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Resumen

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae. Las particulas virales estdn
formadas por tres capas concéntricas de proteinas, en su interior se encuentra el genoma
viral, el cual consiste en 11 segmentos de RNA de doble cadena. Debido a la presencia
de una RNA polimerasa dependiente de RNA, la particula viral puede producir varias
rondas de mRNA. En este trabajo se investigé la importancia de las proteinas virales
VP1, VP2, VP3 y VP6 en los diferentes procesos del ciclo replicativo del virus. Se
encontré que al inhibir la expresion de estas proteinas mediante siRNA, la formacion de
particulas infecciosas asi como la replicacion y la transcripcion virales se veian
disminuidas. En una investigacion mas detallada, se encontrd que en ausencia de VP1 y
VP3 se formaban particulas virales de baja densidad, indicando que la ausencia de estas
proteinas no afecta el ensamble del virus. Por otra parte, la traduccion viral tnicamente
se veia afectada cuando VP2 6 VP6 eran silenciadas, mientras que el co-silenciamiento
de VP1-VP6 produjo un incremento en la traduccion de proteinas virales comparado con
los niveles de traduccion viral obtenidos al silenciar unicamente a VP6, esto indica que
VP1 pudiera estar afectando la traduccion viral. El co-silenciamiento de VP1-VP2 no
produjo una recuperacion en la traduccion de proteinas virales quiza debido a que, como
se encontrd en este trabajo, VP2 es importante para la estabilidad del mRNA viral, por lo
que en ausencia de esta proteina el mRNA viral es degradado con mayor rapidez.

Un estudio mas detallado de la regulacion de la funcion del mRNA viral por parte
de las proteinas virales asociadas a éste se realizo al cuantificar el mRNA viral asociado a
las proteinas virales con capacidad de asociarse al RNA. Se encontrd que la mayoria del
mRNA viral se encontraba asociado a las proteinas virales que participan en el proceso
de replicacion viral. Asimismo, se encontrd una correlacion entre la replicacion viral y la
formacion del complejo VP1 — mRNA viral, ya que al silenciar a la proteina viral NSP3,
tanto la replicacion viral como la cantidad de mRNA viral unido a VP1 aumentaron tres
veces. El aumento en la cantidad de mRNA asociado a VP1 no es una consecuencia del
aumento en la replicacion y transcripcion virales, sino la causa. Finalmente, se encontro
que el mRNA viral asociado a VP1, al igual que el mRNA viral que es utilizado como
templado para la replicacion viral, no es susceptible a la degradacion inducida por la

RNAI sugiriendo que VP1 selecciona a los mRNAs que seran replicados.



Abstract

Rotaviruses are non-enveloped viruses belonging to the Reoviridae family. The
virions consist of three concentric protein layers surrounding the viral genome, which
consists of eleven double stranded RNA segments. Once in the cellular cytoplasm, the
viral particles can produce several rounds of mRNA synthesis due to the inner viral
RNA-dependent RNA polymerase. In this work the importance of the structural proteins
VP1, VP2, VP3, and VP6 in different viral processes was analyzed. Silencing the
expression of each one of these proteins by using interfering RNA resulted in an
important decrease of the replication and transcription of the viral genome. Low-density
viral particles could be assembled in cells expressing low levels of VP1 and VP3,
suggesting than these two proteins were not important in virus morphogenesis. On the
other hand, viral translation was affected only when the translation of VP2 or VP6 was
abolished by RNAi whereas silencing VP1 and VP3 did not affect the viral translation.
Further experiments showed that co-silencing VP1-VP6 partially restored viral
translation, suggesting that VP1 could be involved in a negative regulation of the viral
translation, moreover VP2 is important for viral mRNA stability and perhaps for this
reason, VP1-VP2 co-silencing did not restore the translation of viral proteins.

A more detailed study of the regulatory role of viral proteins on viral mRNA
function was done by a quantification of the viral mRNA associated to RNA-binding
viral proteins. The results showed that most of the viral mRNA is associated to viral
proteins involved in the replication process. Furthermore, since silencing of the viral
protein NSP3 resulted in a three times increase of both viral replication and mRNA
associated to VP1, probably a correlation between viral replication and the formation of
VP1-mRNA complex exists. Finally, the viral mRNA associated to VP1 as well as the
mRNA used as a template for the viral replication, it is not susceptible to RNAi-mediated
degradation suggesting that the VPI1-associated mRNA is the mRNA used as template

for viral replication.



Introduccion

Los rotavirus, pertenecientes a la familia Reoviridae, son la principal causa de
gastroenteritis en los nifios menores de dos afios en todo el mundo. Estos virus infectan
los enterocitos maduros de las vellosidades del intestino delgado y provocan diarrea
severa, llegando a causar la muerte por deshidratacion, sobre todo en niflos de paises
subdesarrollados. Anualmente 500,000 nifios mueren a causa de rotavirus'. Ademads de
infectar a humanos, se han podido aislar cepas de rotavirus presentes en bovinos,
equinos, porcinos, caninos, entre otros’.

