observed in the absence of the serum to NSPé&
(Fig. 1B, lane 3). NSP6 had been previously identified by
immunoprecipitation of rotavirus SA1I-infected cells, in which
the protein exhibited a molecular mass of 11 kDa (Mattion et
al., 1991). These data clearly show that both NSP5 and NSP&
are being expressed from rotavirus YM gene 11.

In vivo determination of the multimerization domain of
rotavirus NSP5

To map the NSP5 region involved in homomultimerization
we used the yeast two-hybrid assay. For this, deletion mutants
of the protein {Fig. 2} were synthesized as fusion polypeptides
with the DNA binding domain of GAL4 (CAL4-BD). The C-
terminal mutant AC66 was found not to interact with wt NSP5
fused to the activahon domain of GAL4 (GAL4-AD) (Fig. 2).
On the other hand, N-terminal mutants AN130, AN162 and
AN177 shll associated with the wt protein; in fact, the
interaction of mutants AN 130 and AN162 with the complete
protein was even more efficient than that obtained with the wt
NSP5 homomultimer (Fig. 2). The NSP5 mutant AN162

824

interacted with itself as efficiently as the wt homomultimer (not
showr), indicating that the multimerization domam of NSP5
localizes exclusively to the 36 C-terminal aa residues of the
protein. Furthermore, the fact that mutant AN177, which
encodes only the 20 C-terminal aa of NSP5, was still able to
interact with wt NSP5 further defined the multimerization
domain to this region. The elimination of the 10 C-terminal aa
from the full-length protein (mutant ACIO) completely
abolished the interaction with wt NSP5 (Fig. 2), and mutant
AN162ACIO, derived from construct AN162, was affected in
the same way. These results clearly show that the 10 C-
terminal aa of NSP5 are essential for multimerization of the
protein.

The role in multimerization of the NSP5 conserved cysteine
residues located at aa positions 170 and 173 was also evaluated.
For this, we changed, by site-directed mutagenesis, the two
cysteine residues to serine residues (Fig. 2, mutant CdmS). The
double-mutant protein CdmS maintained the ability to interact
with wt NSP5, although the interaction was slightly weaker
than that achieved with the wt NSP5 multimer (Fig. 2),
indicating that these conserved cysteine residues are not
essential for multimenzation of the protein.

In vitro determination of the multimerization domain
of NSP5

The relevance of the 10 C-terminal aa of NSP5 for the
formation of multimers was examined in vitro. Wild-type
NSP35, and the deletion mutant ACIO, were expressed in
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Fig. 3. The Crerminal region of NSPES 15 essential for multimenzation in
vitro. Recombinant NSP5-His and AC10-His proteins, bound to NiZ*-
agarose, were incubated with 33S-labelled NSPS or luciferase (luc) for 2 h
at 4 °C After extensive washing, the protein complexes bound to beads
were recovered by boiling, and analysed by SDS-PAGE. (A) Coomassie
blue staining of a pelyacrylamide gel showing, in lanes 2, 3 and &, the
indicated proteins used to capture the “input’ *3S-labelled polypeptides.
Lane 4 15 a negative control in which only Ni®*-agarose beads (with no
proteins bound) were incubated with the “input’ NSPS. Lanes 1 and 5
show 20% of the input volume of the in vitro translation products
employed in the affinity assay (B) Autoradicgram of the gel in (A)
showing the 33S-labelled protens which were specifically retained by the
histidine-tagged protens coupled to Nt -agarose.

bacteria with a tail of six histidine residues at their N terminus
(NSP5-His). The Ni** affinity-purified fusion proteins had an
apparent molecular mass of 30 and 28 kDa, respectively (Fig. 3
A, lanes 2 and 3). These proteins were tested for their ability to
interact with [*'Slmethionine-labelled NSP5 and luciferase (as
negative control) proteins synthesized in a rabbit reticulocyte
lysate. The in vifro produced NSP5 and luciferase polypeptides
showed molecular masses of 25 kDa and 61 kDa, respectively
(Fig. 3B, lanes [ and 5). In this affinity assay, the soluble in vitro
transiated **S-labelled proteins were added to the histidine-
tagged proteins bound to Ni* .agarose, and the mixture was
incubated for 2 h at 4 °C. After extensive washes, the protemn
complexes that remaned attached to the Ni* "-agarose beads
were recovered and analysed by SDS-PAGE, Coomassie blue
staming and autoradiography. Radioactive NSP5 bound to

NSP5-His (Fig. 3B, line 2), but it did not attach to control Ni*t-
agarose beads (Fig. 3B, lane 4). The specificity of the NSP5
multimerization was also shown by the fact that NSP5-His did
not capture **$-labelled luciferase (Fig. 3B, lane 6). Despite the
fact that comparable amounts of NSP5-His and ACI10-His
proteins were used in the assay (Fig. 3 A, lanes 2 and 3), ACI0-
His did not interact with **S-labelled NSP5 (Fig. 3B, lane 3),
confirming that aa residues 188197 of NSP5 are essential for
multimerization.

Correlation between multimerization capacity and
hyperphosphorylation of NSP5

Several species of NSP5, differing in therr degree of
phosphorylation, have been identified in rotavirus-infected
cells (Afrikanova ef al,, 1996; Blackhall ef al,, 1997; Poncet ef al.,
1997). These isoforms of NSPS5, with relative molecular masses
of 26, 28 and 30-34 kDa, are also present in lysates of
rotavirus YM-infected MA104 cells (Fig. TA). To determine
whether the multimerization of NSP5 mfluences its phos-
phorylation level, we transiently expressed in MAT104 cells wt
INSPS5, and its mutant ACI0 {which does not multimerize in the
two-hybrid and in pitre affinity assays), and compared their in
vivo phosphorylatior: pattern.

The NSP5 and ACI0 genes were cloned under the control
of the T7 RNA polymerase promoter in the expression vector
pcDNA3.1/Hygro™, and these constructions were transfected
into MA104 cells previously infected with vaccinia virus
vTF7-3 {Fuerst et al, 1986). The transfected cells were labelled
with **P,, and lysates of these celis were immunoprecipitated
with a hyperimmune serum to NSP5 and analysed by
SDS-PAGE and autoradiography. In the absence of any other
rotavirus protein, NSP5 was present in the multiple isoforms
previcusly described (Fig. 4, lane 1). An additional faintly
phosphorylated polypeptide of 23 kDa was observed, which
could represent the initiation of translation at a second in-
phase methionine located at aa position 52 (Mattion ef al.,
1991). On the other hand, mutant ACI10 showed that the
species equivalent to the 26 and 28 kDa forms of the wt
protein accumulated (labelled in Fig. 4 as 30 and 28 kDa
proteins, respectively, since they contain about I5 extra az at
their N termini; see Methods), but the hyperphosphorylated
forms were barely distinguished {Fig. 4, lane 2). A short NSP5
product of about 22 kDa was also observed in ACI0, which
most probably represents, as described above, a polypeptide
result of the initiation of translation at methionine 52. This
22 kDa protein seems to be more efficiently phosphorylated
than the corresponding polypeptide derived from the wt gene.
Addition of okadaic acid, a phosphatase inhibitor, to the
transfected cell cultures increased the amount of hyper-
phosphorylated species in both NSP5 and ACI10, but the
hyperphosphorylated isoforms were much more evident in wt
NSPS as compared to the mutant protein (Fig. 4, lanes 3 and 4).
These results suggest that the multmenzation of NSP5 is
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Fig. 4. Multimenzation of NSPS correlates with the presence of the
hyperphospharylated species of the protein in wivo The genes encoding
NSPS and the mutant AC10 were transiently expressed in MA104 cells
using the vacciniz virus—T7 polymerase system (ses Meathods), and
labelled with 32P, for 2 5 h starting at 21 h pest-infection (lanes 1-4), n
the absence {lanes 1 and 2) or presence (lanes 3 and 4) of 05 uM
okadaic acid. After the labeling peried, the cells were disrupted In lysis
buffer (see Metheds) and aliguots were immunoprecipriated with a rabbit
hyperimmune serum to NSP5. The immunopreaipitated proteins were
separated n an 11 % polyacrylamide gel and subjected to
auteradiography As described in Methods, the NSPS proteins (wt and
mutant AC1C) synthesized from the expression vectors used in the T7
polymerase system contain about 15 extra aa at therr N termini, Thus,
the 28 and 30 kDa phosphoproteins indicated by the cpen arrows
correspond, respectively, to the 28 and 26 kDa cbserved m rotavirus-
infected cells (see Fig. 1}, filled arrowheads indicate the equivalent forms
of AC10, Hyperphosphorylated {32-37 kDa) species are also indicated

critical for the efficient generation of the hyperphosphorylated
species of the protein.

In vivo mapping of the NSP5 domain that interacts
with NSPG

In a previous report it was shown that rotavirus YM NSP5
associates weakly but consistently with YM NSP4 in the yeast
two-hybrid assay (Gonzalez ef al., 1998). This interaction was
also found to occur between YM NSP5 and NSP6 derived
from the bovine rotavirus strain RF (not shown), which is 88%
identical to YM NSP6, and has six extra aa at its C terminus.
In this work, a more efficient interaction between YM NSP3
and NSP6 proteins was observed when the corresponding
genes were subcloned into yeast vectors having stronger
promaters than those previcusly used (Legrain ef al, 1994).
With these vectors (pAS2-I and pACT2), the signal of
interaction between NSP5-BD and NSP6-AD was similar to
that achieved with the association of p53 and the large T
antigen, which were used as a positive control (the blue colour
in both interactions appeared within the first hour of the assay;
see also Gonzalez ¢f al, 1998).

The recombinant proteins synthesized in yeast were
characterized by Western blotting. A menoclonal antibedy to

the AD of GAL4 identified 2 band of 33 kDa in extracts of
yeast cells transformed with plasmid NSP&/pACT2, while
antibodies to NSP5 detected a protein of 45 kDa cells
transformed with plasmid NSP5 /pAS2-1 (not shown). These
are the expected molecular masses for the NSP&-AD and
NSP5-BD hybrid polypeptides. The antibodies to NSP5 did
not react with any protein in yeast cells transformed with
NSP6/pACT2 (not shown),

To determine the region of NSP5 committed to the
association with NSP6, we used the deletion mutants con-
structed to identify the NSP5 multimerization domain. The
pattern of interaction between NSP6 and the various INSP5
mutants in the yeast two-hybrid system was the same as that
found for the homomultimerization of NSP5, with the
exception of mutant AN177 (Fig. 2). This mutant, which retains
only the 20 C-terminal aa residues of the protein, is able to
interact with full-length NSP5, but not with NSPé. In addition,
the fact that NSP5 mutant AN162 associates with NSP6, while
mutant AN162C10 does not, suggests that the NSP5 region
involved in the interaction with NSP6 is located within aa
163-197.

