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ABREVIATURAS

ADP Adenosin difosfato

Asn Asparagina

ATF6 Factor activador de transcripcion 6

ATP Adenosin trifosfato

BiP Proteina que se une a la cadena pesada de las inmunoglobulinas
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ERAD Proteinas del RE asociadas a degradacion

ERGIC-53 Compartimento intermediario del RE-Golgi 53

ERp57 Proteina regulada por glucosa 58
ERSE Elemento de respuesta a estrés

F25 Frasco para cultivo de 25 cm?

GAPDH Gliceraldehido fosfatodeshidrogenasa
Grp Proteinas resuladas por glucosa

Grp78 Proteina regulada por glucosa 78
Grp94 Proteina regulada por glucosa 94

HA Hemaglutinina de Influenza

hpi Horas post-infeccion

Hsc70 Proteina de choque termico constitutiva
Hsp70 Proteina de choque térmico 70

IF Inmunofluorescencia

IRE1 Proteina que requiere inositol RE 1
IRF Factores regulatorios de interferon

kDa kilodaltones

KDEL Lisina, Asparagina, Glutdmico, Leucina
MBqg megabecquerel

mCi milicurie

MEM medio minimo esencial

mg Miligramos



min minutos

ml Mililitro

mM Milimolar

MOl Multiplicidad de infeccién
MRNA RNA mensajero

nm Nanomolar

PBS Amortiguador salido de fosfatos
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
PDI Proteina disulfuro isomerasa
PERK Proteina cinasa de RE

pH Potencial de hidrégeno

P13 Inositol trifosfato

PLC Fosfolipasa C

RE Reticulo Endoplasmico

RIPA Radio inmunoprecipitacion

RNA Acido ribonucleico

RNAdc RNA de doble cadena

RNAI RNA de interferencia

rpm Revoluciones por minuto

RRV Cepa de rotavirus de mono rhesus
RT Transcripcién reversa

SDS Dodecil sulfato de sodio

Ser Serina

SiRNA RNA interferente pequefio

SN Sobrenadante

TA Temperatura ambiente

Thr Treonina

TLP Particula viral del triple capa
TNC Amortiguador con Tris, NaCl y CaCl
TSG Tapsigargina

UPR Respuesta a proteinas no plegadas
VIP36 Lectina de unién a manosa

VIPL Proteina de unién a manosa como VIP36
Vol Volumen

Xbp1l Proteina 1 de union a la caja X
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RESUMEN

El Reticulo Endoplasmico (RE) provee un ambiente oxidante que permite la formacién de
los puentes disulfuro en las proteinas, ademas de contener chaperonas moleculares y enzimas de
plegamiento que interactUan transitoriamente con las proteinas durante su sintesis para asistirlas en
el plegado correcto y asi prevenir su agregacion.

Los rotavirus utilizan el RE para su maduracién y se ha visto que tratamientos que
modifican la glicosilacion de las proteinas virales NSP4 y VP7, o que alteran la concentracion de
calcio en el RE, afectan la morfogénesis del virus, y que las chaperonas Grp78, Grp94, PDI y
Calnexina interactuan con algunas proteinas de los rotavirus. En este trabajo evaluamos el papel de
Grp78, Grp94, PDI, calreticulina, calnexina y ERp57, sobre la morfogénesis de rotavirus, utilizando
el sistema de interferencia del RNA.

Encontramos que las chaperonas luminales de RE sufren un agrupamiento dependiente del
tiempo de infeccion hacia donde se encuentran las proteinas virales de RE (NSP4 y VP7).

Ademas observamos que la produccidn de progenie viral infecciosa de rotavirus no se afecta
al silenciar los genes de Grp94 y ERp57. Por otro lado, la presencia de PDI es importante para
producir progenie viral infecciosa y rearreglar los puentes disulfuro en VP7.

La presencia de calreticulina en el RE, es importante para formar progenie viral infecciosa y
mantener la velocidad en el arreglo de los puentes disulfuro en VP7.

Al silenciar el gen de Grp78, el plegamiento de las proteinas VP7 y NSP4 se alterd, por lo
que la progenie viral disminuyd. En estas condiciones aumenté la produccion de particulas virales,
pero su infectividad especifica disminuyd un 50%. Ademas la union de éstas a las células se vio
disminuida un 50%, por lo que concluimos que en ausencia de Grp78 hay cambios
conformacionales en la proteina viral encargada de la unién del virus a la superficie celular.

Cuando silenciamos el gen de calnexina, observamos que disminuye la infectividad del virus
obtenido en estas condiciones, y la mitad de las particulas que se ensamblan no son infecciosas, sin
embargo, estas particulas son capaces de unirse a la célula huésped, por lo que la deficiencia en la
estructura del virus afecta su infectividad en un paso posterior a su union con la célula, lo que
podria deberse a que en estas condiciones la proteina VP7 no se pliega adecuadamente.

Estos resultados sugieren que las proteinas Grp78, PDI, calnexina y calreticulina participan

en el proceso de morfogénesis de rotavirus.



SUMMARY

The endoplasmic reticulum (ER) provides an oxidant environment to allow the correct
folding of secretion proteins and also contains molecular chaperones and folding enzymes that
transitorily interact with the synthesized proteins and help them to acquire a correct folding.

The assembly process of rotavirus occurs in the ER. It has been shown that i) treatments
which affect the glycosylation of viral proteins VP7 and NSP4 or change the calcium concentration,
affect the virus morphogenesis and ii) the chaperones Grp78, Grp94, PDI and calnexin interact with
rotavirus polypeptides. In this work we evaluated the role of Grp78, Grp94, PDI, calreticulin,
calnexin and ERp57 in rotavirus morphogenesis by using the small interference RNA system.

We found that the luminal molecular chaperones change their distribution upon rotavirus
infection accumulating near of the ER glycoproteins (VP7 and NSP4) and this change depends on
the time post-infection.

Also, we found that the rotavirus infectivity does not change when grp94 and ERp57
expression was silenced. On the other side, the interaction between PDI and VVP7 is relevant for the
formation and rearrangement of the disulfide bonds of this viral protein.

Calreticulin is important to produce infectious viral particles and as part of the ER-folding
quality control for the viral proteins.

In cells transfected with siRNA of Grp78, the VP7 and NSP4 folding were altered. The virus
infectivity decreased, although the yield of viral particles was increased, but their specific
infectivity was reduced to approximately 50%. Half of these particles were incompetent for binding
to the host cells. We conclude that in absence of Grp78 there are conformational changes in the
protein responsible for the initial binding to the host-cell.

When calnexin was silenced, the yield of viral progeny decreased and 50% of the assembled
particles were not infectious, however these particles were able to bind to the cell surface.
Therefore, the structural deficiency of the virus affects a step after the initial binding.

These results suggest that Grp78, PDI, calnexin and calreticulin proteins participate in the

morphogenesis process of rotavirus.



INTRODUCCION

Ensamble de Virus

El proceso de ensamble de diferentes virus se lleva a cabo en distintos compartimientos
celulares, dependiendo principalmente de la genética y naturaleza del virus (Pettersson 1991,
Stephens and Compans 1988). Muchos virus con membrana (retro, alfa, ortomixo, rabdo y
paramixo virus) adquieren sus envolturas en la membrana plasmaética, permitiendo a los viriones
maduros ser liberados al medio extracelular (Pettersson 1991; Stephens and Compans 1988). Otros
virus son ensamblados en membranas intracelulares, por ejemplo el ensamble de bunyavirus se da
mediante la gemacion en las cisternas del complejo de Golgi (Matsuoka et al. 1991), coronavirus
gema en el compartimiento intermedio entre el Reticulo endoplasmico (RE) y el Golgi (ERGIC)
(Griffiths and Rottier 1992; Hobman 1993; Tooze et al. 1984), rotavirus se ensambla en la
membrana del RE (Kabcenell and Atkinson 1985; Pettersson 1991; Poruchynsky et al. 1985),
herpesvirus y orthomixovirus comienzan su ensamble en la membrana nuclear interna (Griffiths
and Rottier 1992; Stephens and Compans 1988) y los adenovirus se ensamblan en el ndcleo
celular (Figura 1).

A pesar de que la mayoria de los virus inician o completan su ensamble asociados a
membranas como en los ejemplos anteriores, también hay virus como los reovirus que se

ensamblan enteramente en el citoplasma sin involucrar membranas (Hunter 2007).
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Figura 1. Organelos celulares utilizados para el ensamble de algunos virus.
Hunter Eric. Tomado del Virology de Fields. Virus Assembly.2007.

-----

Uno de los factores que parece determinar el sitio de ensamble de los virus en casi todos
los casos, es la acumulacion y maduracion de la envoltura viral o de las proteinas de la capa

externa en el sitio final de ensamble.



En general, el proceso de ensamble inicia con la interaccion de la nucleocépside con las
glicoproteinas virales. Posteriormente, los virus maduros son usualmente transportados fuera de
las células a través de un proceso de exocitosis.

Hasta el momento, los rotavirus son los Unicos virus que utilizan el RE para ensamblarse
(Poruchynsky et al. 1985) y se ha observado que en células no polarizadas permanecen en el
lumen del RE hasta la lisis celular (Altenburg et al. 1980; Musalem and Espejo 1985).

El papel de seis chaperonas celulares del RE en el ensamble de los rotavirus fue el motivo

de estudio en esta tesis.

RETICULO ENDOPLASMICO

La membrana del RE constituye mas de la mitad de la fraccion endomembranal de la célula
y juega un papel central en la biosintesis celular. Las funciones de el RE varian dependiendo del
tipo de RE, existen tres variedades llamadas Reticulo endoplasmico rugoso (RER), Reticulo
Endoplasmico liso (REL) y Reticulo sarcoplasmico (RS). EI REL es liso porque no tiene ribosomas,
mientras que el RER posee ribosomas en la superficie de la membrana. EI RS se encuentra en
celulas de musculo.

Los ribosomas unidos al RER sintetizan a las todas las proteinas de la ruta secretoria de la
célula. Estos ribosomas se unen al RER por la cadena polipeptidica de la proteina que se esta
sintetizando, este péptido de aproximadamente 20 aa y de caracter hidrofébico se conoce como
péptido sefal; el polipéptido que emerge de los ribosomas pasa a través de la membrana del RER
por un poro conocido como complejo Sec61p. Las proteinas secretorias sintetizadas se acumulan en
el lumen de RER antes de ser transportadas a su destino (Lodish et al. 2000).

El pH en el lumen del RE es cercano a neutro, muy parecido al del citosol (Anderson et al.
1984). En células de mamifero el RE es el sitio con mayor concentracion de Ca®*, ya que tiene una
concentracion de 5 mM aproximadamente, que es muy alta al compararla con la del citosol que es
de aproximadamente 0.1 uM (Schroder and Kaufman 2005). El calcio participa en las interacciones
electrostaticas de las proteinas, y por lo tanto en su plegamiento. Por ejemplo los trimeros de la
glicoproteina de rotavirus \VVP7 recombinante son estables gracias al Ca®* (Dormitzer et al. 2000).
Mas importante aun, la mayoria de las chaperonas moleculares y enzimas de plegamiento residentes
del RE, tienen una baja afinidad a Ca?*y alta capacidad de unién por este ién. La mayoria del calcio
almacenado en este compartimiento se encuentra unido a las proteinas luminales como son las
chaperonas entre otras y, perturbaciones en la concentracién del Ca?* luminal pueden inhibir la
funcién de las chaperonas moleculares (Corbett et al. 1999; Ou et al. 1995; Suzuki et al. 1991).

El RE es un compartimiento especializado en donde ocurren procesos importantes para

mantener la homeostasis celular, tales como: la traduccion de proteinas de la ruta secretoria, la
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formacion de puentes disulfuro en proteinas, la N-glicosilacion, el plegamiento y el transporte de

estas proteinas a sitios especificos en la célula o al medio extracelular (Sitia and Braakman 2003).

Glicosilacion y procesamiento de los oligosacéridos

La adicién de oligosacaridos a las proteinas que se estan sintetizando en el RE, es una de
las funciones principales del RE. En la N-glicosilacion, la unidad del oligosacarido precursor esta
compuesta por 2 N-acetil glucosaminas, 9 manosas y 3 glucosas. Esta unidad es ensamblada en el
RE en el lipido acarreador dolicolfosfato, y una vez ensambladas estas unidades son transferidas
por medio de una glicosiltransferasa del dolicol a un residuo amino de la asparagina, localizada en
la proteina que se esta sintetizando con la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr (Hubbard and Ivatt
1981; Kornfeld and Kornfeld 1985). El proceso de transferencia ocurre co-traduccionalmente para
asegurar el acceso a los residuos de asparagina (Figura2).
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Figura 2. Esquema del procesamiento de las N-glicoproteinas. Lodish, Berk, Zipurski,
Matsudaira, Baltimore and Darnell. Tomado del Molecular Cell Biology. Protein
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La N-glicosilacion es seguida por el procesamiento del oligosacarido en el lumen del RE.
La glucosidasa I es la responsable de remover a la primera glucosa, la glucosidasa Il remueve a la
segunda y tercer glucosas (Grinna and Robbins 1979) y posteriormente la manosidasa |, es
responsable de remover a la manosa 9. Puede haber una re-adicién de un residuo de glucosa
(Figura 2 paso 3a), lo cual es parte del proceso del control de calidad en el RE (Sousa and Parodi
1995) (ver més adelante). Lo anterior puede ocurrir co-traduccionalmente o una vez que la

proteina ha sido sintetizada.

Posteriormente, la proteina debe ser transportada en una vesicula hacia el cis-Golgi para
que se sigan procesando los oligosacaridos. Una vez que la proteina llega al cis-Golgi, la
manosidasa | remueve una manosa dando lugar a un oligosacarido formado por MansGIcNAc;
(Figura 2) (Kornfeld and Kornfeld 1985).

En el Golgi-medio, los oligosacaridos se procesan por la remocién de residuos de manosa
por una a-manosidasa Il, y la subsecuente adicion de una N-acetilglucosamina. La
fucosiltransferasa puede agregar residuos de fucosa al oligosacarido procesado. El Gltimo paso en
el procesamiento de los oligosacaridos ocurre en el compartimiento del trans-Golgi, en el cual la
galactosil y la sialil tranferasa agregan galactosa y acido sialico al oligosacarido respectivamente
(Figura 2) (Kornfeld and Kornfeld 1985). En general, tres formas principales de unidades de
oligosacaridos pueden ser detectadas sobre las glicoproteinas: residuos de alta manosa,
oligosacaridos complejos y unidades hibridas de oligosacaridos, lo que depende principalmente

del sitio de maduracion y acumulacion de las proteinas (Kornfeld and Kornfeld 1985).

La glicosilacion repercute en el plegamiento y la estabilidad de las proteinas.
Primeramente, la naturaleza hidrofilica de los carbohidratos incrementa la solubilidad y define, las
areas superficiales en algunas proteinas. En segundo lugar, los carbohidratos bloguean la
interaccion de la proteina a la que estdn unidos con otras proteinas que se estén sintetizando,
evitando asi su agregacion, por lo que se les atribuye una funcién como chaperonas. Tercero, los
carbohidratos interactdan con los enlaces peptidicos y estabilizan la conformacion de la proteina
(Wormald and Dwek 1999). Cuarto, el procesamiento secuencial de los azucares es monitoreado

por lectinas que detectan el estado de plegamiento de las proteinas (Ellgaard et al. 1999).

Formacién de los puentes disulfuro

El principal amortiguador redox en la célula es el glutation, el cual contribuye con los
equivalentes reductores para la formacion de los puentes disulfuro en el RE. En el citoplasma, la

proporcidn de glutation reducido a glutation oxidado es >50:1 (Fewell et al. 2001). En contraste,



en el RE, esta proporcion es de 1:1 a 3:1. Por lo que el ambiente en el lumen del RE es mas
reductor que en el citosol (Schroder and Kaufman 2005).

La formacion de los puentes disulfuro en el RE es catalizada por las disulfuro isomerasas,
y sus puentes disulfuro son formados por oxidasas dependientes de FAD como son Erolp y

ERv2p. El aceptor final de electrones para Erolp y Erv2p es el O, (Schroder and Kaufman 2005).

Plegamiento y Chaperonas Moleculares en el RE

La secuencia de una cadena polipeptidica determina la estructura tridimensional de la
proteina, ya que en principio una cadena polipeptidica se puede plegar espontaneamente a su
conformacién nativa, sin embargo, durante este proceso se pueden generar errores en el
plegamiento. El lumen del RE provee un ambiente Gnico para el plegamiento y ensamble de los
polipéptidos sintetizados en este compartimiento. Es en este compartimento que la célula cuenta
con un sistema de control de calidad, conformado por chaperonas para determinar plegamientos
erroneos en las proteinas y evitar agregados protéicos, ya que solo las proteinas que estan plegadas
apropiadamente son transportadas del RE al complejo de Golgi. Es por ello que la presencia de

chaperonas moleculares y enzimas foldasas es imprescindible (Hammond and Helenius 1994b).

{1
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Figura 3. Esquema de las funciones de las chaperonas del RE: (1) facilitan la translocacion co-
traduccional; (2) ayudan al plegamiento de las proteinas; (3) facilitan la retro-translocacion y la
entrada a sistema de degradacién (ERAD); (4) contribuyen con el almacenamiento de Ca®* en el
lumen del RE. Y. Ma, L. M. Hendershot/J. Chem. Neur. 28(2004):51-65

Las funciones principales de las chaperonas moleculares del RE son: ayudar a la
translocacion de las proteinas secretorias al lumen del RE (Nguyen et al. 1991; Vogel et al. 1990),

impedir las interacciones inespecificas entre las proteinas que se estan sintetizando y mantenerlas



en un estado apropiado para ser plegadas, de esta manera es que estan involucradas en el control
de calidad del RE (Hammond and Helenius 1994b). Otra de sus funciones es marcar a las
proteinas que tienen un plegamiento incorrecto para ser degradadas y que no continten por la via
secretora (Figura 3) (Hammond and Helenius 1995; Hurtley et al. 1989; Leitzgen et al. 1997,
Pelham 1989; Rothman 1989); a este mecanismo se le conoce como“ER-Associated Protein
Degradation” (ERAD) el cual estd consevado en eucariotes desde levaduras hasta mamiferos
(Hampton 2002; Nishikawa et al. 2001). Brevemente, las proteinas mal plegadas o que se
encuentran en exceso son retrotranslocadas a través del translocon, este proceso esta usualmente
acoplado con ubiquitinacion el cual ocurre en la superficie citosélica de la membrana del RE. Los
sustratos ubiquitinados de ERAD son degradados por el proteosoma citosolico 26S (Oberdorf et
al. 2001).

Otra de las funciones de las chaperonas de RE, como son calnexina, calreticulina, GRP94,
BiP y CaBP1, es el almacenamiento calcio mediante sus sitios de union, ya que como se menciond
anteriormente, una de las funciones principales de este compartimento es el almacenamiento de
este i0n para la sefializacion intracelular. Mantener los niveles de calcio en RE es esencial para el
plegamiento normal en este organelo, ya que el uso de drogas que alteran la concentracion de éste
ion como tapsigargina o A23187 (ver mas adelante), en RE pueden resultar en una dramética y
rapida activacion de estrés en RE o UPR (ver mas adelante) (Booth and Koch 1989; Li et al.
1993).

Las chaperonas que estudiamos en este trabajo fueron Grp78, Grp94, PDI, calnexina,
calreticulina y ERp57. Grp78 (proteina regulada por glucosa, pertenece a la familia de hsp70) y
Grp94 (proteina regulada por glucosa, pertenece a la familia de hsp90), pertenecen a la familia de
las proteinas reguladas por glucosa, porque son inducidas al haber bajos niveles de glucosa y por
otros tipos de estrés del RE como: el bloqueo de la N-glicosilacion y la variacion en los niveles de
calcio en este compartimiento. Ambas proteinas se encuentran en el lumen del RE y sus genes
pueden ser co-regulados transcripcionalmente (Lee 1992; Little et al. 1994). Grp78 se encuentra
involucrada en el llamado ciclo Grp78 (ver mas adelante) y ademas posee un papel central en la
UPR (ver mas adelante).

La calnexina tiene una masa molecular de 90 kDa y la calreticulina de 60 kDa, son lectinas
que se unen principalmente a proteinas monoglicosiladas, la primera es una proteina
transmembranal tipo 11 y la segunda se encuentra en el lumen del RE.

Las enzimas de plegamiento PDI (proteina disulfuro isomerasa) y ERp57, forman, rompen

e isomerizan los puentes disulfuro en las proteinas (Freedman 1989; Macer and Koch 1988)



Complejos de plegamiento en RE

Se ha propuesto la existencia de dos complejos multi-proteicos de plegamiento en el RE,
(Helenius and Aebi 2004; Ma and Hendershot 2004). Uno de ellos esta integrado por Grp78,
también conocida como BiP (proteina que se une a la cadena pesada de las inmunoglobulinas),
Grp94 o endoplasmina, PDI, CaBP1 (proteina que une calcio 1), ERd}3, ERp72, GRP170, entre
otras (Meunier et al. 2002). El segundo sistema, conocido como el “ciclo de calnexina-
calreticulina”, esta integrado por calnexina, calreticulina y ERp57 (Ellgaard et al. 1999; Hammond
and Helenius 1993; Peterson et al. 1995). El hecho de que existan cuando menos dos sistemas en
el lumen del RE diferenciables al hacer inmunoprecipitacion e inmunotincion, sugiere que este
organelo se encuentra compartamentalizado (Kuznetsov et al. 1997; Meunier et al. 2002; Tatu and
Helenius 1997) y que estos dos sistemas de chaperonas tendrian preferencia por ciertas proteinas
(Molinari and Helenius 2000). Hasta el momento no se sabe cuales son las caracteristicas que debe
poseer una proteina para ser reconocida por uno u otro sistema, lo que si se sabe es que algunas
proteinas necesitan de la participacion de los miembros de ambos sistemas para su plegamiento

correcto.

Ciclo Grp78 ADP/ATP
El sistema conocido como el “ciclo de Grp78” funciona reconociendo los residuos

hidrofdbicos en las proteinas no plegadas. La unién de BiP a las proteinas no plegadas facilita el
plegamiento de las proteinas, manteniéndolas en un estado competente para poder ser plegadas
posteriormente (Kaufman 1999; Rao et al. 2002).

o ADP Ibosea
(P)-Hakid-RiboseA{P)(P)

Al s, ,*= T LI Unfolded protein
"" “.“
e B A
L =
BiP ﬁ -
® Sejip Siltp ATP
Sep Sis1p
ec63p
(Dnad) (GrpE) ADP
® @
i =
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= il

Figura 4. El ciclo de BiP ADP-ATP. BiP se une a las regiones
hidrofobicas de las proteinas en proceso de plegamiento y requiere de la
hidrolisis de ATP y de cochaperonas para llevar a cabo su funcién. M.
Schréder and R.J. Kaufman/Annu. Rev. Biochem.74(2005):738-89
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Grp78 posee un dominio de ATPasa en el N-terminal y el sitio de union a la proteina mal
plegada se encuentra en el C-terminal. Su union con su sustrato esta regulado por la hidrolisis de
ATP, al igual que todas las proteinas que pertenecen a la familia de las Hsp70 (Kassenbrock and
Kelly 1989; Knarr et al. 1999; Liberek et al. 1991).

El transito de las proteinas no plegadas a través del ciclo de Grp78 requiere del intercambio
de nucledtidos y la hidrolisis de ATP. Ademés debido a que las chaperonas pertenecientes a la
familia de las HSP70s, como lo es Grp78, tienen mayor afinidad por ADP que por ATP, requieren
de factores intercambiadores de nucledtidos como son las cochaperonas: DnaJ MATJ1/ERd)1,
ERdj3/HEDJ/Scjlp, Erdj4, Erdj5, Sec63p y Jemlp, para catalizar la reaccion de intercambio
ADP/ATP (Figura 4) (Tyson and Stirling 2000). Anteriormente se mencioné que el ciclo de Grp78
ademas de incluir a esta proteina, incluia a otras chaperonas moleculares, sin embargo no se
muestra la funcion de éstas en la figura del ciclo de Grp78, debido a que su papel en relacion a

este sistema no ha sido evaluado.

Ciclo calnexina-calreticulina

El sistema de plegamiento conocido como “ciclo de calnexina-calreticulina”, inicia al
transferirse el oligosacarido a la proteina recién sintetizada. La glucosidasa | remueve el primero de
los tres residuos de glucosa y, posteriormente la glucosidasa Il remueve la segunda glucosa. La
calnexina y/o calreticulina reconocen a la proteina monoglicosilada y la exponen a ERp57, una
oxido-reductasa que provee asistencia durante la formacion de los puentes disulfuro. Cuando la
glucosidasa Il remueve la glucosa restante, la glicoproteina se disocia de calnexina y/o calreticulina.
La proteina ahora puede seguir uno de tres caminos: si esta bien plegada ya no es necesario gque se
le unan las chaperonas, por lo que puede salir del RE vy la salida puede ser asistida por lectinas de
manosa, tales como ERGIC-53, VIP36 y VIPL; si no estd completamente plegada, la
glucosiltransferasa UDP-glucosa reglucosila a los glicanos de alta manosa localizados en las
regiones mal plegadas y es a través de estos glicanos que la proteina se vuelve a unir a calnexina y/o
calreticulina. Alternativamente puede asociarse con el complejo de degradacion del RE (ERAD) y
la glicoproteina mal plegada se retrotransloca del RE. La degradacion de las glicoproteinas ocurre
cuando han estado en el limen del RE por algin tiempo y son reconocidas por la lectina EDEM
(por sus siglas en inglés ER degradation-enhancing a-mannosidase-like protein), al perder una

manosa por accion de la manosidasa | (Helenius and Aebi 2004) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema del ciclo calreticulina (CNX) — calnexina (CRT). Helenius
and Aebi. Annu Rev Biochem. 73:1019-49. 2004.

Proteinas virales que son plegadas por las chaperonas celulares

Se ha reportado que algunas proteinas virales requieren de algunas chaperonas moleculares
para plegarse y que el virus se ensamble correctamente. Tal es el caso de la proteina HA de
influenza, la cual requiere de calnexina y calreticulina para la maduracion de esta proteina (Molinari
et al. 2004), las glicoproteinas virales de HCV y HBV requieren de calnexina para un plegamiento
eficiente (Choukhi et al. 1998), la proteina E1 del virus Sindbis requiere de Grp78 para su
plegamiento y para la formacién adecuada de sus puentes disulfuro (Mulvey and Brown 1995).
Grp78 también esta involucrada en el plegamiento de la proteina L de HBV (Cho et al. 2003). La
presencia de PDI es importante para se produzca virus infeccioso de polioma de raton (Gilbert et al.
2006) y la ERp57 es requerida para la salida de la proteina HA de influenza del RE al medio
extracelular (Solda et al. 2006).

Respuesta a Proteinas no Plegadas en RE

Condiciones de estrés como la perturbacién en la homeostasis del calcio o del estado redox
de la célula, la tasa de sintesis elevada de proteinas, la expresion de proteinas no plegadas, la
disminucion de glucosa, la glicosilacion alterada, etc., pueden interferir con el plegamiento normal
de las proteinas del RE y dar lugar a la acumulacion de éstas.

El RE es el sitio integrador de estas sefiales y responde mediante patrones de sefializacion
que alteran la transcripcion y traduccion. Esta respuesta tiene la finalidad de reducir la cantidad de
proteinas que se sintetizan y translocan al RE, ademas de incrementar la degradacion de las que ya
estan en RE. Esta respuesta integral se conoce como Respuesta a proteinas no plegadas (UPR)
(Unfolded Protein Response), la cual es percibida y regulada por Grp78. En condiciones normales

esta proteina se encuentra unida a tres proteinas IRE1l, PERK y ATF6, que funcionan como

12



efectores de la UPR. Al acumularse proteinas no plegadas en el RE, Grp78 se une a éstas y libera a
IREL, PERK y ATF®6, lo que da lugar a su activacién (Schroder and Kaufman 2005) (Figura 6).
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Figura 6. Respuesta a proteinas mal plegadas del RE. Al acumularse proteinas mal plegadas en
el lumen del RE, IREL, PERK y ATF6 son liberadas de BiP, lo que permite su activacion para
activar factores de transcripcion nucleares que activan a su vez genes que responden a UPR.
Zhang Z and Kaufman R. J. Biol. Chem. 279(25):25935-25938.

IRE1. Es un receptor de estrés transmembranal de tipo | localizado en la membrana del RE
con un dominio de cinasa hacia el lado citosolico (Cox et al. 1993; Mori et al. 1993). Irelse activa
en el momento en que Grp78 ya no se une a ella, entonces es capaz de dimerizarse y
autofosforilarse para funcionar como RNAsa, la cual corta el RNA mensajero de Xbpl para
remover un intron de 26 nucledtidos generando un nuevo marco abierto de lectura para la
traduccion. Este mensajero codifica para una proteina que actla como un potente activador de la
transcripcion de genes que tienen en su promotor elementos de respuesta a estrés (ERSE) como son
los genes para Grp78, Grp94, calreticulina y EDEM, que son chaperonas residentes del RE y
proteinas que intervienen en la degradacién de proteinas en el RE.

ATF6 (activating transcription factor 6). Es un factor transcripcional que al activarse es
transportado a Golgi, donde es cortado proteoliticamente generando un fragmento de 50KDa que
migra al nacleo para activar la transcripciéon de genes involucrados en la UPR. ATF6 regula a un
grupo de genes que poseen la secuencia ERSE en su promotor, que codifican para chaperonas

moleculares residentes del RE y genes que codifican para enzimas de plegamiento.

PERK. Es una proteina cinasa que, al ser activada en respuesta a estrés de RE, fosforila al
factor de inicio de la traduccion elF2a, lo que lleva a una severa reduccion en la sintesis de

proteinas celulares.
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ROTAVIRUS

Una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en nifios menores de cinco afos
son las enfermedades que causan diarreas. En el 2004, la organizacion mundial de la salud (World
Health Organization WHO) estimd que existen aproximadamente 57,000 muertes ocasionadas por
diarrea tan solo en el continente americano.

Entre los agentes infecciosos que causan diarreas, los rotavirus son uno de los principales
causantes de diarreas deshidratantes severas en nifios menores de 2 afios, principalmente en paises
en desarrollo (Kapikian et al. 2001), siendo responsables de aproximadamente 600,000 muertes
anuales (Parashar 2004). Ademas, se estima que la infeccion con rotavirus causa aproximadamente
111 millones de episodios diarreicos, lo que provoca 25 millones de visitas al médico y 2 millones
de hospitalizaciones, colocandolo como un problema econémico y de salud muy significativo a
nivel mundial (Perez-Vargas et al. 2006).

Una vez que el virus infecta a su huésped, el periodo de incubacion oscila entre las 24 y las
72 h; la enfermedad causada por este virus dura aproximadamente una semana, y Sse caracteriza por:
diarrea severa, fiebre moderada, vomito y deshidratacion. La severidad de la enfermedad varia
desde una infeccion asintomatica hasta una gastroenteritis deshidratante severa que puede llevar a la
muerte (Kapikian et al. 2001).

Estos virus también son importantes patdgenos desde el punto de vista veterinario, ya que

infectan becerros, borregos, cerdos y aves jovenes.

En 1973 Ruth Bishop y colaboradores describieron la presencia de particulas virales de 70
nm de didmetro en biopsias del duodeno de nifios con diarrea severa no bacteriana (Bishop et al.
1973). Dado la forma de “rueda” que tienen estos virus posteriormente fueron conocidos como

“rotavirus”, del latin rota que significa rueda.

Tropismo del virus

Los rotavirus tienen un tropismo por los enterocitos diferenciados localizados en la punta de
las microvellosidades del intestino (Bishop et al. 1973). EI marcado tropismo celular observado in
vivo por los enterocitos maduros del intestino delgado ha sugerido que estas células poseen
receptores especificos para el virus. Sin embargo, reportes recientes con animales, indican que los
rotavirus se pueden dispersar fuera del intestino a otros organos durante la infeccion e incluso se
han encontrado en sangre (Mossel and Ramig 2003; Ramig 2004).