The heterocomplex NSP5-NSP6 also forms in MA104
cells

Immunoprecipitation of rotavirus YM-infected MAIC4
cells with polyclonal antibodies to either NSP5 or NSP6
resulted in the interaction of each serum with its corresponding
protein, but no evidence of co-immunoprecipitation of the
NSP5-NSPé complex was found (not shown). To overcome
the potential problem of not finding this interaction because of
the low level of synthesis of NSP6 (Fig. 1; Mattion et 4l 1991)
or due to the competition of NSP2, NSP6 or another rotavirus
protein for binding to NSP5, we transiently co-expressed in
MAT104 cells the two proteins (NSP5 and NSP&) using the
vaccinia virus—=T7 RNA polymerase system (Fuerst ef al,
1986). The synthesized proteins, labelled with [**Slmethionine,
were analysed by immunoprecipitation with monospecific sera
to NEP5 or NSP6. In extracts of cells transfected with either
NSP6/pcDNA alone or with plasmids encoding both NSP5
and NSP6, the hyperimmune serum to NSP6 immuno-
precipitated a protein of 12 kDa (Figs 5B, lanes 3 and 4; and
5C, lane 2). This is the expected molecular mass for NSP6, plus
15 extra aa from the vector fused at its N terminus. The
preimmune serum did not precipitate this polypeptide (Fig.
5A, lane 2). On the other hand, the hyperimmune serum to
NSP5 immuncprecipitated from the double-transfected cells, in
addition to NSP5, a band of 12 kDa (Figs 5B, lane 2; and 5C,
lane 1). The 12 kDa band did not disappear after treatment of
the cell lysates with RNase before immunoprecipitation with
the serum to NSP5 (not shown), and was not immurno-
precipitated from cells transfected only with NSP5/peDNA
(Fig. 5B, lane 1) or co-transfected with plasmids encoding
NSPé and the NSP5 deletion mutant AC10 (Fig. 5 C, Jane 3). In
addition, the serum to NSP5 did not recognize NSP6 in the
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Fig. 5. NSP5 and NSP6 co-precipitate in transfected MA104 cells. NSP5, NSP6, AC1O or mixtures of these proteins were
transiently expressed in MA104 cells (as indicated), using the vaccinia virus—T7 polymerase system (see Methods). The
synthesized *3S-metabolically labelled polypeptides were immunoprecipitated with the indicated antibodies. The proteins were
resolved by SDS-PAGE in 2 15% gel, which was later subjected to autoradiography. The gels shown in the three panels
represent independent experiments. The open arrow indicates the wt NSP5 protein; the filled arrow Indicates the NSP6 proten;

the star indicates the mutant NSPS protein AC10 (C, lane 3).

NSP& fpcDNA-transfected cells (Fig. 5 B, lane 5). Altogether,
these results strongly suggest that rotavirus NSP5 and NSP6
proteins associate in eukaryotic MA104 cells, and confirm that
the 10 C-terminal aa of NSP5 are necessary for this association.

Discussion

Viroplasms are electrodense structures that can be observed
in rotavirus-infected epithelial cells; they are formed by a
dense array of structural and non-structural rotavirus proteins,
and by viral RNA. Our knowledge of the specific protein—
protein interactions that occur in viroplasms is limited; VP2
and VP6 assemble to form the double-shelled RI, enclosing the
viral polymerase VP1 and the guanylyltransferase VP3.
However, information about the role of the non-structural
proteins and the associations they establish among themselves
or with structural protemns is scarce. It has been described that
NSP2 associates with NSP5 and VP1 {(Afrikanova ef al,, 1998;
Kattoura ef al., 1994; Poncet ¢t al., 1997). Also, previous results
have suggested the existence of NSP5 as 2 homomultimer
(Gonzalez ef al., 1998; Poncet ¢t al., 1997), and an interaction
between NSP5 and NSP6 (Gonzalez of al., 1998; Mattion et al,
1991).

In this work we have mapped the homomultimerization
domain of NSP5 in vitro and in vivo. To map this domain
vivo, we used the yeast two-hybrid assay, which was shown to
speafically detect the NSP5-NSP5 interaction (Fig. 2;
Gonzalez ef al., 1998). Contrary te this observation, the bovine
rotavirus RF NSPS has been found to sponianeously trans-
activate the reporter gene when fused to GAL4-BD (Poncet et
al, 1997) The fact that RF NSP5 has transachivation activity,
while YM NSP5 docs not, might be the consequence of ammo

acid differences between these two proteins, which have an
identity of 92%.

NSPS5 is highly conserved in group A rotavirus strains, and
one of the most conserved domains of the protein is the C-
terminal region (Mathon ¢t al,, 1994). This region is also the
most conserved between group A and group C NSP5 proteins
(Bremont ef al, 1993; Mattion ef al, 1994). For instance, the
Bristol group C human strain has an overall 1dentity of 24%
with the group A porcine rotavirus strain YM, while the
identity between the C-terminal 28 aa of these two proteins is
46%. Furthermore, the prediction of the secondary structure of
both group A and C NSP5 polypeptides showed that the 20 C-
terminal aa has an a-helical structure (Fig. 6). The fact that this
region includes the homomultimerization domain of group A
NSP5 suggests that group C NSP5 may also form multimers,
and in tum implies that this property is important for the
function of NSP5.

NSP5 has been suggested to have serine/threonine protein
kinase activity (Afrikanova ef al., 1996; Blackhall et al,, 1997;
Poncet et al., 1997). There is, however, no relevant homology
between NSP3 and most protein kinases, and the initial
description of the amino acid sequence similarity between
NSP5 and guanido kinases encompasses a region of the latter
that is not conserved among the family (Suzuki & Furukohri,
1994} and that seems not to have a relevant role in the
catalytic, ATP-binding or substrate recognition activities of
the protein kinases (Fritz-Wolf ef al, 1996). Despite this, other
cellular and wviral kinases without the senne/threonine ca-
nonical kinase motifs have been reported (Rossi et al., 1996;
Wu et al,, 1990), thus NSP5 could belong to this group of “non-
conventional” kinases.

Qur results showed that mutant ACL0, which was not able
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Fig. 6. Functional and structurai domains of rotavirus NSPS and NSP6 proteins. The prediction of the secondary structure for
NSP6& (A) and NSP5 (B) proteins i1s shown below their diagrammatic representation, a-Helices are indicated by cylinders and
f-strands by arrows., The structural domains shown are present in all sequences reported up to now (see Methods). In {B) the
secondary structure predicted for group A and group C NSP5 proteins 15 shown; these are aligned at their C terminus, and
amine acid insertions in NSP5 group C are represented by small boxes. NSP& and NSPS are placed according to the
localization of their respective ORFs in rotavirus gene 11. The NSPS vanable region is indicated by a diagonally hatched box.
The multimerrzation, interaction with NSP8, and putative NSP2 interaction domains are shown as bars above the diagrammatic
representation of NSP5. The Cterminal 10 aa of NSP5 that are essential for hyperphosphorylation are indicated by a tnangle.

to multimerize (Figs 2 and 3), was very poorly hyper-
phosphorylated (Fig. 4), despite the fact that all the serine and
threonine residues of the protemn, which have been shown to be
the target for phosphorylation, are mamntamed in the mutant
protein (Afrikanova et al,, 1996; Blackhall ef al, 1997). In fact,
in the C-terminal 28 aa residues of NSP5 there are no setines
or threcnires, in contrast with the overall 22% content of these
amino acids in the full-length protein, which suggests that the
multimenzation of NSP5 is not directly regulated by phos-
phorylation. Altogether these data strongly support the idea
that NSP5 has a kinase activity responsible for its hyper-
phosphorylation, which would seem to depend on the
multimerization of the protein. Several kinases, like protein
tyrosine kinase, Janus kinases, type I and II receptors, c-raf and
Tousled, require oligomerization for activahon (Heldin, 1995;
Klemm et al., 1998; Roe et al., 1997). Also, it has been shown
that dimerization of serine/threonine kinases can be achieved
by chemical ligands; which is in itself sufficient to regulate their
activity (Clemons, 1999; Farrar ef al., 1996; Luo et al., 1996).

An altemative explanation for the lack of hyper-
phosphorylation of mutant ACLO is that the 10 C-terminal aa
of NSP5 are part of the catalytic core, with the consequential
loss of the kinase function when these amino acids are deleted.
However, mutant ACI10 15 still phosphorylated to forms
equivalent to the 26 and 28 kDa species of wt NSP3, and all
available evidence indicates that these forms are the result of an
autocatalytic activity rather than the activity of a cellular
enzyme (Afrikanova ef al, 1996, 1998; Blackhall ¢t 4/, 1997,
1998 ; Poncet et al., 1997). Thus, these data suggest that NSP5
has indeed an autocatalytic activity, which, in order to generate
the hyperphosphorylated species of the protein, needs to be in
the form of a multimer. In this regard, it is of interest that the
NSP5 mutants characterized by Fabbretti of al. (1999) only
became hyperphosphorylated when the 10 C-termimal aa of
NSP5 were present. Although in that work other mutants
having this region were found not to be hyperphosphorylated,
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the absence of activity of those mutant proteins could be
explained by either the impairment of the protein kinase
activity {mutants Ad131-179) or the absence of the substrate
region (mutants AN80 and Ad34—80).

The hyperphosphorylation activity of NSP5 has been
proposed to be up-regulated 1 vivo by the interaction of NSP2
with the N-terminal region of NSP5. Deletion of the
33 N-terminal aa of NSP5 was shown to induce hyper-
phosphorylation of the protein in vivo, and yielded an NSP5
protein insensitive to NSP2 activation (Afrikanova ef al,, 1998).
These observations are in agreement with our 1dea that
multimerization of NSP5 1s important for the hyper-
phosphorylation activity of the protein, since the N-terminal
deletion mutants AN130 and AN162 were found to interact
with the complete protein (by the yeast two-hybrid assay)
more efficiently than with the wt NSP5. From our data it would
seemn that the hyperphosphorylation of NSP5 is enhanced by,
rather than being strictly dependent on, the presence of NSP2.

Since the domains of NSP5 responsible for homo-
multimerization and for the interaction with NSP6 seem to
partially overlap (Fig. &), it is tempting to suggest that NSPé
could have a regulatory role in the multimerization of NSP5
and hence in the hyperphosphorylation activity of the protein.
Additionally, it has been shown that the interaction between
NSP2 and NSP5 is reinforced when NSP2 is bound to RNA
{Poncet et al, 1997), thus making an NSP2-NSP5-RNA
complex susceptible to regulation by NSP&. It is not known,
however, whether NSP5 simultaneously forms multimers and
binds NSP& (and NSP2), or if NSP6 associates with NSP5 and
disrupts the multimers. The formation of altemative protein
complexes could be modulated by the phosphorylation level
of NSP5.

The regulatory role of NSPé is supported by its low
synthesis in rotavirus-infected cells. On the other hand, an
ORF encoding NSP6 has not been found in the NSP5 gene of
rotavirus group A strains Mc323 and Alabama or in rotavirus



group C strains. Thus, the proposed regulatory role of NSP6,
or any other function it might have, would seem to be a fine
tuning that can be somehow substituted. With regard to the
NSP5-INSP6 interaction, it is of interest to note that gene 11
of rotavirus OSU encodes a short, 50 za long NSP6, which 1s
identical to the corresponding 50 N-terminal aa of the YM
protein. OSU NSP6 is able to localize to viroplasms (Mattion
et al, 1991); thus, if the interaction of NSPé with N5P5 directs
the viroplasmic localization of NSP6, the domain of this
protein responsible for the interaction with NSP5 should map
to its N-terminal half.

As already recognized, the phosphorylation of NSP5 seems
to be a complex process which might invelve both viral and
cellular kinases (Afrikarova ef al., 1996, 1998; Blackhall ef al,
1997, 1998; Poncet et 2l 1997). The addition of one or a few
phosphates, to produce the 26 kDa NSP5 isoform, has been
proposed to occur by an intramolecular low-rate autocatalytic
event, although the specific attack of a cellular kinase has not
been completely ruled out. This primary phosphorylation of
NSP5 could make it more able to be phosphorylated en
multiple serine/threonine residues to produce the 28 kDa
species, as has been shown for other protein kinases (Johnson,
1993; Newton, 1997). Based on the lack of hyper-
phosphorylation (generation of the 30-34 kDa isoforms) of
mutant ACI10, in this study it is proposed that NSP5
multimerizabon is essential for this activity of the protein,
which is consistent with the suggestion that dimerization
brings two polypeptides together, promotes favourable orien-
tations, and makes the intermolecufar phosphorylation more
efficient (Heldin, 1995 ; Klemm ef al., 1998). Apparently, at the
end of the modification process of the protein, cellular kinases
could still add more phosphates to NSP5 (Blackhall et al., 1998).
These cellular kinases could phosphorylate NSP3 only if NSP3
is in the form of a multimer. These processes might be
regulated in infected cells by NSPé and NSP2, as described
above.

The function of NSP5 is not known, but it has been
implicated in the formation of viroplasm-like structures, and in
rotavirus genome RNA packaging, assortment and replication,
Additional experiments are needed to define the role of this
protein, and that of NSP6, in the replication cycle of
rotaviruses.
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Il) RESULTADOSADICIONALESCORRESPONDIENTESALOSOBJETIVOS1, 2 Y 4.

1) Actividad de cinasa asociada con NSP5 nativa in

vitro.

Para determinar si NSP5 tiene una actividad de cinasa intrinseca, una aproximacion
fue investigar si esta proteina se autofosforila in vitro. A partir de lisados de células

epiteliales MA104 infectadas con el rotavirus YM, NSP5 se inmunoprecipité con un suero

monoespecifico anti-NSP5 y se incubé en un amortiguador de cinasa que contenia y—""P-

ATP. La incorporacion de *’P en NSP5 se determiné por SDS-PAGE y autoradiografia.

NSP35 se fosforil eficientemente en este ensayo, de tal modo que se pudieron observar las
tres isoformas de NSP5 (Figura 7A, carril 2): 1a de 26 kDa, pobremente marcada; la de 28
kDa, que incorpord una mayor cantidad de **P, y la de 30-34 kDa, con una sefial muy
intensa. Este resultado es diferente a la relacion de las isoformas de NSP5 que se producen

in vivo, ya que en la proteina inmunoprecipitada de células MA 104 infectadas con rotavirus

y marcadas con **P, las isoformas de 26 y 28 kDa son més claramente visibles que las de

30-34 kDa (Figura 7B, carriles 1 v 2). El resultado del ensayo de fosforilacién in vitro
sugiere que una actividad de cinasa esta asociada con NSP5. Ademads, puesto que en este
ensayo las isoformas de 30-34 kDa incorporaron una mayor cantidad de **P,, es probable
que NSP2 (una proteina de 35 kDa, Tabla 1) esté coprecipitando con NSP5 (Figura 1 del
articulo anexo; Poncet et al, 1997), e influya positivamente sobre su fosforilacion
(Afrikanova ef al., 1998). Otra alternativa es que durante el procedimiento de
inmunoprecipitacion se eliminen fosfatasas, que defosforilan a NSP5 in vive (Figura 4 del

articulo anexo; Blackhall et al., 1998, Fig. 4).
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Figura 7. Fosforilacién de NSP5 nativa in vitro e in vivo. Panel A. Células MA104 control
(carril 1} e infectadas con el rotavirus YM (carril 2) se lisaron a 8 h postinfeccion y se
trataron con un suero hiperinmune anti-NSP5. Los inmunoprecipitados unidos a las esferas
de proteina A-Sepharosa se incubaron en un amortiguador de cinasa suplementado con y-*P-
ATP. Panel B. Células MA104 infectadas con el rotavirus YM se marcaron con P, desde el
inicio ¥ hasta 7.5 v 10 h postinfeccion (carriles 1 y 2, respectivamente). A estos tiempos las
células se lisaron y las proteinas se inmunoprecipitaron con el suero monoespecifico anti-
NSP5. En ambos casos las proteinas se resolvieron por SDS-PAGE vy autoradiografia. Los
geles son al 11%.
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I} Caracterizacion de Ila actividad de cinasa

asociada con NSP5 in vitro.

Para determinar la especificidad de la actividad de cinasa asociada con NSP5, se
probd su habilidad para fosforilar sustratos exdgenos. En este sentido, NSP5 nativa en fase
solida (inmunoprecipitada y unida a la resina de Sepharosa) se incubd con caseina en el
ensayo de cinasa in vitro. La caseina es una proteina que ha servido de sustrato de algunas
serina/treonina cinasas eucariotes. En este ensayo la caseina se fosforild eficientemente,
observandose una banda intensamente marcada de 31 kDa tanto en el sobrenadante de la
reaccidn de cinasa como en la proteina recobrada de la fase sélida (Fig. 8, carriles 2 y 3).
En cambio, la albumina sérica bovina (utilizada como control) no se fosforild, mientras que
las tres isoformas de NSPS5 si se marcaron con *°P en esta reaccion (Fig. 8, carriles 4 y 5).
Por lo tanto, la actividad de cinasa asociada con NSP35 no es estrictamente selectiva, ya que
puede fosforilar sustratos exdgenos in vitro. Esto sugiere que una de las funciones de
NSPS5 en las celulas infectadas con rotavirus podria ser la de regular la actividad de algunas
proteinas celulares por medio de su fosforilacién.

Para tratar de identificar cinasas celulares que al coprecipitar con NSP5 pudieran
estar involucradas en la fosforilacion de esta proteina viral in vitro, se usaron algunos
inhibidores de cinasas convencionales tales como esfingosina, estaurosporina, calfostina C,
H7 y H89 (Hannun et al., 1986; Tamaoki et al., 1986; Riiegg v Burgess, 1989; Kobayashi
et al., 1989; Bruns, et al, 1991; Hidaka et al, 1984; Kawamoto y Hidaka, 1984;
Schachtele ef al., 1988; Merrill, ef al., 1989; Chijiwa et al., 1990). De cada uno de estos
inhibidores se conocen algunas proteinas cinasas celulares blanco (Tabla 2). Otro interés
relacionado con la identificacion de inhibidores de la fosforilacién de NSP5 radica en su
uso potencial para bloquear esta actividad in vivo, lo que pudiera conducir a la
determinacion de la funcién de NSPS5 en la replicacion de los rotavirus. Los inhibidores se

emplearon en cl ensayo de fosforilaciéon de NSPS in vitro alas siguientes molaridades:
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Figura 8. NSP5 nativa fosforila proteinas heterélogas in vitro. NSP5 inmunoprecipitada con
un suero monoespecifico a partir de lisados de células infectadas con rotavirus se incubé con
100 pg de caseina o de alblimina en las condiciones del ensayo de cinasa in virro. Al término
del ensayo se analizaron las proteinas fosforiladas en el sobrenadante (sn) y en el precipitado

(pp), que tenia los complejos de NSP5-anticuerpo-proteina A-Sepharosa, por medio de SDS-
PAGE y autoradiografia.

esfingosina (E), 10® a 10%; estaurosporina (8), 107 a 10”%; calfostina C (C), 107 a 10%:
H7, 2x10° a 2x10%; y H89, 107 a 10°. Esfingosina y calfostina C no tuvieron ningun
efecto significativo sobre la fosforilacion de NSPS; esto podria deberse a que se utilizaron a
concentraciones de inhibicidén subdptimas para la mayoria de sus cinasas blanco (Tabla 2).
En cambio, cstaurosporina, H89 y H7 si inhibieron la incorporacién de fosfato, de tal

modo que todas las isoformas de NSP5 sc observaron disminuidas (Fig. 9). El efecto de
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Tabla 2. Inhibidores de proteina cinasa utilizados en este estudio (IC,; y/o K, en uM).