Debido a las dificultades para cultivar células intestinales diferenciadas, la replicacion ha
sido estudiada en células de rifion de mono que son altamente susceptibles a la infeccion por estos

virus.
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Patogeénesis viral

El conocimiento sobre los mecanismos patofisiolégicos mediante los cuales rotavirus induce
diarrea todavia esta incompleto. La patogénesis del virus ha sido estudiada en diferentes especies de
animales y el dafio provocado por la infeccidn viral varia entre las diferentes especies estudiadas;
sin embargo, los cambios patoldgicos estan limitados principalmente a los enterocitos en el intestino
delgado.

Los mecanismos que han sido propuestos para explicar la diarrea incluyen el sindrome de
mala absorcion causada por la muerte de los enterocitos, asi como, el efecto toxico de la proteina no
estructural NSP4 y, el hecho de que el sistema nervioso entérico tiene un papel crucial en la
secrecion de electrolitos en células infectadas con rotavirus.

La mala absorcion trae como consecuencia que no se puedan asimilar carbohidratos, grasas
y proteinas, ademas de ser incapaz de absorber suficiente agua, lo que conlleva a la generacion de
una diarrea osmotica.

Por otra parte, en 1996 se demostrd que la proteina no estructural NSP4 es capaz de inducir
diarrea en ratones y que esta diarrea es parecida a la enfermedad causada por la infeccion con
rotavirus, ésto ha sido confirmado para varias proteinas NSP4 del grupo A y de otros grupos (ver
méas adelante) (Ball et al. 1996; Horie et al. 1999). EI mecanismo de accién de NSP4 como
enterotoxina ha sido comprobado al administrar NSP4 a células de la mucosa intestinal de raton y a
lineas celulares intestinales de humano, lo cual resultdé en la activacién de una cascada de
sefializacion que induce la movilizacion del calcio intracelular a través de un patron dependiente de
PLC y la secrecion de CI" (Dong et al. 1997).

Clasificacién del virus

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae. No estan envueltos por una membrana
lipidica, y su genoma esta compuesto por 11 segmentos de RNA de doble cadena que codifican por
seis proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7) y seis proteinas no estructurales
(NSP1 a NSP6).

Los rotavirus estdn divididos genéticamente e inmunoldgicamente en siete diferentes
serogrupos, del A al G (Estes and Graham 1985; Pedley et al. 1983). Un serogrupo esta formado
por virus que cruzan antigénicamente. Los serogrupos A, B y C incluyen virus encontrados en
humanos y animales, mientras que los otros serogrupos D, E, F y G, aparentemente sélo infectan a
animales. El grupo A de rotavirus es el grupo mas importante epidemiol6gicamente y, por lo tanto,
el que més se ha estudiado; este grupo esta clasificado en diferentes serotipos y genotipos basados
en las proteinas que forman la capa externa VP4 y VP7. La proteina VP7 esta clasificada en 14
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serotipos (tipo G) (Hoshino and Kapikian 1994) y la proteina VP4 en 11 serotipos (tipo P) y 19
genotipos (tipos P) (Hoshino and Kapikian 1994; Sereno and Gorziglia 1994).

Estructura del virus

La particula infecciosa (virién) estd formada por tres capas proteicas y, por microscopia
electronica se pueden distinguir tres tipos de particulas. (1) El “core” o nucleocapside del virus esta
formado por la capa mas interna constituida por la proteina VP2, que contiene al genoma viral y a
las proteinas VP1 y VP3. (Il) Las particulas de doble capa (DLPs, del inglés double-layered
particles) estan formadas por la proteina VP6 que se ensambla sobre el “core” para formar la capa
intermedia del virion. (I11) Las particulas infecciosas de triple capa (TLPs, del inglés triple-layered
particles) estan formadas por las proteinas VP4 y VP7, las cuales se encuentran cubriendo a las
DLPs.

Estudios estructurales de las particulas virales han demostrado que las dos capas mas
externas del virus presentan una simetria icosahédrica T=13 (Roseto et al. 1979) y, por
criomicroscopia electronica y procesamiento de imagenes se ha determinado que el virus posee 60
espiculas de aproximadamente 120A de longitud, que salen de la superficie lisa de la capa externa;
éstas estan constituidas por dimeros o trimeros de la proteina VVP4. La superficie lisa de la capa mas
externa estd formada por 260 trimeros de la glicoproteina VP7.

Las TLPs son sensibles a agentes que quelan calcio como son el EGTA y EDTA (Dormitzer
and Greenberg 1992; Shahrabadi and Lee 1986), ya que estas particulas pierden la capa mas externa
con estos tratamientos por el desensamble de la VP7. Las DLPs pueden perder VVP6 al ser tratadas
con agentes caotropicos tales como el tiocianato de sodio (Estes 1996). Las particulas infecciosas
son funcionales a pHs desde 3 hasta 9, y los virus son estables por meses a 4°C e incluso a 20°C

cuando se estabilizan con calcio.

Genoma Viral

Cada uno de los 11 segmentos de RNA de doble cadena codifica para una proteina,
excepto el segmento 11 que codifica para dos proteinas. Los genes virales se transcriben dentro de
las DLPs y los RNA mensajeros salen de éstas hacia el citoplasma celular a través de los poros
formados por VP2 (Figura 7) (Patton et al. 1997; Patton 2001).

Todos los segmentos de la cadena positiva empiezan con una guanidina 5’, seguida por una
secuencia conservada que forma parte de la secuencia no codificadora del extremo 5°. Un marco
abierto de lectura (ORF) y posteriormente se encuentra otra regién no codificadora que termina
con dos citidinas en el extremo 3’ terminal. Casi todos los RNAs mensajeros terminan con la
secuencia consenso 5’-UGUGACC-3’, esta secuencia contiene sefiales importantes para la
transcripcion y para la replicacion del genoma viral (Chasey 1977).
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Figura 7. Genoma de rotavirus. A) Gel de poliacrilamida que muestra los 11 segmentos de RNA de
doble cadena del virus asi como las proteinas para las cuales codifica cada segmento. B)
Criomicroscopia electrénica de la particula de triple capa (TLP). C) Corte de una TLP, donde se ve el
RNA empaquetado dentro de la particula, asi como las proteinas que constituyen a las capas de
proteinas que integran al virus. Mary Estes and Kapikian. Tomado del Virology de Fields.
Rotavirus.2007.

Los genes de rotavirus son ricos en A+U (58% a 67%). Los segmentos de doble cadena
estan apareados de extremo a extremo, y la cadena positiva que tiene la misma polaridad que el
mRNA, tiene un cap formado por m’GpppG™GPy en el extremo 5. Los genes de rotavirus no se

encuentran poliadenilados en el extremo 3’ (Imai et al. 1983; McCrae and McCorquodale 1983).

Proteinas de Rotavirus

La mayoria de las proteinas virales (excepto dos) son sintetizadas en los ribosomas libres
del citoplasma. La glicoproteina estructural VVP7 y la proteina no estructural NSP4 son sintetizadas
y glicosiladas en el RE (Estes and Cohen 1989).

Proteinas virales traducidas en los ribosomas libres que se encuentran en el citoplasma

VP1. Es una proteina estructural que se encuentra formando parte del “core”. Esta
codificada por el gen 1, su masa molecular es de 125 kDa y constituye el 2% de la masa del virién
(Fang et al. 1989). Se ha sugerido que esta proteina actia como RNA polimerasa dependiente de
RNA por: 1) tener motivos de RNA polimerasa en su secuencia, 2) por ser un componente de los
intermediarios de replicacion virales (ver mas adelante), y 3) por unirse especificamente a los
mensajeros virales en el extremo 3’ (Estes and Cohen 1989; Patton and Spencer 2000).

VP2. Esta codificada por el gen 2, su masa molecular es de 94 kDa y es la proteina mas

abundante del “core”. Esta proteina se une tanto al RNA de cadena sencilla como al RNAdc de

17



forma secuencia inespecifica. Se ha sugerido que estd involucrada en el proceso de replicacion
(Taraporewala and Patton 2004).

VP3. Esta codificada por el gen 3, su masa molecular es de 88 kDa. Es una proteina
estructura que se encuentra formando parte del “core”. A esta proteina se le atribuye la actividad
de guanilil y metil transferasa, ya que tiene motivos estructurales de guanilil tranferasas y porque
une GTP de modo covalente en una reaccion reversible (necesaria para la sintesis de mRNA
maduros) (Liu et al. 1992; Patton et al. 1997; Patton and Spencer 2000; Vasquez et al. 1993).

VP4, Esta codificada por el gen 4, su masa molecular es de 88 kDa y forma parte de las
espiculas que sobresalen del virus (Prasad et al. 1990). VP4 estd implicada en varias funciones
importantes del ciclo viral, tales como la union del virus a la célula huéesped, la fusion del virus en
la célula, la hemaglutinacién de los eritrocitos, y neutralizacion del virus por anticuerpos dirigidos
contra esta proteina (Estes and Cohen 1989; Ludert et al. 1996). El corte de VP4 por tripsina
produce dos péptidos de menor tamafio, VP5 (60 kDa) y VP8 (28 kDa), con lo que se aumenta la
infectividad de las particulas virales. Aunque el corte con tripsina se requiere para la infectividad
del virus, éste no es necesario para la union del virus con la célula huésped (Estes and Cohen
1989).

VP6. Esta codificada por el gen 6, su masa molecular es de 41 kDa y es la proteina méas
abundante de la cépside. Esta proteina interacciona con VP2 hacia el interior de la particula vy,
hacia el exterior, con VP4 y VP7 (Charpilienne et al. 2002). Estudios bioquimicos y analisis
cristalograficos, demuestran que la proteina VP6 se encuentra en forma de trimeros rodeando a los
“cores” (Gorziglia et al. 1985; Prasad et al. 1988). VP6 es esencial para la actividad de
transcriptasa, pero no para la replicacion (Charpilienne et al. 2002; Gilber et al. 2001; Patton et al.
1996). Durante una infeccion, VP6 se localiza en asociacion con viroplasmas (ver mas adelante).
VP6 es altamente inmunogénica, por lo que es la proteina blanco mas frecuente en ensayos de
diagnostico para detectar a estos virus (Estes and Cohen 1989).

NSP1. Estd codificada por el gen 5. Posee un motivo tipo dedo de zinc similar al de
factores de transcripcion eucarioticos, el cual es requerido para su union especifica con los mMRNA
virales (Patton 1995). NSP1 interacciona con mdultiples miembros de la familia de interferon,
incluyendo IRF3, IRF5 y IRF7 e induce la degradacion mediada por proteosoma (Barro and Patton
2007).

NSP2. Esté codificada por el gen 8, su masa molecular es de 35 kDa y se autoensambla en
octameros formados por las interacciones de dos tetrameros (Jayaram et al. 2002). Los octameros
poseen actividad de union a RNA de cadena sencilla, y son capaces de desestabilizar RNA de
doble cadena (Taraporewala et al. 1999b). Ademas los octdmeros poseen actividad nucledsido

trifosfato fosfohidrolasa (NTPasa) (Taraporewala et al. 1999a), la cual es esencial para la

18



replicacion del genoma (Taraporewala et al. 2006). Ademas, NSP2 forma parte de los
intermediarios de replicacion (ver méas adelante).

NSP3. Esta codificada por el gen 7, su masa molecular es de 32 kDa. Esta proteina se une a
los mensajeros virales en el extremo 3’, a través del amino terminal. Ademas interacciona
especificamente con una alta afinidad con el factor de inicio de la traduccion elF4G a través de su
dominio carboxilo terminal, en la misma region que la proteina celular de union a poli-A (PABP);
es por ello que se ha propuesto que, durante la infeccion con rotavirus, NSP3 evita que PABP se
una a elF4G impidiendo asi la traduccion de los mMRNA celulares (Piron et al. 1998). Sin embargo,
NSP3 no se requiere para la traduccion de los mensajeros virales (Montero et al. 2006).

NSP5. Esta codificada por el gen 11, su masa molecular esta entre 26 kDa y 34 kDa, es una
fosfoproteina O-glicosilada, aunque aun se desconoce la funcién de estas modificaciones
postraduccionales (Afrikanova et al. 1996; Blackhall et al. 1998; Gonzalez and Burrone 1991).
NSP5 interactia con VP1, VP6, NSP2, NSP3 y NSP6 y, se une inespecificamente a RNA de
cadena sencilla y de doble cadena (Berois et al. 2003; Eichwald et al. 2004). La interaccion de
NSP5 con NSP2 permite la formacidn de estructuras parecidas a viroplasmas (ver mas adelante),
por lo que se ha propuesto que esta proteina tiene funcién de andamiaje en la formacion de
viroplasmas (Fabbretti et al. 1999).

Proteinas virales traducidas en RE

Como se mencioné anteriormente, las dos glicoproteinas virales que son traducidas en el
RE, VP7 y NSP4, son muy importantes para el proceso de morfogénesis del virus, por lo que sus

principales caracteristicas se describen a continuacion:

VP7. Esté codificada por el gen 9 en el grupo A de rotavirus, su masa molecular es de 37
kDa y es la proteina mas abundante de las dos que integran la capa externa del virion maduro
(Estes and Cohen 1989). VP7 es altamente inmunogénica, induce anticuerpos neutralizantes y
especificos de serotipo (Hoshino and Kapikian 1994).

El gen de VP7 contiene dos codones de iniciacion en fase y cada uno de ellos esta
precedido por dominios hidrofébicos llamados H1 y H2 (Figura 8). Estos dominios hidrofobicos
forman parte del péptido sefial que dirige a VP7 al RE para su traduccion. Durante la insercién de
VP7 al RE, el péptido sefial se corta en la GIn 51 (Stirzaker and Both 1989). Mediante estudios
bioquimicos, se ha determinado que VP7 es una proteina asociada a membrana con una
orientacion luminal en el RE (Ericson et al. 1983; Kabcenell and Atkinson 1985).

Se ha descrito que VVP7 posee dos sefiales para la retencion en el RE, entre los aminoacidos
51-61y 62-111 (Whitfeld et al. 1987), diferentes a la secuencia KDEL presente en muchas de las

proteinas celulares residentes del RE (Munro and Pelham 1987). También se ha encontrado que
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tres aminoacidos (ITG) en el extremo amino terminal son criticos para su retencion en el lumen
del RE (Maass and Atkinson 1994).

1 3033 48 75 124 155 192 231 279 309 326
c c c c cc cc
Y Y Y Y Y _VYY YvY
H1 H2

Figura 8. Diagrama de la proteina VP7. Los sitios H1 y H2 son las regiones hidrofobicas
gue comprenden el péptido sefial. El sitio de corte en la GIn 51 esta indicado con una
flecha. Y es el sitio (Asn 69) en donde esta proteina es glicosilada. C muestra las
cisteinas de la proteina que son potenciales formadoras de puentes disulfuro.

Esta proteina se N-glicosila co-traduccionalmente con cadenas de oligosacéaridos de alta
manosa en una o0 dos posiciones (mas comdnmente en una sola posicién, en la Asn 69),
dependiendo de la cepa de rotavirus. En células infectadas se han detectado dos formas de
unidades de oligosacaridos de VP7, MangGlcNac, y MangGlcNac, (Kabcenell and Atkinson
1985). Aunado a ésto se ha demostrado que una proporcion de la VP7 ensamblada sobre el virus
maduro es procesada a MansGlcNac, (Kabcenell and Atkinson 1985). Como se menciono
anteriormente, la enzima responsable del procesamiento de los oligosacaridos para producir
MansGlcNac, esta localizada en el compartimiento del cis-Golgi, sugiriendo que la cadena de
azucares de VP7 que componen al virus madura en un compartimiento intermediario entre el RE 'y
el aparato de Golgi, y que la VP7 con una cadena de oligosacaridos procesada de manosa 9 a
manosa 6 regresa al RE debido a sus sefiales de retencion, de forma similar a las proteinas con
sefial KDEL, las cuales regresan al RE desde las regiones pre-Golgi o cis-Golgi (Munro and
Pelham 1987; Pelham 1991). El analisis del procesamiento de los oligosacaridos de VP7 ha
revelado que este proceso dura aproximadamente 90 minutos, y se ha descrito que la glicosilacion
de VP7 es esencial para el plegamiento correcto y para la formacion de los puentes disulfuro en
esta proteina (Mirazimi and Svensson 1998).

Los puentes disulfuro son también importantes para la maduracion y plegamiento correcto
de VP7 y para el ensamblaje de las particulas virales (Dormitzer and Greenberg 1992; Svensson et
al. 1994), los cuales para su formacion adecuada requieren de ATP (Mirazimi and Svensson
2000). El calcio es critico para la estabilidad y la infectividad de las particulas virales (Cohen and
Dobos 1979). Se ha demostrado que iones de calcio libres afectan la conformacion de VP7
(Dormitzer and Greenberg 1992). Se ha sugerido que dos residuos de prolinas, en las posiciones
75y 279 son esenciales en la union de calcio a VP7 (Gajardo et al. 1997). La primera prolina se
localiza en una regién de alta variabilidad, en contraste, la prolina 279 se localiza en una regién

conservada entre todas las VP7 (Gajardo et al. 1997).
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Durante la infeccion, VP7 se encuentra en el RE y por ensayos de inmunofluorescencia da
la apariencia de formar estructuras semicirculares que rodean a los viroplasmas (ver mas adelante)
y, colocaliza con NSP4 y VP4 (Gonzalez et al. 2000).

Mediante el silenciamiento especifico de esta proteina, a través de SiRNA, se ha
determinado que durante la morfogénesis, VP7 es importante para que se lleve a cabo la remocion
de la membrana lipidica que envuelve a las particulas intermediarias (ver mas adelante) (Lopez et
al. 2005).

Se ha observado que en el RE de células infectadas con la cepa de simio SA11 existen dos
pozas de VP7 que pueden ser distinguidas utilizando dos anticuerpos distintos (Kabcenell et al.
1988). En una poza se encuentran solamente las particulas ensambladas y es detectada por un
anticuerpo monoclonal neutralizante. La segunda poza de VP7 estd asociada a la membrana
plasmatica del RE en forma desnaturalizada y se detecta con un anticuerpo policlonal contra VP7
(Kabcenell et al. 1988). La distincion entre estas dos formas de VVP7 permitié hacer un estudio de
la cinética de ensamble de VVP7 y de otras proteinas estructurales en las particulas. Se encontr6 que
VP4 y VPT aparecen en las TLPs maduras entre los 10 y 15 minutos después de que las DLPs
geman al RE. Una cinética de analisis del procesamiento de los oligosacaridos en las dos pozas de
VP7, mostrd que el procesamiento de los oligosacaridos de la VP7 asociada al virus tienen 15 min
de retraso, comparado con el de los oligosacéridos de la VP7 que esta asociada a la membrana,
sugiriendo que la VP7 de membrana es un precursor de la que se encuentra en el virus. Este
retraso en el procesamiento de los oligosacaridos de la VVP7 parece representar el tiempo que

requiere el virus para gemar y ensamblar la capa externa (Kabcenell et al. 1988).

NSP4. Esta codificada por el gen 10, y esta modificada por dos N-glicosilaciones tipo alta
manosa en el extremo amino (Asn 8 y Asn 18) (Figura 9)(Estes and Cohen 1989), las cuales
toman aproximadamente 120 minutos en procesarse a MangGIcNACc, (Kabcenell and Atkinson
1985). Inicialmente, el producto de la traduccion de NSP4 es de 20 kDa y al glicosilarse se
convierte en una especie de 29 kDa que, con el procesamiento, cambia su masa molecular a 28
kDa (Ericson et al. 1982; Kabcenell and Atkinson 1985). Los carbohidratos en NSP4 son sensibles
al tratamiento con endoglicosidasa H por poseer oligosacaridos de tipo alta manosa con
MangGlc,NAc; ésto ademas indica que no ocurre un procesamiento adicional en el Golgi.
Adicionalmente, se ha determinado que la glicosilacion de NSP4 es importante para el
plegamiento y el ensamble de virus infecciosos (Petrie et al. 1983).

NSP4 posee tres regiones hidrofdbicas hacia el amino terminal, H1, H2 y H3. Esta proteina
se inserta en la membrana del RE y no es procesada por la peptidasa sefial (Figura 9) (Ericson et

al. 1983). La secuencia para retencion en el RE se encuentra entre los aminoacidos 85 — 123 del
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lado citoplasmico de NSP4 (Mirazimi and Svensson 2000) y se sabe que, no es la tipica KDEL de
las proteinas celulares, ni el ITG de VP7 (Chan et al. 1988).

Luminal , citoplasmica ,
1 7 21 28 47 67 85 93 112 133 161 175
I T T T T T T T T T T 1

cC C
H1 H2 H3 a- helice union a VPG
. , (DLPs)
112 146

Sitio de unién a VP4
Figura 9. Diagrama de la proteina NSP4. En la parte de arriba se muestra la numeracion de los
aminoacidos. Los sitios H1, H2 y H3 son regiones hidrofébicas de la proteina. Las lineas diagonales
sefialan la region transmembranal de la proteina hacia el extremo amino. Y son los sitios en la Asn 8
y Asn 18, en donde esta glicosilada la proteina. Se muestra el sitio de uniéon a VP4 y a VVP6.

NSP4 ha sido encontrada como dimeros y, en la membrana del RE se encuentra
predominantemente en forma de tetrdmeros (Maass and Atkinson 1994). Se ha sugerido que su
oligomerizacién es mediada por una estructura a-hélice en el dominio citoplasmico (Taylor et al.
1996). El extremo amino de NSP4 es intramembranal, mientras que el extremo carboxilo tiene una
disposicion citoplasmica (Chan et al. 1988). En la parte citoplasmica de NSP4 se han mapeado
dominios de interaccion con VPG, presente en las DLPs (aa 161-175, en el extremo carboxilo) (Au
etal. 1993), y con VP4 (aa 112-148) (Figura 9).

Durante la morfogénesis del virus, NSP4 sirve como receptor intracelular para la gemacion
de las DLPs al lumen del RE, en donde se lleva a cabo la maduracion del virus (ver méas adelante)
(Au et al. 1989; Meyer et al. 1989). La idea de que NSP4 es el receptor de las DLPs es apoyada
por el hecho de que las DLPs se unen solamente a membranas que contienen NSP4 (Au et al.
1988; Au et al. 1989). Se sabe ademas que, la glicosilacién de NSP4 no se requiere para que se
puedan unir las DLPs, pero si se requiere para que se dé la interaccion de NSP4 con calnexina (Au
et al. 1993; Mirazimi and Svensson 1998).

La inhibicidn de la expresion de NSP4, utilizando siRNAs altera la distribucién celular de
otras proteinas virales, asi como la formacion de viroplasmas, en donde la replicacion del virus
ocurre, y también modula la sintesis del mRNA viral, lo que sugiere que NSP4 participa en la
replicacion del genoma viral (Lopez et al. 2005; Silvestri et al. 2005).

Resultados recientes indican que existen al menos tres pozas de NSP4 en células infectadas
dependientes del nivel de expresion de la proteina NSP4 (Berkova et al. 2006). La primera poza
esta representada por la NSP4 localizada en la membrana del RE la cual esta presente a través del
curso de la infeccion. Esta poza sirve como receptor para la gemacion de las DLPs a través del RE
en el pico de la infeccién viral cuando todas las proteinas virales son abundantes (después de las 6

hpi). La segunda poza de NSP4 la constituyen las moléculas que entran al compartimento de
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ERGIC para ser recicladas al RE o, tal vez, como parte de un patrén de secrecion no clasico para
la liberacion y el corte de un péptido de NSP4 a los primeros tiempos post-infeccion (Zhang et al.
2000); ésto ocurre cuando los niveles de las proteinas virales son relativamente bajos. La tercera
poza de las moléculas de NSP4, se distribuye en estructuras vesiculares en el citoplasma asociadas
con el marcador autofagosomal LC3 y con viroplasmas; esta poza esta regulada por los niveles de
calcio y aparece a las 6 hpi, cuando hay un incremento en el nivel de calcio intracelular por el
aumento en la expresion de las proteinas virales (Michelangeli et al. 1991).

Ciclo Viral

Para la elaboracion de este trabajo utilizamos células de rifion de mono MA104, las cuales
son un modelo ampliamente utilizado para el estudio de los rotavirus. La sintesis de proteinas
virales es detectada desde las 2 hpi, la traduccion de la sintesis de proteinas celulares disminuye
importantemente a las 4 hpi y el proceso de ensamble se aprecia desde las 6 hpi, produciéndose un

méaximo de particulas virales a las 12 hpi a 37°C, al infectar con una MOI de 3.

Unidn v entrada del virus a la célula

Como se menciono anteriormente, las proteinas que integran la capa externa del virus, VP4
y VP7, estan involucradas en las primeras interacciones con la célula huésped. El paso inicial para
la infeccidn del virus consiste en la union del virus con los receptores en la superficie celular. Se
sabe que es necesario que VP4 se corte con tripsina, dando lugar a VP8 (1 al 247 aa) y VP5 (248
al 776 aa), que permanecen asociados al virion (Estes et al. 1981). La unién inicial del virus con la
célula huésped es también a través de VP4 (Crawford et al. 1994; Ruggeri and Greenberg 1991).

Se ha propuesto que la entrada de rotavirus es un proceso que consiste de multiples
interacciones secuenciales con varios ligandos, las cuales provocan cambios conformacionales en
las proteinas de la capside. Para algunas cepas (dependientes de sialico), la interaccion inicial se
da entre VP8 y un receptor que contiene acido sialico. Se piensa que esta interaccion induce
cambios conformacionales en VP4 lo cual permite que posteriormente el virus interactie con la
integrina a2P1 a través de VP5. Las interacciones post-unidn involucran a las proteinas virales
VP5 y VP7 que se unen a la proteina celular de choque térmico (Hsp70) y a integrinas tales como:
avB3, axp2, y a4Pl, dependiendo de la linea celular de la que se trate (Coulson et al. 1997;
Hewish et al. 2000; Lopez and Arias 2004; Zarate et al. 2000).

No estad claro si el mecanismo de internalizacion del virus se da por endocitosis o por
penetracion directa, ya que ambos se han sugerido como mecanismos de entrada a la célula (Estes
2001). Lo que esta claro es que una vez que el virus se internaliza, pierde la capa externa y las

particulas de doble capa inician la transcripcion viral.
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Transcripcion y Replicacion

La sintesis de los transcritos de rotavirus la realiza una RNA polimerasa viral. EIl RNA
viral producido puede tener dos destinos, por un lado puede funcionar como mRNA que dirige la
traduccion de las proteinas virales y, por otro lado, puede servir como templado para la produccion
del RNA gendmico.

La replicacion del virus y el inicio de la morfogénesis se llevan a cabo en estructuras
conocidas como viroplasmas (Figura 10). Los viroplasmas son estructuras electrodensas al
observarlas al microscopio electronico; en estos sitios se acumulan las proteinas y el RNA viral
para formar intermediarios de replicacion (Estes and Cohen 1989). Se ha propuesto que los
intermediarios de replicacion se forman a partir de un complejo inicial compuesto por las
proteinas virales VP1 y VP3. Posteriormente, a éste complejo se le unen las proteinas VP2, NSP2
y NSP5, y los 11 mRNAs virales, y es en este complejo en donde se replican los RNAs virales. Al
terminar la replicacion, las proteinas NSP2 y NSP5 se disocian, y la proteina VP6 se ensambla,

dando lugar a las DLPs.
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Figura 10. Ciclo replicativo de rotavirus. Una vez que el virus reconoce a sus receptores en la
membrana plasmatica, entra a la célula y durante este proceso pierde la capa mas externa.
Posteriormente, las DLPs transcriben el mRNA, el cual tiene dos funciones: servir como
templado para la replicacion del genoma y para la traduccion de proteinas virales. En los
viroplamas se acumulan algunas proteinas virales y mRNA y es en estos sitios en donde el virus
inicia el proceso de morfogénesis al ensamblarse las DLPs. Luego, las DLPs geman a través de la
membrana del RE hacia el lumen, en donde adquieren una envoltura lipidica y a las proteinas
virales VP7, NSP4 y VP4. Por un proceso todavia desconocido, las particulas pierden la
envoltura lipidica y a NSP4, dando lugar a las TLPs o particulas maduras.

Plegamiento y morfogénesis viral

Como se menciond, el ensamble de las DLPs comienza en los viroplasmas, posteriormente

éstas geman hacia el lumen del RE, cuya membrana esta modificada con las glicoproteinas virales
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VP7 y NSP4 (Gonzalez et al. 2000; Petrie et al. 1982). Las DLPs son reconocidas por NSP4, que
actla como receptor para que puedan atravesar la membrana del RE (Lopez et al. 2005), al gemar
las DLPs quedan envueltas con membrana del RE que contiene VP4, VP7 y NSP4 (Poruchynsky
etal. 1991).

Como etapa final de la morfogénesis del virus, las particulas envueltas presentes en el
lumen del RE, pierden por un mecanismo desconocido la envoltura lipidica y, a NSP4,
produciendo el viriébn maduro de triple capa.

Liberacioén del virus

Estudios de microscopia electronica han demostrado que el ciclo de infeccion termina
cuando la progenie viral es liberada de la célula huésped por lisis en células no polarizadas como
las MA104 (Altenburg et al. 1980; Chasey 1977; McNulty et al. 1976). A pesar de la lisis celular,
muchas particulas virales permanecen asociadas a restos celulares, lo que sugiere que estas
particulas interaccionan con estructuras celulares. Se han sugerido interacciones con las
membranas celulares y el citoesqueleto (Musalem and Espejo 1985), y los procedimientos de
purificacién del virus generalmente emplean extraccion con freon para liberar a las particulas de
los restos celulares. El citoesqueleto podria actuar como un soporte que las proteinas y particulas
virales emplean como transporte a sitios discretos en la célula para el ensamble, o como elemento
estabilizador de los viriones en el sitio de ensamble. Las interacciones de VP4 con actina y las
balsas lipidicas, pueden remodelar microfilamentos, por lo que se ha sugerido como mecanismo
por el cual las microvellosidades de la membrana de celulas epiteliales polarizadas son

desestabilizadas para facilitar la salida del virus de la célula (Gardet et al. 2006).
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ANTECEDENTES

Se ha visto que varios tratamientos que inhiben o modifican la glicosilacion de las proteinas
virales NSP4 y VP7, o que alteran la concentracion de calcio en el RE, afectan la morfogénesis del
virus.

Tratamientos de las células con brefeldina A (la cual tiene como blanco un factor
intercambiador de GTP, que activa a la GTPasa llamada Arflp involucrada en la formacion de
vesiculas transportadoras, lo que trae como consecuencia el bloqueo del transporte de proteinas del
RE al complejo de Golgi y causa el rompimiento de este ultimo, relocalizando las proteinas
residentes del Golgi al RE) tiene un efecto pronunciado sobre la produccion de la progenie viral,
reduciéndola en un 99.9%. El tratamiento con esta droga interfiere con el procesamiento de
oligosacaridos de las proteinas virales, ocasionando que la VP7 que se encuentra en el lumen del
RE se pliegue mal, lo que produce su agregacion mediante puentes disulfuro (Mirazimi et al. 1996).
Un efecto similar se obtiene al tratar a las células infectadas con tunicamicina (que es un inhibidor
de la N-glicosilacion). El tratamiento tanto con tunicamicina como con brefeldina A, causa que se
acumulen las particulas intermediarias envueltas de doble capa, bloqueando su maduracion a
particulas maduras (Mirazimi et al. 1996). Estos resultados sugieren que la glicosilacion es
importante para la formacion correcta de los puentes disulfuro en VP7. Adicionalmente se sabe que
la VP7 glicosilada puede interaccionar con PDI, la cual es una disulfuro isomerasa, por lo que
podria estar rearreglando los puentes disulfuro de VVP7 (Mirazimi and Svensson 1998).

La actividad de ciertas chaperonas de RE depende de la hidrélisis de ATP, por lo que el
hecho de que en ausencia de ATP no se formen los puentes disulfuro de VVP7, sugiere que algunas
chaperonas estan involucradas en el plegamiento de VP7 (por ej., Grp78, Grp94) y/o posiblemente
la proteina disulfuro isomerasa (Mirazimi and Svensson 2000).