" cinasa
inhibidor CaMK | CK-l | CK-IIl | MLCK | PKA | PKC | PKG | Ref.
estaurosporina 0.02 - - 0.013 | 0.007 [ 0.007 | 0.085 [ 1,2,3
“esfingosina N - - o - 2877 4
calfostina C - - - >5.0 |>50.0] 0.05 |>250] 5.6
H7 - 100 - 97.0 3.0 6.0 58717897
HEY 2071 3837 137 | 2R3 T0.0487 T 04RO

CaMK, cinasa dependiente de Ca2+/calmodulina; CK-I, caseina cinasa I; CK-II, caseina cinasa
IT; MLCK, cinasa de la cadena ligera de miosina, PKA, proteina cinasa dependiente de cAMP;
PKC, proteina cinasa C; PKG, proteina cinasa dependiente de ¢<GMP. 'Rilegg v Burgess, 1989;
*Tamaoki et al., 1986; *Schichtele, 1988; ‘Merrill, et al., 1989; *Bruns et al., 1991;

‘Kobayashi, ef al., 1989; "Hidaka et al., 1984; *Schichtele, 1988; *Kawamoto y Hidaka, 1984;
“Chijiwa et al., 1990.

estaurosporina y H89 fue ligero; sin embargo, para estaurosporina se hizo evidente sélo a
concentraciones de 10° uM (Fig. 9, carril 6), por lo que su participacion en la disminucion

de la fosforilacion de NSP5 pudiera representar un artefacto, ya que este compuesto inhibe
especificamente a sus proteinas cinasas blanco en el rango de nM (Riiegg y Burgess,
1989). Durante el desarrollo de este trabajo, Blackhall y colaboradores (1998) también
utilizaron a la estaurosporina para inhibir la fosforilacion de NSP5 in vitro sin ningun éxito.
La disminucion de la fosforilacién de NSP5 por H89 in vitro pudiera ser més severa si se

utiliza a concentraciones molares mayores de 107, puesto que se han descrito enzimas

como caseina cinasa II que tienen una Ki de 137 uM (Tabla 2). Por otro lado, H7 a una

concentracién de 2x10™* M tuvo un efecto pronunciado, ya que la intensidad del marcaje
radiactivo en NSP5 baj6é cuando menos 5 veces en relacion al control (Fig. 9, carril 12).

L.as proteinas cinasas que son inhibidas por H7 a una molaridad similar son la cinasa de la

cadena ligera de miosina (97 uM) y caseina cinasa I (100 uM) (Hidaka er al., 1984).
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Figura 9. La fosforilaciéon de NSP35 es inhibida drasticamente por H7 in vitro. NSP5
inmunoprecipitada con un suero monoespecifico a partir de lisados de células MA 104
infectadas con rotavirus se incubé en el ensayo de fosforilacién in vitro en presencia de
inhibidores de cinasas celulares, tales como esfingosina (E), estaurosporina (S), calfostina C
(C), H7 y H89. Los inhibidores se utilizaron a las concentraciones molares indicadas en la
parte superior de la figura. Las proteinas se analizaron por SDS-PAGE vy autoradiografia. El
gel es al 11%.

3) Actividad de <cinasa asociada con NSP5

recombinante in vitro.

Se ha descrito que las cinasas bacterianas son proteinas altamente especificas que no
reconocen los sustratos de las cinasas de células eucariontes (Cozzone et al 1993). Por esta
razon, para determinar si una proteina tiene actividad de cinasa intrinseca, una prueba
comunmente utilizada es expresar en bacteria a la proteina, aislada de las cinasas de las
células eucariontes, y efectuar con la proteina recombinante ensayos de fosforilacion in

vifro. A partir del gene 11 del rotavirus YM se obtuvo el ORF de NSP5, y se cloné en los
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vectores pGEX-4T2 y pET28a", de donde se sintetiza la protefna en bacterias como fusién
con glutatién S-transferasa (GST) o con residuos de histidina (6XHis), respectivamente.
Para su anlisis, en el caso de la fusion con GST, la NSP5 se inmunoprecipitdé de lisados
de bacterias con el suero hiperinmune anti-NSP5; mientras que para la fusién con 6XHis,

la NSP5 se purific6 de los extractos por medio de su afinidad a Ni*-NTA-agarosa. Tanto

la NSP5-GST como la NSP5-His, asi como la mutante de NSP5 denominada AC10-His,

que carece de los Gltimos 10 aminoacidos de NSP5 (7 de los cuales forma parte de los 20

A) B)
& O g O
Z =2 Z =
b
}

NSP5-His 5 i e ”
AC10-His

Figura 10. NSP5 recombinante se fosforila in vitro. Las proteinas NSP5 silvestre y la mutante
ACI10, en la que estdn ausentes los aa 187-197 de NSP5, se expresaron en bacteria como
fusiones con residuos de histidina (6xHis). Las proteinas purificadas se incubaron en el
ensayo de cinasa in vitro. Posteriormente, estas proteinas recombinantes se resolvieron por
SDS-PAGE. En el panel A se muestra el gel (al 11%) con las proteinas tefiidas con coomasie,
y en c¢n panel B, la autoradiografia del mismo gel.



aminoacidos del dominio con homologia a las cinasas de fosfageno), se fosforilaron en el
ensayo de cinasa in vitro (Fig. 10B, carriles I y 2; Fig. 11, carril 1). Sin embargo, las
proteinas recombinantes no exhibieron las tres isoformas fosforiladas; la tinica presente es
equivalente a la de 26 kDa, de acuerdo con el peso molecular predicho para las fusiones.
Para abundar sobre la posibilidad de que NSP5 sea blanco de cinasas celulares, se
determino si lisados de células MA 104 aumentaban la fosforilacién de NSP5-GST in vitro.
Tanto la adicion de extractos de células no infectadas como infectadas con el rotavirus YM
resulto en un incremento significativo de la fosforilacion de NSP5 (Fig. 11, carriles 2 v 3).
No obstante, aun con estos lisados celulares tampoco se obtuvieron las isoformas
hiperfosforiladas de NSP5-GST. De este modo, es probable que NSPS5 tenga una actividad
de cinasa intrinseca, utilizada para su propia fosforilacién, en la cual también pueden estar

involucradas cinasas celulares.

control
no inf,
inf, YM

NSP5-GST >

Figura 11. Proteinas de células eucariontes aumentan la fosforilacién de NSP35 recombinante.
NSP5 fusionada a GST se obtuvo de lisados de bacterias por inmunoprecipitacién con el
suero hiperinmune anti-NSP5. Mas tarde la proteina se incubd en el ensayo de fosforilacién
in vitro sola (linea 1), o adicionada con extractos de células MA104 no infectadas (linea 2) o
infectadas con el rotavirus YM (linea 3). Las proteinas se analizaron por SDS-PAGE y
auloradiografia. El gel es al 11%.
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4) Correlacioén entre la capacidad de
multimerizacién e hiperfosforilacion de NSP5 con la

formacion de pseudo-viroplasmas.

Se ha descrito que la coexpresion de NSPS y NSP2 en células MA104 produce
particulas similares a viroplasmas (pseudo-viroplasmas, Fabbretti ez al., 1999). Para
determinar si las propiedades de multimerizacion-hiperfosforilacion de NSP5 son

relevantes en el ensamblaje de estas estructuras, se coexpresaron en células MA104 la

proteina NSP2 y la mutante de NSP5 AC10, que no oligomeriza y no es eficientemente

hiperfosforilada, utilizando el sistema transitorio de vaccinia-T7. La formacién de pseudo-
viroplasmas en las células transfectadas se determiné por medio de inmunofluorescencia
indirecta y microscopia confocal, como esta descrito en Gonzalez et al. (1998), con algunas
modificaciones (ver métodos). Como ha sido reportado, NSPS expresada sola no exhibe el
patron de distribucién tipico de las células infectadas con rotavirus (tincién viroplasmica,
Figura 12, NSP5-NSP2), va que en este caso la proteina se mostré como puntos diminutos
que se localizan homogéneamente en todo el citoplasma (Figura 12, VV:NSP5; Poncet et
al., 1997; Blackhall ez al., 1998; Fabbretti er al., 1999). Sin embargo, cuando NSP5 y
NSP2 se coexpresaron en células MA104, las dos proteinas se distribuyeron en estructuras

que morfolégicamente son muy parecidas a los viroplasmas (Figura 12, VV:NSP5-NSP2).

En constraste, la coexpresion de 1a mutante AC10 y NSP2 no promovio la formacién de los
pseudo-viroplasmas (Figura 12, VV:AC10-NSP2). AC10 transfectada sola se distribuyé
homogéneamente en todo el citoplasma (Figura 12, AC10), o en cambio, cuando se
expresé en conjuncién con NSP2, ACI10 tendié a agregarse en varias zonas discretas

grandes, pero de manera desorganizada (Figura 12, VV:ACI0-NSP2). Estos resultados
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sugieren que el ensamblaje de los viroplasmas en las células infectadas con rotavirus puede

depender de la capacidad de multimerizacion/hiperfosforilacion de NSP5.






Figura 12. La mutante de NSP5 AC10, que
no multimeriza y es ineficiente en
hiperfosforilacion, tampoco puede formar
pseudo-viroplasmas. Las proteinas NSP3,
NSP2 y la mutante AC10 se expresaron solas
0 en combinaciones en células MA104. La
deteminacion de la localizacién de las
proteinas y la formacion de los pseudo-
viroplasmas se hizo por medio de
inmunofluorescencia indirecta y microscopia
confocal. La tincién con fluoresceina (verde)
identifica a NSP3, mientras que con
rodamina (rojo) Io hace para NSP2; cuando
estas dos proteinas colocalizan entonces la
colaracion es amarilla. Como control se
utilizaron células infectadas con rotavirus
YM; en NSP5-NSP2 se observan claramente
los viroplasmas (aumentados 5 veces del
lado derecho). VV=Expresién transitoria; en
VV:NSP5-NSP2 note la formacion de
pseudo-viroplasmas (arriba estd el contraste
de fases de la célula examinada, con el
nicleo en el centro). En VV:AC10-NSP2 se
muestra la imagen de una suma de varios

cortes opticos analizados.
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Asociaciones intermoleculares de NSPS5.

Los rotavirus llevan a cabo su ciclo de replicacion en el citoplasma de las células, en donde a
partir de la infeccién se desarrollan los viroplasmas, que son estructuras electrodensas ricas en
RNA y proteinas virales. En estas estructuras se efectia la replicacion del RNA y la morfogénesis
del virién a través de particulas subvirales conocidas como RIs (Estes y Cohen, 1989; Patton,
1995). En los viroplasmas se localizan las proteinas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP6, vy las
proteinas no-estructurales NSP2, NSP5 y NSP6 (Estes y Cohen, 1989; Patton et al., 1995;
Gonzalez et al., 1998). Se conocen algunas de las interacciones proteina-proteina especificas que
se llevan a cabo en los viroplasmas: VP2 y VP6 se ensamblan para formar la doble capa de los VP6
RI, albergando a la polimerasa viral VP! y la guanililtransferasa VP3. Sin embargo, cxiste poca
informacion sobre el papel de las proteinas no-estructurales y las asociaciones intermoleculares que
se establecen entre cllas o con las proteinas estructurales. Se ha reportado que NSP2 forma
multimeros y se asocia con NSP5 y VP1 (Afrikanova et al., 1998; Kattoura ef al., 1994; Poncet et
al., 1997, Taporewala et al., 1999).