También se ha observado que agentes farmacoldgicos que reducen los niveles de calcio en el
RE, tales como el ion6foro de calcio A23187 y la tapsigargina (un inhibidor de la ATPasa de calcio
del RE) (Li et al. 1993; Resendez E Jr et al. 1985) inhiben la formacion de particulas virales
infecciosas. Estos agentes provocan la acumulacion de las particulas intermediarias cubiertas con
membrana lipidica, evitando que se generen los viriones maduros, de manera similar a lo observado
con tunicamicina o brefeldina A. Se ha visto que la disminucién de Ca®* en el RE afecta la
glicosilacion de las proteinas NSP4 y VP7, impidiendo el ensamble de la tercera capa y la remocion
de la membrana lipidica (Michelangeli et al. 1995). En presencia de tapsigargina, la VP7 sufre un
cambio conformacional, evidenciado por la falta de reconocimiento por un anticuerpo monoclonal,

y no forma heterotrimeros con VP4 y NSP4 (Poruchynsky et al. 1991).
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Existen también otros antecedentes que sugieren que las chaperonas del RE podrian ser
importantes en la morfogénesis del virus. Se ha reportado que el nivel de RNA mensajero y de
proteina de los genes Grp78 y Grp94 aumentan marcadamente en células MA104 infectadas con
rotavirus (Cuadras et al. 2002; Xu et al. 1998). Adicionalmente, en el trabajo desarrollado durante
mi maestria detecté mediante PCR en tiempo real, que en células MA104 y Caco?2 infectadas con
rotavirus hay un aumento en los niveles de RNA mensajero (del orden de 100 veces) de los genes
que codifican para las chaperonas moleculares Hsp70, Grp94 y Grp78, en comparacion con células
no infectadas (ver resultados adicionales pag. 132 [Anexo I1]). Finalmente, y en apoyo a lo anterior,
se ha descrito que las chaperonas Grp78 y Grp94 podrian interactuar directamente con polipéptidos
estructurales de rotavirus (Xu et al. 1998). De la misma forma, se ha descrito que PDI interacciona
con NSP4 en su forma no glicosilada y con VP7 glicosilada, ademas de que calnexina interacciona
con NSP4 glicosilada, lo que sugiere que estas proteinas podrian actuar como chaperonas y enzimas
plegadoras en el proceso de maduracion de rotavirus en el limen del RE (Mirazimi and Svensson
1998).
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HIPOTESIS

Algunas chaperonas del RE tienen un papel importante en el plegamiento correcto de las
proteinas VP7 y NSP4 de los rotavirus y en el ensamble de las particulas virales.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel de las chaperonas moleculares en la morfogénesis de rotavirus.

OBJETIVOS PARTICULARES

Silenciar la expresion de las chaperonas Grp78, Grp94, calnexina, PDI, calreticulina y

L

ERp57 mediante RNA de interferencia y evaluar si la ausencia de alguna de ellas tiene algln
efecto sobre la expresion de las otras.
Caracterizar el efecto de la ausencia de las chaperonas moleculares en la distribucion

intracelular de las proteinas virales y celulares.

Caracterizar el efecto del silenciamiento de las chaperonas en la morfogénesis del virus, asi

como en la produccidn de progenie viral.

L3

Analizar el efecto que tiene el silenciamiento de cada uno de los genes de las chaperonas
sobre el patron de glicosilacion y el plegamiento de las proteinas virales NSP4 y VVP7.
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MATERIALES Y METODOS

Células, Virus y Anticuerpos

La linea celular MA104, derivada de células epiteliales de rifion de mono verde, fue crecida
en medio minimo Advanced (Gibco) suplementado con 2% de suero fetal bovino (FBS). Los
rotavirus RRV y SA11, que son cepas de simio, fueron donados por H. B. Greenberg (Universidad
de Stanford, Palo Alto, CA). La cepa mutante de SA11 (Clona 28) fue donada por K. Estes (Baylor
College of Medicine, Houston, Texas). Los virus fueron propagados en células MA104 como se ha
descrito previamente (Pando et al. 2002). Los anticuerpos monoclonales (MADs) utilizados en este
estudio incluyen los MAb 255/60 (VP6) y MAb M60 (VP7), los cuales fueron donados por el Dr.
H. B. Greenberg, el Gltimo de estos anticuerpos reconoce un epitope no neutralizante de VP7 y es
dependiente de la formacion de los puentes disulfuro correctos en VP7 (Svensson et al. 1994). El
suero de raton dirigido contra NSP4 (c-239) fue producido en nuestro laboratorio. Los anticuerpos
policlonales contra las particulas purificadas de triple capa (TLPs), la proteina NSP5 y la proteina
vimentina (recombinante), fueron producidos en conejos como se ha descrito previamente
(Gonzalez et al. 1998). Los anticuerpos para las chaperonas moleculares fueron: Grp94, calnexina y
PDI (Affinity BioReagents); calreticulina, ERp57 y anti-KDEL (Stressgen Biotechnologies). Grp78
fue detectada con el anti-KDEL. Como anticuerpos secundarios se utilizaron: Anti 1gG de raton en
cabra acoplado a Alexa 568, cabra anti-raton IgG acoplado a Alexa 488, cabra anti-rata IgG
acoplado a Alexa 488, cabra anti-conejo IgG acoplado a Alexa 568 y cabra anti-conejo acoplado a
Alexa 488 que fueron adquiridos de Molecular Probes (Eugene, OR). Suero policlonal de cabra
anti-conejo acoplado a peroxidasa fue de Perkin-Elmer Life Sciences (Boston, MA), y suero

policlonal de conejo anti-ratén 1gG acoplado a peroxidasa de Zymed.

Transfeccion de los siRNAs

Para silenciar a las chaperonas moleculares se disefiaron 4 siRNAs para silenciar la
expresion de Grp78, 2 siRNAs para Grp94, 2 siRNAs para calnexina y, para interferir la expresion
de PDI utilizamos un siRNA previamente reportado (Sullivan et al. 2003). Para silenciar la
expresion de calreticulina y ERp57 utilizamos mezclas de 4 interferentes predisefiados y probados
(siGenome Smartpool de Dharmacon). La secuencia y las posiciones relativas de los siRNAs
disefiados se muestran en la Tabla 1. Todos los siRNAs fueron sintetizados en Dharmacon Research
(Lafayette, Colo.). Como controles negativos se utilizaron un siRNA para silenciar la expresion de
la proteina verde fluorescente (GFP), previamente reportado (Lopez et al. 2005), y un interferente
comercial contra la proteina luciferasa (Dharmacon).

La transfeccién de los siRNAs se llevd a cabo en monocapas de células MA104 sembradas

en placas de 48 pozos y/o en frascos de 25 cm? (F25) a una confluencia de 80%, las cuales fueron
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transfectadas con 100 ul o 1000 pl, respectivamente, de una mezcla que contenia 60 ug/ml de
oligofectamina (Invitrogen) y la cantidad de cada uno de los SsiRNAs indicada en la Tabla 1,
diluidos en MEM sin suero. La mezcla de transfeccién se agregd a las células que fueron
previamente lavadas con MEM y se incubaron por 8 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo, se
retird la mezcla de transfeccion y las células fueron mantenidas en MEM sin suero y sin antibidticos
por 16 h a 37°C, posteriormente, las células fueron lavadas nuevamente y se incubaron en MEM
con suero por 48 h a 37°C.

TABLA 1. Secuencias y posiciones de los siRNA disefiados contra las chaperonas moleculares.

SiIRNA Concentracion Posicion Secuencia sentido Inhibicion
usada relativa®
pmol/ml
Grp94-1 600 119-139 AAG GAU CAA GGA CGG AUG AUG ++
Grp94-2" 300 236-256 AAG CCG AAG UUA ACA GAA UGA +++
Grp78-1 300 352-372 AAG GUG GUU GAA AAG AAA ACU ++
Grp78-2" 300 460-480 AAA GAA ACC GCU GAG GCU UAU +++
Grp78-3 300 652-672 AAG AAC AUC CUG GUG UUU GAC -
Grp78-4 150 310-330 AAU GAC CCG UCU GUG CAG CAG +
calnexin-1" 600 169-189 AAG GUU ACU UAC AAA GCU CCA +++
calnexin-2 600 119-139 AAG AGG UAG AAG ACU CAA AAC -
PDI® 600 AAC AAC UUU GAA GGG GAG GUC -+
GFP" 300 AAC UUA CCC UGA AGU UCA ucCU -

% Inhibicion relativa del nivel de proteina al compararlo con células transfectadas con el siRNA
irrelevante. +++,>70%; ++, 50%; +, <25%; -, sin efecto.

“siRNA més efectivo para silenciar la expresion de estos genes.

®Las secuencias de SiRNA para PDI y GFP, han sido previamente reportadas (Lopez et al. 2005;
Sullivan et al. 2003).

Infeccidn de las células y titulacion de la progenie viral

Las células transfectadas fueron infectadas con RRV a una multiplicidad de infeccion (MOI)
de 3 durante 1 h a 37°C, las células se lavaron dos veces con MEM sin suero y la infeccion se dejé
proseguir a 37°C por los tiempos indicados.

Para calcular el titulo de la progenie viral, las células fueron lisadas a las 14 horas post-
infeccion (hpi), congelando y descongelando dos veces, y los lisados fueron tratados con 10 pg/mi
de tripsina por 30 min a 37°C para activar la infectividad del virus antes de titularlo. El titulo del
virus infeccioso se obtuvo haciendo diluciones seriadas del lisado, iniciando de la dilucion de 1:100.

Estas diluciones del virus se utilizaron para infectar durante 1 h a 37°C monocapas de células
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MAZ104 en placas de 96 pozos. Posteriormente, las células se lavaron 2 veces con MEM para retirar
el virus excedente y se dejé proseguir la infeccion por 14 h a 37°C. Después de esta incubacion se
retir6 el medio de cultivo, y las células se fijaron con acetona al 80% durante 30 min;
posteriormente, las células se lavaron dos veces con PBS y se incub6 con una dilucion 1:300 de un
suero contra TLPs durante 1 h a 37 °C. Las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron
con una dilucion 1:3000 de proteina A peroxidasa (Amersham-Pharmacia Biotech) en PBS. Las
células infectadas se tifileron con 3-amino-9-etil-carbazole (Sigma) como sustrato para la
peroxidasa. La determinacion del titulo viral se llevé a cabo contando las células tefiidas (focos
infecciosos); se utiliz6 la siguiente formula: Nimero de focos X el inverso de la dilucion X 4.5 X

20 (factor de volumen de 50 pl) = unidades formadoras de focos infecciosos por mililitro (uff/ml).

Inmunodeteccion en membrana

Las células MA104 fueron transfectadas con los sSiRNAs y 72 h post-transfeccion se lisaron
con el amortiguador de carga de laemmli (50 mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 0.1% de azul de
bromofenol, 10% glicerol y 1% p-mercaptoetanol). Los lisados se hirvieron por 5 min antes de
separar a las proteinas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% con dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE). Las proteinas asi separadas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
(Millipore, Bedford, MA) durante 1 h a 130 mA, en amortiguador CAPS (10 mM pH 11),
empleando el modulo de trasferencia Mini Trans-Blot (BioRad). Las membranas se bloquearon
durante 1 h a temperatura ambiente (TA) con 5% de leche descremada (Carnation) en PBS con
Tween 0.1% (PBS-Tween) y, posteriormente, se incubaron con los anticuerpos primarios
correspondientes, diluidos en PBS-Tween. Las membranas se lavaron 4 veces con PBS-Tween
durante 15 min y, posteriormente, se incubaron con el anticuerpo secundario especie especifico
acoplado a peroxidasa durante 1 h a TA. Al finalizar esta incubacidn, la membrana se lavé 4 veces
con PBS-Tween. Finalmente, los inmunoblots se revelan con el sustrato para peroxidasa Western-
lightning, segun las instrucciones del proveedor (Perkin-Elmer Life Sciences), exponiendo la
membrana a pelicula hipersensible X-Omat (Kodak).

La intensidad de las bandas fue cuantificada con el programa ImagePro Plus versién 5.0.
Para evaluar los datos estadisticamente se utilizd6 una prueba de ANOVA y una prueba de
comparacion multiple de Tukey, utilizando el programa GraphPad Prism version 4.0 para Windows.

Antes de hacer las inmunodetecciones, las proteinas se separaron en geles de SDS-PAGE
11% vy se tifieron con azul de coomasie para ajustar y normalizar la cantidad de proteina total que
habia en cada muestra; también revelamos las membranas utilizando un anticuerpo anti-vimentina
como se muestra en la Figura 2 del articulo, para normalizar y ajustar la cantidad de proteina que

cargamos de cada muestra y asi hacer el analisis densitométrico.
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Inmunofluorescencia

Las células MA104 fueron sembradas sobre cubreobjetos en placas de 48 pozos,
transfectadas e infectadas como se menciond anteriormente. A las 8 hpi, las células se lavaron con
PBS y se fijaron con una solucion 2% de paraformaldehido (Sigma) en PBS durante 20 min. Las
células se lavaron 4 veces con PBS-NH4Cl 50 mM por 5 min y fueron permeabilizadas con 0.5%
triton X-100 en PBS, 50 mM NH,CI, 1% BSA por 15 min a TA y en seguida se lavaron con PBS-
50 mM NH,CI 4 veces por 5 min. Las células fijadas y permeabilizadas se incubaron con el o los
anticuerpos primarios diluidos en PBS, 1% BSA, 50 mM NH,4Cl por 1 h a TA y, posteriormente, las
células se lavaron 4X 5 min con PBS-50 mM NH.CI. Finalmente, se incubaron con el o los
anticuerpos secundarios especie-especificos acoplados a los fluoroforos diluidos en PBS vy, los
nucleos se tifiieron con DAPI por 5 min y, al final de la incubacion se lavaron 4 veces. Los
cubreobjetos con las células hacia abajo se montaron sobre un portaobjetos con 3 ul de glicerol al
70% en PBS, sellando los bordes con barniz para ufias. Finalmente las preparaciones fueron
analizadas y las imagenes capturadas en un microscopio de epifluorescencia Axioskop2 met plus
(Zeiss).

Marcaje metabdlico

Células en placas de 48 pozos y/o en F25 fueron transfectadas con los siRNAs e infectadas
con RRV como se ha descrito anteriormente. A las 5 hpi, las células fueron incubadas con MEM sin
metionina por 1 h, y las proteinas fueron marcadas con 50 pCi de Easy Tag express-*>S (407 MBq)
(Perkin Elmer, NEN)/ml. Las celulas en placas de 48 pozos se incubaron por 1 h'y las células en los
F25 se incubaron por 6 horas.

Las células en placas de 48 pozos se lisaron con amortiguador de lisis no desnaturalizante
(1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCI [pH 7.5], 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 ug de aprotinina por
ml, 2 pg de leupeptina por ml, and 20 ug of phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) por ml). Antes
de usarlos, los lisados fueron clarificados de residuos celulares por centrifugacion a 13,000
revoluciones por minuto (rpm) por 2 min en una microcentrifuga. Las células en F25 fueron

congeladas.

Pulso y caza

Células en placas de 48 pozos, transfectadas con los siRNAs e infectadas con RRV como se
ha descrito anteriormente, fueron incubadas a las 6 horas post-infeccion (hpi) con MEM sin
metionina por 1 h, y las proteinas virales fueron marcadas por 5 min con 200 uCi de metionina L-
[*°S] 5 mCi (185MBq) (Perkin Elmer, NEN)/ml. Las células se lavaron e incubaron con medio que
contenia un exceso de metionina (10 mM) y 1 mM de cicloheximida (Sigma) para bloquear la

traduccion de las proteinas. Después del periodo de caza, las células fueron incubadas con PBS frio
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que contenia 40 mM de N-etilmaleimida (NEM) (Sigma) por 2 min para prevenir rearreglos de los
puentes disulfuro. Las células fueron lisadas con amortiguador de lisis no desnaturalizante (1%
Triton X-100, 50 mM Tris-HCI [pH 7.5], 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 ug de aprotinina por ml, 2
ug de leupeptina por ml, y 20 ug de phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) por ml). Los lisados
fueron clarificados de residuos celulares por centrifugacion a 13,000 rpm por 2 min en una

microcentrifuga antes de usarlos.

Gradientes de cloruro de cesio

Células MA104 crecidas en F25 y transfectadas con los siRNAs se infectaron con RRV y se
marcaron radiactivamente como se describié previamente. A las 12 hpi, las células se lisaron
congelando y descongelando 2 veces, y los lisados se centrifugaron a 30,000 rpm durante 1 h, la
pastilla se resuspendid en 750 ul del amortiguador TNC (Tris 10 mM pH 7.5, NaCl 140 mM, CacCl
10 mM) y se extrajo con 1 vol igual de freon (triclorotrifluroetano). Se centrifug6é a 6,000 rpm
durante 5 min, y se recupero la fase acuosa, en donde se encontro el virus. Esta extraccion se repitio
3 veces. Para separar por densidad a las particulas virales DLPs y TLPs, al virus extraido se le
adicionaron 2.2 g de CsCl y se llevd a 5 ml con TNC, posteriormente, se centrifugd a 36,000 rpm
durante 18 h en el SW50.1. Las bandas opalescentes se visualizaron bajo la luz de una lampara y se
tomaron fotografias con una cédmara digital. Estas bandas fueron colectadas por puncion. La
composicion de proteinas en cada banda se resolvio mediante electroforesis.

La marca radiactiva incorporada en cada banda se determindé midiendo las cuentas
precipitables con acido tricloroacético (TCA) (Sigma-Aldrich), para lo cual se utiliz6 un contador
de centelleo.

Las muestras se desalaron mediante centrifugacion con columnas de sephadex G-25 vy el

virus fue activado con tripsina y titulado como se menciond anteriormente.

Ensayos de radioinmunoprecipitacion (RIPA).

Los lisados de células infectadas marcados radiactivamente (20ul) 6 (40ul en el caso de
particulas virales purificadas) fueron incubados con las proteinas G o A, acopladas a sefarosa
(Zymed) durante 1 h a TA, para eliminar lo que pudiera estarse pegando inespecificamente a la
sefarosa. Posteriormente, se centrifugo a 2,000 rpm por 3 min y el sobrenaante SN se incubo con el
anticuerpo primario correspondiente (2 ul de los anticuerpos monoclonales o 5 ul de los anticuerpos
policlonales) méas 80 ul de amortiguador RIPA (1% Triton X-100, deoxicolato de sodio 1%, Tris-
HCI 50 mM [pH 7.5], NaCl 150 mM, SDS 0.1%, PMSF 20 pg/ml, aprotinina 2 pg/ml, leupeptina 2
pg/ml) durante 1 h a TA en agitacion. Estas muestras se centrifugaron a 13,000 rpm por 5 min para
remover agregados que se pudiesen haber formado. En un tubo limpio se incub6 el SN con 25 ul de

sefarosa-proteina A 0 G por 1 h a TA en agitacion. La resina se lavo 3 veces con 500 ul de RIPA,
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centrifugando a 6,000 rpm por 2 min cada vez. Los complejos inmunopecipitados fueron
resuspendidos en amortiguador de muestra, se hirvieron por 5 min y se sometieron a SDS-PAGE
10%.

Ensayos de union

Monocapas de células crecidas en placas de 48, se lavaron 2 veces con MEM sin suero y se
incubaron con el virus previamente purificado y desalado diluido en MEM 1% de BSA en un
volumen final de 200 ul durante 1 h a 4 °C en agitacion suave. Las monocapas celulares se lavaron
3 veces con PBS frio-0.5% BSA vy se lisaron con 50 ul de amortiguador de lisis (Tris 50 mM pH
7.5, NaCl 150 uM, Triton 0.1% X-100). El virus presente en los lisados fue cuantificado mediante
un ensayo de ELISA (Zarate et al. 2000).

RT-PCR en tiempo real

Las células MA104 fueron crecidas en placas de 48 pozos y transfectadas con los siRNAs
correspondientes. A las 72 h post-transfeccion, las células fueron lisadas con TRIzol (Invitrogen) y
el RNA total fue purificado de acuerdo a las instrucciones del proveedor. EI RNA total fue tratado
con DNAsa (Ambion), para remover la posible contaminacién con DNA, siguiendo las
instrucciones del proveedor. El nivel de los mensajeros de las chaperonas moleculares y los genes
de estrés fue determinado mediante RT-PCR en tiempo real en un paso, los oligos disefiados para
las amplificaciones se muestran en la Tabla 2. Cada tubo de reaccion contenia 120 ng de RNA total,
12.5 ul de SYBR Green Master Mix 2X (Applied Biosystems), 0.125 ul de Transcriptasa reversa
50u/ul (Applied Biosystems), 0.25 ul de Inhibidor de RNAsa 20u/ul (Applied Biosystems), y 2 ul
de oligos (2.5 pmol/ul) en un volumen total de 25 ul. Las amplificaciones se obtuvieron utilizando
el siguiente protocolo: Transcripcion reversa: 48°C por 30 min; inactivacion de la transcriptasa
reversa 95°C por 10 min; PCR: 40 ciclos a 95°C por 15 seg y 60°C por 1 min; fase de disociacion
de 60°C a 95°C por 30 min; en un sistema de deteccion ABI Prism 7500 (Applied Biosystems). Los
resultados fueron normalizados con los niveles de RNA mensajero de gliceraldehido 3—fosfato
deshidrogenasa GAPDH en cada muestra. Las veces de aumento o disminucion fueron calculadas

-AACt
2

utilizando el método de (Livak and Schmittgen 2001). La informacion se expresa en veces de

aumento con respecto al control.

TABLA 2. Secuencia nucleotidica de los oligos usados para RT-PCR en tiempo real.

Gene Forward primer Reverse primer
Grp94 TCC GCC TTC CTT GTA GCA GAT A TTG TCG TTC CCC GTC CTA GA
Grp78 ACC GCT GAG GCT TAT TTG GG TGC CGT AGG CTC GTT GAT G
Calnexin TCC TTG AAG CAA ATG TGT GG ACT GTC AAC GGA GGG TGA AG
PDI CCG AAG ATT TTT GGA GGT GA TGC TCA GTT TGC CGT CAT AG
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calreticulin CGA GGA CTG GGA TGA AGA GA AAT CTG GGT TGT CGA TCT GC

ERp57 CTG TAA GAA CCT GGA GCC CAAGT TCATTG GCT GTG GCATCC AT

gapdh ACC TGA CCT GCC GTC TAG AAA CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT

EDEM CTCCTC TAC CAG GCA ACC AA GGC GTACCCACACTTGACTT

CHOP GCT CTG ATT GAC CGA ATG GT TCT GGG AAA GGT GGGTAG TG

hsc70 AGATTT GCT GCT CTT GGA TGT CA CTG CTT GGT AGG AAT GGT GGT AT

hsp70 CCACCAAGCAGACGCAGAT GAT GCC GCT CAG CTC GAA

P58 CAT GAA AAC AGA GCC AAG CA TCAACAGGCTTCTCGTCCTT

GADD34 GAG GGC AGG GAAGTCAATTT TCCTCCCCTGGG TTCTTATC

Tratamientos con EGTA y diferentes temperaturas

Las TLPs, purificadas en los gradientes de CsCl y desaladas previamente, fueron incubadas
en una solucion de PBS que contenia diferentes concentraciones de EGTA (0.025 mM, 0.05 mM,
0.1 mM vy 0.5 mM) por 20 min a 37°C. Al final de esta incubacion, los virus fueron diluidos 10
veces en MEM sin suero.

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la infectividad del virus, las TLPs fueron
incubadas a 45°C durante 5 min, 10 min o 15 min, a 50°C por 5 min y a 37°C por 15 min.

Después de los tratamientos con EGTA y diferentes temperaturas, los virus fueron titulados
en monocapas de células MA104, sembradas en pozos de 96 pozos, como se describe

anteriormente.

Digestion con las endoglicosidasas Endo H 'y Endo D

Las proteinas VP7 y NSP4 inmunoprecipitadas fueron liberadas de la proteina A sefarosa y
se desnaturalizaron al hervirlas por 3 min en 30 ul de amortiguador de digestion de endo-D
(Na;HPO4 50 mMm pH 6.5 (citrato de sodio), EDTA 5 mMm, SDS 0.1%, Triton X-100 2%, e
inhibidores de proteasas). Después se dejé enfriar a TA y se agregaron 20 ul de amortiguador de
digestion méas 2.5 mU de endoglicosidasa D (Calbiochem), y se incubé por 4 h a 37°C.

Las proteinas VP7 y NSP4 inmunoprecipitadas fueron incubadas con 50 ul de acetato de
sodio 50 mM pH 5.5, conteniendo 0.01% de SDS y 5 mU de endoglicosidasa H (Roche) por 4 h a
37°C.

Las reacciones en ambos casos se detuvieron calentando 3 min en amortiguador de muestra

y las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE 12.5 %.

Ensayo de hemaglutinacion

Se utilizaron eritrocitos tipo O resuspendiendose en Alsever (acido citrico 0.4 g, citrato de
sodio 1.126 g y glucosa 1.1 g en 100 ml de agua destilada). Los eritrocitos se lavaron con PBS 3
veces, centrifugando a 1000 rpm por 10 min y finalmente se resuspendieron en PBS-BSA 0.4%.
Posteriormente, en placas de 96 pozos se hicieron diluciones secuenciales de las TLPs en PBS-BSA
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0.4%, colocando 25ul en cada pozo. Se agrego la suspension de eritrocitos (25ul) en cada pozo y se
agito.
Tratamiento de las células con tapsigargina, castanospermina y dithiotreitol.

Para inhibir la ATPasa de calcio del RE, se adicionaron 2ug/ml de tapsigargina (TSG) al
medio desde la primera hora de infeccion y se mantuvo por 6 h hasta la lisis celular. Para obtener
proteinas marcadas sintetizadas bajo condiciones reducidas, se agregé 2 mM dithiotreitol (DTT) 20
min antes del pulso con metionina S* y se mantuvo esta concentracion durante el periodo de caza.
Para inhibir a las glucosidasas | y 1, se afiadié 1mM de castanospermina (CST) al medio desde las

4 hpi y se mantuvo hasta el momento de lisar las células.

Analisis del procesamiento de Xbpl por RT-PCR

Las células MA104 en las que los mensajeros de las chaperonas moleculares fueron
silenciados, se lisaron con TRIzol (Invitrogen) para obtener el RNA total. EI cDNA se obtuvo al
realizar una transcripcion reversa en la cual se incubé 1ug de RNA total mas los reactivos para
hacer transcripcion reversa con el kit TagMan Reverse Transcription Reagents (Applied
Biosystems). Para amplificar el mensajero de Xbpl (NM_005080), el PCR se realiz6 usando el
siguiente protocolo: 30 ciclos (94°C por 30 seg, 58°C por 30 seg y 72°C por 1 min) y un periodo de
elongacion de 10 min al final, usando a la enzima Vent (New England. BioLabs). Para esta
amplificacion se utilizaron oligos previamente reportados por Shang y Lehrman (Shang and
Lehrman 2004). El fragmento de 398 pb representa el mensajero de Xbpl procesado (XBP1s),
mientras que el fragmento de 424 pb representa el mensajero de Xbpl no procesado (XBP1u). Los
fragmentos se resolvieron en geles de agarosa 2%, tefiidos con bromuro de etidio, o en geles de
poliacrilamida 10% para RNA tefiidos con nitrato de plata.
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RESULTADOS

Parte de los resultados que se muestran a continuacion forman parte del articulo: JV102751-

07 incluido como anexo |.

La infeccion con rotavirus ocasiona un cambio en la distribucion de las chaperonas
moleculares

El ultimo paso durante el proceso de ensamble de rotavirus se lleva a cabo en el RE, donde
las glicoproteinas virales VP7 y NSP4 son sintetizadas y las DLPs geman para adquirir la capa
externa y concluir el proceso de morfogénesis. La distribucion que tienen las proteinas virales que
se sintetizan en el RE se ha analizado previamente (Gonzalez et al. 2000); sin embargo, la
distribucion que tienen las chaperonas moleculares del RE con respecto a las glicoproteinas virales,
no ha sido determinada.

En este trabajo observamos la distribucion de las proteinas celulares con respecto a las
virales en el RE de células infectadas, por ensayos de inmunofluorescencia (IF). Para ésto,
sembramos células sobre cubreobjetos y las infectamos con RRV a una MOI de 5. A las 9 hpi las
fijamos y tefiimos utilizando anticuerpos para detectar: NSP5 (una proteina de viroplasmas), NSP4
y VP7; las dos glicoproteinas del RE y las chaperonas de RE, Grp94, PDI, calreticulina y calnexina
(Figura 1A del articulo pag. 122 [Anexo 1]). Grp78 y ERp57 no fueron evaluadas debido a que no
contabamos con anticuerpos que detectaran a estas proteinas mediante IF.

Como podemos observar en la Figura 1A del articulo, la distribucion de todas las proteinas
celulares analizadas, mostro un patron reticular normal de RE en células no infectadas; sin embargo,
las chaperonas luminales del RE, PDI, Grp94 y calreticulina, cambiaron su distribucion en células
infectadas, agrupdndose principalmente cerca de los viroplasmas y colocalizando con las
glicoproteinas del virus VP7 y NSP4.

Por otro lado, también observamos que calnexina, una chaperona transmembranal, no
cambid su distribucion con la infeccion, y tampoco se observé una colocalizacion con las proteinas
del virus, a pesar de que se ha reportado que calnexina interacciona con NSP4 (Mirazimi and
Svensson 2000).

Aunado a ésto y para determinar si el cambio en la distribucion de las chaperonas luminales
del RE correlacionaba con el tiempo de la infeccién, infectamos a las células y las fijamos a
diferentes horas post-infeccion (hpi), 4 h, 6 h'y 8 h, y detectamos a las proteinas celulares y virales
por IF (Figura 1B del articulo pag. 122 [Anexo I]).

A las 4 hpi la PDI present6 una distribucion normal de RE parecida a la que vemos en
células no infectadas (Figura 1A del articulo pag. 122 [Anexo 1]), sin embargo, a las 6 hpi esta
proteina celular se acumula en algunas células infectadas cerca de los viroplasmas y de las proteinas
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VP7 y NSP4, este efecto fue mas evidente a las 8 hpi. Los resultados para Grp94 y calreticulina no
se muestran pero ocurrié lo mismo que en el caso de PDI.

Esta es una observacion importante, ya que aunque se habia visto por inmunoprecipitacion
que estas chaperonas pueden interactuar con algunas proteinas estructurales del virus, no se habia
observado que la infeccion causara un arreglo en la distribucién de estas chaperonas en el RE y que
este evento fuera dependiente del tiempo de infeccion.

Silenciamiento de las chaperonas moleculares del RE mediante RNAI

Una vez que observamos que habia una colocalizacion y una acumulacion de las chaperonas
moleculares hacia donde se encontraban las proteinas virales que se sintetizan en el RE, decidimos
estudiar el papel de algunas de estas chaperonas moleculares, miembros de los dos sistemas de
plegamiento propuestos en el RE, sobre la morfogénesis de rotavirus. Para esto, disefiamos
secuencias de siRNAs (small interference RNA) contra el mensajero de cada una de las chaperonas,
de acuerdo con las reglas recomendadas por Dharmacon Research Inc. (Lafayette, Co., EUA)
(Elbashir et al. 2001). Estos siRNAs fueron titulados para conocer la concentracion minima
necesaria para disminuir el nivel de mensajero y proteina respectivos, sin que resultaran toxicos
para las células. Como control negativo en todos los experimentos, utilizamos un siRNA irrelevante
dirigido contra GFP (Proteina verde fluorescente) (Dharmacon).

Con la finalidad de estandarizar la técnica para inhibir estos genes celulares, hicimos
experimentos partiendo de diferentes estados de confluencia de las células (30, 50, 70 y 100%),
transfectamos una y/o dos veces con dos lipidos diferentes (Lipofectamina y Oligofectamina),
analizamos el tiempo que era necesario incubar la mezcla de interferente y lipido con las células e
hicimos ensayos de viabilidad e inmunodeteccion en membrana como métodos de evaluacion en
cada caso (datos no mostrados). De estos resultados, obtuvimos el protocolo que se menciona en la
seccion de materiales y métodos.

Inicialmente evaluamos si al silenciar alguna de las chaperonas habia cambios en los niveles
de RNA mensajero y proteina de las otras chaperonas. Para ésto medimos los niveles de cada una de
ellas al silenciarlas en células MA104, utilizando inmunodeteccion en membrana para medir el
nivel de proteina (Figura 2A del articulo pag. 123 [Anexo I]) y RT- PCR en tiempo real para
detectar el nivel de RNA mensajero (Figura 2B del articulo pag. 123 [Anexo I]).