En este trabajo se identificaron algunas de las asociaciones intermoleculares de la proteina
NSPS5 de los rotavirus. Se pudo establecer que NSP5 forma multimeros in vivo e in vitro (Figuras
2y 3 del articulo anexo). Este hallazgo se ha confirmado de manera independiente por dos grupos
de investigacion (Poncet ef al., 1997; Blackhall e al., 1997). Sin embargo, al contrario de nuestra
observacién de que la multimerizacion de NSP5 se puede detectar especificamente por medio del
sistema de los dos hibridos, el grupo del Dr. Cohen enconiré que la proteina NSP5 del rotavirus
bovino RF transactiva espontdneamente al gene reportero H7S3 cuando se fusiona a GAL4-BD
(Poncet et al., 1997). Es probable que la proteina NSP5 de la cepa YM que utilizamos en nuestro
sistema no exhibe dicha actividad como una consecuencia de sus diferencias aminoacidicas con la

proteina de la cepa RF, ya que entre ellas existe una identidad del 92%.



En este trabajo también se maped el dominio de homomultimerizacién de NSPS in vivo e in
vitro (Figuras 2 vy 3 del articulo anexo). Este dominio se localiz6 en la region C-terminal de NSP5

entre los aa 178-197 (Figura 13). De hecho cuando se eliminaron los aa 188-197 de la proteina

completa (mutante AC10) NSP5 perdi6 su habilidad para multimerizar (Figuras 2 y 3 del articulo

anexo). NSP5 es una proteina altamente conservada entre las cepas de los rotavirus del grupo A,
siendo el dominio C-terminal uno de los que presenta menos sustituciones (Mattion ef al., 1994).
Esta region es también la més conservada entre las proteinas NSPS de los grupo A y C (Bremont et
al., 1993; Mattion et al., 1994). Por ejemplo, la NSP5 de la cepa Bristol humana (grupo C) tiene
una identidad total del 24% con la NSP5 de la cepa YM porcina (grupo A), mientras que la
identidad entre los 28 aa C-terminales de estas dos proteinas es del 46%. Ademas la prediccion de

estructura secundaria de las NSP5 de los grupos A v C muestra que los 20 aa C-terminales de

ambas proteinas tienen una estructura o-helicoidal (Figura 13). El hecho de que esta regién incluye

el dominio de homomultimerizacion de la NSP5 del grupo A sugiere que la NSPS del grupo C
también puede formar multimeros, e implica que esta propiedad es importante para la funcion de
NSPS.

Nuestro analisis de la multimerizacidon de NSP5 no distingue entre si NSP5 dimeriza o forma
agregados moleculares mas grandes. Para determinar el nivel de agregacion de NSP5 serd
necesario emplear metodologias tales como la sedimentacion en gradientes de sacarosa, que
permitié conocer que la proteina NSP2 de los rotavirus se ensambla en multimeros (Taraporewala
et al., 1999).

La proteina NSP5 también se asocia con la proteina no-estructural NSP6 in vivo (Figuras 2
y 5 del articulo anexo). El dominio de NSP5 involucrado en la interaccién con NSP6 se localiza
entre los aa 163-197, por lo que se yuxtapone con el dominio de multimerizacién (Figura 13). Esto

sugiere que NSPG6 puede tener un papel regulatorio en la multimerizacidén de NSPS.
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Figura i3. Dominios {uncionales y esiructuraies de la proteina INSP5 de los rolavirus. de
muestra la prediccidn de estructura secundaria de las protefnas NSP5 de los rotavirus de los
grupos A y C; ésias son alineadas con respecto a su exeemo C-terminal, y ias inserciones de
aminoécidos en la NSP5 del grupo C son representadas por cajas pequefias. Las hélices o son
indicadas por ciiindros y ias hojas p por fiechas. Los dominios esiructuraies mosirados estan
presentes en todas las secuencias reportadas actualmente. La region variable de la proteina
est4 resaitada. Los dominios de muitimerizacion, interaccion con NSF6 y NSFZ aparente son
mostrados como barras. Los 10 aa C-terminales de NSPS5 que son esenciales para su
hiperfosforilacién y formacién de pseudo-viroplasmas son indicados.

Adicionalmente se ha reportado que la interaccidn entre NSP5 y NSP2 es mas fuerte cuando NSP2
se une a RNA (Poncet et al., 1997), por lo que todo el complejo NSP2-NSP5-RNA podria ser
susceptible a regulacion por NSP6. Sin embargo, atin no se conoce si NSP5 forma multimeros v
se une a NSP6 simultineamente (y NSP2), o si NSP6 se asocia con NSP5 y rompe los
multimeros. Para determinar e] efecto de NSP6 sobre la multimerizacion de NSP5 se podrian
utilizar, entre otras estrategias, el ensayo de afinidad in vifro implementado en este trabajo, o bien
el sistema de los dos hibridos con un vector modificado denominado pBridge (Clontech), que
permite analizar la participacidn de tres proteinas en un complejo (Tirode et al., 1997). Cabe
destacar que la formacion de complejos de proteina alternativos podria ser modulada por el nivel de
fosforilacién de NSP5 (Johnson, 1993).

El gene 11 del rotavirus OSU codifica a una NSP6 corta de tan solo 50 aa de longitud, que

son idénticos a los correspondientes 50 aa N-terminales de la proteina de YM (que tiene 92 aa). La



NSP6 de OSU es capaz de localizarse en los viroplasmas (Mattion et al., 1991); de este modo, si la
asociacion de NSP6 con NSP35 dirige la localizacion viroplasmica de NSP6, el dominio de esta
proteina involucrado en la interaccion con NSPS deberia de mapear en su mitad N-terminal.

Un aspecto relevante de la asociacion de NSP5 con NSP6 es que situa a NSP6 como otro
posible componente de los RIs. Se conocen las proteinas que constituyen a los Rls, entre las que
se encuentra NSP5, pero NSP6 no se ha buscado. A través de su interaccién con el dominio C-
terminal de NSP5, NSP6 podria integrarse a los Rls e influir en los procesos asociados con la
replicacion del genoma de los rotavirus.

Por otra parte, los viroplasmas en las células infectadas con rotavirus preferentemente estan
adosados a la membrana del RE (Gonzalez et al., 2000), por 1o que es probable que se establezcan
asociaciones especificas entre las proteinas viropldsmicas y algunas proteinas celulares, que
podrian servir como los centros de nucleacién para el ensamblaje y la localizacién de estas
estructuras virales. Sin embargo, cuando utilizamos la proteina NSP5 de YM fusionada a GAL4-
BD para identificar interacciones con proteinas celulares, las cuales se sintetizaban como fusion con
GALA-AD a partir de una biblioteca de ¢cDNA de células MA104, no obtuvimos ninguna clona
positiva al rastrear la biblioteca de cDNA completa (1 X 10 ¢ clonas independientes) por medio del
sistema de los dos hibridos. En cambio, esta misma biblioteca de ¢cDNA rindié varias clonas
positivas cuando empleamos a la vimentina humana como un control (como era de esperarse, las
clonas contenian fragmentos del cDNA de vimentina). Blackhall y colaboradores (1997) tampoco
pudieron identificar ninguna proteina celular que se asociara con NSP5-GST por medio de un
ensayo de afinidad. Si se establecen interacciones especificas entre NSP5 y proteinas celulares es
probable que dichas interacciones sean débiles o transitorias, en cuyo caso para hacer la
identificacion se podria emplear un sistema de los dos hibridos con mayor sensibilidad. También es
posible que esta asociacion dependa de que NSPS esté formando un complejo con otras proteinas

virales tales como NSP2, va que, por ejemplo, NSP5 y NSP2 se localizan en todo el citoplasma



cuando son expresadas solas en células MA104, pero se redistribuyen en estructuras perinucleares
similares a viroplasmas si son expresadas juntas (Figura 12; Fabbretti ef al., 1999).

En resumen, las asociaciones intermoleculares de NSP5 identificadas hasta este momento
son con ella misma, formando multimeros, y con las proteinas no-estructurales NSP6 y NSP2
(Figura 13). La regién C-terminal de NSP5 es responsable de 1la multimerizacidon y de la interaccion
con NSP6, cuyos dominios se yuxtaponen, introduciendo asi la posibilidad de que la
multimerizacion de NSPS5 y la actividad del complejo NSP5-NSP2-RNA esté regulada por NSP6.
El dominio N-terminal de NSP5 aparentemente participa en la interaccién con NSP2, ya que
mutantes de NSP5 que carecen de los aa 1-33 no son sensibles al efecto estimulatorio de NSP2
sobre su hiperfosforilacién y son incapaces de formar psudo-viroplasmas (Afrikanova et al.,1998;
Fabbretti e a/., 1999); sin embargo, aun no existen evidencias directas de la union de la region N-
terminal de NSP5 con NSP2. Adicionalmente se ha propuesto que NSP5 también interacciona con
VP1, ya que cuando se utilizd un entrecruzador permeable denominado dithiobis
(succinimidylpropionato) 6 DSP en células infectadas con rotavirus se obtuvieron
inmunoprecipitados (con un suero especifico anti-NSP5) que contenian complejos de las proteinas
NSP5, NSP2 v VP1 (Afrikanova et al., 1998). No obstante, es posible que VP1 se asocie a estos
complejos a través de NSP2, con quien se ha demostrado que si tiene una interaccion (Kattoura ez
al., 1992). Sera interesante determinar si NSP5 se asocia directamente con VPI, 1o que podria
sugerir que NSP5 regula la polimerizacion de los segmentos de RNA.

La asociacién de NSPS con NSP2 vy la adicion de NSP6 para formar complejos similares a
los que se ensamblan en los pseudo-viroplasmas podria ser un prerequisito para el establecimiento
del “core” RI, que son particulas subvirales con un micleo compuesto por las proteinas virales
VP1, VP2 y VP3 (Gallegos y Patton, 1989). Estos dos tipos de complejos podrian llegar a
fusionarse temporalmente a través de la interaccion entre VP1 y NSP2, y posiblemente NSP5, para

dar origen a un “core” RI funcional. Sin embargo, se desconoce aun el efecto de los agregados de
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NSP5, NSP2 y NSP6 en actividades tales como la seleccion, el empaquetamiento y la replicacion

de los segmentos de RNA que se llevan a cabo en los “core” Rls.