En la Figura 2A del articulo se observa que todos los interferentes disminuyeron la cantidad
de proteina contra la cual fueron disefiados, aunque a diferentes niveles. Ademas, al interferir el gen
de Grp78 aumentaron significativamente los niveles de las proteinas Grp94, PDI, calreticulina y
ERp57 (Grp94 5.2 veces, PDI 2.2 veces, calreticulina 3.2 veces y ERp57 2.5 veces). De la misma

manera, al utilizar el interferente contra calreticulina, el nivel de expresion de Grp94 y PDI aumento
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significativamente (Grp94 3.9 veces y PDI 2.5 veces). Al silenciar Grp94, PDI, calnexina y ERp57,
no hubo cambio en el nivel de mensajero y proteina de las chaperonas evaluadas.

Como se observa en la Figura 2B del articulo, el nivel de aumento o disminucién del RNA
mensajero cuando las chaperonas moleculares fueron silenciadas, es muy similar a los datos
obtenidos de los niveles de proteinas. Excepto que al silenciar calreticulina, encontramos que la
cantidad de RNA mensajero de ERp57 incrementd, pero no el nivel de proteina. También con este
siRNA encontramos que a pesar de que el nivel de proteina de PDI aumentd, no aumento el nivel de
su RNA mensajero.

Estos resultados sugieren que al silenciar el gen de Grp78 hay un aumento de las proteinas
pertenecientes a la familia de las proteinas reguladas por glucosa (grp’s), entre las que se
encuentran: Grp94, Grp78, calreticulina, PDI y ERp57. Por otro lado, la ausencia de calreticulina
también estaria provocando la induccion de algunas de estas chaperonas de la familia de las grp’s.

Una posible explicacion a los datos anteriores es que estemos viendo un efecto en la
induccién de la UPR. Grp78 es la proteina reguladora negativa de esta respuesta y al estar unida a
los tres efectores de este evento (Irel, ATF6 y PERK), previene el aumento de las chaperonas
moleculares, entre las que se encuentran calreticulina, Grp94, PDI y ERp57; por lo que al disminuir
el nivel de Grp78 en la célula, la Grp78 remanente se una a las proteinas que estén mal plegadas en
RE vy deje libres a los factores inductores de UPR y por lo tanto la sintesis de proteina y mensajero
de las chaperonas moleculares aumenten.

Para confirmar esta hipdtesis probamos si en ausencia de Grp78 y calreticulina se
desencadenaba una UPR (ver resultados adicionales pag. 138 [Anexo I1]); encontramos que en
ausencia de Grp78 y calreticulina se da una activacion de la UPR, en la cual solo la via de ATF6 se
induce.

Previamente se decribi6 que las chaperonas moleculares son importantes para que las células
no desencadenen procesos de apoptosis, por lo que evaluamos la viabilidad de las células cuando
silenciamos a las chaperonas moleculares, para ésto utilizamos el reactivo LIVE/DEAD de
Molecular Probes, que tifie células vivas en verde y muertas en rojo, lo que permite visualizarlas in
situ mediante microscopia de fluorescencia y cuantificarlas.

En la Figura 11 se observa que el 99% de las células estaban vivas y ésto se observd, tanto
en células en las que las chaperonas fueron silenciadas, como en los controles. Lo que sugiere que a
pesar de los bajos niveles de estas chaperonas moleculares presentes en estas células, no se afecta la
viabilidad.

Para continuar con la evaluacion del silenciamiento de las chaperonas en células MA104,

evaluamos mediante IF si la distribucion que tenian las chaperonas estudiadas en la célula se
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modificaba al silenciar a las otras chaperonas (Figura 12). Como podemos observar en las IF,

algunas de estas proteinas cambiaron su distribucion subcelular al interferir a otras chaperonas.

Viabilidad m Vivas
O Muertas
100
90
80
70
o
S 60
G 50
o
o 40
o
30
20
10
0
MEM Oligo Cav-2 grp94 grp78 Calnexina PDI Calreticulina ERp57
SiRNA
Figura 11. Ensayos de viabilidad celular. Células transfectadas con los diferentes
interferentes a 72 h post-transfeccion fueron tefiidas con LIVE/DEAD vy cuantificadas.
MEM, solamente poniendo medio sin lipidos, Oligo, solamente utilizando oligofectamina
para transfectar y Cav-2 es un interferente contra caveolina tipo2 que no se encuentra en
las células MA104.

Al disminuir la expresion de Grp78 encontramos que el patron de distribucion de las otras
chaperonas evaluadas cambidé y dié la impresién de haber una fragmentacién del RE en estas
condiciones. Por otro lado, notamos que al interferir Grp94, el patrén que presentaron las proteinas
Grp78, calnexina y PDI no cambid. Al interferir PDI observamos que cambia el patron de
distribucion tanto de Grp94 como de calnexina, viéndose la sefial concentrada alrededor del nucleo.

Cuando interferimos el gen de calnexina, la distribucién de las proteinas Grp94 y PDI, se vio
ligeramente afectada, ya que presentan una sefial que se concentra principalmente alrededor de
nucleo, perdiendo la sefal polarizada en el citoplasma que se observa en el control.

En estos experimentos de IF observamos que a pesar de disminuir la cantidad de proteina al
silenciar a cada una de las chaperonas, qued6 una sefial remanente en las células, por lo que
suponemos que los siRNAs interfirieron solo parcialmente la expresion de dichas proteinas.

Los resultados anteriores sugieren que no solamente hay un cambio en el nivel de expresion
de estas proteinas en la ausencia de otras, sino que también su distribucién subcelular es afectada,

principalmente por la ausencia de Grp78 (ver resultados adicionales pag. 140 [Anexo I1]).
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Figura 12. Inmunoflourescencias. Arriba: GRP94 reconocida con un anticuerpo monoclonal de rata y como secundario un anti rata acoplado a alexa
488. Segundo: a-GRP78 monoclonal de cabra y como anticuerpo secundario un anti cabra acoplado a alexa 488. Tercer carril: a-PDI monoclonal de
ratdn y como secundario un anti ratén acolado a alexado 568. Abajo, a-Calnexina monoclonal de ratdn y como secundario anti raton 568. En todos los
casos el control son las células interferidas con un siRNA contra GFP (no presente en células MA104) y estan interferidas con los siRNA como se
indica en la parte superior. Se muestra una imagen representativa de al menos 6 experimentos diferentes.




La produccion de progenie viral infecciosa disminuye en ausencia de algunas chaperonas

moleculares

Una vez estandarizadas las condiciones de interferencia, se analizé el efecto de la ausencia
de cada una de las chaperonas moleculares en la produccion de progenie viral infecciosa. Para ésto,
las células fueron transfectadas con los siRNAs y 72 horas post-transfeccion las células fueron
infectadas con RRV a una MOI de 3 durante 14 horas, transcurrido este tiempo las células fueron
congeladas y descongeladas 2 veces, y determinamos el titulo viral en estos lisados mediante
ensayos de inmunoperoxidasa (Figura 3 del articulo pag. 124 [Anexo 1]).

Encontramos que al interferir la expresién de Grp78, calnexina y calreticulina, observamos
una disminuciéon de aproximadamente 55% en la produccion de progenie viral infecciosa al
compararla con células transfectadas con un interferente irrelevante. Asi mismo, cuando
interferimos el gen de PDI, la progenie viral infecciosa disminuy6 aproximadamente 30% al
compararla con el control. Por otro lado, al disminuir el nivel de expresion de Grp94 y ERp57
observamos que el rendimiento de la progenie viral no cambi6é con respecto al control. Estos
resultados sugieren que las chaperonas Grp78, PDI, calnexina y calreticulina son importantes para
la produccion de progenie viral de rotavirus, y no asi Grp94 y ERp57.

Para descartar que el efecto que observamos con el silenciamiento de las chaperonas y
especificamente de Grp78 sobre el ensamble de rotavirus, fuera un efecto general sobre la célula.
Probamos si el plegamiento de la hemaglutinina (HA) del virus de influenza también se afectaba al
silenciar a Grp78 y a las otras chaperonas evaluadas en este estudio.

El plegamiento de la proteina HA de influenza se ha utilizado como modelo en el estudio de
las chaperonas del RE. Se sabe que HA interacciona en condiciones normales con calnexina,
calreticulina y ERP57 y la presencia de estas chaperonas es crucial para el plegamiento correcto de
esta proteina y el ensamble de virus infecciosos (Molinari and Sitia 2005; Solda et al. 2006); sin
embargo, no interacciona con Grp78 en condiciones normales, por lo que no esperabamos ver
cambios en el plegamiento de HA al silenciar a Grp78.

Para evaluar el plegamiento de la proteina HA de influenza se han utilizado anticuerpos
especificos que reconocen a las formas intermedias y maduras de la proteina; sin embargo, nosotros
no contabamos con estos anticuerpos, por lo que decidimos evaluar el plegamiento de la proteina
HA haciendo ensayos de hemaglutinacion, para los cuales transfectamos a las células con los
interferentes de las diferentes chaperonas y 72 horas post-transfeccion infectamos con el virus de
influenza a una MOI de 1, 24 horas después recuperamos el SN y lo utilizamos para realizar los
ensayos de hemaglutinacion (ver Materiales y métodos) (Figura 13).

Encontramos que la hemaglutinacion de los eritrocitos con el virus de influenza obtenido de

células en las que silenciamos a Grp78 y Grp94 no disminuyd con respecto al control. Por otro lado,
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observamos una disminucion de la hemaglutinacion de los eritrocitos, en aquellas muestras en
donde silenciamos a calnexina, calreticulina, ERp57 y PDI. Estos resultados sugieren que el
silenciamiento de Grp78 no afecta inespecificamente al menos el plegamiento de la proteina HA de
influenza en el RE. Ademas, comprobamos que las chaperonas calnexina, calreticulina y ERp57 son
necesarias en el plegamiento de HA de influenza, como se ha reportado previamente (Molinari et al.
2004; Solda et al. 2006).
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16 32 64 128 256 512 1024 2048 1 2 4 8§ 16 32 64 128 256 512 1024 2048
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Figura 13. Hemaglutinacion de los eritrocitos con HA de influenza al silenciar a las chaperonas
moleculares. Los sobrenadantes de células silenciadas con los interferentes para las chaperonas e
infectadas con influenza, fueron diluidas como se indica y mezcladas con eritrocitos para observar la
hemaglutinacion. Observarmos las muestras por duplicado. La C corresponde a células transfectadas con
los interferentes pero no infectadas y la | a las muestras transfectadas e infectadas.

La disminucién de la progenie infecciosa de rotavirus debido a la ausencia de las chaperonas
tiene dos posibles explicaciones: la primera es que estas chaperonas funcionen como co-receptores
para el virus, ya que se ha reportado que algunas chaperonas pueden funcionar como moléculas co-
receptoras para algunos virus en la superficie de las células (Jindadamrongwech et al. 2004;
Triantafilou et al. 2002). La segunda opcidn, es que en ausencia de las chaperonas se modifique el
plegamiento de las proteinas virales en RE y ésto de lugar a un ensamble defectuoso de las TLPs

durante el proceso de morfogénesis.
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Para analizar la primera opcion, transfectamos a las células con los siRNAs de las
chaperonas y a las 72 horas post-transfeccion las infectamos con RRV a una MOI de 0.1.
Posteriormente, dejamos transcurrir 14 horas de infeccién y fijamos a las células. Los focos
infecciosos fueron detectados por ensayos de inmuperoxidasa (datos no mostrados). En estos
experimentos no encontramos diferencias entre el nimero de focos infecciosos en las células en las
que estaban interferidas las chaperonas y en las células control en las que utilizamos un interferente
irrelevante. Estos resultados nos permiten concluir que la entrada de rotavirus no se afecta con la
disminucion de las chaperonas evaluadas en este estudio.

Para probar la segunda opcion y analizar si la ausencia de las chaperonas tiene un efecto

sobre la morfogénesis del virus hicimos los ensayos que se describen a continuacion.

Analisis de las particulas ensambladas en ausencia de las chaperonas moleculares

Ya que habiamos detectado que la progenie viral infecciosa disminuia al silenciar Grp78 y
calnexina, analizamos si esto se debia a que se ensamblaban menos particulas en estas condiciones.
Para ésto, analizamos la produccién de particulas virales purificandolas mediante gradientes
isopicnicos de CsCl y cuantificandolas como se indica en Materiales y métodos (Figura 14 y Figura
4 del articulo pag. 125 [Anexo I]).

Observamos que, en todos los casos, se forman dos bandas en los gradientes, que
corresponden a las DLPs y TLPs y que éstas contienen todas las proteinas estructurales
correspondientes del virus (Figura 14). Sin embargo, podemos observar en la Figura 4 del articulo
pag. 125, que al silenciar a los genes de Grp78 y calnexina, la proporcion de TLPs ensambladas
aumenta, mientras que las DLPs disminuyen significativamente al compararlas con las de la
condicion control. Por otro lado, cuando interferimos con un siRNA contra Grp94, la relacion entre
DLPs y TLPs ensambladas, es muy similar a la que se obtiene de las células transfectadas con el
siRNA control.

A pesar de haberse formado las bandas correspondientes a las TLPs y DLPs, se observo una
pequefa diferencia en la migracion entre las TLPs que se purificaron de células transfectadas con
los siRNAs para las chaperonas moleculares y las obtenidas del control. Para determinar si habia
una diferencia en la densidad de las TLPs obtenidas, calculamos la densidad de dichas particulas en
los gradientes. Para esto, los gradientes de CsCl fueron fraccionados en volumenes de 150 ul vy,
posteriormente, se cuantifico la marca incorporada en cada una de las fracciones para determinar en
qué fracciones se encontraban las DLPs y TLPs. Por otro lado, se determin0, el indice de refraccion
de cada fraccion que posteriormente convertimos en densidad para cada una de las fracciones
(Figura 15).
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Los resultados fueron graficados como se muestra en la Figura 15, en el eje de las ordenadas
se encuentran las diferentes fracciones colectadas, y en el eje de las abscisas se encuentran tanto la
densidad (izquierda y negro) como la cantidad de proteina en cpm (derecho y rosa). La densidad de

las TLPs calculada para cada gradiente se muestra en la Tabla 3.

siRNA Control grp94
T (ER

A -

s=gn—-

TLP DLP

Figura 14. Particulas virales ensambladas en presencia de los siRNAs contra las chaperonas. Las
celulas fueron transfectadas con los siRNAs contra las chaperonas y a las 72 h post-transfeccion fueron
infectadas con RRV a una MOI de 3, después de 1 h de absorcion, las células fueron incubadas en
MEM sin metionina por 1 h y, posteriormente, se marcaron metabdlicamente con 50uCi/ml de Easy-
tag Express [*°S] por 10 h, al finalizar este tiempo, las células fueron congeladas y descongeladas dos
veces Yy se hicieron gradientes isopicnicos de cloruro de cesio que se muestran en la figura de arriba.
Las bandas se colectaron y las proteinas de cada muestra se resolvieron en SDS-PAGE 11% vy
revelamos por autoradiografia (Abajo). Se muestra un gel representativo de al menos cuatro
experimentos independientes.

TLPs de células transfectadas Densidad g/cm®
siRNA Control 1.36
siRNA grp94 1.34
SiRNA Grp78 1.35
siRNA calnexina 1.35
Tabla 3. Densidad de las TLPs al silenciar a las chaperonas
moleculares.
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Figura 15. Las TLPs que se ensamblan en ausencia de grp94, Grp78 y Calnexina son menos
densas que las del control. Se muestran las gréaficas de cada uno de las gradientes fraccionados que se
prepararon con lisados de virus en donde las células fueron transfectadas con los siRNAs contra las
chaperonas moleculares. En cada grafica se muestra el contenido de proteina en cpm solamente de las
fracciones en donde se encuentran las TLPs y la densidad de cada una de estas fracciones, ademas de la
ecuacion de la recta con la cual calculamos la densidad de las TLPs.

Estos resultados indican que las TLPs que se ensamblan en ausencia de Grp94, Grp78 y
calnexina fueron ligeramente menos densas que las del control.

Debido a que encontramos que al silenciar a Grp78 y calnexina, la progenie viral infecciosa
del virus disminuia, a pesar de, ensamblarse una mayor proporcion de TLPs; decidimos medir la
infectividad especifica de las TLPs que se estaban formando en ausencia de esas chaperonas. Para
ésto, determinamos el titulo viral de las TLPs purificadas mediante un ensayo de inmunoperoxidasa
y, por otra parte, cuantificamos la cantidad de proteina que habia en las TLPs. Para obtener la
infectividad especifica de cada muestra calculamos el cociente de focos infecciosos entre cpm de
proteina (Figura 4B del articulo pag. 125 [Anexo 1]).

Encontramos que la infectividad especifica de las TLPs ensambladas en bajos niveles de
Grp78 disminuy6 aproximadamente un 45% al compararlas con las TLPs del control vy, la
infectividad especifica de las TLPs purificadas cuando se utilizd el siRNA contra calnexina
diminuy6 aproximadamente 55% al compararlas con las del control. Estos resultados sugieren que a
pesar de haber mas TLPs ensambladas, aproximadamente la mitad de estas particulas no son
infecciosas.

Por otro lado, para estudiar si la disminucion en la infectividad de estas particulas era debido

a que no eran capaces de unirse a sus células huésped, realizamos ensayos de union con los virus
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purificados utilizando el protocolo descrito en Materiales y métodos (Figura 4C del articulo pag.
125[Anexo I].

En estos ensayos observamos que las particulas obtenidas en ausencia de calnexina 'y Grp94
no disminuyeron su capacidad de unirse a las células, mientras que, las particulas obtenidas de
células en las que Grp78 fue silenciada disminuyeron aproximadamente 40% su capacidad para
unirse a las células (Figura 4C del articulo pag. 125). Estos resultados sugieren que las TLPs
aisladas al utilizar el siRNA para silenciar a Grp78, podrian tener cambios conformacionales en la
proteina viral VP4 cuya funcion es la union del virus a la célula huésped, de tal manera que al no
estar bien plegada las particulas producidas podrian ser menos eficientes en unirse a la célula
huésped.

Una manera muy general para explorar otro aspecto de la unién de los virus a la célula
huésped, es un ensayo de hemaglutinacion en el que se puede determinar si los virus conservan la
propiedad de interaccionar con los acidos sialicos de los eritrocitos y deducir entonces, si hay
cambios en la proteina VP4 que es la encargada de esta interaccién. Como podemos observar en la
Figura 16, no observamos cambios en la capacidad de hemaglutinacion de las particulas obtenidas
en ausencia de las chaperonas moleculares, lo que sugiere que de haber un cambio conformacional

en la proteina VP4, éste es muy fino, de tal manera que con este tipo de ensayo no es detectable.
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Figura 16. Hemaglutinacion de las particulas virales obtenidas en ausencia de las chaperonas
moleculares. Los lisados fueron diluidos como se muestra y mezclados con eritrocitos para
observar la hemaglutinaciéon. La concentracion relativa que obtuvimos del virus para cada
condicion fue cuantificada mediante densitometria, con lo que obtuvimos el valor arbitrario de 1
para el control, 1.55 para siRNA grp94, 2.07 para siRNA Grp78 y 2.56 para siRNA calnexina.

Las particulas virales ensambladas en células con bajos niveles de las chaperonas
moleculares presentan cambios conformacionales

Las diferencias entre la cantidad de particulas virales ensambladas en células donde los

genes de las chaperonas Grp78 y calnexina fueron silenciados y, la infectividad especifica de estas
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particulas, sugieren diferencias estructurales en estos virus debido a cambios en el plegamiento de
sus proteinas.

Para determinar si efectivamente existian estos cambios conformacionales, las TLPs
purificadas fueron sometidas a diferentes tratamientos que desestabilizan la capa externa del virus,
con la consecuente disminucion en la infectividad. La diferente susceptibilidad de las particulas
ensambladas en células en donde se habian silenciado las chaperonas indicaria posibles cambios
conformacionales.

Para evidenciar algun cambio conformacional en las particulas virales obtenidas de células
en las que los genes de las chaperonas fueron silenciados, se determind el patron de sensibilidad de
estas particulas a proteasas y se comparé con el patron de particulas control. Para ésto, las particulas
purificadas se trataron con tripsina o con quimiotripsina por 5 h a 37°C y las proteinas fueron

resueltas en SDS-PAGE 10% Y reveladas con autoradiografia (Figura 17).
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Figura 17. Tratamiento de los virus purificados en ausencia de las chaperonas moleculares con
tripsina y quimotripsina. En cada caso tratamos 10 pl de muestra con 500 pg de proteasa durante 5
horas a 37°C y después las corrimos en un gel SDS-PAGE 10% y revelamos por autoradiografia. El
control es un interferente irrelevante que no se encuentra en las células. El cuadro de la derecha
corresponde a la misma figura de la izquierda, con mayor contraste.

Ninguna de las proteinas estructurales del virus fue susceptible al corte con tripsina, a
excepcion de VP4. Sin embargo, se observaron bandas adicionales que aparecen en las TLPs
aisladas de células en donde se silenciaron a las chaperonas Grp78 y calnexina y no en el control 6
en TLPs en donde Grp94 estaba silenciada. Lo mismo sucedi6 al tratarlas con quimiotripsina. Las
bandas que aparecen son poco evidentes y no hay ninguna proteina viral que desaparezca

completamente con el tratamiento de las proteasas, por lo que llegamos a la conclusion que las
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diferencias que vemos posiblemente se deban a cambios conformacionales muy sutiles en las
particulas ensambladas.

Por otro lado, para evidenciar los cambios conformacionanles en las particulas, hicimos
tratamientos con EGTA. Para ésto incubamos a las particulas con concentraciones crecientes de
EGTA (de 0.025 mM hasta 0.5 mM) durante 10 minutos a 37 °C, posteriormente, se diluyeron en
MEM con 1.8 mM de calcio y fueron titulados usando un ensayo de inmunoperoxidasa para contar
los focos infecciosos (Figura 5A del articulo pag. 126 [Anexo I]). El tratamiento con EGTA quela el
calcio, lo provoca que se desensamble la capa externa del virus, ya que las interacciones
intramoleculares entre los monémeros de VVP7 son dependientes de calcio.

Encontramos que la infectividad de las TLPs purificadas de células control disminuye
aproximadamente 7%, 45% y 90% cuando fueron tratadas con 0.05 mM, 0.1 mM y 0.5 mM de
EGTA, respectivamente, al compararlas con las células no tratadas con EGTA. En contraste, las
TLPs purificadas de células con bajos niveles de Grp78 disminuyeron 35%, 50%, 70% y 95%
cuando fueron tratadas con 0.025mM, 0.05mM, 0.1mM y 0.5mM de EGTA, respectivamente, al
compararlas con las TLPs purificadas al silenciar las células con Grp78 pero sin tratamiento con
EGTA.

Por otro lado, la infectividad de las TLPs purificadas de células con bajos niveles de
calnexina disminuyeron 20%, 43%, 50% y 80% cuando fueron tratadas con 0.025mM, 0.05mM,
0.1mMy 0.5mM de EGTA, respectivamente, al compararlas con las TLPs purificadas en la misma
condicion pero sin tratamiento con EGTA. La infectividad de las particulas virales purificadas de
células con bajos niveles de Grp94 fue similar a las TLPs purificadas del control en cada una de las
diferentes concentraciones de EGTA.

Estos resultados sugieren que las particulas obtenidas en ausencia de Grp78 son mas
susceptibles al tratamiento con EGTA que las del control; de forma similar, las particulas obtenidas
en ausencia de calnexina son mas susceptibles que las particulas control, pero solamente a
concentraciones bajas de EGTA, ya que al aumentar la concentracion de EGTA a 0.1mM la
susceptibilidad es similar que las del control.

Por otro lado, las TLPs purificadas fueron sometidas a tratamientos de calor por diferentes
tiempos, para desestabilizar a las proteinas de la capa externa y disminuir su capacidad de infectar a
las células (Figura 5B del articulo pag. 126 [Anexo 1]). Encontramos que la infectividad de las TLPs
purificadas de células control o interferidas con el siRNA contra Grp94, disminuyeron su
infectividad gradualmente conforme aumentd la temperatura y el tiempo.

Las TLPs ensambladas en bajos niveles de Grp78 fueron méas susceptibles a estos

tratamientos. Mientras que las TLPs purificadas de células en las que calnexina fue silenciada
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presentaron menos susceptibilidad que las TLPs purificadas de las células control al someterlas a
diferentes temperaturas.

Estos resultados sugieren que las particulas ensambladas en ausencia de Grp78 son mas
sensibles a la temperatura que las del control; por el contrario, las particulas obtenidas en ausencia
de calnexina resultaron ser mas estables que las control a una temperatura de 45°C en todos los
tiempos (Figura 5B del articulo pag. 126 [Anexo 1]); sin embargo, a 50°C se vuelven igual de
sensibles que las particulas control (datos no mostrados).

En conjunto estos resultados sugieren que las particulas virales ensambladas en bajos niveles

de las chaperonas moleculares Grp78 y calnexina presentan cambios conformacionales.

Efecto de la ausencia de las chaperonas de RE sobre la glicosilacion y el plegamiento de
las proteinas NSP4 y VP7

Dado que la principal funcién de las chaperonas moleculares del RE consiste en ayudar al
plegamiento de las proteinas que se estan sintetizando en este compartimento, decidimos evaluar si
VP7y NSP4 que se sintetizan en el RE estaban plegadas adecuadamente.

Para explorar si estas glicoproteinas virales mantenian un plegamiento adecuado en ausencia
de las chaperonas moleculares, lo que hicimos fue analizar por un lado, si los oligosacéaridos de
estas glicoproteinas se estaban procesando y, por otro lado, si se estaban formando correctamente
los puentes disulfuro de la glicoproteina viral VP7.

Para estudiar la glicosilacion de VP7 y NSP4 decidimos hacer ensayos de pulso y caza e
inmunoprecipitar a las glicoproteinas VP7 y NSP4 (Figura 18). Esto con la finalidad de observar el
tiempo de procesamiento de los oligosacaridos, para ser capaces de detectar cambios en la
movilidad de las glicoproteinas virales en el gel y verificar que coincidiera con los tiempos de
procesamiento previamente reportados para estas proteinas (Mirazimi and Svensson 1998; Mirazimi
and Svensson 2000).

Encontramos que, a medida que avanz6 el tiempo de caza, los oligosacéridos fueron
procesados, ya que observamos un cambio en la movilidad de ambas proteinas virales (VP7 y
NSP4) (Figura 18). Encontramos que la migracién de VP7 no cambia a partir de 60 min y la
migracion de NSP4 no cambia a partir de 90 min, por lo que estos resultados coinciden con lo ya
reportado. Ademas, observamos una mayor cantidad de proteina inmunoprecipitada al avanzar el
tiempo de caza, tanto de VP7 como de NSP4; lo cual, podria deberse a dos cosas: la primera a que
posiblemente no estuviéramos eliminando por completo la marca radiactiva del medio y al avanzar
el tiempo de caza obtuviéramos una mayor cantidad de proteina marcada, y la segunda a que los
anticuerpos detectaran mas eficientemente a las proteinas maduras que van cambiando su

plegamiento conforme avanza el tiempo de sintesis.
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Figura 18. Inmunoprecipitacion de las glicoproteinas virales VP7 y NSP4. Células MA104,
fueron infectadas con RRV a una MOI de 3 y a las 6 hpi fueron mantenidas durante 1 h en
MEM sin metionina, transcurrido este tiempo fueron marcadas radiactivamente con una mezcla
de metionina-cisteina **S por 5 min y posteriormente se hicieron cazas con un exceso de
metionina fria 10 mM y cicloheximida 1 mM por lo tiempos indicados. Finalmente las células
fueron lavadas con PBS frio con NEM 40 mM vy se lisaron. Las inmunoprecipitaciones se
hicieron con los anticuerpos MAb 60 y C-239 para VP7 y NSP4 respectivamente y las
proteinas se resolvieron en SDS-PAGE 12 % y se revelaron por autoradiografia. A
Inmunoprecipitaciones de VP7 y NSP4. B. Inmunoprecipitacion de las proteinas virales y su
tramiento con endoglicosidasa H, en donde se observa que la movilidad de las proteinas no se
modifica al tratarlas con endo H. VP7 g y NSP4 g corresponden a las proteinas glicosiladas,
VP7 ny NSP4 n corresponden a las proteinas no glicosiladas.

Para determinar a qué se debia el aumento de proteina conforme se incrementaba el tiempo
de caza, lo que hicimos fue incubar a las células en MEM sin metionina durante 1 h vy,
posteriormente, incubamos con metionina pura marcada con [*°S] de alta radiactividad especifica
150uCi por 5 min, después lavabamos 2 veces, afiadimos medio con un exceso (10mM) de
metionina fria y 1mM de cicloheximida (droga que detiene la traduccion de las proteinas) durante el
tiempo de caza, ésto con la finalidad de que no fueran sintetizadas ni marcadas mas proteinas en
este periodo de caza. Transcurrido ese tiempo las células se lisaron y las proteinas se
inmunoprecipitaron con anticuerpos dirigidos contra VP7 o contra las proteinas estructurales del
virus, las proteinas fueron separadas en geles de SDS-PAGE 12% y reveladas por autoradiografia
(Figura 19).

Encontramos que la cantidad de VP7 inmunoprecipitada por el monoclonal aM60 aumenta
conforme avanza el tiempo de caza, al compararlo con la cantidad de VP7 total marcada o con la

VP7 de las TLPs. Estos resultados sugieren que la proteina VP7 sufre cambios conformacionales
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post-traduccionales que hacen que sea mejor reconocida por el anticuerpo conforme avanza el
tiempo de caza. Por otro lado, se ha reportado que este anticuerpo monoclonal reconoce a la
proteina VP7 que forma sus puentes disulfuro adecuadamente (Svensson et al. 1994), por lo que
podemos suponer que los puentes disulfuro no se establecen inmediatamente, sino que toman 30
minutos desde que se sintetiza la proteina, que es el tiempo al cual detectamos una mayor cantidad

de proteina inmunoprecipitada.
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Figura 19. EI MAb60 inmunoprecipita mejor a la proteina VP7 conforme avanza el tiempo de
caza. Geles SDS-PAGE 10% en los que resolvimos las muestras marcadas durante 5 min con metionina
[*S]y cazamos a diferentes tiempos. A lisados, B inmunoprecipitaciones con oTLPs que reconoce a las
proteinas estructurales del virus, C inmunoprecipitaciones con a60 que reconoce a la proteina VP7 del
virus. D gréfica en donde cuantificamos por densitometria las bandas, normalizamos y comparamos la
cantidad de VP7 con respecto a lo que teniamos de VP7 en el lisado, en TLPs y a otra proteina en el
lisado (NSP3).

Con este método seguimos el procesamiento de las glicoproteinas virales y la formacion de
puentes disulfuro de VVP7 en condiciones de silenciamiento de las chaperonas moleculares (Grp94,
Grp78 y Calnexina). Para ésto, células MAL104 fueron transfectadas con los siRNAs de las
chaperonas y 72 h post transfeccién las células fueron infectadas con RRV. A las 6 hpi incubamos a
las células con MEM sin metionina durante 1 hora, y dimos un pulso de 5 min con metionina [**S]y
cazamos a diferentes tiempos con un exceso de metionina fria y cicloheximida para, posteriormente,

inmunoprecipitar a las glicoproteinas virales, finalmente las proteinas fueron separadas en geles de
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SDS-PAGE 12% en condiciones reductoras y reveladas por autoradiografia (Figura 6 del articulo
pag. 127 [Anexo 1]).

En estos ensayos encontramos que cuando se silencié a la proteina Grp94, la movilidad de
VP7 y NSP4 fue igual que el control durante todo el tiempo de caza. Por otro lado, cuando se
silencié Grp78, la movilidad de VP7 disminuy6 sutilmente al compararla con el control, desde los
30 min de caza y se mantuvo asi hasta los 120 min de caza, asi mismo, la movilidad de NSP4
también se afect0 por la ausencia de esta chaperona, disminuyendo desde los 5 hasta los 30 min y,
posteriormente, migra al nivel que el control. Estos resultados sugieren que la ausencia de Grp78 en
estas células, retrasa el procesamiento de los oligosacaridos de las proteinas virales VP7 y NSP4, o
bien que éste no llega a completarse.

Por otro lado, en la Figura 6 del articulo pag. 127 se observa que al silenciar a calnexina la
movilidad de VP7 no se afectd durante el procesamiento; sin embargo, el procesamiento de NSP4
fué mas rapido a los primeros tiempos de caza (0 a 10 min), formandose una banda mas compacta
en estos tiempos al compararla con el control. Estos resultados sugieren que la ausencia de
calnexina pudiese acelerar el procesamiento de NSP4.

Por otra parte, el anticuerpo policlonal C-239 que utilizamos para inmunoprecipitar a NSP4,
ademas de reconocer al monomero (Figura 6A del articulo pag. 127 [Anexo I]), también reconocid
la forma de dimero de esta proteina en geles no reductores, por lo que al hacer las
inmunoprecipitaciones evaluamos si hubo modificaciones en la migracion del dimero al silenciar a

las chaperonas moleculares (Figura 20).
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Figura 20. Cinética de la formacion del dimero de la glicoproteina NSP4, cuando interferimos a
las chaperonas moleculares. grp94 (azul), Grp78 (rojo) y Calnexina (morado). Siguiendo el protocolo
descrito en las figuras anteriores se inmunoprecipitd NSP4, las proteinas se resolvieron en geles SDS-
page 10% en condiciones no reductoras y se revelaron con autoradiografia. Estos geles estan cargados
por duplicado, es decir el control, seguido de la muestra que esta interferida y esto se repite, la M
quiere decir que cargamos la muestra del control y del interferido en el mismo carril.
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Encontramos que durante una cinética normal de la formacion del dimero de NSP4,
aparecen dos bandas a los 10 min de caza y, posteriormente, aparece sélo una sola banda. Al
comparar las muestras en donde interferimos Grp78 con las del control, observamos que esas dos
bandas aparecen pero hasta los 30 min de caza, lo que posiblemente indique que hay un
retardamiento en la formacion del dimero, que se ve reflejado en el cambio de movilidad del
mondémero de NSP4 (Figura 6A del articulo pag. 127). Por otro lado, al silenciar calnexina y
analizar la formacion del dimero de NSP4, se observo la aparicion de dos bandas desde los 20 hasta
los 60 min de caza, siendo diferente con la cinética control, en la cual aparecen estas dos bandas a
los 10 min de caza. Al silenciar Grp94, no se observaron diferencias en la cinética de formacion de
dimeros de NSP4.

Los resultados anteriores sugieren que al silenciar a las chaperonas Grp78 y calnexina, la
cinética de formacién de dimeros de NSP4 se ve alterada o retrasada, lo que coincidiria con lo que
se observa para el monémero de esta proteina al silenciar a Grp78.

El cambio en la movilidad de las proteinas NSP4 y VVP7 podria deberse a un cambio en el tipo de
glicosilacion de las proteinas en ausencia de Grp78, por lo que para descartar esta posibilidad,
evaluamos la sensibilidad de las glicoproteinas virales al tratamiento con las endoglicosidasas H y
D. La primera procesa Unicamente a los oligosacaridos de tipo alta manosa (Man 9, Man 8 y Manb5)
(ver Figura 2) y, la segunda corta a los oligosacaridos con menos de cinco manosas (Man 5), por lo
que, en condiciones normales las proteinas virales VP7 y NSP4 son sensibles al tratamiento con
endoglicosidasa H y resistentes a la endoglicosidasa D, ya que contienen oligosacaridos de tipo alta

manaosa.

En este ensayo interferimos a las chaperonas y realizamos el protocolo de pulso - caza y la
inmunoprecipitacion como se describid anteriormente. Las proteinas inmunoprecipitadas fueron
tratadas con las endoglicosidasas D ¢ H durante 4 h a 37°C y las reacciones fueron detenidas
hirviendo durante 3 min en buffer de muestra, las proteinas se separaron por SDS-PAGE 12% y se
revelaron por autoradiografia (Figura 21).

Encontramos que las glicoproteinas VP7 y NSP4, indistintamente del interferente usado,
fueron sensibles y resistentes al tratamiento con las endoglicosidasas H y D, respectivamente, en
todos los tiempos de caza, por lo que podemos concluir que aunque haya cambios en la movilidad
de estas proteinas, en bajos niveles de Grp78, éstos se deben a la velocidad en el procesamiento de
sus oligosacéaridos y no a que esté alterada la composicion de éstos.
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Figura 21. Tratamiento de las glicoproteinas virales a)VP7 y b)NSP4 con la Endoglicosidasa H y
Endoglicosidasa D. Interferimos a las chaperonas moleculares grp94, Grp78 y Calnexina, a las 72 h
post-transfeccion infectamos, y a las 7 hpi dimos un pulso de 5 min con metionina marcada [*S],
posteriormente una caza con un exceso de metionina fria y cicloheximida para detener la traduccién de
las proteinas, luego lisamos a las células a diferentes tiempos (0, 5, 10, 20, 30, 60 y 120 min), e
inmunoprecipitamos a las glicoproteinas del virus VP7 y NSP4, posteriormente lavamos y tratamos a
las proteinas que estan unidas a la proteina A sefarosa con 5 mU de Endoglicosidadasa H o EndoD,
25ml Acetato de Sodio 50mM pH 5.5 y 0.01% SDS durante 4 horas a 37°C, las proteinas se resolvieron
en un gel SDS-PAGE 12% y se revelaron por autoradiografia. En la figura las que estan marcadas con *
y H son las muestras digeridas con Endoglicosidasa H y marcadas con D las que estan digeridas con
Endoglicosidasa D.

Otro dato que notamos al silenciar a calnexina, fue que la cantidad de VVP7 detectada con el
anticuerpo monoclonal MAb 60 disminuyd importantemente desde el principio de la sintesis,
aproximadamente 25% y un 40% a partir e los 30 min de caza, manteniéndose asi hasta los 120
min. Para descartar la posible degradacion de VP7 en estas condiciones, la VP7 presente en los
geles de proteina total y la inmunoprecipitada, fueron cuantificadas por densitometria (Figura 6B
del articulo pag. 127 [Anexo I]). Estos resultados sugieren que una parte de la poblacién de VP7
presenta cambios conformacionales y, es por esto, que el anticuerpo no la reconoce y se obtiene
menor cantidad de proteina. Ademas los datos sugieren que los puentes disulfuro de la glicoproteina

VP7, no se forman adecuadamente en ausencia de calnexina, al menos durante las dos horas de caza

56



en las que fue evaluada la proteina. Cabe mencionar que las proteinas totales, asi como las
inmunoprecipitaciones de todos los experimentos mostrados en este trabajo, fueron evaluadas en
condiciones reductoras y no reductoras, y en todos los casos en donde silenciamos a las chaperonas
moleculares observamos formacién de puentes disulfuro en VVP7, por lo que si hubo formacion de
puentes disulfuro, pero éstos presentaron algin cambio o rearreglo al silenciar a calnexina, de
manera que el anticuerpo no reconocié a toda la VVP7 sintetizada.

No se ha reportado en la literatura que calnexina tenga actividad disulfuro isomerasa, por lo
que, para determinar qué proteina disulfuro isomerasa esta involucrada en la formacion de los
puentes disulfuro de VP7, las células fueron transfectadas con los siRNAs contra las disulfuro
isomerasas ERP57 y PDI; la primera esta involucrada en el ciclo calnexina-calreticulina (Helenius
and Aebi 2001) y, la segunda interacta con VP7 (Mirazimi and Svensson 1998) y se ha propuesto
que juega un papel en el ciclo de Grp78 (Meunier et al. 2002); 72 horas despues de la transfeccion,
las células fueron infectadas y 8 horas después, el mismo protocolo de pulso-caza descrito
anteriormente fue empleado para marcar a las proteinas sintetizadas. Finalmente la proteina VP7 fue
inmunoprecipitada con el anticuerpo MADb 60, separada en SDS-PAGE 12% en condicion reductora
y revelada por autoradiografia (Figura 7 del articulo pag. 128 [Anexo I].

Observamos que, inmunoprecipitd una menor cantidad de VP7 cuando silenciamos PDI,
pero no en bajos niveles de ERp57. La disminucion de VP7 inmunoprecipitada en ausencia de PDI
no se debié a la degradacién de la proteina, ya que la cantidad de proteina total antes de
inmunoprecipitarla fue la misma al silenciar PDI que la del control. Estos resultados sugieren que la
formacion incorrecta de los puentes disulfuro en VP7 en presencia del siRNA contra Calnexina, no
fue debido a ERp57.

Por otro lado, también analizamos la cantidad y la movilidad de VVP7 inmunoprecipitada al
silenciar calreticulina, ya que previamente habiamos observado que en bajos niveles de esta
proteina, disminuia la progenie viral infecciosa de rotavirus. Como se observa en la Figura 7 del
articulo pag. 128, no hubo cambios en la movilidad de VVP7 al silenciar a calreticulina; sin embargo,
la cantidad de VVP7 inmunoprecipitada con el MAb 60 aumento6 durante todos los tiempos de caza al
compararla con el control. Estos resultados sugieren que en bajos niveles de calreticulina, la
cantidad de VP7 detectada con el anticuerpo y consecuentemente la velocidad de formacién de los
puentes disulfuro en VP7 aumenta.

Para probar si el anticuerpo MAb 60 estaba funcionando como se reporta en la literatura,
decidimos hacer un experimento en el cual tratamos a las células con o sin DTT, marcamos durante
10 min con metionina [*°S] y cazamos a diferentes tiempos. Este tratamiento afecta la formacién de
los puentes disulfuro de las proteinas. En estas condiciones inmunoprecipitamos con dos

anticuerpos que reconocen a VP7; el MAb 60 que s6lo reconoce la forma plegada de VP7 y un

57



anticuerpo policlonal de conejo C11 que reconoce el total de esta proteina independientemente de
su plegamiento (Figura 22).
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Figura 22. Inmunoprecipitacion de la proteina VP7 con los anticuerpos 60 y C11, cuando
esta y no reducida con DTT. Los lisados se obtuvieron marcando a las células a las 6 hpi
durante 10 min con metionina [**S], posteriormente se cazaron con metionina fria, cicloheximida
y se lisaron a diferentes tiempos (min). La proteina VVP7 esté indicada con la flecha.

Cuando tratamos a las células con DTT, no detectamos a VVP7 al inmunoprecipitarla con el
anticuerpo MADbG0; sin embargo, si se detecta al inmunoprecipitarla con el C11 en las mismas
condiciones. Estos resultados confirman que el MAb 60 reconoce solamente a la proteina viral VP7
que forma puentes disulfuro.

Hasta este punto sabiamos que al silenciar Grp78, el procesamiento de los oligosacaridos de
las proteinas virales VP7 y NSP4 era retrasado y éste parecia acelerarse al silenciar a calnexina,
ademas la cinética de formacion de dimeros de NSP4 también cambid; por lo que, decidimos
también evaluar el fenotipo al silenciar a las chaperonas en una cepa mutante de rotavirus, la cepa
SAL11 (Clona 28), en la cual la proteina VP7 no esta glicosilada (Figura 23).

En estos ensayos encontramos gue tanto en la cepa silvestre, como en la mutante (no se
glicosila VP7), la progenie viral disminuy6 en células en las que se silencié Grp78 y Calnexina.
Ademas podemos observar que aunque RRV y SA11 sean ambas cepas de rotavirus que infectan a
simios, estas cepas presentan distinta susceptibilidad en la formacién de progenie viral infecciosa
durante la ausencia de las chaperonas moleculares.

Con estos resultados podemos concluir que el retraso en el procesamiento de la glicosilacion
de VP7 no es suficiente para explicar el por qué la infectividad del virus disminuye en ausencia de
las chaperonas moleculares.

Por otro lado, existe un reporte (Mirazimi et al. 1998), en el que infectan a las células
MAZ104 con RRV vy utilizan castanospermina para ver si se afecta la interaccion entre NSP4 y
calnexina. Dado que se ha postulado que calnexina y calreticulina reconocen a proteinas
monoglucosiladas, entonces el tratamiento con castanospermina que inhibe a las glicosidasas (I yllI)

que se encuentran en RE (ver Figura 2), deberia bloquear la interaccion de calnexina y calreticulina
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con la proteina no monoglucosilada. En este trabajo reportan que al tratar a las células con esta
droga, calnexina ya no interactda con NSP4 vy, el rendimiento viral se afecta un 25%, con lo que
concluyen que calnexina no es una proteina importante para plegamiento y ensamble de rotavirus.
Sin embargo, ésto difiere de lo que obtuvimos al silenciar la expresién de calnexina y calreticulina,
ya que el rendimiento viral disminuy6 en aproximadamente 60% al silenciar a cada una de estas
proteinas. Para explicar por qué ocurre ésto, una idea es que si se bloquea ya sea a calnexina o a
calreticulina por separado, la otra chaperona que queda perteneciente al mismo sistema cause que la
produccion de la progenie viral disminuya; sin embargo, si las dos chaperonas de este sistema son
bloqueadas, como al utilizar castanospermina, entonces una chaperona diferente de las anteriores
como pudiera ser Grp78, podria rescatar el plegamiento de las proteinas virales y resultar en la

produccion de virus infeccioso.
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Figura 23. Progenie viral de distintas cepas de rotavirus al silenciar a las chaperonas moleculares.
RRV es la cepa con la que hemos hecho todos los experimentos del trabajo, SA11 es la cepa progenitora
de la mutante, en la cual no esta glicosilada la proteina VP7. Los resultados de produccion de progenie
infecciosa estan expresados en porcentaje con respecto al control. Se grafican los promedios y las
desviaciones estandar de al menos 4 experimentos independientes.
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Figura 24. Infectividad de los virus obtenidos al tratar a las células con castanospermina y con los
siRNA para inhibir a Calnexina y Calreticulina. Células MA104 fueron transfectadas con dos mezclas
de los siRNAs para Calreticulina y Calnexina a diferentes concentraciones cada uno (Mix 1y Mix 2) y
posteriormente infectadas, otros pozos con células MA104 fueron infectados y tratados con
castanospermina 1mM, a las 14 hpi las células se congelaron y descongelaron para obtener el lisado,
mismos que fueron titulados después con ensayos de inmunoperoxidasa.
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Para probar esta posibilidad, tratamos a las células con castanospermina y evaluamos el
efecto de esta droga en la infectividad viral, ademéas silenciamos al mismo tiempo a las dos
chaperonas calnexina y calreticulina con los siRNAs, para analizar el efecto de la ausencia de
ambas proteinas celulares en la produccién de progenie viral infecciosa (Figura 24).

En estos experimentos observamos que en las células tratadas con castanospermina el titulo
viral no se afectd, lo que coincide con lo reportado anteriormente (Mirazimi et al. 1998), en
contraste, al utilizar los siRNAs para silenciar a calnexina y calreticulina al mismo tiempo, la
infectividad disminuy0 aproximadamente 75%, inhibicion que es aun mayor que cuando
interferimos a estos genes individualmente. Estos resultados sugieren que no es la inhibicion de

ambas lectinas a la vez lo que provoca que la progenie viral no se vea afectada.

Las particulas virales ensambladas en ausencia de las chaperonas moleculares presentan
cambios en el plegamiento de VP7

Al observar que al silenciar a Grp78, calnexina, calreticulina y PDI, las proteinas virales
sintetizadas en el RE, VP7 y NSP4, presentaban cambios en su plegamiento, decidimos evaluar si la
proteina estructural VP7 que forma parte de la particula infecciosa también se encontraba mal
plegada. Para ésto, purificamos TLPs a partir de células en las que se silenciaron las chaperonas
indicadas. Las TLPs purificadas se trataron con EGTA durante 15 min para separar de la particula a
las proteinas de la capa externa VP4 y VP7. Posteriormente, estas muestras se inmunoprecipitaron
con el anticuerpo MAD60 que reconoce a VP7 y las proteinas se resolvieron en un gel de
poliacrilamida 12%, del cual obtuvimos una autoradiografia (Figura 8 del articulo pag. 129 [Anexo
1)B

Como podemos observar, al inmunoprecipitar VP7 de particulas completas obtuvimos una
menor cantidad de esta proteina en contraste con la cantidad que obtenemos al tratar a las particulas
con EGTAy liberar a la proteina.

Por otro lado, observamos que la cantidad de VP7 que logramos inmunoprecipitar en
particulas no tratadas con EGTA disminuyé en aquellas particulas que obtuvimos de células en las
que silenciamos a las chaperonas moleculares, lo que sugiere que la VP7 que se encuentra en las
particulas estd ensamblada de forma alterada, por lo que el anticuerpo no la reconoce bien. Lo
anterior ocurre en todos los casos; sin embargo, es mas evidente al silenciar a Grp78 y a
calreticulina. Otro dato importante que observamos es que al tratar con EGTA a las particulas que
se purificaron de células en donde calnexina y PDI estaban silenciadas, observamos un menor
reconocimiento del anticuerpo por VP7, lo cual coincide con los experimentos anteriores al analizar

a la proteina total (Figura 6 del articulo pag. 127).
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Un resultado interesante es que cuando inmunoprecipitamos a la VP7 de particulas aisladas
de células en las que silenciamos a calreticulina observamos que estas particulas tienen cierto grado
de resistencia al tratamiento con EGTA, ya que en esta condicion inmunoprecipitamos tambiéen
otras proteinas estructurales del virus. Estos resultados sugieren que VP7 tiene un plegamiento y
ensamble en la particula diferente a las control al haber bajos niveles de calreticulina.

Estos resultados confirman que las particulas virales ensambladas en ausencia de estas

chaperonas moleculares, presentan cambios en su ensamble.

Tabla 4. Resumen de los resultados obtenidos en este trabajo.

SiRNA Grp94 | Grp78 PDI calnexina | calreticulina | ERp57
Caracteristicas

evaluadas

Produccién de progenie viral = -- - -- -- =

Cambio de distribucion por la C NE C SC C NE
infeccion

Cantidad de TLPs ensambladas = +++ NE ++ NE NE
Infectividad especifica de TLPs = - NE -- NE NE
Unién de las TLPs con la célula = - NE = NE NE
Susceptibilidad a EGTA = ++ NE ++ NE NE
Susceptibilidad a aumento de = ++ NE -- NE NE
temperatura

Procesamiento de oligosacaridos = R = A = =
de VP7 y NSP4

Formacion adecuada de los = = -- -- ++ =

puentes disulfuro de VP7

Formacion de puentes disulfuro NE = -- - = =
en las TLPs

Accesibilidad del MAb60 a la NE - - - _— -
VP7 en las TLPs

Simbolo  Significado Simbolo  Significado
= No cambia al compararlo con el control +++ Aumento mayor
- Disminucion de 25% C Cambia
- Disminucién de 50% SN Sin cambio
Disminucién de 75% NE No evaluado
+ Poco aumento R Retraso
++ Aumento medio A Aceleracion
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DISCUSION

Poco se sabe acerca del ensamble de rotavirus en el RE y mucho menos de las proteinas
celulares que interaccionan con las proteinas virales y que son requeridas para que el proceso de
morfogénesis del virus se lleve a cabo. Previamente se habia descrito que algunas chaperonas
moleculares interaccionaban con polipéptidos virales (Mirazimi et al. 1998; Mirazimi and Svensson
2000; Xu et al. 1998). Sin embargo, el papel de estas interacciones sobre el ensamble del virus no

ha sido claramente establecido.

En este trabajo encontramos que hay una redistribucion de las chaperonas moleculares
luminales Grp94, PDI y calreticulina en el RE que es dependiente del tiempo de infeccién con
rotavirus; acumulandose alrededor de NSP4 y VP7. Una posibilidad del por qué ocurre ésto en las
células infectadas puede ser porque a las 6 hpi aumenta la sintesis de proteinas virales y también
aumenta la cantidad de DLPs que geman al RE para dar lugar al ensamble del virion maduro y que
por ello, la cantidad de chaperonas moleculares y su acercamiento a los sitios de ensamble viral sea

determinante para mantener la homeostasis celular y el plegamiento de las proteinas virales.

El reclutamiento de las chaperonas durante la infeccidn es una observacion interesante, ya
que se ha propuesto que los complejos o sistemas formados por las chaperonas serian complejos
poco dindmicos, muy estructurados y con posiciones determinadas dentro del RE. Sin embargo,
nuestros resultados, asi como resultados previos (Snapp et al. 2006) sugieren que no es asi y que

son dindmicos.

Calnexina es una proteina transmembranal del RE y previamente se ha descrito que
colocaliza con proteinas virales que se sintetizan en RE como NSP4 (Kabcenell et al. 1988); sin
embargo, en este trabajo no se detectd esa colocalizacion. Solamente observamos que NSP4 y
calnexina se encuentran muy cercanas y con una disposicién reticular. Esta diferencia podria
deberse a que los anticuerpos utilizados, las cepas evaluadas, y los tiempos post-infeccion fueron

distintos.

Con el propdésito de probar si las funciones de algunas chaperonas moleculares, miembros de
los dos sistemas de plegamiento en el RE, tenian un papel en el ensamble de rotavirus, la expresion
de Grp94, Grp78, PDI, calnexina, calreticulina y ERp57 fue silenciada utilizando RNA de
interferencia. Utilizando los siRNAs correspondientes fuimos capaces de disminuir el nivel de RNA
mensajero y proteina de cada una de las chaperonas moleculares. Ademas, analizamos los niveles
de cada una de las chaperonas estudiadas, al silenciar a cada una de ellas (Figura 2 del articulo). El
nivel de expresion de las chaperonas evaluadas, permanecio sin variacion al silenciar a Grp94, PDI,

Calnexina y ERp57, lo cual coincide con reportes previos (Molinari et al. 2004; Pieren et al. 2005;
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Solda et al. 2006). Encontramos que al disminuir los niveles de Grp78, los niveles de las otras
chaperonas analizadas se incrementan, a excepcion de calnexina. Las posibles explicaciones de este
fendmeno pueden ser varias. Una posibilidad es que como Grp78 es una proteina que se requiere
para mantener la viabilidad de la célula (Li and Lee 1991; Rose et al. 1989; Yu et al. 1999), se de
una compensacion de la ausencia de esta proteina para mantener la homeostasis, por lo que se
induce la transcripcion y la traduccion de Grp94, PDI, calreticulina y ERp57. Aunado a ésto,
sabemos que estas proteinas actdan de manera secuencial en muchos de sus sustratos y se propone
que en ausencia de alguna de ellas, otra podria suplir su funcién (Delom et al. 2001; Hammond and
Helenius 1994a). Otra posibilidad y, la més probable, es que los resultados reflejen un efecto a nivel
de regulacion de la UPR, ya que en condiciones normales, Grp78 esta unida al factor transcripcional
6 (ATF6), el cual a su vez se encarga de inducir la expresion de chaperonas moleculares como
Grp78, Grp94 y calreticulina. Consistente con ello, los genes que codifican para estas chaperonas
contienen un elemento de respuesta a estrés (ERSE por sus siglas en inglés, con el motivo:
CCAAT(N9)CCACG) en su promotor que es activado por ATF6 (Yoshida et al. 1998). De esta
manera cuando Grp78 es silenciada, es posible que ATF6 sea liberado e induzca la activacion

transcripcional de algunas chaperonas moleculares.

Probablemente no se observa una induccion de calnexina porque no tiene sitios ERSE en su
promotor y tampoco pertenece a la familia de proteinas reguladas por glucosa (GRP) (Kaufman
1999).

Para analizar si cuando silenciabamos a Grp78 estabamos induciendo una UPR, decidimos
evaluar la activacion e induccion de algunos genes de estrés (Figuras 29 y 31) y obtuvimos
resultados interesantes, porque a pesar que Grp78 ha sido propuesto como el regulador maestro de
UPR en el RE por estar unido a los tres efectores que desencadenan esta respuesta, encontramos que
al silenciar esta chaperona solamente se indujeron los genes de chaperonas moleculares que son
inducidos via ATF6 y no aquellos genes que son inducidos via Irel como EDEM vy el
procesamiento de XBP-1, y por la via de PERK como CHOP vy la fosforilacion del factor de inicio
de la traduccion elF2a.. Aunado a ésto, previamente han reportado que los tres efectores de UPR
responden diferente al silenciamiento de Grp78 y sugieren que existen distintos mecanismos que
regulan su activacion (Donati et al. 2006; Zu et al. 2006). Con los resultados obtenidos, podemos
concluir que este proceso debe estar altamente regulado y que es posible que haya otras proteinas
involucradas en mantener el equilibrio bajo diferentes condiciones de estrés y de regular los niveles
de Grp78. En conjunto los resultados obtenidos sugieren que cuando silenciamos a Grp78, se estaria
activando la via de ATF6, pero no se desencadenaria una UPR completa como la que se observa al

tratar con drogas que desestabilizan la concentracion de calcio en el RE.
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Por otro lado, cuando calreticulina fue silenciada, los niveles de proteina de Grp94 y PDI y
el RNA mensajero de ERp57 aumentaron. Esto podria deberse a que en condiciones normales,
calreticulina estd unida a ATF6 (Hong et al. 2004), de tal manera que cuando el nivel de
calreticulina disminuye, ATF6 podria liberarse y activarse para inducir la expresion de estas
chaperonas moleculares. Sin embargo, no sabemos si ATF6 se activa en estas condiciones, ya que
hubiéramos esperado que el mensajero de todas las chaperonas evaluadas excepto el de calnexina

aumentaran sus niveles de expresion y, sin embargo, no observamos €so.

Es importante mencionar que algunos genes como el de Grp78 requieren de mayor
regulacion porque poseen en su promotor secuencias que pueden ser reconocidas por otros factores
activadores de la transcripcion que estan involucrados en su regulacion (Donati et al. 2006), por lo
que pudiera ser que la ausencia de calreticulina no fuese suficiente para inducir su expresion. Estos
resultados abren la posibilidad de que calreticulina tenga un papel en la regulacién de las
chaperonas, a través de ATF6, ademas de la ya descrita para Grp78 (Shen et al. 2002). Otra
posibilidad podria ser que la activacion de otros factores de plegamiento, se inducieran para
compensar la disminucion de calreticulina por un mecanismo desconocido. En reportes previos en
los cuales utilizan fibroblastos de embrion de raton (MEF) deficientes en calreticulina, observaron
que la expresion de Grp78 aumenta 1.5 veces, pero no aumentan otras chaperonas, lo que sugiere
que las diferencias pueden deberse a que la respuesta sea diferente dependiendo del tipo de linea
celular, nivel al cual la chaperona sea disminuida y del tiempo que pase antes de evaluarlas
(Molinari et al. 2004).

Al silenciar a calreticulina observamos que el nivel de RNA mensajero de ERp57 aumenta,
pero no la proteina, por lo que es posible que bajo esta condicion, la traduccion de ERp57 esté
regulada y por esta razon sélo observemos que el nivel de mensajero aumenta, pero no el nivel de

proteina.

Resumiendo esta parte, podemos decir que bajo condiciones en las que las chaperonas
moleculares fueron silenciadas, no hubo una induccion de la UPR, excepto al silenciar a Grp78 y a

calreticulina.

Por otro lado, al hacer experimentos para evaluar si se activaba la UPR con la infeccion por
rotavirus, encontramos que se disparé una UPR en la cual se activaron las vias de ATF6, Ire-1y
PERK. Encontramos que se da la induccién de las chaperonas moleculares Grp78, Grp94 y PDI
desde 1 hpi (tabla 5), el procesamiento de XBP-1 desde las 3 hpi, la induccién de CHOP a las 6 hpi
(Figuras 27 y 28) y la fosforilacion del factor de inicio de la traduccion elF2a (datos del

laboratorio). Sin embargo, también observamos que la infeccion podria estar modulando esta
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respuesta al regular la expresion de algunos genes de estrés. Por ejemplo no se inducen EDEM y
p58. El primero es un gen que codifica para una proteina de degradacion y el segundo es un gen que
codifica para una proteina que funciona inactivando a PERK. Estos resultados sugieren que la
induccién de la UPR por la infeccién con rotavirus puede ser modulada a diferentes niveles bajo
estas condiciones de infeccion, como sucede con la infeccidn por otros virus como son reovirus y
coronavirus (Chan et al. 2006; Smith et al. 2006).

Al silenciar a Grp78 observamos que hay una redistribucion de las proteinas tanto virales
como celulares que se encuentran en el RE, ademas de las proteinas virales que se encuentran en
viroplasmas. La presencia de esta proteina o sus funciones parecen ser muy importantes para darle
estabilidad al RE. Es importante sefialar que a pesar del cambio de distribucién que sufren las
proteinas este organelo, las particulas virales se siguen ensamblando, por lo que ésto pareceria no
afectar drasticamente las funciones que ocurren en este compartimiento. Ademas para comprobar
que las funciones del RE no se estuvieran afectando drasticamente en ausencia de Grp78, utilizamos
a influenza como modelo y por ensayos de hemaglutinacion encontramos que el plegamiento de la
proteina HA que se pliega en el RE no se afecto al silenciar a Grp78. Previamente se habia descrito
que puede haber una fragmentacion del RE, al tratar con agentes que desestabilizan la
concentracion del calcio en este compartimiento, como el ionoforo A23187 y la tapsigargina (Koch
et al. 1988). Se cree que es debido a alteraciones en la concentracion de calcio que ésto puede
ocurrir. Con los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir que proteinas que no
dependen de grp78 para su plegamiento, pueden plegarse adecuadamente en bajos niveles de esta
proteina; por lo que al menos en esta condicion el control de calidad en RE no estaria
comprometido. Adicionalmente, esta proteina podria tener funciones importantes para la

distribucion de otras proteinas y para dar estabilidad al RE.

La ausencia de chaperonas moleculares afecta el ensamble de rotavirus.

Interesantemente, a pesar de la posibilidad de ensamblar particulas virales infecciosas in
vitro, bajo condiciones adecuadas de pH y concentraciones de calcio (Trask and Dormitzer 2006),
in vivo la presencia de chaperonas moleculares del RE es requerida para que las proteinas que se
estan sintetizando de novo adquirieran un plegamiento adecuado y no formen agregados. En este
sentido se ha reportado que durante la infeccion con rotavirus, algunas chaperonas moleculares
inducen sus niveles de expresion (Xu et al. 1998) e interaccionan con algunos polipéptidos virales
(Mirazimi et al. 1998; Xu et al. 1998), por lo que la presencia de estas proteinas celulares en altos
niveles durante la infeccion podria ser importarte tanto para el plegamiento de las proteinas virales,

como para que no se diera un estrés tan fuerte que llevara rapidamente a las células a apoptosis.
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Con los resutados obtenidos en este trabajo, podemos proponer que a pesar de que Grp94
interacciona con polipéptidos del virus (Xu et al. 1998) y es reclutada hacia donde se encuentran las
proteinas virales, la presencia de esta proteina no es importante para el plegamiento adecuado de las
glicoproteinas virales y por ende para la produccion de progenie viral infecciosa. Esto podria
deberse a que Grp94 no fuera una proteina esencial y/o que otra chaperona pudiese sustituir su
funcién. Es probable que en este caso Grp94 esté actuando como su homéloga en el citosol, hsp90,
formando un complejo de andamiaje (Buchner 1999) para otras chaperonas moleculares y, de esta
manera ayude a mantener la homeostasis de la célula, pero no esté involucrada directamente en el

plegamiento de las proteinas virales y por lo tanto en el ensamble de los virus infecciosos.

Por otro lado, también podemos proponer que la presencia de Grp78 durante la infeccién
con rotavirus es importante, ya que ademas de interactuar con VP7 y VP4, principalmente, durante
los primeros 30 min de sintesis (Xu et al. 1998), ayuda a que el procesamiento de los oligosacaridos
de VP7 y NSP4 sea completo y a que se dé el plegamiento correcto de las proteinas virales,
manteniendo el control de calidad en el RE para que las particulas ensambladas no se modifiquen
estructuralmente, logrando unirse a las células huésped y de esta manera infectarlas. Por otro lado,
aun con bajos niveles de Grp78 en las células y altos niveles de otras chaperonas, se da la formacion
de los puentes disulfuro de VP7, proceso que requiere de PDI, por lo que estos resultados sugieren
que a pesar que Grp78 y PDI pertenecen al mismo sistema de plegamiento en el RE, la interaccion
de Grp78 con el sustrato no seria necesaria para que PDI pudiera interaccionar con él y asi formar

correctamente los puentes disulfuro.