Actividades cataliticas que inciden sobre la

fosforilacion de NSPS5.

Las cinasas convencionales forman una famiha de proteinas constuida por mas de 200

miembros, que catalizan la transferencia del y-fosfato del ATP (6 GTP) al grupo alcohol de un

residuo de serina/threonina, o al grupo fendlico de un residuo de tirosina, formando en ambos
casos monoesteres de fosfato. Se caracterizan por tener un dominio catalifico de 250-300
aminoacidos que estd muy conservado (Taylor et al., 1992; Hanks y Hunter, 1995). En una familia
aparte estan ubicadas las fosfigeno cinasas, que presentan una estructura primaria y un

plegamiento diferente al de las cinasas convencionales. Estas enzimas catalizan la transferencia

reversible del y-fosfato del ATP a compuestos de guanidina fales como creatinina, glicociamina,

tauromicina, lombrcina y arginina. Al compuesto de guanidina fosforilado se le denomina
fosfageno (Kenyon y Reed, 1986; Susuki y Furukohri, 1994; Fritz-Wolf et al., 1996).

Se ha sugerido que NSP5 tiene una actividad de proteina cinasa de serina y de treonina por
medio de la cual se autofosforila (Afrikanova ef al., 1996; Blackhall et al., 1997; Poncet et al.,
1997). Sin embargo, el andlisis de comparacion de NSP5, a nivel de nucledtidos o de
amino4cidos, con las secuencias almacenadas en los bancos de datos {(Genbank, Swiss-Prot),
utilizando BLAST o FASTA, no arrojo resultados significativos de homologia con ninguna
proteina. Tampoco hubo similitud cuando se hizo la comparacion directa entre NSPS y proteina

cinasa C, un prototipo de las cinasas convencionales.
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No obstante, se ha reportado que NSPS5 tiene una region en su extremo carboxilo
(aminoécidos 175 a 195) con homologia a las fosfageno cinasas. Diferentes razones hacen suponer
que NSPS5 no pertenece a esta familia de proteinas: i) las fosfageno cinasas son proteinas de 350 a
724 residuos (Susuki y Furukohri, 1994; Susuki ef g/, 1998) y la region con homologia a NSP5
abarca solamente 20 aa; i) esta region de las fosfigeno cinasas se localiza en una zona variable y
no parece tener un papel relevante en las actividades cataliticas, de unién a ATP y de
reconocimiento del sustrato (Fritz-Wolf er al., 1996}; iii) cuando se elimind un fragmento de 10 aa
o la totalidad del dominio de NSP35 con homologia a las creatinina cinasas no hubo una pérdida en
la fosforilacién de esta proteina in vitro o in vive (Figura 4 del articulo anexo; Figura 10B,
Fabbretti et al., 1999).

A pesar de que NSPS5 no esté relacionada con las familias de cinasas conocidas, y de que la
remocion del sitio aparente de unidén a ATP de esta proteina no modificéd su fosforilacion (Fabbretti
et al., 1999), en este trabajo presentamos resultados que sugieren que NSP5 puede tener una
actividad de cinasa intrinseca: i) la proteina de células MA104 infectadas con rotavirus recuperada
de los lisados por inmunoprecipitaciéon con un suero monoespecifico anti-NSP5 (Gonzalez ef al.,
1998) se fosforila in vitro (Figura 7A); 1i) NSPS expresada sola en células MA104 se fosforila in
vivo (Figura 4 del articulo anexo); y iii) NSP5 recombinante como fusion con GST o con 6xHis se
fosforila in vitro (Figuras 10B y 11). Se han reportado cinasas celulares y virales que no poseen
los motivos candnicos de las cinasas de serina/treonina (Rossi ef al., 1996; Wu et al., 1990); de
este modo, NSP5 podria pertenecer a este grupo de cinasas “no convencionales”.

Aun cuando se obtuvo la fosforilacion de NSP5 recombinante in vitro, no se observaron las
isoformas equivalentes a las de 28 kDa y 30-34 kDa. Una posibilidad es que la proteina del
rotavirus expresada en bacteria no adquiere el plegamiento nativo, por lo que los residuos de Ser y
Thr que son utilizados en la generacién de las isoformas de mayor peso no son presentados

adecuadamente para su fosforilacién. Sin embargo, debido a que una NSP5 recombinante se
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empled en los ensayos de afinidad para demostrar multimerizacion, pareciera ser que el
plegamiento de esta proteina en dominios funcionales si se puede dar.

La NSP5 sintetizada en células infectadas es glicosilada con residuos de N-acetilglucosamina
unidos en enlaces de tipo O (Gonzélez y Burrone, 1991). Aun no se ha determinado el efecto de
los residuos de azucar sobre las propiedades de NSP5. Se ha descrito que los residuos que se
fosforilan en una proteina son los mismos que se emplean en la o-glicosilacién. Puesto que existe
una relacién reciproca entre estas dos modificaciones, se ha propuesto que podrian tener una
funcidn inversa (Hart, 1997). Las bacterias efectian la o-glicosilacion sobre residuos de Ser o Thr
en algunas de sus proteinas, pero no llevaron a cabo esta modificacion en la proteina p62, un
componente del complejo de poro nuclear, que nommalmente estd o-glicosilada con N-
acetilglucosamina en c€lulas eucariontes (Plummer ef al., 1995; Dobos et al., 1996; Lubas et al.,
1995). No se conoce si 1a NSPS5 sintetizada en bacterias esta o-glicosilada. La ausencia de azdcares
en NSP5 pudiera afectar su capacidad de fosforilacion.

Otro de los argumentos para justificar la ausencia de hiperfosforilacion de NSP5
recombinante in vifro es que esta proteina sirve como blanco de fosfatasas bacterianas
contaminantes (Cozzone, 1993; Leonard et al., 1998). L.a NSP5 recombinante podria ser capaz de
autofosforilarse para poducir las isoformas equivalentes a 26, 28 y 30-34 kDa, pero la mayor parte
de los fosfatos incorporados serian removidos por fosfatasas muy activas. Algunos fosfatos de
NSP5 aparentemente no son accesibles a la accién de las fosfatasas bacterianas in vitro (Afrikanova
et al., 1996) Esto explicaria porqué a pesar de un posible ataque de las fosfatasas bacterianas
contaminantes se obtiene una NSP5 recombinante fosforilada in vitro que es equivalente a la
isoforma de 26 kDa.

La identificacion de los aminodcidos fosforilados en la proteina NSP5 recombinante ¢ en la
isoforma de 26 kDa derivada de células eucariontes podria ser 0til para conocer el papel de estas
modificaciones en la actividad de cinasa aparente de NSPS5, y en la generacion de las isoformas

hiperfosforiladas. Es probable que al menos tres fosfatos se incorporen a la isoforma de 26 kDa,
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va que por electroforesis en doble dimension esta proteina se resolvid en tres manchas fosforiladas
con puntos isoeléctricos de 4.6 a 6.0 (Blackhall et al., 1997).

En los ensayos de actividad catalitica in vitro con las diferentes NSP5 recombinantes no se
puede descartar que su fosforilacion se deba a la accién de una cinasa exégena. A pesar de que se
ha descrito que las cinasas bacterianas son proteinas aliamente especificas, que en general no
reconocen a los sustratos de las cinasas eucariontes, existen algunas excepciones, como es el caso
de las cinasas de S. pyogenes, que son capaces de fosforilar histonas y protaminas (Cozzone et al.,
1993). El analisis de las secuencias de los genomas de bacterias y arqueobacterias ha identificado
cuatro familias potenciales de cinasas, ademas de la familia Pkn2, la cual incluye a las cinasas
bacterianas que han sido aisladas. Entre estas familias se encuentra ABC1, que agrupa cinasas de
bacteria y eucariontes, lo que aumentaria la posibilidad de un reconocimiento cruzado de los
sustratos de fosforilacion entre las cinasas de los dos tipos de organismos (Leonard ef al., 1998).

Uno de los sustratos que no es fosforilado por las cinasas bacterianas es caseina (Cozzone ef
al., 1993). De acuerdo con los resultados de fosforilacion de sustratos exdgenos, la proteina NSP5
inmunoprecipitada de células infectadas pudo fosforilar caseina (Figura 8). Seria interesante
determinar si la preparacion de NSP5 recombinante también puede fosforilar caseina; en caso de
que esto ocurra, podria ser sugerente de que NSP5 tiene una actividad de cinasa intrinseca. Estos
experimentos se estan llevando a cabo actualmente en nuestro laboratorio.

Se han reportado proteinas con actividad de cinasa que no tienen homologia con las cinasas
convencionales, ni presentan la secuencia consenso de unién a ATP, LGXGXXG,, ;V (Taylor ef
al., 1992; Hanks y Hunter, 1995). Este es el caso de hbx del virus de hepatitis B y la DNA
topoisomerasa I de células HeLa. La demostracion clara de que estas proteinas tienen actividad de
cinasa intrinseca provino de dos tipos de experimentos: a) la proteina expresada en bacteria fue
altamente purificada y marcada con p-fluorosulfonyl [*C]-benzoyl-5’adenosine ('*C-FSBA), un
analogo de afinidad de ATP que se une irreversiblemente y modifica a los sitios de unién de ATP

de las proteinas cinasas; b) la proteina fue sometida a electroforesis en gel de poliacrilamida con
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SDS, de donde fue eluida o transferida a membranas, y después de renaturalizacién se observd que
ain era capaz de autofosforilarse o de fosforilar sustratos exogenos (Wu et al., 1990; Rossi et al.,
1996). Este tipo de experimentos también podran auxiliar en la determinacién de NSP5 como una
cinasa.

Otros miembros de la familia Reoviridae, como los orbivirus, los reovirus y los fitoreovirus,
poseen proteinas fosforiladas, de las que se desconoce su funcién (Huismans et al., 1987; Thomas
et al., 1990; Theron et al., 1994; Susuki et al, 1999a). Es relevante que la proteina Pns12 del virus
del arroz enano (un fitoreovirus}, que es rica en residuos de Ser y Thr, es fosforilada in vitre por
extractos de células de plantas, animales e insectos, pero no por extractos de E. coli (Susuki ef al.,
1999a). Pns12 tampoco se autofosforila in vitro, por lo que aparentemente no posee una actividad
de cinasa intrinseca. Pns12, al igual que NSP5, se distribuye en estructuras viropldsmicas, sin
embargo, la identidad entre estas dos proteinas es de tan solo el 26%, por lo que no es claro si
PNS12 y NSPS5 podrian cumplir funciones equivalentes.