Observamos que al silenciar a calnexina, disminuye la infectividad del virus
aproximadamente un 50%; sin embargo, ésto no pasa cuando tratan a las células con CST después
de lo cual ya no hay interaccion entre calnexina y NSP4, en estas condiciones la infectividad
disminuye solamente un 25% (Mirazimi et al. 1998). Una posible explicacion a ésto es que
calnexina no siempre necesita interaccionar con una proteina por medio de los N-oligosacaridos
(Cannon et al. 1996; Rajagopalan and Brenner 1994; van Leeuwen and Kearse 1996; Ware et al.
1995), por lo que se pudiera estar uniendo con NSP4 u otras proteinas virales con una interaccion
muy débil y por un tiempo breve, por lo que no pudiera haber sido detectada es esos experimentos.
De tal manera que al tratar con CST no se bloqueara del todo la interaccion de calnexina con NSP4
y, por lo tanto, no se afectara la produccion de virus infeccioso, como ocurre con las glicoproteinas
de HCV (Choukhi et al. 1998). Nuestros resultados sugieren que la presencia de calnexina es
importante para mantener el plegamiento adecuado de las proteinas virales y para el ensamble

correcto de las particulas infecciosas. Observamos que esta proteina esta involucrada en el
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plegamiento correcto de VP7 y las interacciones de esta glicoproteina viral con PDI para formar

correctamente los puentes disulfuro.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los puentes disulfuro en VP7 sufren
rearreglos mas rapidos en ausencia de calreticulina, aunque no necesariamente correctos, como
ocurre en fibroblastos de embriones de raton carentes de calreticulina en donde incrementa la
velocidad en el plegamiento de la proteina HA de influenza y las proteinas p62/E1 de SFV.
(Molinari et al. 2004). Ademas, las particulas virales ensambladas en ausencia de esta proteina
presentan cambios conformacionales, lo que sugiere que esta chaperona es importante para la

morfogénesis de rotavirus.

Previamente se habia propuesto que el procesamiento de los glicosacaridos de VP7 ocurria
después de la formacion de los puentes disulfuro (Svensson et al. 1994), con los resultados
obtenidos en este trabajo encontramos que no es necesario que los puentes disulfuro se formen
correctamente para que se pueda dar el procesamiento en los oligosacaridos de VP7. Ademas,
aungue los puentes disulfuro se forman casi inmediatamente después de ser traducida la proteina,

hay un arreglo o cambio que mejora su reconocimiento después de los 30 min.

En cuanto a los dos sistemas de plegamiento propuestos para el RE (Ma and Hendershot
2004; Molinari et al. 2004), podemos concluir que bajos niveles de los miembros de ambos sistemas
afectan importantemente la produccion de progenie viral infecciosa. Por lo que rotavirus estaria
utilizando para la formacion de virus infeccioso, de forma directa o indirecta, a miembros de los dos
sistemas propuestos, especificamente, de un sistema a Grp78 y PDI y, del otro sistema a calnexina y
calreticulina, no afectandole la ausencia de Grp94, perteneciente al primer sistema, y de ERp57, que

actta en el segundo sistema.

Ademas, ya que NSP4 interacciona con calnexina, podria ser que esta proteina estuviera
siendo plegada por este sistema, y ya que VP7 y VP4 interaccionan con Grp78 y PDI, pudieran
estar utilizando este sistema para plegarse. Adicionalmente, se ha reportado que los sistemas de
calreticulina-calnexina y el de Grp78, podrian actuar secuencialmente para prevenir el transporte de
proteinas mal plegadas (Cabral et al. 2002; Ma and Hendershot 2004; Molinari et al. 2002; Molinari
and Sitia 2005); por que, nuestros resultados sugieren que ambos sistemas estan involucrados en el

proceso de ensamble de rotavirus.

Anteriormente se propuso que en células polarizadas Caco2, el ensamble de la proteina viral
VP4 a la particula viral podria darse durante la salida del virus en la membrana celular (Sapin et al.
2002); sin embargo, en células no polarizadas MA104, ése no pareceria ser el caso. Nuestros

resultados refuerzan estas evidencias, ya que el ensamble que determina la produccion de particulas
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virales para que sean infecciosas (al menos en esta linea celular) se lleva a cabo en el RE, en el que

ademas de participar proteinas virales se requiere de chaperonas moleculares.

Es importante sefialar, que los resultados que obtuvimos al utilizar RNA de interferencia
contra cada una de las chaperonas y enzimas de plegamiento, no se parecen a los resultados que se
obtienen al utilizar drogas que detienen la morfogénesis como lo son tapsigargina, DTT,
tunicamicina y brefeldina, ya que estas drogas, provocan una acumulacion de particulas envueltas,
lo cual posiblemente se deba a que el efecto que tienen sobre la célula dafie otras via ademas de la
funcion atribuida, por lo que el empleo de siRNAs es una herramienta que resulta de gran utilidad
para conocer de manera mas precisa, si la presencia de determinadas proteinas celulares afecta la

infeccion, en este caso de rotavirus.

Por otro lado, se puede conocer més acerca de la funcion de las chaperonas moleculares del
RE en el contexto de la infeccion, utilizando como modelo proteinas virales, por ejemplo, la
proteina HA de influenza, la proteina G de VSV, y las proteinas p62 y E1 de Sindbis Virus, han
sido estudiadas y se han identificando algunas de las propiedades de Grp78, PDI, calnexina y
calreticulina (Molinari and Sitia 2005). Ademas de los virus modelo, solamente se han identificado
algunas proteinas de otros virus que interaccionan con chaperonas (Dubuisson and Rice 1996; Earl
et al. 1991; Gaudin 1997; Hammond and Helenius 1994a; Hurtley et al. 1989; Otteken and Moss
1996; Peterson et al. 1995; Yamashita et al. 1996); sin embargo, no se ha descrito que estas
interacciones sean importantes para su correcto plegamiento y ensamble. Nuestro trabajo abre la
posibilidad de utilizar a rotavirus y, especificamente, a las proteinas de la capa externa, como
modelo para contribuir con el estudio de proteinas como Grp78, PDI, calnexina y calreticulina, ya
que sus glicoproteinas son sintetizadas en el RE y la particula infecciosa se ensambla en este

compartimiento.

En resumen, nuestros resultados amplian el conocimiento acerca del papel de algunas
chaperonas y enzimas de plegamiento en la morfogénesis de rotavirus en el RE. Encontrando que al
disminuir los niveles de Grp78, PDI, calnexina y calreticulina, la produccién de virus infeccioso
disminuye, ya que estas chaperonas moleculares son proteinas necesarias para mantener el control
de calidad en el RE, para que se dé el plegamiento correcto de las proteinas virales, un
procesamiento completo de los oligosacaridos de las glicoproteinas virales, ademas la formacién de

puentes disulfuro en VP7 y el ensamble de particulas virales infecciosas.
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CONCLUSIONES

Las chaperonas moleculares (Grp78, PDI, calnexina y calreticulina) miembros de los dos
sistemas de plegamiento propuestos para el RE, participan en el proceso de morfogénesis de

rotavirus.

La produccion de progenie viral infecciosa disminuye en bajas concentraciones de Grp78 lo
que muy probablemente se deba a que el procesamiento de las proteinas virales de RE se
retrasa y las particulas ensambladas en estas condiciones presentan cambios
conformacionales que les impiden unirse a las células. En este sentido, es probable que al
silenciar Grp78 el control de calidad del RE sea alterado, por lo que se ensamblen méas

particulas virales con menor infectividad.

La presencia de calnexina en las células es importante para que se produzcan virus
infecciosos, ya que en ausencia de ésta, las particulas que se ensamblan tienen una baja
infectividad especifica, lo que se debe a una deficiencia estructural que las afecta muy
probablemente en un paso posterior a la union con la célula. Es posible que la formacion
incorrecta de los puentes disulfuro en VVP7, provoque esta deficiencia en el ensamble de las

particulas.

La presencia de PDI en las células es importante para la formacion de progenie viral
infecciosa, ya que es la proteina disulfuro isomerasa que arregla los puentes disulfuro de la
glicoproteina viral VP7.

La progenie viral infecciosa disminuye al silenciar la expresion de calreticulina, lo que muy
probablemente se debe a una aceleracion en la formacion de los puentes disulfuro de VP7, lo
que sugiere una aceleracion en el plegamiento y ensamble de virus defectuosos, como

previamente se ha reportado para otros virus.

El silenciamiento de Grp94 y ERp57 no afecta la produccion de progenie viral infecciosa, a
pesar de que la primera se puede unir con algunos péptidos virales y es reclutada muy cerca
de las proteinas virales de RE, por lo que posiblemente tenga una funcion de andamiaje que
resulte no esencial para el plegamiento de las proteinas virales y el ensamble de virus

infeccioso.

Las chaperonas moleculares no parecen tener ninguna funcion como receptores de rotavirus

en la entrada del mismo.
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Por otro lado, encontramos que al silenciar el gen de Grp78 en las células MA104,
provocamos una activacion de la respuesta a proteinas no plegadas en el RE (UPR). Sin
embargo, no se observa una respuesta de UPR completa, lo que sugiere que este proceso se
encuentra altamente regulado. Y probablemente haya otras proteinas involucradas en el

proceso de activacion de la respuesta, como podria ser el caso de Calreticulina.

Los resultados obtenidos sugieren que es posible que Grp78 tenga una funcion adicional en
mantener la organizacion normal del RE, ya que proteinas marcadoras del RE, asi como las
proteinas virales que se sintetizan en este compartimiento, sufren un cambio en su

distribucion en bajos niveles de Grp78.
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PERSPECTIVAS

Evaluar la cinética de interaccion de las chaperonas de RE con las proteinas virales, tanto en
condiciones normales como al silenciar a las chaperonas moleculares. Esto con la finalidad de

establecer la secuencia de estos eventos durante el ensamble de las particulas virales.

Estudiar a detalle si se pudieran estar afectando: la salida, reconocimiento por los receptores o
desensamble de la capside del virus de las particulas que se produzcan en ausencia de las

chaperonas.

Determinar los defectos estructurales que tienen las particulas virales aisladas de células en las
que se silencien a las chaperonas moleculares. Con la finalidad de correlacionar los cambios en

la estructura con la funcion de las proteinas virales.

Se ha visto que las proteinas NSP4, VP4 y VP7 tienen cierta ubicacion en la membrana de las
particulas virales envueltas, por lo que se propone evaluar si al silenciar a las chaperonas, estas
proteinas conservan esta disposicion. Esto con la finalidad de evaluar si el mal plegamiento de
las proteinas causa un arreglo distinto de estas proteinas desde que se encuentran en la fase de

particulas envueltas.

Evaluar si rotavirus induce una UPR, si pudiera estar modulando esta respuesta y a que nivel,
con la finalidad de conocer mas acerca de las funciones de las proteinas virales y su interaccion

con la célula.

Determinar por qué la ausencia de Grp78 desestabiliza la morfologia del RE y con ésto

proponer una posible nueva funcion para esta proteina.

Determinar si el silenciamiento de Grp78 y calreticulina inducen una UPR, tanto en condiciones
normales como al estresar a las células, con la finalidad de proponer nuevos posibles

mecanismos en la regulacion de esta respuesta.

Utilizar a rotavirus como modelo de proteinas que dependen de las chaperonas celulares, para

estudiar y determinar la funcion éstas ultimas.
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Abstract
The final assembly of rotavirus particles takes place in the endoplasmic reticulum (ER).
In this work we evaluated by RNA interference the relevance on rotavirus assembly and
infectivity of grp78, PDI, grp94, calnexin, calreticulin, and ERp57, members of the two
described ER folding systems. Silencing the expression of grp94 and Erp57 had no
effect on rotavirus infectivity, while knocking-down the expression of any of the other
four chaperons caused a reduction in the yield of infectious virus of about 50%. In
grp78-silenced cells the maturation of the oligosaccharide chains of NSP4 was retarded:;
in cells with reduced levels of calnexin the oxidative folding of VP7 was impaired and
the trimming of NSP4 was accelerated, while the formation of disulfide bonds of VP7
was also accelerated in calreticulin-silenced cells. The knock-down of PDI impaired the
formation and/or rearrangement of the VP7 disulfide bonds. All these conditions also
affected the correct assembly of virus particles, since when compared with virions from
control cells, they showed an altered susceptibility to EGTA and heat treatments, a
decreased specific infectivity, and a diminished reactivity with MAb M60 to VP7,
which only recognizes this protein when its disulfide bonds have been correctly formed.
In the case of grp78-silenced cells the virus produced bound less efficiently to MA104
cells. All these results suggest that these chaperones are involved in the quality control
of rotavirus morphogenesis. The complexity of the steps of rotavirus assembly that
occur in the ER provide a useful model to study the organization and operation of the
complex network of chaperones involved in maintaining the quality control of this

organelle.
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Introduction

The endoplasmic reticulum (ER) is a specialized compartment where important
functions take place to maintain the cellular homeostasis, including protein translation,
folding of newly synthesized proteins, N-linked glycosylation, disulfide bond formation,
transport of proteins to their target sites within the cell and to the extra cellular milieu,
and sensing and mediating the cell response to stress (57).

Molecular chaperones and folding enzymes are important components of the ER
machinery; their principal function consists in maintaining the ER quality control (17)
through avoiding the nonspecific interactions among newly synthesized proteins,
maintaining them in a proper state to fold, and marking the misfolded proteins for
degradation (18, 22, 28, 47, 52). Two folding systems have been proposed to contribute
to this quality control (19, 33). One of these is composed by grp78 (also known as BiP),
grp94 (also known as endoplasmin), and PDI (protein disulfide isomerase), although
other proteins have been isolated in complexes with these chaperones (26, 35). The
second system, known as the “calnexin-calreticulin cycle”, is integrated by calnexin,

calreticulin, and ERp57 (9, 16, 48).

The first system, known as the “grp78 system”, works by recognizing
hydrophobic residues in the target proteins; the binding and release of these proteins is
regulated by ATP hydrolysis (24, 27, 30). The second system acts on glycosylated
proteins; when a core glycan (Glc3-Man9-GIcNAc2) is added to newly synthesized
proteins, two terminal glucoses are removed, and the monoglucosylated proteins are
then recognized by the lectin-like proteins calnexin or calreticulin that expose them in
turn to ERp57, a thiol-disulfide oxidorreductase (19). Calnexin is a transmembrane

protein, while calreticulin has a luminal disposition.
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Rotaviruses, the leading cause of severe dehydrating diarrhea in infants and
young children worldwide, are nonenveloped viruses formed by three concentric layers
of protein that enclose a double-stranded RNA genome. The outermost layer is
composed by glycoprotein VP7, which forms the smooth surface of the virus. From this
surface, spike-like structures formed by VP4 project (10). In infected cells large
cytoplasmic inclusions termed viroplasms are formed, and these are thought to be the
sites where double-layered particles (DLPs) assemble. The DLPs then mature by
budding from the viroplasm structures into the adjacent ER membrane, modified by
viral glycoproteins VP7 and NSP4. During this process, mediated by the interaction of
DLPs with NSP4, the particles acquire a transient membrane envelope that contains
VP4, NSP4, and VP7 (10, 49), which is later removed to yield the mature triple-layered
particles (TLPs). The mechanism of removal of the transient lipid envelope is largely
unknown, although VVP7 has been reported to be important for this step (32).

VVP7 is an integral ER membrane glycoprotein oriented to the luminal side of the
ER. It is 326 amino acids long, and is modified in most rotavirus strains by N-
glycosylation at asparagine residue 69, and by the establishment of several disulfide
bonds that are important for the correct folding of the protein and maturation of viral
particles (8, 60). NSP4, a 175 amino acids long nonstructural protein, is modified at its
amino terminus by two high mannose N-glycosylation chains (asparagines 8 and 18).
The protein spans the membrane only once, with the glycosylated amino-terminal region
oriented to the luminal side of the ER and the carboxy-terminal region (amino acids 44
to 175) to the cytoplasmic side (1).

It is known that the correct assembly of infectious virus particles depends on the
glycosylation of NSP4, the formation of disulfide bonds in VP7, and the adequate ATP

and calcium concentrations in the ER, since drugs such as brefeldin, tunicamycin,
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calcium ionophores, and thapsigargin, block the morphogenetic process of the virus and
non-infectious enveloped lipid particles accumulate in the lumen of the ER (29, 36, 39,
41, 51). On the other hand, it has been reported that molecular chaperones grp78 and
grp94 increase their levels of expression during rotavirus infection, and interact with the
viral structural polypeptides VP7 and VP4 (7, 65). In addition, PDI has been reported to
interact with the non-glycosylated form of NSP4 and with VVP7 (39), and calnexin with
NSP4 (38). However, the significance of these interactions on virus assembly has not
been determined, and the knowledge about the cellular proteins relevant for the

morphogenesis of rotaviruses is still very limited.

In this work we evaluated the relevance on rotavirus assembly of members of the
two ER folding systems through silencing their expression by RNA interference
(RNAI). We found that grp78, PDI, calnexin, and calreticulin are important for the
formation of infectious virus, while grp94 and ERp57 are not. The involved proteins
contribute to promote the timely trimming of the carbohydrate chains of VP7 and NSP4,
the correct formation of VP7 disulfide bonds, and the incorporation of properly folded

VP7 into TLPs.
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Materials and Methods

Cells, viruses, and antibodies. The rhesus monkey epithelial cell line MA104 was
grown in advanced Eagle's minimal essential medium (MEM) (Invitrogen)
supplemented with 2% fetal bovine serum (FBS). Rhesus rotavirus (RRV) was obtained
from H. B. Greenberg, Stanford University, Stanford, CA, and was propagated in
MAZ104 cells as described previously (46). Monoclonal antibody (MAb) M60 was
kindly provided by H. B. Greenberg, Stanford University, Stanford, CA. The rabbit
hyperimmune serum to NSP4, C-239, was produced in our laboratory. Polyclonal
antibodies to purified RRV TLPs, to NSP5, and to recombinant vimentin, were
produced in rabbits as described previously (14). Antibodies to grp94, calnexin, and PDI
were acquired from Affinity BioReagents; antibodies to calreticulin, ERp57, and to the
ER retention signal KDEL were from Stressgen Biotechnologies. Grp78 was detected
with the KDEL antibody. Goat anti-rat immunoglobulin G (IgG) coupled to Alexa 488,
goat anti-mouse 1gG coupled to either Alexa 488 or 568, and goat anti-rabbit 1gG
coupled to either Alexa 488 or 568, were from Molecular Probes. Horseradish
peroxidase-conjugated goat anti-rabbit polyclonal antibody was from Perkin-Elmer Life
Sciences, and horseradish peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse 1gG was from

Zymed.

siRNA transfection. The sequence and relative positions of the small interfering RNAs
(siRNAs) evaluated in this work are shown in Table 1; these were purchased from
Dharmacon Research (Lafayette, Co.). As a negative control, a previously reported
irrelevant siRNA to the green fluorescent protein (GFP) (32) was used. siRNA
transfection was carried out in 80% confluent cells monolayers cultured in 48-well

plates or in 25 cm? flask that were transfected with 100 ul or 1000 pl respectively, of a
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mixture containing 60 ug/ml oligofectamine (Invitrogen), and the indicated amount of
each siRNA (Table 1), in MEM without serum. The transfection mixture was added to
cells previously washed with MEM and incubated for 8 h at 37°C. After this time the
transfection mixture was removed, the cells were washed with MEM, and kept in this
medium without serum and without antibiotics for 16 h at 37°C; the cells were then
washed and kept in MEM supplemented with 2% FBS for 48 h at 37°C. Two to four
different siRNAs specific for the grp78, grp94, and calnexin genes were initially
designed. After their initial evaluation, the most effective sSiRNAs were used throughout
this work (Table 1). To silence the expression of PDI we used a reported SiRNA
sequence (59), and for calreticulin and ERp57, siGenome Smartpools from Dharmacon

were used.

Infection of cells and titration of viral progeny. Transfected cell monolayers, in 48-
well plates or in 25 cm? flasks, were infected with a multiplicity of infection (MOI) of 3,
and then incubated for 12 h at 37°C. At this time, the cells were lysed by two freeze—
thaw cycles, and the lysates were treated with 10 pug/ml of trypsin for 30 min at 37°C.
The infectious titer of the viral preparations was obtained by an immunoperoxidase
focus assay (15, 46). Briefly, confluent MA104 cells in 96-well plates were washed
twice with MEM, and serial fold dilutions of the above mentioned viral lysate were
adsorbed to the cells for 60 min at 37°C. After the adsorption period, the virus inoculum
was removed, the cells were washed once with PBS, MEM was added, and the infection
was left to proceed for 14 h at 37°C. RRV-infected cells were detected by an
immunoperoxidase focus detection assay using a rabbit hyperimmune serum to
rotavirus, as described (46). Focus forming units (ffu’s) were counted with the help of a

Visiolab 1000 station (Biocom, France) as it has been previously reported (15).

79



Immunoblots. Cells transfected with siRNAs against the molecular chaperones were
lysed at 72 h post-transfection with Laemmli sample buffer, and the proteins were
separated by sodium dodecyl sulfate-10% polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) and then transferred to nitrocellulose membranes (Millipore, Bedford, MA).
Membranes were blocked with 5% non-fat dried milk in PBS with 0.2% Tween-20, and
incubated at room temperature (RT) with the indicated primary antibodies in PBS
containing 0.1 % milk and 0.2% Tween-20, followed by an incubation with secondary,
species-specific, horseradish peroxidase-conjugated antibodies. The peroxidase activity
was developed by the Western Lightning Chemiluminiscence Reagent Plus (Perkin
Elmer Life Sciences), following the manufacturer’s instructions. The intensity of each

band was quantified by densitometry, using the Image Pro Plus 5.0 software.

Immunofluorescence. MA104 cells were grown on coverslips and infected as
described above. The cells were fixed at the indicated times with 2% paraformaldehyde
in PBS for 20 min at RT. After this time the cells were washed four times with PBS, and
permeabilized by incubation with PBS-1% bovine serum albumin (BSA), 0.5 % Triton
X-100, 50 mM NH,4CI for 15 min at RT. After washing four times during 5 min with 50
mM NH.CI in PBS with gentle swirling, the cells were incubated for 1 h at RT with
primary antibodies diluted in blocking buffer (50 mM NH4CI, 1% BSA in PBS), and
then rinsed four times with 50 mM NH4CI in PBS. The coverslips were then incubated
with the appropriate Alexa-labeled secondary antibodies in 50 mM NH4Cl in PBS for 1
h at RT. The cells were washed 4 times with PBS, and mounted on glass slides using

Fluoprep (BioMérieux). The slides were analyzed and captured with an E600
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epifluorescence microscope coupled to DXM1200 digital still camera (Nikon). The

images were digitally captured and prepared in Adobe Photoshop 7.0.

Radiolabeling, isolation, and analysis of viral particles. Cells grown in 25 cm? flasks
were transfected with the indicated siRNAs and infected with rotavirus RRV as
described above. At 5 hpi the cells were incubated with MEM without methionine for 1
h, and then 50 pCi /ml of Easy Tag EXPRESS-[**S] labeling mix (407 MBq) (Perkin
Elmer, NEN) was added to the medium, and further incubated for 6 h at 37°C. For the
pulse-chase experiments, cells, in 48-well plates were starved from methionine as
described above and then labeled with 200 pCi of methionine L-[**S] (185MBq) (Perkin
Elmer, NEN) for 5 minutes, starting at 7 hpi. The label was then chased by washing and
incubating the cells with MEM containing an excess of methionine (10 mM) and 1mM
cycloheximide (Sigma). After the chase period, the cells were incubated with ice-cold
PBS containing 40 mM N-ethylmaleimide (NEM) (Sigma) for 2 min to prevent
artifactual S-S linkages. The cells were then lysed in ice-cold non-denaturing lysis
buffer (1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCI [pH 7.5], 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 ug
of aprotinin and leupeptin per ml, and 20 ug of phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF)
per ml). Cell lysates were clarified by centrifugation at 13,000 x g for 2 min in before
use. The viral particles were purified by isopicnic CsCl ultracentrifugation as described
previously (46). The opalescent bands corresponding to the different types of particles
were collected by punction, and their protein composition analyzed by SDS-10%
PAGE. The radioactivity incorporated into each band was determined by measuring
trichloroacetic acid precipitable counts in a scintillation counter. To determine the virus

infectivity in each band, CsCIl was removed by desalting-centrifugation on Sephadex G-
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25, the virus was activated with trypsin, and the infectious titer was determined as

described above.

Radioimmunoprecipitation assay (RIPA). Twenty microliters of radiolabeled lysates,
or 40 ul of purified TLPs desalted and treated or not with 3 mM of EGTA for 10 min at
37°C, were incubated with 2 pl of MAb M60 or 5 pl of the C-239 polyclonal antibody
in 80 pl of RIPA buffer (1% Triton X-100, 1% deoxycolic acid, 50 mM Tris-HCI [pH
7.5], 150 mM NacCl, 0.1% SDS, 20 pg PMSF per ml, and 2 pg aprotinin and leupeptin
per ml) during 1 h at RT. The samples were centrifuged at 13,000 g for 5 min, and the
supernatants were mixed with protein A-Sepharose 4B (Zymed) (25 p 1) and then
incubated for 1 h at RT in a shaker. The protein A-Sepharose coupled to the immune
complexes was pelleted at 6,000 x g for 2 min and washed three times with RIPA
buffer. The immune complexes were solubilized in 20 pl of Laemmli sample buffer
containing 1% of R-mercaptoethanol, boiled for 3 min, and analyzed by SDS-12.5%

PAGE.

Binding assay. MA104 cells grown in 48-well plates were washed twice and incubated
with MEM without serum for 30 min at 37°C. After this time, the MEM was removed,
and 500 pl of a solution of 1% of bovine albumin in PBS was added to the cells and
incubated for 1 h at 37°C. The cells were then washed with an ice-cold solution of 0.5%
bovine serum albumin in PBS and incubated for 1 h at 4°C with purified TLPs diluted in
ice-cold MEM. After this time, the cells were washed three times with ice-cold PBS
containing 0.5% BSA, and lysed with 50 pl of lysis buffer (50 mM Tris-HCI [pH 7.5],
150 mM NaCl, 0.1% TritonX-100). The cells were frozen and thawed twice, and the
amount of virus present in the lysate was determined by an enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA), as described (67).
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Real-time RT-PCR. MA104 cells grown in 48-well plates were transfected with
siRNAs, and 72 h post-transfection the cells were lysed with Trizol (Invitrogen) and
total RNA was purified according to the manufacturer’s instructions. Total RNA was
treated with RNA-free DNAse (Ambion) to remove the possible contamination of DNA.
The level of molecular chaperones mRNAs was determined by one-step real-time RT-
PCR, the primers designed for the amplifications are shown in Table 2. Each reaction
tube contained 120 ng of total RNA, 12.5 pl of SYBR Green Master Mix (2X) (Applied
Biosystems), 0.125 pl of reverse transcriptase (50 U/ul) (Applied Biosystems), 0.25 pl
of RNase inhibitor (20 U/ul) (Applied Biosystems), and 1 pl of each primer (2.5
pmol/ul) in a total volume of 25 ul. Amplification was carried out in an ABI Prism 7500
Sequence Detector System (Applied Biosystems), using the following protocol: reverse
transcription 48°C for 30 min, reverse transcription inactivation 95°C for 10 min, PCR
40 cycles at 95°C for 15 sec and 60°C for 1 min, dissociation phase 60°C to 95°C for 30
min. The results were normalized to the levels of GAPDH mRNA detected in each RNA

sample. The fold decrease was calculated by the 2**“*method (31).

Effect of EGTA and heat on virus infectivity. Cesium chloride-purified TLPs were
incubated in a PBS solution containing the indicated concentrations of EGTA for 10
min at 37°C, and the virus samples were diluted 10-fold in MEM without serum. To
evaluate the effect of heat on virus infectivity, the TLPs were incubated at 37°C or 45°C
for the indicated times. After the EGTA and heat treatments, the virus was titrated on

MAZ104 cells monolayers grown on 96-well plates as described above.

Growth and hemagglutination of influenza virus. MA104 cell monolayers grown in
24-well plates were transfected with the siRNAs, and 72 h postransfection were infected

with an MOI of 1 (determined by plaque assay in MDCK cells) of influenza virus, strain
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Wisconsin HIN1, for 1 h at 37°C. After this time the cells were washed with PBS twice,
and MEM containing 10ug/ml trypsin was added and the infection left to proceed for 48
h. The virus in the supernatant was then recovered and titrated by a hemagglutination
assay. Briefly, the virus (25 ul) was serially diluted in PBS containing 0.125% BSA in a
96-well plate, and an equal volume of previously washed human type O erythrocytes in
PBS-0.125% BSA was added, and the mixture incubated for 1 h at RT. The plate was

then inspected visually for hemagglutination.

Statistical analysis. All statistical evaluations were carried out with a one-way ANOVA

test and Tukey as a post-test using the GraphPad Prism 4.0 software.
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Results

Luminal ER molecular chaperones change their distribution in cells infected with
rotavirus. The last steps of rotavirus assembly occur in the ER, where infectious viral
particles are assembled. The intracellular distribution of viral proteins, including the
resident ER glycoproteins VP7 and NSP4, has been described before (6, 13, 32),
however, the relative localization of ER molecular chaperones in rotavirus-infected cells
has not been characterized. To this end, MA104 cells were infected with rotavirus RRV,
fixed at 8 hours post-infection (hpi), and immunostained with antibodies to viral
proteins VP7, NSP4, or NSP5 (a viroplasmic protein), and to the ER chaperones grp94,
PDI, calreticulin, or calnexin (Fig. 1A). The distribution of these chaperones in mock-
infected cells had the regular reticular pattern characteristic of ER proteins; however, in
cells infected with RRV the distribution of the luminal chaperones PDI, grp94, and
calreticulin changed, becoming concentrated around viroplasms, and co-localizing with
viral glycoproteins VP7 and NSP4. Calnexin, a transmembrane molecular chaperone,
did not change its distribution upon virus infection. The intracellular distribution of
grp78 and ERP57 was not characterized due to the lack of appropriate antibodies. (Fig.
1A).

To determine if the change in distribution of the luminal chaperones correlates
with the progression of the virus replication cycle, cells were infected and analyzed by
immunofluorescence at different times post-infection. The distribution of chaperones
grp94, PDI, and calreticulin showed similar dynamics (shown for PDI in Fig. 1B). They
showed a typical ER distribution at 4 hpi; however, as the infection proceeded the
chaperones began to accumulate next to viroplasms in some cells (see 6 hpi), and this

effect became evident in almost all cells by 8 hpi.
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Silencing the expression of ER chaperones by RNAI. Given previous data indicating
that chaperones grp78, grp94, PDI, and calnexin interact with rotaviral proteins (38, 40,
65), and the change in localization observed in this work for some of these proteins in
virus-infected cells, we explored their relevance, as well as that of calreticulin and
ERp57, on the morphogenetic process of the virus. For this, the expression of
chaperones was silenced by RNAI; two to four different small interfering RNAs
(sSiRNAs) were tested for each gene, and the most effective sSiRNAs were subsequently
used in this work (Table 1).

In these experiments the cells were transfected with the indicated siRNA and 72
h post-transfection the cells were harvested, and the proteins detected either by
immunofluorescence or immunoblot, as described in Materials and Methods. The
viability of the cells transfected with the different siRNAs was not affected, as
compared to control mock-transfected and non transfected cells, as judged by a
cytotoxicity assay (live/dead assay; Molecular Probes) (data not shown). By
immunofluorescence the level of expression of the chaperones was significantly
decreased when the corresponding siRNAs was used, however, a complete absence of
the silenced proteins was not observed for any of them, probably due to the long half-
life reported for these proteins and/or to a partial knock-down of their expression (data
not shown, and refs. 45, 55). In addition, based on these experiments, the transfection
efficiency achieved with the sSiRNAs was found to be around 75 %.

By immunoblot analysis, all sSiRNAs were found to decrease the accumulated
amount of the corresponding protein by 59 to 87%, as compared to cells transfected
with an irrelevant sSiRNA (Fig. 2A). When the siRNA to grp78 was used, the level of
this protein was reduced to 28% of control cells, however, under these conditions the

level of grp94, PDI, calreticulin, and ERp57 increased 2.2 to 5.2-fold, while the amount
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of calnexin did not change. Similarly, in cells transfected with the siRNA to calreticulin,
the expression levels of grp94 and PDI proteins increased 3.9- and 2.5-fold, respectively
(Fig. 2A). The siRNAs directed to grp94, PDI, calnexin, and Erp57 only altered the
expression of the protein to which they were designed. To confirm the effectiveness of
the siRNAs, the level of each targeted mRNA was quantified by real time RT-PCR (Fig.
2B), using total cellular RNA obtained 72 h after siRNA transfection. As shown in
figure 2B, the levels of the various mRNAs paralleled those observed for the
corresponding protein in the immunoblots, the only exception being the two-fold
increase of ERp57 mRNA and the lack of change in the mRNA level of PDI when the
siRNA to calreticulin was used, which do not correlate with the level of the encoded

protein under these conditions (Fig. 2A).

Silencing the expression of chaperones decreases the yield of infectious rotavirus.
To determine whether the knockdown of ER chaperones affects the yield of infectious
rotavirus particles, cells were transfected with siRNAs, and 72 hours post-transfection
were infected with RRV at an MOI of 3. Fourteen hpi the cells were harvested, and the
infectious virus present in the cell lysates was titrated by an immunoperoxidase assay.
Silencing the expression of grp94 and ERp57 did not affect the yield of viral progeny as
compared to that obtained from control cells transfected with an irrelevant siRNA. On
the other hand, the siRNAs to PDI, grp78, calnexin, and calreticulin decreased the yield
of viral progeny between 30 and 55% as compared to control cells (Fig. 3). This level of
reduction of virus yield seems to be biologically significant since it correlates with the
reduction of the chaperone levels described above,

It has been reported that ER molecular chaperones can act as co-receptors for

viruses (23, 62). To evaluate the possibility that some of the chaperones studied in this
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work could have a role as a receptor for rotavirus, we titrated by an immunoperoxidase
focus forming units assay (see Material and Methods) the infectivity of RRV in cells
transfected with the different sSiRNAs. No difference in the titer of the virus was found
in cells transfected with any of the siRNAs used in this work (data not shown),
indicating that the cell entry of the virus was not affected by silencing the expression of
the chaperones, which would rather seem to be required for the morphogenesis of the

virus in the ER.

We evaluated the possibility that knocking-down the expression of the molecular
chaperones had a general effect on the physiology of the ER, leading to a nonspecific
effect on all proteins that transit through this organelle, regardless if they are specifically
assisted or not by chaperones. For this, we tested the effect of silencing these proteins
on the production of influenza virus, since the proper maturation of influenza
hemagglutinin has been shown to depend on the presence of calnexin and calreticulin,
but not of grp78 (42). As expected, the yield of influenza virus, as determined by a
hemagglutination assay, was not affected when the expression of grp78 was silenced,
but it decreased to 50% in cells infected in the presence of the siRNAs to calnexin and
calreticulin (data not shown). These results strongly suggest that rotavirus specifically

needs the action of these proteins for the correct maturation of the infectious viral

progeny.

Silencing gpr78 and calnexin decreases the specific infectivity of rotavirus TLPs
and their ability to bind to the cell surface. We decided to further characterize the
effect of silencing grp78 and calnexin on the assembly of rotavirus, since, in addition to
the observed reduction of infectious viral yield when the corresponding siRNAs were

used, it has been reported that these proteins interact with rotavirus polypeptides. (38,
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65). Since the knock-down of grp94 had no effect on the yield of virus progeny, it was
used as a control in these assays. To determine if the decreased production of infectious
viral progeny induced by the siRNAs was due to a reduced or defective assembly of
infectious particles in the absence of the chaperones, cells transfected with the siRNAs
to grp78, calnexin, grp94, or with an irrelevant siRNA were infected 72 hours post-
transfection, and the viral proteins were metabolically labeled with [*S]-methionine and
-cysteine for 6 h starting at 6 hpi. The labeled virions were purified by CsCl density
centrifugation, and the bands corresponding to DLPs and TLPs were collected and
quantified as described in Materials and Methods. Of interest, when the expression of
either grp78 or calnexin was knocked-down, even though the total amount of particles
assembled (DLPs+TLPs) was similar to that assembled in control cells transfected with
either the irrelevant siRNA or the siRNA to grp94, the TLPs to DLPs ratio increased
(Fig. 4A), indicating that the assembly of TLPs was more efficient in cells having
decreased levels of grp78 or calnexin. However, the TLPs assembled under these
conditions had a specific infectivity (ffu’s/cpm) about 50% lower than that of TLPs
obtained from control cells or cells transfected with the sSiRNA to grp94, suggesting that
despite the fact that TLPs assembled more efficiently in grp78- and calnexin-deficient
cells, the structure of these particles was faulty. These TLPs were also found to have a
density slightly lower (1.35 g/cm®) than that of the particles isolated from control cells
(1.36g/cm®). The viral proteins from DLPs and TLPs purified from the various
conditions were found to be present in apparently the same stoichiometric ratios by
SDS-PAGE (data not shown).

To determine if the decreased specific infectivity was due to a defect in cell
binding, purified TLPs were incubated with a monolayer of MA104 cells for 1 h at 4°C,

and the bound virus was detected by an ELISA assay (Fig. 4C). The TLPs produced in
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cells transfected with the siRNA to grp78 bound to the cell surface with an efficiency of
about 60% that of control TLPs, whereas the binding of the TLPs isolated from cells in
which grp94 or calnexin were silenced was not significantly affected. These results
suggest that the TLPs isolated from cells transfected with the siRNA to grp78 have
conformational changes that prevent them from binding efficiently to the cell surface,
and thus from infecting the host cell, while those isolated from cells in which calnexin

was knocked-down had a defect posterior to cell binding.

The viral particles assembled in cells with low levels of grp78 or calnexin have an
altered conformation. To evaluate potential conformational changes in virions
assembled in reduced levels of grp78 or calnexin, purified TLPs were incubated with
increasing concentrations of EGTA for 10 min at 37°C, a treatment known to release the
outer protein layer of the virus when the calcium concentration is below a threshold that
is variable for different rotavirus strains (8, 54). The infectivity of TLPs isolated from
cells treated with sSiRNAs to either grp78 or calnexin was significantly more sensitive to
low concentrations of EGTA (0.025 and 0.05 mM) than that of TLPs purified from cells
transfected with the sSiRNA to grp94 or the irrelevant siRNA (Fig. 5A).

The stability of the virus infectivity was also tested by incubation of the virions
at 45°C for various periods of time. The infectivity of TLPs purified from grp78-
deficient cells was more sensitive in all conditions tested than that of control TLPs or
TLPs isolated from cells transfected with the siRNA to grp94. On the other hand, the
infectivity of TLPs from calnexin-deficient cells was significantly more stable than that
of all other TLPs (Fig. 5B). Altogether, these results suggest that the surface proteins of
TLPs purified from grp78- and calnexin-silenced cells have structural differences with

respect to TLPs transfected with the irrelevant sSiRNA or the siRNA to grp94. These
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conformational differences are most probably slight, since they could not be clearly
evidenced by treatment of the purified virus particles with different proteases and SDS-

PAGE analysis (data not shown).

Processing of the viral glycoproteins is altered in grp78-, calnexin-, and
calreticulin-silenced cells. To analyze if the posttranslational maturation of VP7 and
NSP4 were altered in cells with low levels of grp78, calnexin, grp94, or calreticulin, the
expression of these proteins was silenced, and the processing of the viral glycoproteins
was determined by pulse-chase experiments and SDS-PAGE analysis. Cells were
transfected with the corresponding siRNA and 72 h later were infected with RRV at an
MOI of 3. At 8 hpi the cells were metabolically labeled with [**S]-methionine for 5 min,
and then chased for the indicated periods of time. The viral proteins were
immunoprecipitated with MAb M60 to VP7 or with polyclonal antibody C-239 to
NSP4, and analyzed by SDS-PAGE under reducing conditions (Figs. 6 and 7). These
proteins were also analyzed by PAGE under nonreducing conditions (see below).

In grp78-silenced cells the oligosaccharide processing of VP7 was not altered,
while the processing of the high-mannose carbohydrate chains of NSP4 was retarded,
showing a decreased mobility during the early times of chase (up to 30 min); it then
reached a full processed state 1 or 2 h later (Fig. 6A). Of interest, in cells where the
expression of calnexin had been silenced, the amount of immunoprecipitated VP7 was
diminished at all chase times (Fig. 6A). It is known that MAb M60 only recognizes VP7
when its disulfide bonds have been correctly formed (40, 60), raising the possibility that
in low levels of this chaperone the viral protein was not being properly folded. To rule
out the possibility that the low amounts of immunoprecipitated VP7 were the result of

the protein being degraded under these conditions, the VP7 protein present in the total
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cell lysate and the immunoprecipitated fractions were analyzed by SDS-PAGE (Fig.
6B), and quantified by densitometry (Fig. 6C). While the relative amount of VP7 in the
cell lysate of calnexin-deficient cells was the same as that found in control cells, the
MAb M60-immunoprecipitated fraction was consistently lower at all chase time points
(Figs. 6B and C), suggesting that in cells containing reduced amounts of calnexin the
disulfide bonds of VP7 are not properly formed, at least up to 2 h of chase. On the other
hand, in calnexin-deficient cells NSP4 seems to be processed faster, since immediately
after the 5-min pulse (chase time 0) the presence of a faster migrating form of NSP4 was
evident (indicated with a dot in Fig. 6A). Above this band a less-defined form of NSP4
was also appreciated (indicated with a star in Fig. 6A), which probably represent
unprocessed and/or partially processed forms of NSP4. This less-defined NSP4 band
was also detected at chase time 0 in cells transfected with either the irrelevant siRNA or
the SiRNA to grp94. In calnexin-silenced cells all of NSP4 seems to be in its final
processed form (Man8GIcNAc2, ref. 10) at 5 min of chase, while this was not apparent
in control- and grp94-transfected cells until 10 min of chase. The rapid processing of
NSP4 in calnexin-depleted cells suggests that glucosidases | and Il act very fast on the

protein, which is then modified to its final form by mannosidase 1 (19).

In cells transfected with the siRNA to calreticulin the mobility of VP7 was not
affected, however the amount of VP7 immunoprecipitated by MAb M60 was higher
(already after 5 min of chase) as compared to cells transfected with the siRNA control,
suggesting that under these conditions the disulfide bonds of VP7 form faster (Figs. 7A
and B). The gel migration of NSP4 (i.e., the processing of the protein oligosaccharides)

was not affected in calreticulin-deficient cells (not shown).
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PDI but not ERp57 participate in the formation of VP7 disulfide bonds. Since
calnexin has not been reported to have a direct role in the formation of protein disulfide
bonds, we tested the involvement of protein disulfide isomerases in the oxidative
folding of VVP7. For this, cells were transfected with siRNAs to ERp57, known to be
associated to the calnexin-calreticulin cycle (19), and to PDI, which has been shown to
interact with VP7 (39) and has been proposed to participate in the cycle of grp78 (33).
Seventy-two hours after siRNA transfection the cells were infected and pulse-labeled
for 5 min at 8 hpi, and then chased for the indicated periods of time, and the VP7 protein
analyzed by SDS-PAGE after immunoprecipitation with MAb M60. VP7 synthesized in
PDI-deficient cells was consistently less efficiently precipitated as compared to ERp57-
silenced and control transfected cells (Figs. 7A). The lower amount of
immunoprecipitated VP7 in PDI-silenced cells was not due to degradation of the
protein, since when total labeled proteins were resolved by SDS-PAGE, the
accumulated level of VP7 was very similar in all conditions tested (not shown), while
immunoprecipitated VP7 was about 50% that of control-transfected cells (Fig. 7B),
indicating that PDI and not ERp57 participates in the formation of the correct disulfide

bonds in VP?7.

Comparative PAGE analysis under reducing and nonreducing conditions showed
no significant difference in the migration of VP7 from infected control cells as
compared to cells with a reduced expression of chaperones (data not shown). These
results indicate that neither the sSiRNAs to calnexin nor to PDI prevent the formation of
S-S linkages in VVP7, since the migration of a VP7 protein having reduced disulfide
bonds should have been easily detected as a slower migrating entity by PAGE analysis

under nonreducing conditions. It thus seems that knocking-down the expression of
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calnexin and PDI rather than blocking the formation of S-S bonds, might prevent the
formation of additional or shifted disulphide bonds, that have been suggested to occur
posttranslationally in VP7 (40). These additional or shifted S-S linkages seem to make

the M60 epitope more available to this antibody (40).

The VP7 protein assembled into virions in cells having reduced levels of
chaperones are not correctly structured. Given the previous results, we further
characterized the conformation of VVP7 assembled into virions produced in cells where
the expression of chaperones grp78, calnexin, PDI, and calreticulin was knocked-down.
For this, purified TLPs were immunoprecipitated with MAb M60 to VVP7, before or after
treatment with EGTA, to release the surface viral proteins. In the case of untreated TLPs
the VVP7 antibody pulled down complete viral particles with good efficiency, as judged
by the presence in the immunoprecipitated material of all structural viral proteins (Fig.
8, lane ipp —EGTA, in the irrelevant siRNA panel). When the particles were treated with
EGTA, MAb M60 immunoprecipitated mostly VP7 (Fig. 8, lane ipp +EGTA, in the
irrelevant siRNA panel), indicating that this protein was disassembled from the particles
by calcium chelation.

Untreated TLPs from cells with reduced levels of either of the four chaperones
tested were immunoprecipitated to levels significantly lower (P< 0.001) than those
obtained with TLPs purified from cells transfected with the control, irrelevant sSiRNA
(Fig. 8, lanes ipp -EGTA), indicating that MAb M60 recognized less efficiently the VP7
incorporated into particles obtained from chaperone-deficient cells, probably due to a
change in the conformation of the protein. In the case of EGTA-treated TLPs, the
efficiency of immunoprecipitation of VP7 released from the particles varied depending

on the chaperone silenced (Fig. 8, lanes ipp +EGTA). For TLPs purified from grp78-
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deficient cells, the amount of immunoprecipitated VP7 was essentially the same as that
immunoprecipitated from control TLPs, suggesting that once the protein is released
from the virus particles the epitope recognized by MAb M60 becomes exposed or
correctly structured. In the case of virions obtained from calnexin- and PDI-deficient
cells, the EGTA-released VP7 was recognized about 50% less efficiently than the
protein released from control TLPs, suggesting that disulfide bonds are not correctly
established in a fraction of the VP7 molecules incorporated into virus particles, as was
also observed for the protein immunoprecipitated from crude lysates of cells transfected
with the siRNAs to calnexin and PDI (Figs. 6 and 7). When VP7 was
immunoprecipitated from EGTA-treated virions purified from calreticulin-silenced
cells, all structural proteins were observed, as in the case of untreated TLPs, suggesting
that virus particles containing VP7 produced in the absence or reduced levels of this
chaperone are more stable to low levels of calcium than control TLPs, probably as result

of an altered conformation of the viral surface glycoprotein.
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Discussion

Approximately one-third of all proteins in a eukaryotic cell are translocated into
the ER, making the lumen of this organelle a very crowded compartment (26).
Nevertheless, it has been shown that the ER environment is highly dynamic, with
chaperones being highly mobile in vivo (58). In agreement with these observations, we
found that the luminal proteins grp94, PDI, and calreticulin changed their distribution
upon rotavirus cell infection, with a fraction of them concentrating around viroplasms,
and colocalizing with viral glycoproteins NSP4 and VP7. The change in distribution of
the chaperones is probably the consequence of the accumulation of a large concentration
of viral proteins that are in the process of post-translational maturation and
incorporation into transient membrane-enveloped virus particles that will later convert
into infectious TLPs in the lumen of the ER, suggesting that folding of the viral
glycoproteins and probably the assembly of TLPs require the action of ER chaperones.

The potential role of the chaperones in these events was explored by RNAI.
When the expression of grp78 was knocked-down, the level of the other chaperones,
with exception of calnexin, increased. This was not surprising, since grp78 is known to
bind to the luminal domain of the ER transmembrane stress-sensing glycoprotein ATF®6,
keeping it in an inactive form (56). ATF6 is a factor involved in the activation of
transcription of genes containing a mammalian ER stress response element (ERSE),
which is present in the genes encoding molecular chaperones grp78, grp94, calreticulin,
ERp57, and PDI (66). In grp78-silenced cells containing no or little amount of this
protein, ATF6 is probably released from its interaction with this protein, becoming
activated and promoting the transcription of the chaperone genes (56). Calnexin is
probably not induced under these conditions since its gene does not have an ERSE box

(25).
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When the expression of calreticulin was knocked-down, the level of grp94 and
ERp57 mRNAs increased. Since calreticulin has also been reported to bind ATF6 (21)
the mechanism for enhancement of transcription of these chaperones could be similar to
that proposed above for grp78. However, an enhancement in the transcription of the
grp78 and PDI genes was not observed, suggesting that unknown regulatory
mechanisms that induce the expression of folding factors to compensate for the
decreased levels of calreticulin may be activated. On the other hand, the level of the PDI
and ERp57 foldases did not correlate with the observed levels of their mRNASs under
reduced amounts of calreticulin, suggesting a possible post-transcriptional regulation for

the synthesis of these proteins.

Grp94 and grp78

Despite the fact that grp94 modifies its intracellular distribution in infected cells
(this work), and associates to VP7 and VP4 (65, and data not shown), knocking-down
its expression had no effect on viral infectivity. As suggested for its cytoplasmic
homologue hsp90 (2), this chaperone could act as a scaffold for proteins forming the
complex of the grp78/grp94 system, and may not be essential for their function. On the
other hand, the infectious rotavirus progeny decreased when grp78 was knocked-down
despite an increased level expression of most of the other molecular chaperones tested,
suggesting that grp78 is important either directly or indirectly for the assembly of
infectious virus and can not be substituted by any other chaperone.

It has been previously reported that grp78 interacts with VP7 and VP4, but not
with NSP4 (65). In contrast, in this work we found that in grp78-silenced cells the
electrophoretic mobility of VP7 was not affected in pulse-chase experiments, while the

mobility of NSP4 was retarded until 30 min of chase, time after which it reached the
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same mobility of NSP4 from control cells. This is the first report, as far as we know, in
which the absence of grp78 affects the oligosaccharide trimming of a protein. The delay
in processing the NSP4 oligosaccharide chains could be the result of a deficient folding
of the protein, which hampers the action of glucosidases, as has been reported for the
influenza hemagglutinin (37). This deficient folding could be the consequence of the
lack of a direct interaction (not described so far) between grp78 and the viral protein or,
alternatively, of a general altered quality control of the ER caused by the deficiency of
this chaperone (12, 20, 22).

When TLPs assembled in grp78-deficient cells were compared to TLPs produced
in control cells, they were found to have an altered susceptibility to EGTA and heat
treatments; to bind less efficiently to MA104 cells; to have a lower specific infectivity
and; to be less efficiently immunoprecipitated by MAb M60. All these observations
suggest that grp78 is involved in the quality control of TLPs assembly. These results
also suggest that although the carbohydrate processing and formation of disulfide bonds
of VP7 do not seem to be affected in the absence of grp78, this chaperone is probably
required for the correct assembly of VP7 into the viral particles.

VP4 is known to be the virus attachment protein. Thus, the deficient binding of
TLPs assembled in grp78-silenced cells could result from a misfolded VP4, since this
protein has been reported to interact with grp78 (65), or from an altered conformation of

VP4 influenced by its interaction with an incorrectly assembled VP7 (34).

Calnexin and calreticulin
In cells with reduced levels of calnexin the carbohydrate trimming of VP7 does
not seem to be affected, although its oxidative folding was impaired, similar to what was

observed for influenza virus (42). A direct interaction between VP7 and calnexin has not
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been reported, although it could exist and might have not been detected if it were short-
lived and/or weak. Alternatively, the ER quality control dependent on the calnexin-
calreticulin cycle could be affected, reducing the efficiency of PDI to establish the
disulfide bridges of the protein. An affected ER quality control would also be consistent
with the fact that TLPs from calnexin-silenced cells have a decreased specific
infectivity; have an altered stability to EGTA and heat treatments and; have a
diminished reactivity with MAb M60, which was also observed for the VP7 released by
EGTA from these particles.

It has been reported that calnexin interacts with the virus nonstructural protein
NSP4 (38), and in this work the trimming of NSP4 was found to be accelerated in
calnexin-deficient cells. However, the fact that castanospermine (a drug that inhibits the
activity of glucosidase | and Il) prevents the generation of the monoglucosylated form
of the NSP4 glycans and the interaction of the protein with calnexin, while having a
limited effect on virus infectivity, has led others to conclude that glucose trimming and
calnexin interaction with NSP4 are not critical for virus infectivity (38). The marginal
effect observed for castanospermine on virus infectivity could be explained by the fact
that calnexin is known to interact with some proteins in a manner independent of
monoglucosylated N-linked oligosaccharides (4, 11, 50, 63, 64). Thus, untrimmed NSP4
produced in the presence of this drug could still be bound by calnexin with a weak
interaction and for a short period of time, as has been shown for the hepatitis C virus
glycoproteins (5).

When the level of calreticulin was decreased, the infectivity of the viral progeny
also decreased as compared to control virus. However, in contrast to the delayed
formation of disulfide bonds observed in calnexin-deficient cells, in reduced levels of

calreticulin the folding of VP7 was found to be accelerated, as has also been reported for
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the maturation of the influenza hemagglutinin and the p62/E1 proteins of Semliki Forest
virus, as well as for cellular proteins (42). The accelerated folding of VP7 may result
from the decreased level of quality control in the ER in the absence of calreticulin.
These altered conditions would seem to have an impact not on the proper folding of
VP7, as judged by the efficient immunoprecipitation of this protein by MAb M60, but

rather in the correct assembly of this protein into virus particles.

PDI and ERp57

The correct formation of disulfide bonds catalyzed by members of the PDI
family is frequently the limiting reaction for the proper folding of proteins in the ER
(19, 53). In this work, PDI was found to be responsible for formation and/or
rearrangement of the disulfide bonds in VP7 that have been proposed to occur
posttranslationally (40), while ERp57 does not seem to be involved. In PDI-silenced
cells only about 50% of the synthesized VP7 molecules were folded correctly, as judged
by their interaction with MAb M60 (Fig. 7), what is comparable to the level of silencing
of the PDI expression (Fig. 2). Thus, it would seem that this folding enzyme is limiting,
and critical for the formation of the disulfide bonds present in VP7. The marginal 30%
reduction in infectivity of TLPs assembled in PDI-deficient cells suggests that not all
VP7 molecules assembled into viral particles need to have disulfide bonds for the virus
to be infectious. The fact that the disulfide bridges of VP7 are correctly formed in
grp78-deficient cells indicate that even though grp78 and PDI have been reported to
function in the same ER folding system, the interaction of grp78 with VP7 is not

necessary for the formation of its disulfide bonds by PDI.
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ER molecular chaperones and rotavirus morphogenesis

It has been shown that VP7 assembles efficiently and functionally into DLPs in
vitro, with no requirement for chaperones, while the assembly of VP4 is relatively
inefficient, although sufficient to produce infectious virus. The order of addition of the
two proteins was critical to reconstitute infectious virus particles, where VP4 needs to
be added before VP7 (61). In contrast to the low requirements for the assembly of
infectious TLPs in vitro, we found in this work that multiple chaperones and a foldase
enzyme are involved in the assembly of rotavirus TLPs in vivo. The complex pathway
of rotavirus morphogenesis in vivo might reflect the need for an optimized and ordered
assembly process of VP4 and VP7 into DLPs. If in vivo the assembly of the surface
viral proteins needs to follow the same order found in vitro, sequestration of VP7 into
the ER would allow the initial incorporation of the virus spike protein VP4 into DLPs,
what is thought to occur in the cytoplasm (13), followed by the assembly of VP7 in the
lumen of the ER.

Members of the two folding systems proposed to function in the ER (19,33)
appear to be required for the assembly of rotavirus TLPs. These observations are in
agreement with previous findings that indicate that the calnexin-calreticulin and grp78
chaperone systems may act sequentially on protein targets (3, 43, 44). This is not
surprising in the case of rotavirus, given the complex steps of virus assembly that take
place in the lumen of the ER, involving at least three viral proteins (NSP4, VP7, and
VVP4). Further experiments are needed, however, to determine the direct interactions that
exist between chaperones and viral proteins.

Given the complexity of the steps of rotavirus morphogenesis that occur in the ER,
characterization of the assembly of infectious rotavirus represents a challenging, but

valuable model to increase our knowledge on the organization and operation of the
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complex network of chaperones and enzymes involved in maintaining the quality

control of this organelle and the cellular homeostasis.
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Figure Legends
Figure 1. The luminal molecular chaperones change their distribution in rotavirus
infected cells. A) MA104 cells grown in 10 mm coverslips were infected or mock-
infected with rotavirus strain RRV at an MOI of 3, fixed at 8 hpi, and stained with the
following antibodies: rat MAb to grp94; mouse MADbs to calnexin (Cnx), calreticulin
(Crt), or PDI; rabbit hyperimmune sera to NSP4 (C-239), NSP5 (C6); and MAb M60 to
VP7, followed by the corresponding secondary antibodies: goat anti-rat coupled to
alexa-488; goat anti-mouse IgG coupled to alexa-568; or goat anti-rabbit IgG coupled to
alexa-488. B) Cells were grown as described above, infected with RRV at an MOI of 3,
and then fixed at different times post-infection (4 h, 6 h, and 8 h) and stained with a
MADb to PDI, and rabbit hyperimmune sera to NSP4 or NSP5 as primary antibodies,
followed by the secondary antibodies goat anti-mouse 1gG coupled to alexa-488, and

goat anti-rabbit 1gG coupled to alexa-568.

Figure 2. siRNAs directed to molecular chaperones decrease the amount of the
cognate cellular mRNA and protein. MA104 cells were transfected with sSiRNAs
(Cnx, calnexin; Crt, calreticuline) to the various chaperones as described under
Materials and Methods, and the cells were harvested 72 h post-transfection. A) The
proteins were resolved by SDS-10% PAGE, transferred to nitrocellulose membrane and
stained with the indicated chaperone antibodies and with an antibody to vimentin. The
levels of protein were determined by densitometric analysis of the corresponding bands,
and were normalized with the band corresponding to vimentin (the lower band in each
panel), which was used as a loading control. Numbers indicate the fold increase or
decrease of protein, as related to the value obtained for cells transfected with the

irrelevant siRNA control (Irr), which was taken as 1, after normalization with vimentin.
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Only the values with a statistically significant difference of P<0.01 are shown. The
arithmetic means and standard deviation for at least six independent experiments are
shown. B) Total RNA was extracted with Trizol, and the levels of chaperone mRNAs
were determined by real-time PCR as indicated under Materials and Methods. The
results are expressed as fold-increase or decrease with respect to the value obtained in
the cells transfected with the irrelevant, control siRNA, which was taken as 1. The
arithmetic means and standard deviation for at least three independent experiments are
shown. The values with a statistically significant difference of P<0.05 are shown in

bold.

Figure 3. The yield of rotavirus progeny decreases when grp78, PDI, calnexin, and
calreticulin are knocked down. MA104 cells were transfected with the indicated
siRNA (Cnx, calnexin; Crt, calreticuline) and 72h post-transfection the cells were
infected with rotavirus RRV at an MOI of 3. Twelve hpi the cells were harvested, and
the infectious progeny virus produced was determined by an immunoperoxidase assay
as described in Materials and Methods. The virus yield is expressed as percentage of the
yield obtained from cells transfected with the irrelevant siRNA. One-hundred percent
infection equals 3.1X10" ffu/ml. The reductions of infectivity showing a statistically
significant difference of P<0.01(**) or P<0.05(*) are indicated. The arithmetic means

and standard deviation for seven independent experiments are shown.

Figure 4. Silencing the expression of calnexin and grp78 decreases the specific
infectivity of rotavirus TLPs. Cells were transfected with the indicated siRNA (lrr,
irrelevant; Cnx, calnexin), and 72 h post-transfection the cells were infected with RRV

at an MOI of 3. At 5 hours post-infection the cells were starved for 1 h in methionine-
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free medium and then metabolically labeled with 50 uCi/ml of Easy-tag Express [*°S]
for 6 h. The viral particles were purified by isopycnic centrifugation in CsCl gradients
as described in Materials and Methods. A) The amount of [*°S] incorporated into virus
particles (cpm) was determined by liquid scintillation counting of TCA-preciptable
counts. Data are expressed as the percentage of either DLPs or TLPs obtained in cells
transfected with SIRNASs to grp94, grp78, or calnexin, as compared to the corresponding
particles (DLPs or TLPs) purified from cells transfected with the control, irrelevant
siRNA. The relative proportions of DLPs vs. TLPs are also shown for the particles
obtained from cells transfected with each of the SiRNAs employed. B) Specific
infectivity of the purified viral particles. The infectivity of the TLPs isolated from cells
in which the chaperones were knocked down was titrated by an immunoperoxidase
assay, and the focus forming units (ffu’s/ml) obtained from this assay were divided by
the amount of [**S] (cpm/ml) obtained from the respective purified TLP preparation.
The specific infectivity (ffu/cpm) of the viruses is expressed in relative units as
compared to that of TLPs obtained from cells transfected with the siRNA control. C)
Monolayers of MA104 cells were incubated with different dilutions of purified TLPs for
1 hat 4 °C. The cells were then washed with ice-cold PBS and harvested as described in
Materials and Methods. The virus bound to cells was determined by an ELISA. Data are
expressed as the percentage of virus bound to the cells with respect to virus obtained
from control cells. The arithmetic means and standard deviation for at least three (panels
B and C) or four (panel A) independent experiments are shown. The values showing a

statistically significant difference of P<0.01(**) or P<0.05(*) are indicated.

Figure 5. RRV TLPs assembled in cells with reduced amounts of grp78 and

calnexin have altered susceptibilities to EGTA and temperature treatments. A)

116



Purified TLPs were incubated at 37°C for 10 min with the indicated concentrations of
EGTA. After a 10-fold dilution in MEM, the viruses were absorbed to cells for 1 h at 37
°C. The infection was allowed to proceed for 14 h at 37 °C and the infectious virus foci
were detected by an immunoperoxidase assay as described in Material and Methods.
Data are expressed as percentage of the infectivity obtained with mock-treated virus. B)
Purified particles were incubated for the indicated times at 45°C. The virus was then
absorbed to cells for 1 h at 37°C, and the infection left to proceed as described above.
Data are expressed as percentage of the virus infectivity obtained when the virus was
pre-incubated for 15 min at 37°C as a control. The arithmetic means and standard
deviations for three independent experiments performed in duplicate are shown. The
values showing a statistically significant difference of P<0.01(**) or P<0.05(*) are

indicated. SIRNAs: Irr, irrelevant; Cnx, calnexin.

Figure 6. Calnexin and grp78 participate in the folding of viral glycoproteins. Cells
were transfected with the indicated siRNAs (lIrr, irrelevant; 78, grp78; 94, grp94; Cnx,
calnexin), and 72 h later were infected with RRV at an MOI of 3. At 7 hpi the cells were
starved for 1 h in methionine-free medium and then metabolically labeled with a pulse
of 5 min of *S-methionine (150 uCi/ml). After the pulse, the cells were chased with
Eagle’s MEM supplemented with 1 mM cyclohexymide, and 10 mM methionine, for the
indicated times. At the end of chase the cells were incubated for 2 min with ice-cold
PBS containing 40 mM NEM, and the cells were harvested in lysis buffer. A
representative gel of at least four independent experiments is shown in panels A and B.
A) Cell lysates were immunoprecipitated either with MAb M60 to VP7 or with
polyclonal antibody C-239 to NSP4, and the samples were resolved by SDS-12.5%

PAGE and detected by autoradiography. The immunoprecipitated proteins were
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detected by autoradiography as described in Materials and Methods. B) Total cell
lysates were mixed with sample buffer, boiled, and resolved by SDS-10% PAGE and
detected by autoradiography. The lower panel shows the VP7 protein
immunoprecipitated with MAb M60 from these samples, as described above. C)
Relative amount of total and immunoprecipitated VP7, as determined by densitometry
of the autoradiography shown in panel B. The percentage of immunoprecipitated VP7 is
normalized for the amount of total protein contained in each sample. The arithmetic

means and standard deviations of four independent experiments are shown.