Ante la posibilidad de que NSP5 sea una cinasa que puede fosforilar sustratos heterélogos,
es probable que una de las funciones de NSP5 sea la de fosforilar proteinas celulares in vivo. Estas
proteinas blanco pudieran ser intermediarias en las cascadas de sefiales intracelulares. La activacién
por NSP5 de una de éstas cascadas conduciria a la alteracion de funciones celulares o a la
expresion de algunos genes (Hunter, 2000). En células MA104 los rotavirus inducen la expresion
de las proteinas de choque témmico hsc70, BIP y endoplasmina (F. Hemandez Teran,
comunicacion personal; Xu et al., 1998). NSP5 podria estar involucrada en la activacién de la via
de induccién de estas proteinas.

De gran interés resulté el uso del inhibidor H7, ya que se obtuvo una disminucién
significativa en la fosforilacién de NSP5 in vitro (Figura 9, carril 12). De acuerdo con su

concentracion molar, H7 pueden inhibir selectivamente diferentes cinasas celulares (Hidaka et al.,

1984). Por ejemplo, H7 tiene una K, de 97 uM para la cinasa de la cadena ligera de miosina, y una
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K, de 100 uM para caseina cinasa I (Tabla 2). H7 inhibi6 mas del 80 % la fosforilacién de NSPS a

200 pM. Sin embargo, es poco probable que la cinasa de la cadena ligera de miosina pueda

fosforilar a NSP5 en el ensayo de cinasa in vitro, debido a que estaurosporina, que a las
concentraciones molares utilizadas también exhibiria un efecto inhibitorio sobre esa cinasa, y en
consecuencia sobre la fosforilacidn de NSP5, no lo hizo (Figura 9). El empleo del inhibidor H89 a
concentraciones molares de 10° o mas altas podria ayudar a la determinacion de si caseina cinasa [
contribuye a la fosforilacidon de NSPS5 in vitro.

Puesto que H7 disminuy6 el marcaje con fésforo de las tres isoformas de NSPS5, es probable
que la actividad de cinasa afectada por este inhibidor incida sobre un punto inicial limitante que
influye la fosforilacion de las isoformas de mayor peso. La actividad de cinasa inhibida por H7 en
las fosforilaciones de NSP5 in vitro pudiera ser de una proteina celular, o bien, de la misma NSP5.
El efecto de H7 sobre la fosforilacién in vitro de la NSP5 recombinante podria ayudar a resolver
esta pregunta.

Fluso de los inhibidores en los ensayos de fosforilacién in vitro de NSP5 no ha permitido
identificar ninguna cinasa celular que pudiera estar actuando sobre esta proteina. Sin embargo, el
aumento en la fosforilacién de NSP5 recombinante in vitro por la adicion de extractos de células
MA104 no infectadas (Fig. 11), fuertemente sugiere que cinasas celulares actian sobre NSP5 in
vivo.

A partir de la determinacion de que NSPS5S tiene sitios de fosforilacién potenciales para

proteina cinasa C y caseina cinasa Il (Blackhall ef al., 1997), el grupo de Magnusson utilizé los

inhibidores estaurosporina y 5,6-dichloro-1-B-D-ribofuranosyl benzimidazole (DRB) en células

infectadas con rotavirus para determinar el efecto de estas cinasas sobre la fosforilacién de NSP5.

Mientras que con DRB no se observd ninguna alteracién, con estaurosporina el efecto fue



moderado, por lo que la posible actuacién de caseina cinasa II v de proteina cinasa C sobre la
fosforilacion de NSPS5 es muy limitada in vivo.

Se ha reportado que H7 tiene un efecto sobre la fosforilacion de proteinas in vive y sobre la
activacion de funciones biologicas (Kawamoto vy Hidaka, 1994; Schichtele et al., 1988), por lo
que seria de gran interés determinar el efecto de este inhibidor sobre la fosforilacion de NSP5 en
células infectadas, y en la replicacion de los rotavirus. Experimentos preliminares de nuestro
laboratorio sugieren que H7 in vivo disminuye la fosforilacién de NSP5 aproximadamente cuatro
veces y reduce la produccion de progenie viral de 10 a 100 veces (T. Lopez et al., datos no
publicados).

En conclusion, el nivel de fosforilacién de NSPS que se mantiene durante la replicacion de
los rotavirus puede ser el resultado de un balance entre actividades cataliticas que adicionan y
remueven fosfatos. Las evidencias disponibles en este momento sugieren que algunos fosfatos son
incorporados a NSP5 por medio de una actividad autocatalitica intrinseca; cinasas celulares atn no
identificadas también pueden contribuir a la fosforilacién de esta proteina. Con base en la
observacion de que el acido okadaico, un inhibidor general de fosfatasas (Cohen et al., 1990),
favorece la formacion de las especies hiperfosforiladas de NSP5 en células infectadas con rotavirus
(Figura 4 del articulo anexo; Blackhall et al, 1998), es probable que estas enzimas regulen la
abundancia relativa de las isoformas de NSP5. El efecto del acido okadaico es mas evidente en
células que expresan la proteina NSPS5 sola, en donde las isoformas hiperfosforiladas estan menos
representadas que en las células infectadas con rotavirus; en este sentido se ha propuesto que el
viroplasma puede actuar como una barrera que disminuye el ataque de las fosfatasas sobre NSPS5

(Blackhall ez al., 1998).
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Regulacion de la hiperfosforilacion de NSPS por

asociaciones intermoleculares.

La multimerizacion parece ser una propiedad muy importante para que la proteina NSP5
lleve a cabo su funcidn en la replicacion de los rotavirus, ya que el dominio involucrado en esta
actividad se encuentra conservado a los niveles de estructura primaria y secundaria entre las NSP5
de los rotavirus de los grupos A y C (Figura 13; Bremont ef al., 1993; Mattion ef al., 1994). En
este trabajo examinamos si la habilidad para multimerizar podria afectar una de las propiedades mas

evidentes de esta proteina, que es su fosforilacién en diferentes isoformas. Los resultados

mostraron que la mutante AC10, que no multimeriza, también se hiperfosforila muy pobremente

(Figura 4 del articulo anexo), a pesar de que todos los residuos de Ser y Thr presentes en la
proteina silvestre (que son el blanco de la fosforilacion) se mantuvieron en la proteina mutante
(Afrikanova et al., 1996; Blackhall et al., 1997). De hecho, en los 28 residuos C-terminales de
NSP5 no hay Ser o Thr, en contraste con un contenido total del 22% de estos aa en la proteina
completa; por lo tanto, la multimerizacién de NSP5 no parece ser regulada directamente por su
fosforilacion. Tomados en conjunto estos datos sugieren fuertemente que NSPS tiene una actividad
de cinasa responsable de su hiperfosforilacion, la cual puede depender de la multimerizacidn de la
proteina. Varias cinasas, al igual que las proteinas cinasas de tirosina, la cinasa Janus, los
receptores tipo 1y I, c-raf y Tousled, requieren de multimerizacion para su activacion (Heldin,
1995; Klemm et al., 1998; Roe et al, 1997). Esto es consistente con la idea de que la
multimerizacioén trae varios polipéptidos juntos, promueve orientaciones favorables, y hace mas

eficiente la fosforilacién intermolecular (Heldin, 1995; Klemm et al., 1998; Jiang v Hunter, 1999).

Una explicacién alternativa para la ausencia de hiperfosforilacion en la mutante AC10 es que

los 10 aa C-terminales de NSP5 son parte del niicleo catalitico, con la consecuente pérdida de la
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funcién de cinasa si estos aa son deletados. Sin embargo, la mutante AC10 atin se fosforila en las

isoformas equivalentes a las especies de 26 y 28 kDa de la proteina NSP5 silvestre (Figura 4 del
articulo anexo); como ya se discutid, todas las evidencias disponibles sugieren que estas isoformas
son el resultado de una actividad autocatalitica mas que de la actividad de una enzima celular. Por lo
tanto, es muy probable que NSP5 tenga una actividad de cinasa intrinseca, la cual para generar las
especies hiperfosforiladas de la proteina necesita estar en la forma de un multimero. Con relacion a
esto, es de interés que las mutantes de NSP5 caracterizadas por Fabbretti ef al. (1999) solamente
llegan a ser fosforiladas cuando los 10 aa C-terminales de NSP5 estin presentes. Aunque en ese
trabajo se encontraron otras mutantes gue ain teniendo esta regién no se hiperfosforilaron, la

ausencia de dicha actividad pudiera ser explicada ya sea por un impedimento de la actividad de
cinasa (mutantes Ad131-179) o por la ausencia de la regién de sustrato (mutante AN80 y Ad34-

80).

La actividad de hiperfosforilacién de NSP5 es estimulada por su interaccion con NSP2 in
vivo. Aparentemente NSP2 se une con la region N-terminal de NSPS5, ya que la delecion de los 33
aa N-terminales de NSP5 promovié su hiperfosforilacion in vivo y la convirtié en una proteina
insensible a la activacion por NSP2 (Afrikanova ef al., 1998). En consecuencia, se ha propuesto
que el dominio N-terminal de NSP5 funciona como un dominio inhibitorio de la hiperfosforilacion,
por lo que el incremento en esta actividad podria ser inducido por cambios conformacionales
resultantes de la interaccion de NSP5 con NSP2. Estas observaciones estan de acuerdo con la idea
de que la multimerizacién de NSP5 es importante para la actividad de hiperfosforilacion de la

proteina, ya que se encontrd que la interaccién de la NSPS5 completa (por medio del ensayo de los

dos hibridos) es mas eficiente con las mutantes de deleciéon N-terminales AN130 y AN162 que con

la proteina NSPS5 silvestre (Figura 2). Por lo tanto, el dominio N-terminal de alguna manera podria

impidir la asociacién 6ptima entre dos o mas polipéptidos de NSP5 (que es promovida por el
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dominio de multimerizacién) por lo que no se llevaria a cabo una transfosforilacion eficiente. De
los datos de este trabajo parece ser que la hiperfosforilacion de NSP5 es aumentada por NSP2,
mas que ser estrictamente dependiente de esta proteina.