Figure 7. PDI participates in the folding of VP7. Cells were transfected with the
indicated SiRNAs (Irr, irrelevant; 57, ERp57; Crt, calreticulin), and 72 h later were
infected with RRV at an MOI of 3. The cells were then metabolically labeled for 5 min
and chased as described in the legend for Figure 6. A representative gel of at least four
independent experiments is shown. A) Cell lysates were immunoprecipitated with MAD
M60 to VP7, and the samples resolved by SDS-12.5% PAGE and detected by
autoradiography. B) Relative amount of immunoprecipitated VVP7, as determined by
densitometry of the autoradiography shown in panel A. The percentage of
immunoprecipitated VP7 in chaperone-deficient cells is normalized to the amount of
VP7 immunoprecipitated from cells transfected with the irrelevant siRNA. The
arithmetic means and standard deviations of four independent experiments are shown.

The values showing a statistically significant difference of P<0.05(*) are indicated.

Figure 8. The VP7 protein incorporated into TLPs produced in chaperone-silenced

cells has an altered immunoreactivity. TLPs produced in cells transfected with the

indicated siRNAs (lIrr, irrelevant; Cnx, calnexin; Crt; calreticulin) were metabolically
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labeled and purified by CsCl density centrifugation as described in Materials and
Methods. Purified TLPs, treated or not with EGTA 3 mM for 15 min at 37°C, were
immunoprecipitated with MAb M60 to VP7. The immunoprecipitated proteins were
resolved by SDS-11% PAGE and detected by autoradiography. Non-
immunoprecipitated total (Tot) TLPs, and TLPs immunoprecipitated before (ipp-EGTA)
or after (ipp+EGTA) treatment with EGTA are indicated. The amount of TLPs loaded in
the gel after immunoprecipitation was four times larger than that of non-
immunoprecipitated TLPs. The relative amounts of VP7 and VP6 were determined by
densitometry, and normalized to the corresponding VP6 o VVP7 proteins present in total
non-immunoprecipitated TLPs (lanes labeled as Tot). These results are shown in the
two lower panels. The arithmetic means and standard deviations for four independent
experiments are shown. The values showing a statistically significant difference of

P<0.001(**) or P<0.01(*) are indicated.
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TABLE 1. Sequences and nucleotide positions for the sSiRNAs employed in this work

RNAI Concentration Nucleotide Sense sequence Relative
(pmol/ml) positions inhibition®
grp94-1 600 119-139 AAGGAUCAAGGACGGAUGAUG  ++
grp94-2~ 300 236-256  AAGCCGAAGUUAACAGAAUGA  +++
grp78-1 300 352-372  AAGGUGGUUGAAAAGAAAACU  ++
grp78-2" 300 460-480  AAAGAAACCGCUGAGGCUUAU  +++
grp78-3 300 652-672 AAGAACAUCCUGGUGUUUGAC -
grp78-4 150 310-330 AAUGACCCGUCUGUGCAGCAG +
Cnx-1" 600 169-189  AAGGUUACUUACAAAGCUCCA  +++
Cnx-2 600 119-139 AAGAGGUAGAAGACUCAAAAC -
PDIb 600 AACAACUUUGAAGGGGAGGUC  +++
GFPP 300 AACUUACCCUGAAGUUCAUCU -

*Relative inhibition of the level of protein compared to cells transfected with an
irrelevant (GFP) siRNA. +++, > 70%); ++, 50%); +, < 25%; -, no effect.

“Most effective SiIRNAs used throughout this work.

*The siRNA sequences to PDI and GFP have been previously reported (32, 59). For

calreticulin and ERp57, siGenome Smartpools from Dharmacon were used.
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TABLE 2. Sequence for primers used for real time PCR

Gene Forward primer Reverse primer

grp94 TCCGCCTTCCTTGTAGCAGATA TTGTCGTTCCCCGTCCTAGA
grp78 ACCGCTGAGGCTTATTTGGG TGCCGTAGGCTCGTTGATG
Cnx TCCTTGAAGCAAATGTGTGG ACTGTCAACGGAGGGTGAAG
PDI CCGAAGATTTTTGGAGGTGA TGCTCAGTTTGCCGTCATAG
Crt CGAGGACTGGGATGAAGAGA AATCTGGGTTGTCGATCTGC
ERp57 CTGTAAGAACCTGGAGCCCAAGT TCATTGGCTGTGGCATCCAT
GAPDH  ACCTGACCTGCCGTCTAGAAA CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT
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ANEXO 11
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RESULTADOS ADICIONALES

Nivel del mRNA y proteina de las chaperonas moleculares durante la infeccion con rotavirus
Para evaluar el nivel del mMRNA de las chaperonas moleculares durante la infeccion con
rotavirus se utilizé la técnica de PCR en tiempo real. Para estandarizar esta técnica, inicialmente se
hicieron experimentos para demostrar que las muestras no estuvieran contaminadas por DNA, que
los primers fueran especificos (curvas de disociacion) e hicimos curvas de rango dinamico con
diferentes concentraciones de RNA, para medir la eficiencia de amplificacion de cada primer (datos
no mostrados). Una vez estandarizada la técnica, los niveles de expresion de RNA mensajero de
Grp78, hsc70 y hsp70 se detectaron, partiendo de RNA total extraido de células MA104 infectadas
con RRV a diferentes multiplicidades de infeccion (0.65, 1.25, 2.5, 5, 10 y 20) (Figura 25).
Encontramos que conforme aumenta la multiplicidad de infeccion, también aumento la expresion
del mensajero de Grp78 y hsp70 y no asi para hsc70 que se mantuvo constante. De aqui que en
todos los experimentos posteriores utilizamos una MOI de 10, que nos permitié detectar un efecto

claramente diferenciable.

Expresion del mensajero

Veces con respecto al

‘Dgrp78 BEhsc70 Bhsp70 ‘

Figura 25. Expresion de los mensajeros de Grp78, hsc70 y
hsp70 al infectar con RRV a las MOI indicadas.

Posteriormente se detectaron los niveles de mRNA de Grp78, Grp94, hsp70, hsc70, PDI y
Calnexina en células MA104 infectadas con RRV a una MOI de 10 y cosechadas a diferentes
tiempos post-infeccion (0, 1, 3, 6, 9 y 12 h), ademas en este experimento se incluyeron células
sometidas a choque térmico a 47°C por 20 min como control positivo y como control negativo
células infectadas con reovirus cosechadas a las 9 hpi. Cabe sefialar que el control tiene el valor
arbitrario de 1y corresponde a células que fueron expuestas a un lisado celular sin virus (Tabla 5).

La expresion del mensajero de Grp78 aumenta desde la primera hpi y tiene un aumento
hasta de 28 veces con respecto al control a las 9 hpi y disminuye hasta 21 veces a las 12 hpi, por
otro lado, con los controles de reovirus y choque térmico no hubo un aumento significativo del
mensajero. El mensajero de Grp94 aumenta desde la absorcidn del virus es decir a las 0 h y tiene un

aumento maximo a las 12 hpi de 6.6 veces con respecto al control, ademas, cuando se infectd con
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reovirus también se aumenta la expresion de este mensajero hasta 3.2 veces con respecto al control
y con choque térmico no hubo un aumento significativo. EI mensajero de hsp70 aumenta desde la
primera hpi y alcanza un maximo de 127 veces a las 12 hpi con respecto al control, el choque
térmico también caus6 un aumento importante siendo de 123 veces con respecto al control. Por otro
lado, observamos que el mensajero de hsc70 se mantuvo constante en todos los casos. Los
mensajeros de PDI y Calnexina no aumentaron significativamente con la infeccion y los aumentos

méaximos fueron del orden de 2 veces y de 1.57 veces respectivamente a la primera hpi.

(@) Tratamiento Veces de aumento del RNAmensajero con respecto al
control

Horas post-infeccion Grp78 | Grp94 | hsp70 | hsc70 | PDI | Calnexina
0 0.63 1.56 0.61 1.10 | 0.976 0.97
1 1.85 3.10 1.73 1.43 2.01 1.57
3 2.99 1.87 2.99 1.19 1.56 1.30
6 12.29 3.50 23.73 1.31 1.47 1.08
9 28.15 6.40 68.81 1.90 1.22 1.40
12 21.86 6.60 126.99 1.45 1.48 1.7

Reovirus 1.79 3.23 4.10 1.59
Choque térmico 2.46 1.92 135.11 2.20

Tabla 5. Nivel de los mensajeros de Grp78, grp94, hsc70, hsp70, PDI y
Calnexina a distintos tiempos post-infeccion (0, 1, 3, 6, 9y 12 h) con RRV a una
MOI de 10.

Posteriormente, hicimos inmunodeteccion con membrana, de células tratadas de igual
manera que en el caso anterior con la finalidad de detectar el nivel de proteina acumulada a
diferentes tiempos post-infeccion (Tabla 6). Cabe sefialar que la cantidad de proteina cargada para
cada muestra en los geles fue previamente normalizada haciendo un SDS-PAGE tifiendolo con
coomassie y cuantificando algunas bandas al azar por densitometria para ajustar la cantidad de

proteina total.

Tratamiento Nivel de Proteina
horas post- GRP78 GRP94 HSP70 | HSC70 PDI Calnexina
infeccion
Control 1 1 1 1 1 1
0 horas 1.35 2.7 1.02 0.94 1.6 1.22
1 hora 1.29 2.52 1.06 1 2.38 4.75
3 horas 2.03 1.79 1.1 1 3.14 12.61
6 horas 1.43 3 0.75 1 4.59 48.61
9 horas 3.19 2.57 0.74 0.93 25.92 61
12 horas 2.8 1.82 0.88 0.67 87.62 216
Reovirus 1.3 1.92 0.9 1.1
Heat shock 1.2 2.2 3.1 1.29
Tabla 6. Nivel de proteina. Los valores se obtuvieron midiendo la intensidad
de las bandas de los inmunoblots y normalizando con respecto al control
interno de carga (vimentina).

Observamos que el nivel de Grp78 aumenta desde la hora de absorcion del virus y tiene un

pico a las 9 horas post-infeccion en donde hay 3.19 veces mas proteina con respecto al control, no
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asi para las células que fueron sometidas a choque térmico y las infectadas con reovirus. En el caso
de Grp94, ésta tiene un aumento desde la hora de absorcion y un maximo de 3 veces de aumento
con respecto al control a las 6 horas post-infeccion y posteriormente empieza a disminuir. Los
niveles de hsp70 se mantuvieron mas o menos iguales en los diferentes tiempos post-infeccion,
excepto en donde se dio el tratamiento de choque térmico. Los niveles de las proteinas PDI y
Calnexina aumentaron significativamente con la infeccién, teniendo un pico maximo a las12 hpi de
87 y 216 veces respectivamente. ElI aumento en el nivel de las proteinas Grp78, Grp94 y hsp70 no
fue tan alto como el aumento del MRNA, por lo que pensamos que el RNA de estos genes no se esta
traduciendo eficientemente en condiciones de infeccion. Se sabe que durante la infeccién viral, la
proteina no estructural de rotavirus NSP3 compite con la proteina de union a poli A (PABP) por el
factor de inicio de la traduccion celular elF4G (Piron et al. 1998), de tal manera que la sintesis de
proteinas celulares se ve abatida con la infeccion. Para descartar esta posibilidad decidimos silenciar
la expresion de NSP3 utilizando un siRNA probado en el laboratorio (Montero et al. 2006b) y las
células se cosecharon 9 hpi, y se detectaron los niveles de mMRNA y proteina para cada una de las

chaperonas moleculares (Tabla 7).

Tratamiento Nivel de proteina Nivel de mensajero
SiRNA Virus GRP78 | GRP94 | HSP70 | HSC70 | Grp78 | grp94 | hsp70 | hsc70
- - 1 1 1 1 1 1 1 1
Irrelevante - 0.72 1.02 1.04 0.93 9.62 3.6 1.74 1.47
NSP3 - 1.14 0.95 0.98 0.77 14.55 19.2 3.42 2.06
- + 0.68 0.83 0.83 0.82 141.69 29.99 | 64.59 1.8
Irrelevante + 0.38 0.74 0.9 0.75 35.58 7.7 83.67 | 1.03
NSP3 + 1.1 0.88 089 0.79 1128.35 | 106.89 | 80.82 | 2.08

Tabla 7. Niveles de proteina y mensajero de Grp78, grp94, hsp70 y hsc70, de células
interferidas con NSP3, utilizando como control células tratadas con lipofectamina y células tratadas
con un interferente irrelevante. Se muestran nromedios de 3 experimentos.

Como podemos observar en la tabla, no detectamos un aumento en el nivel de proteina en
ninguno de los casos cuando se silencié NSP3, ademas los niveles de mensajero de Grp78, Grp94 y
hsp70 se dispararon mucho mas con el interferente de NSP3, lo que parece ser una respuesta a
estrés provocada por este interferente, excepto para hsc70 en donde los niveles de mensajero se
mantienen constantes. Con estos datos podemos concluir que no es NSP3 la proteina responsable de
que no se induzca el nivel de proteina de hsp70, a pesar que el nivel de mensajero de este gen
aumento significativamente. Podemos decir también que el nivel de mensajero y proteina de Grp94
y Grp78 aumentaron con la infeccion con rotavirus, mientras que los niveles de mensajero y
proteina de hsc70 permanecieron constantes en todos los tiempos post-infeccion. Los niveles de
mensajero de calnexina y PDI no aumentaron significativamente con la infeccion, sin embargo los

aumentos en el nivel de proteina fueron notorios.
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Por otro lado, se detectaron también los niveles de expresion de RNA mensajero y de
proteina de las mismas proteinas de choque térmico en la linea celular Caco 2 (carcinoma de célon
humano), que también es utilizada como modelo para estudiar a rotavirus, estas células son
polarizadas por lo que se acercan méas al modelo in vivo de la forma en que estan organizados los
enterocitos a los que infecta rotavirus. Al igual que con MA104 se extrajo el RNA total de células
Caco2 que fueron infectadas con RRV a una MOI de 10 y fueron cosechadas a diferentes tiempos
post-infeccion. En este caso fueron mas largos los tiempos, ya que en estas células el ciclo

replicativo del virus toma més tiempo (Tabla 8).

(@) Tratamiento | Veces de aumento del RNAmensajero
o con respecto al células no infectadas
Horas post-infeccion Grp78 grp94 hsp70 hsc70
Control 1 1 1 1

3 4.06 1.94 1.21 1.49

6 5.42 1.47 1.68 1.76

12 3.75 4.33 2.13 1.19

24 16.75 2.13 28.31 2.17

48 217.01 0.25 36.23 2.8

Tabla 8. Nivel de mensajero de Grp78, grp94, hsc70 y hsp70 en
células CaCo2 a distintos tiempos post-infeccion, medidos mediante
PCR en tiempo real.

Como podemos apreciar en la tabla, la expresion del mensajero de Grp78 incremento
paulatinamente conforme paso el tiempo post-infeccion, hasta que llego a 48 hpi con un incremento
de 217 veces con respecto al control. Los niveles de RNA mensajero de Grp94 tuvieron un pico a
las 12 hpi con 4.33 veces de aumento con respecto al control y después disminuyo
considerablemente por debajo que los niveles basales. EI mensajero de hsp70 también se incrementa
con la infeccion teniendo un pico a las 48 hpi y hsc70 se mantiene mas o menos constante durante
la infeccion.

Por otro lado, también se hicieron western blots para analizar los niveles de las proteinas de
estrés en células Caco2 (Tabla 9). Encontramos que el nivel de proteina de Grp78 aumento,
teniendo un maximo de 1.34 veces con respecto al control a las 3 hpi, posteriormente disminuy0
gradualmente. En el caso de Grp94 no hubo un aumento significativo y sus niveles se mantuvieron
méas 0 menos constantes. Los niveles de proteina de hsp70 tuvieron un aumento maximo a las 24
hpi. La proteina hsc70 tuvo un decremento gradual conforme aumento el tiempo de infeccion, lo
cual no paso en células MA104 en las que los niveles de esta proteina se mantuvieron constantes.

En resumen, encontramos que los mensajeros de las chaperonas moleculares evaluadas
(Grp78, Grp94, hsp70, PDI y calnexina), aumentaron con la infeccion con rotavirus en las lineas
celulares MA104 y Caco2.
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Tratamiento Niveles de proteina

horas post-infeccion | GRP78 | GRP94 | HSP70 | HSC70
Control 1 1 1 1
3 horas 1.34 1.03 1.26 0.7
6 horas 1.23 0.94 1.42 0.61
12 horas 1.14 1.06 1.36 0.62
24 horas 1.07 0.87 1.54 0.62
48 horas 0.7 0.62 1.38 0.57

Tabla 9. Datos de los niveles de proteina de cada una
de las chaperonas ya normalizados. Se muestra el
promedio de 3 experimentos.

Sin embargo no sabiamos si para que los niveles de estos mensajeros fueran inducidos era
necesario que los virus fueran transcripcionalmente activos y que se desencadenara todo el ciclo
replicativo o solamente el virus tenia que unirse a las células y entrar para que esta respuesta se
diera. Para probar esto inactivamos la infectividad del virus utilizando psoralen, que es un reactivo
que cuando se expone a luz ultravioleta se intercala con la doble cadena del virus impidiendo que el
genoma viral pueda replicarse. Posteriormente infectamos monocapas de células MA104 con estos
virus inactivados y con virus no tratados, y cosechamos a las células a las 9 hpi, para posteriormente
extraer el RNA total y cuantificar por PCR en tiempo real el nivel de cada uno de los mensajeros

estudiados (Figura 26).
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Figura 26. Expresion de los mensajeros de grp78, grp94,
hsc70, hsp70, PDI y Calnexina, al infectar con virus
activados (no tratados) e inactivados (tratados con psoralen).
El control corresponde a los niveles de expresion de estas
chaperonas en células sin infectar

Como podemos observar, en todos los casos en los que utilizamos virus inactivado con
psoralen, detectamos un nivel mas bajo de mRNA al compararlo con los niveles a los que se
inducen los mensajeros al infectarlos con virus no tratados. De estos resultados concluimos que es

necesario que el virus sea transcripcionalmente activo para que aumente el nivel de mensajero de
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las chaperonas moleculares, por lo que el mecanismo que activa a la transcripcion de estos genes
celulares debe de responder o a la replicacion o a la sintesis de proteinas virales.
La infeccion con rotavirus activa y modula una UPR

Se ha reportado que varios virus como reovirus y coronavirus pueden inducir una respuesta
a estrés en el RE (UPR) y ademas modularla (Chan et al. 2006; Smith et al. 2006). Por los
resultados que habiamos obtenido, pensamos que era probable que la infeccion por rotavirus
desencadenara una UPR. Para evaluar esta posibilidad, decidimos detectar la induccion de algunos
genes de estrés, y observar si se estaban activando con la infeccion por rotavirus. Lo primero que
hicimos fue una cinética de infeccion con RRV a una MOI de 5 y detectamos la activacion de Irel
midiendo el procesamiento de Xbpl en condiciones con y sin infeccion (Figura 27). Para esto se
mandé a sintetizar un par de oligos para amplificar el mensajero de Xbpl (Shang and Lehrman
2004), los cuales detectaron la forma no procesada (424 pb) y la forma procesada (398 pb) de este
RNA, entre estas dos formas hay 26 pb de diferencia por un intron. Si el intron es procesado

entonces quiere decir que el efector Irel esta activado.
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Figura 27. La infeccion con rotavirus induce el procesamiento de Xbpl. Las células fueron
infectadas o tratadas con tapsigargina, y mantenidas en medio con suero durante la infeccion,
posteriormente se lisaron con Trizol a los tiempos que se indica. Se extrajo el RNA y se realiz6 la
transcripcion reversa, posteriormente se hizo el PCR coamplificando con oligos especificos para
Xbply para gapdh. Los productos se resolvieron en un gel de acrilamida 3%.

Como podemos observar en la figura anterior, en las células no infectadas no se observa el
procesamiento de Xbpl, a diferencia de cuando las células fueron tratadas con 2uM de
Tapsigargina durante 2 h como control positivo. Mientras que la infeccidn con rotavirus induce el
procesamiento de Xbpl desde las 3 hpi. Estos resultados confirman que hay un procesamiento de
Xbply por lo tanto una activacion de Irel al infectar con rotavirus.

Por otro lado, para detectar la activacion de los otros dos efectores de la UPR, ATF6 y
PERK, lo que hicimos fue una cinética de infeccion, en la cual infectamos con RRV a una MOI de
5 durante 0, 1, 3, 6, 9 y 12 h y amplificamos los genes de estrés CHOP, GADD34, EDEM y p58.
(Figura 28)
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Encontramos que el nivel de mMRNA de EDEM, Grp94 y p58 no aumento con la infeccion.
Sin embargo vemos que el nivel de mMRNA de CHOP, GADD34 y Grp78 aumentd desde las 6 hpi,
teniendo un incremento importante a las 9 y 12 hpi. Estos genes son inducidos por factores
transcripcionales que se sintetizan al ser activados los diferentes efectores de UPR, como se muestra

en el siguiente esquema.
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Figura 28. La infeccion con rotavirus provoca el aumento en el nivel del RNA mensajero de CHOP,
GADD34 y Grp78. Nivel de RNA mensajero de EDEM, grp94, p58, GADD34, Grp78 y CHOP
cuantificado por PCR en tiempo real a diferentes tiempos de infeccion. Observamos también el control
positivo tratando con tapsigargina (TSG) 400 nM por 2 horas.

Estos resultados sugieren que la via de PERK posiblemente esté activada, ya que detectamos
la induccion de CHOP. Por otro lado, es muy probable que la via de Irel esté activada, ya que
ademas de detectar el procesamiento de Xbpl observamos la induccion de Grp78, sin embargo no
detectamos la induccion del gen EDEM inducido por esté via. Por lo que es probable que el virus

esté modulando la expresién de estos genes y dado que EDEM es una proteina que tiene que ver

137



con degradacion de proteinas en RE, tal vez no sea favorable para el virus que esta proteina se
induzca en la infeccion. La via de ATF6 también parece estarse activando con la infeccion, ya que
Grp78 y CHOP se inducen, sin embargo el virus podria también estar modulando a los genes de
esta via como a p58 debido a que no se esta induciendo la expresion de este mensajero.

Es importante mencionar que aun hacen falta experimentos para determinar si las proteinas
de estrés se estan traduciendo en células infectadas, qué proteinas virales estan induciendo y
modulando esta respuesta a estrés, asi como determinar en qué le puede ser util al virus inducir o

modular esta respuesta.

Efecto del silenciamiento de las chaperonas sobre la respuesta a estrés de la célula

Para estudiar si el silenciamiento de las chaperonas afectaba la UPR, evaluamos algunos
genes que se inducen al activarse las proteinas efectoras de la via de UPR. Para esto detectamos la
activacion de Irel, midiendo el procesamiento de Xbpl en células transfectadas con los siRNAs
(Figura 29).
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Figura 29. Procesamiento de Xbpl al interferir a las chaperonas moleculares. Los mensajeros
presentes en las células fueron silenciados con cada uno de los interferentes mencionados, a las 72
horas después de la transfeccién se cosecharon con Trizol, se extrajo el RNA total y se hizo el RT-
PCR, los productos se resolvieron en un gel de poliacrilamida 10%. Se muestra una imagen
representativa de al menos 3 experimentos. XBP" — no procesado. XBP® — procesado. Debajo de las
bandas se muestra la densitometria de XBP" /XBP® las diferencias entre las muestras no fueron
significativas con una P<0.05.

En condiciones control, encontramos que el RNA de Xbpl no esta procesado, al tratar a las
células 2 horas con 2uM de Tapsigargina que es un inductor de UPR, notamos la disminucion en el
tamafo del producto, ya que se da el procesamiento de 26 nucleétidos en el RNA. Cuando
silenciamos a las chaperonas moleculares observamos una pequefia cantidad de RNA mensajero de
Xbp1l procesado. Al silenciar el gen de Grp78, hubo una mayor cantidad de Xbpl procesado, sin
embargo esto fue efecto de la cantidad del producto de amplificacion que cargamos en el gel, por
los datos de la densitometria que se observan en la figura 29. Por lo que podemos concluir que al
silenciar a las chaperonas moleculares de RE la via de Irel no se activo.

Por otro lado, los efectores PERK y ATF6 podrian haberse activado en ausencia de Grp78.
La cinasa PERK se encarga de fosforilar al factor de inicio de la traduccion elF2a y de esta manera

se inhibe la traduccion de la mayoria de las proteinas celulares. Por lo que decidimos probar si en
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células en donde silenciamos a las chaperonas moleculares, se afectaba la sintesis de proteinas
celulares detectdndola por marcaje metabolico, ademas de analizar si el factor de inicio de la

traduccion elF2a estaba fosforilado en estas condiciones (Figura 30).
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Figura 30. La traduccion de las proteinas celulares no se afecta al interferir a las chaperonas
moleculares. A) Gel de comassie utilizado como control de carga. B) Gel SDS-PAGE donde las
proteinas estan marcadas radiactivamente con [*°S] por 1 hora a las 72 horas post-transfeccion. C)
Inmunoblot para detectar el factor de inicio de la traduccion fosforilado, como control de proteina
cargada se utilizé un anticuerpo monoclonal de raton para detectar a la proteina del citoplasma hsp70.
Como control positivo se utiliz6 2 uM de tapsigargina durante 6 h. Se muestra una imagen
representativa de al menos 3 experimentos independientes.

Como podemos observar en la figura, la traduccion de las proteinas celulares no diminuyd
significativamente en las células en las que se silencio la expresion de las chaperonas moleculares y
tampoco encontramos que el factor del inicio de la traduccion elF2a estuviera fosforilado, lo que se
observa cuando las células fueron tratadas con TSG. Con estos resultados podemos concluir que la
via que induce PERK al activarse, no se induce cuando las chaperonas moleculares estan
silenciadas.

Por otro lado, sabemos que los efectores de la UPR (ATF6, Irel y PERK) promueven la
transcripcion de genes que codifican para algunas chaperonas moleculares, proteinas involucradas
en la degradacion, muerte celular, inhibicion de la traduccidn y en general proteinas encargadas de

recuperar la homeostasis celular. Por lo que decidimos detectar los niveles de mMRNA de algunos de
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estos genes para determinar si se inducian cuando silenciabamos la expresion de las chaperonas. El
nivel de estos mensajeros fue detectado mediante RT-PCR en tiempo real al silenciar a cada una de

las chaperonas moleculares (Figura 31).
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Figura 31. Nivel de RNA mensajero de los genes que responden a las diferentes vias de UPR al
silenciar a las chaperonas moleculares. EI RNA mensajero fue cuantificado mediante RT-PCR en
tiempo real a partir de células MA104 transfectadas con los siRNAs. Los resultados estan expresados
en veces de aumento o disminucidn con respecto al control que son las células sin ningln tratamiento y
tiene el valor arbitrario de 1. Se observan también los datos obtenidos al transfectar con el interferente
irrelevante y el control positivo que en este caso son células tratadas durante 6 h con 2uM de
tapsigargina

Observamos que todos los mensajeros elevan sus niveles de expresion al tratar a las células
con TSG, aungue lo hacen a diferentes niveles. Ademéas encontramos que hubo un pequefio
aumento de CHOP y de p58 al silenciar a Calreticulina y Grp78 respectivamente, sin embargo este
aumento no es significativo al compararlo con los niveles de induccion alcanzados por estos genes
al tratarlos con tapsigargina. Los genes de GADD34 y EDEM, no parecen ser inducidos en estas
condiciones.

Los resultados anteriores sugieren que al interferir Grp78 y calreticulina se induce la via de

ATF6 y no las otras vias efectoras de la UPR.

La ausencia de Grp78 ocasiona un cambio en la distribucion de proteinas celulares y
virales

Analizamos si el patron de las proteinas virales era modificado por la ausencia de Grp78 y
calnexina. Para esto, hicimos inmunofluorescencias en células transfectadas con los siRNAs, las
cuales fueron infectadas con RRV a una MOI de 3 y a las 8 hpi se fijaron y detectaron con
anticuerpos para proteinas virales de viroplasmas (NSP5 y VP6) y proteinas virales del RE (VP7 y

NSP4) (Figura 32). En estos ensayos encontramos que al transfectar células con el siRNA contra
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Grp78, se observaron claras diferencias en la distribucion de las proteinas virales, tanto de las
proteinas que estan en viroplasmas, como de las proteinas que se encuentran en RE, ya que dejan de
tener una distribucion perinuclear y parecen disgregarse por la célula formando agregados.

También al disminuir la cantidad de calnexina en las células parece haber cambios en el
patron de distribucién de las proteinas virales, sin embargo aqui las proteinas en vez de disgregarse
se ubican preferentemente muy cerca y alrededor del nucleo, esto también sucedié con todas las
proteinas virales que observamos.

Al igual que las proteinas virales sufren modificaciones en su distribucion en células en las
que Grp78 se silencio, previamente habiamos observado que también algunas proteinas celulares,
especificamente las chaperonas del RE, cambian su patron de distribucion (Figura 12). Una
posibilidad es que las proteinas estuvieran saliendo del RE y dando esa apariencia desorganizada en
la célula, la otra posibilidad es que el RE en si se estuviera desorganizando. Para saber si el RE se
estaba desorganizando al silenciar a Grp78, transfectamos a las células con los siRNAs,
posteriormente las infectamos, y a las 8 hpi las fijamos para hacer cotinciones de proteinas virales
(NSP5 y NSP4) con marcadores de RE (calnexina y calreticulina). Como podemos observar en la
figura 33, existen cambios en la distribucion de las proteinas marcadoras de RE al interferir a
Grp78, asi como cambios en la distribucion de las proteinas virales que previamente habiamos
observado (Figura 32). Por otro lado, no se ven cambios tan drasticos al interferir a calnexina. Estos
resultados sugieren que al interferir a Grp78, las chaperonas moleculares, sufren un cambio de
distribucion, lo que podria deberse a una fragmentacion del RE. Cabe mencionar que solamente se
ha observado la fragmentacién del RE cuando se trata a las células con agentes que afectan la
concentracion del calcio en este compartimiento, como lo son la tapsigargina o el ionoforo de calcio
A23187.

Una posiblidad es que en ausencia de Grp78, que es una proteina que une calcio en el RE,
los niveles de este cation en este compartimento se desestabilicen, lo cual, de como resultado una
fragmentacion del RE. Sin embargo, al interferir a otras chaperonas como Grp94, calnexina y
calreticulina, las cuales también pueden unir calcio en este compartimiento, no se observaron
cambios en el patron de distribucién de las proteinas marcadoras de RE, ni de las proteinas virales
que se evaluaron (datos no mostrados). Por lo que puede ser que el cambio de distribucion del RE
no sea un mecanismo inducido principalmente con la variacion en la concentracion de calcio, sino

mas bien a una nueva funcion de Grp78 de dar estabilidad a este compartimento.
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grp94

grp7/8

calnexin

a-NSP5

Figura 32. El patron de distribucion de las proteinas virales se afecta en ausencia de Grp78. Células transfectadas con el siRNA para silenciar a
las chaperonas moleculares, fueron infectadas a las 72 horas post-transfeccion con RRV moi de 3 y a las 8 horas post-infeccion fueron fijadas y
permeabilizadas. Observamos a las proteinas virales que se encuentran en viroplasmas (NSP5 yVP6) y glicoproteinas virales de RE (VP7 y NSP4).
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Este hallazgo abre la posibilidad de analizar esta posible nueva funcién de Grp78 para

mantener morfologicamente integro al RE, misma que no ha sido reportada en la literatura y que

seria interesante caracterizar.

siRNA control SIRNA Grp78 siRNA control SiIRNA Grp78

Calnexin

Calnexin/NSP4 -

Calnexin/NSP5 * =

Figura 33. Inmunofluorescencias de células en las que se silencid la expresion de Grp78. Las
primeras dos columnas muestran las cotinciones de NSP5 (una proteina viral que se encuentra en los
viroplasmas), con una proteina marcadora de RE (Calnexina). Las dos Gltimas columnas muestran las

cotinciones de NSP4 con Calnexina.
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Figura 33. Inmunofluorescencias de células en las que se silenci6 la expresién de Grp78 y calnexina.
Las primeras filas muestran las cotinciones de NSP5, con calreticulina. Las tres filas inferiores muestran
las cotinciones de NSP4 con calreticulina.
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