NSP6 es otra proteina que puede tener un papel regulatorio en la multimerizacion de NSP5,
y por lo tanto, en su actividad de hiperfosforilacién. Esta hipotesis s¢ basa en la observacion de
que en NSP5 los dominios de multimerizacién y de interaccién con NSP6 se yuxtaponen (Figura
13). El papel regulatorio de NSP6 lo sugiere también su baja expresién en células infectadas con
rotavirus (Mattion ef al., 1991; Figura 1 del articulo anexo). Interesantemente, no se ha encontrado
un ORF para NSP6 en el gene 11 de la cepa Mc323 y Alabama de los rotavirus del grupo A o en
los genes homélogos de las cepas de los rotavirus del grupo C. Asi, el papel regulatorio que se
propone para NSP6, o cualquier otra funcién que pudiera tener, quizé sea una fina modulacion que
de algin modo seria sustituida. Es deseable determinar el efecto de NSP6 sobre la fosforilacion de
NSPs.

En un esquema general la hiperfosforilacion de NSPS se regula en diferentes etapas donde
las asociaciones intermoleculares parecen ser fundamentales. La activacién de la hiperfosforilacién
de esta proteina se dispara aparentemente por su multimerizacion. Adicionalmente, las asociaciones
de NSP5 con NSP2 y NSP6 por medio de sus dominios N y C-terminales, respectivamente,
pueden ser determinantes en el nivel de hiperfosforilacion que NSP5 alcanza en las células

infectadas con rotavirus.
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Multimerizacidon/hiperfosforilacién de NSP5 y el

ensamblaje de los viroplasmas.

Los resultados que muestran una correlacion entre la  capacidad de
multimerizacién/hiperfosforilacion de NSP5 y su habilidad para formar pseudo-viroplasmas
(Figura 12), coloca a la multimerizacion de NSP5 en un papel central entre las actividades
identificadas de esta proteina, y probablemente en la replicacion de los rotavirus. Para probar esto,
seri necesario determinar si tanto la hiperfosforilacion como la formacién de los pseudo-
viroplasmas dependen estrictamente de la multimerizacién de NSPS5. Se ha reportado que la
dimerizacién de serina/treonina cinasas puede ser alcanzada por compuestos inductores de la

dimerizacion (CIDs); esto es por si mismo suficiente para regular su actividad (Clemons, 1999;

Farrar et al., 1996; Luo et al, 1996). La restauracion de la multimerizacion en la mutante AC10, p.

¢j. a través de la fusién en su extremo C-terminal de secuencias heterdlogas con capacidad para
autoasociarse (Iyer et al, 1991; Katz ez al., 1998) o unirse a CIDs, puede ser una alternativa directa
para identificar el potencial de la multimerizacién en las actividades de NSP5.

Tampoco es claro si la formacién de pseudo-viroplasmas es dependiente de la
multimerizacion, de la hiperfosforilacién de NSP5 o de ambas. Resulta significativo que el 35% de
los residuos de Ser y Thr de NSP5 estan concentrados en los primeros 38 aminoacidos del extremo
amino, que es el dominio propuesto de interaccion con NSP2. La fosforilacion de NSP5 en esta
regién pudiera ser importante para su asociacion con NSP2, y por ende, para la generacion de los
viroplasmas en las células infectadas con rotavirus.

La eficiencia de formacion de los pseudo-viroplasmas constituidos por NSP5 y NSP2 es
baja, ya que no en todas las células que expresan transitoriamente las dos proteinas se pueden
identificar estas estructuras. La asociacién de NSP6 con NSPS sugiere que NSP6 podria actuar

como un catalizador en el ensamblaje de los pseudo-viroplasmas, posiblemente a través de la
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regulacion de la multimerizacion y/o de la fosforilacién de NSPS. En nuestro laboratorio se esta

determinando el efecto de NSP6 sobre ¢l ensamblaje de los pseudo-viroplasmas.

Participacion de NSP5 en los eventos moleculares que
anteceden la replicacion del genoma de los rotavirus vy

la morfogénesis del virién.

Como un resumen de los datos presentados aqui, se propone el siguiente modelo de trabajo
que toma en cuenta la informacién disponible actualmente:

La adicién de unos pocos fosfatos sobre NSP5, para producir la isoforma de 26 kDa,
ocurre posiblemente por medio de un evento autocatalitico intramolecular de tasa baja, aunque ain
no se ha descartado un ataque especifico por una cinasa celular. Esta fosforilacién primaria podria
hacer de NSP5 una proteina con mayor capacidad para autofosforilarse sobre multiples residuos de

serina/treonina, como se ha mostrado para otras proteinas kinasas (Johnson, 1993; Newton,

1997), 1o que produciria la especie de 28 kDa. Con base en los resultados de la mutante AC10, es

este trabajo se propone que la multimerizacién de NSP5 (a través de su dominio carboxilo) es
esencial para la activacién de su hiperfosforilacion (generacién de las isoformas de 30-34 kDa). La
fosforilacién de NSP5 en su extremo amino, que aparentemente actiia como un péptido inhibitorio,
podria crear un ambiente adecuado para su interaccidn con NSP2; esta proteina aparentemente
induciria un cambio conformacional en NSP5 que la liberia de su inhibicidén. La modificacion de la
estructura de NSP5 podria repercutir en un mejor acoplamiento de los polipéptidos en el
homomultimeros de NSP5, lo que facilitaria su fosforilacion en t¢rans, por lo que habria un

incremento en la hiperfosforilacion de esta proteina. La interaccion de NSP6 con el extremo C-
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terminal de NSP5 podria influir sobre la multimerizacion de NSP5 y consecuentemente sobre su
hiperfosforilacién. Los fosfatos que estarfan unidos a NSP5 a lo largo del ciclo de replicacion de
los rotavirus probablemente serian mantenidos en un equilibrio dinamico por la accion de cinasas y
fosfatasas celulares. Una vez ensamblados, los complejos de las proteinas NSP5, NSP2 y NSP6
se podrian organizar para construir el andamio de los viroplasmas. Las proteinas estructurales y
no-estructurales, v los mRNAs virales se incorporian al “esqueleto” de NSP2-NSPS-NSP6 del
viroplasma. Durante este proceso las particulas subvirales conocidas como “precore” RI, que estan
integradas por RNA viral, las proteinas estructurales VP1 y VP3, y las proteinas no-estructurales
NSP1 y NSP3, también ingresarian al viroplasma. Posteriormente NSP1 y NSP3 serian separadas

del “precore” RI al incorporarse la proteina VP2, para dar origen a un complejo que llegara a ser la

nucleocapside de los viriones, y con lo cual se podria activar la replicacion de los mRNAs virales.
Esta “protonucleocépside” de VP2, VP1, VP3 y RNA se asociaria temporalmente con los
complejos de NSPS, NSP2 y NSP6, posiblemente a través de la interaccion entre VP1 y NSP2 (y

e

g

£
posiblemente NSP5), para formar el “core” RI. Esta particula podria utilizar la actividad de ATPasa @
de NSP2 para facilitar la internalizacién de los RNAs, con lo cual se promoveria una replicacion :"g A
eficiente. Los dsRNA sintetizados podrian inducir la restructuraciéon de la “protonucleocapside”, 5_: a
que la liberarian de su asociacion con el complejo NSPS-NSP2-NSP6, y entonces como una o é
nucleocapside “madura” podria unirse a VP6, constituyéndose el “core” VP6. De este modo se

habrian efectuado la replicacién del genoma y la morfogénesis del virion de los rotavirus.
Alin no es claro si la funcion de NSP5 es solamente estructural, como un componente del

andamio de los viroplasmas, o si participa activamente en algin evenio relacionado con la

replicacién de los rotavirus. Proteinas virales que son modificadas por fosforilacién participan en
funciones tan diversas tales como la activacién de la transcripeion y la replicacidn, asi como el

ensamblaje y el “budding” (Burnette et al., 1993; Kann et al., 1994; Yu et al., 1994; Coates et al.,

1995: Herrmann et al., 1995). Son necesarios experimentos adicionales para definir el papel de

esta proteina, y ese de NSP6 y NSP2, en el ciclo de replicacién de los rotavirus.
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Aun se desconocen los mecanismos moleculares de la mayoria de los eventos
relacionados con la replicacién del genoma de los rotavirus, como son la seleccién
especifica de los 11 RNAs de polaridad positiva y su empaquetamiento dentro de la
nucleocapside, entre otros. En estos eventos podrian estar involucrada la proteina NSPS5,
de las cual no se sabe su funcidn.

A partir de los resultados de este trabajo es posible disefiar estrategias para tratar de
determinar el papel de NSP5 en la replicacién de los rotavirus. Por ejemplo, la
identificacion del dominio de multimerizacion de NSPS en su extremo C-terminal permitira
consiruir mutantes negativas dominantes, es decir, proteinas que conserven el dominio de
multimerizacién de NSP35 pero tengan deletada otra regién clave, por lo que al asociarse
con una NSP5 nativa podrian interferir en su funcién. Para este propésito resulta
significativo que el dominio de multimerizacion de NSP5 aislado (20 aa) atn pueda
asociarse con una NSP5 completa in vive (Figura 2 del articulo anexo). Existen varias
regiones que son candidatas para llevar a cabo algunas de las actividades de NSP3: aa 1-32,
regién de interaccién con NSP2; aa 34-80, sustrato de la hiperfosforilacion; aa 131-179,
dominio de cinasa. De este modo, es probable que utilizando un conjunto de mutantes
negativas dominantes se pueda discriminar la participacién de NSP5 y de cada uno de sus
dominios en la replicacion de los rotavirus.

Para determinar cémo la fosforilacion de NSP5 afecta la replicacion de los rotavirus
una estrategia sera emplear compuestos que disminuyan la adicién de fosfatos sobre esta
proteina in vivo. Un candidato es el inhibidor H7, que redujo significativamente la
fosforilacién de NSP5 in vitro. Como ya se menciond, experimentos preliminares de
nuestro laboratorio sugieren que H7 reduce la fosforilacion de NSPS in vivo
aproximadamente cuatro veces y baja la produccién de progenie viral de 10 a 100 veces (T.
Lopez et al., datos no publicados).

Los resultados de este trabajo sugieren que NSP5 es una cinasa que se autofosforila

y fosforila sustratos heterdlogos. De aqui se desprenden algunas preguntas de interes que
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deberan ser abordadas experimentalmente para abundar sobre el papel de esta proteina en la
replicacién de los rotavirus: NSP3 es realmente una proteina cinasa? NSPS puede fosforila
protefnas celulares en células infectadas con rotavirus? NSP5 puede activar cascadas de
sefiales intracelulares? Dos interrogantes mas que surgieron a partir de este trabajo son: 1)
la multimerizacién NSP3 es el activador de su hiperfosforilacion y de su habilidad para
ensamblarse en pseudo-viroplasmas e interaccionar con NSP6?; y 2) NSP6 participa como

un regulador de NSP5?
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