Las particulas maduras de este virus miden aproximadamente 1000 A y estan
formadas por tres capas concéntricas de proteinas, con una simetria caracteristica®. La
primera capa del virus estd compuesta por 60 moléculas de la proteina VP2 en forma de
pentameros y en su interior se encuentran los 11 segmentos del genoma en forma de
RNA de doble cadena y 12 copias de las proteinas VP1 y VP3 (a este tipo de particula
viral se le conoce como core). La segunda cubierta consiste de 780 moléculas de VP6,
que es la proteina viral mas abundante; la particula viral que posee estas dos capas es
llamada particula de doble capa (DLP por sus siglas en inglés: Double-Layered
Particle). La capa mas externa consiste de 260 trimeros de VP7 y 60 espiculas formadas
por la proteina VP4, formandose las particulas de tres capas (TLP: Triple-Layered
Particle)*.

El genoma de rotavirus consiste en 11 segmentos de RNA de doble cadena
(dsRNA) que codifican para 6 proteinas estructurales (VP1-4, VP6 y VP7) y 6 no
estructurales (NSP1-6). Por convencion, a la cadena de RNA viral con la misma
polaridad que el RNA mensajero (mRNA) se le conoce como cadena positiva (RNA+) y

a la complementaria se le conoce como cadena negativa (RNA-)’.

Entrada

La TLP es la tnica particula viral de rotavirus que es infecciosa ya que las
proteinas que forman la capa externa son responsables de la unién y penetracion del
virus a la célula hospedera® La infeccién de rotavirus depende del corte proteolitico de
la proteina VP4 por tripsina®, el cual genera dos nuevos polipéptidos de menor peso
molecular: VP5 y VP8’, que son necesarios para la interaccién del virus con los

receptores celulares.



La primera interaccion de la cepa del rotavirus de simio RRV (Rhesus
Rotavirus) con la célula es con acidos sidlicos, ya que tratamientos con neuraminidasa
(enzima que corta los residuos de acido sidlico), disminuyen drasticamente la union del
virus®. Sin embargo, se ha reportado la existencia de otras cepas de rotavirus cuya
infectividad no se afecta por los tratamientos con neuraminidasa’; a estas cepas se les
conoce como neuraminidasa-resistentes. La primera interaccion con los acidos sidlicos
se lleva a cabo mediante la proteina viral VP8’

El siguiente paso en la entrada de la cepa RRV, es la union de VPS5 con la
integrina a2 1'®. Posteriormente, se dan una serie de interacciones entre el virus y otros
receptores celulares: VP7 interactua con las integrinas avB3' y oxp2'®, mientras que
VP5 se une a la proteina hsc70'2, aunque se desconoce si hay secuencialidad en estas
interacciones.

La via de entrada de esta cepa a las células MA104 aun no se conoce, sin
embargo, se sabe que el mecanismo no es via endocitosis mediada por clatrina como
anteriormente se habia sugerid013 ni por endocitosis mediada por caveolas. Una
caracterizacion mas detallada del proceso de entrada de rotavirus mostré que la cepa
RRYV necesita de dominios ricos en colesterol y esfingolipidos (balsas lipidicas) para
poder entrar a las células MA 104, Otra de las moléculas necesarias para la entrada de
rotavirus es la proteina dinamina, la cual participa en varios procesos como fagocitosis y
endocitosis independiente de clatrina y caveolina, lo cual podria indicar que rotavirus

entra a las células mediante un mecanismo aun no caracterizado'®.

Ciclo replicativo

Al entrar a la célula, la particula viral pierde la capa externa de proteinas y como

. . . 15.1
una DLP, es capaz de producir mRNA viral durante varias rondas'> ¢

, ya que contiene a
los 11 segmentos del genoma viral, cada uno asociado a una copia de la RNA
polimerasa dependiente de RNA y la enzima encargada de poner el cap en el mRNA,
vp3!T 18,

Los mRNAs virales tienen cap en su extremo 5' pero, a diferencia de la mayoria
de los RNA mensajeros celulares, carecen de poli(A) en su extremo 3' y en su lugar
todos ellos terminan con la secuencia consenso GACC-3"". Los transcritos virales,

ademas de funcionar como mensajeros para la sintesis de las proteinas virales, sirven

como templado para la sintesis de la cadena negativa (replicacion).



Durante las primeras horas de la infeccion viral, las proteinas virales VP1, VP2,
VP3, NSP2, NSP5 y NSP6, comienzan a acumularse en estructuras perinucleares
electrodensas conocidas como viroplasmas, estas estructuras pueden visualizarse
mediante microscopia electronica o inmunofluorescencia desde las 2 — 3 horas post-
infeccion®™ 2!, Estos viroplasmas son ricos en RNA y proteinas virales, por lo que se ha
propuesto que la replicacion del genoma viral y el ensamble de las particulas virales (a
excepcion de las TLPs) se llevan a cabo en estas estructuras. Aunque se desconoce
como se lleva a cabo la incorporacion de las proteinas virales a estos viroplasmas, se
sabe que las proteinas NSP2 y NSP5 pueden formar estructuras muy similares a los
viroplasmas®?, por lo que se ha propuesto que estas proteinas son la base de los
viroplasmas.

Las funciones de las proteinas virales durante la infeccion son muy diversas, ya
que ademas de servir para la formacion de las particulas virales, son importantes para
inhibir la traduccion de los mRNAs celulares y también participan en la replicacion y
transcripcion virales. A continuacion, se describe brevemente la funcion conocida de

cada una de las proteinas virales que participan en el ciclo replicativo:

VP1

Es una proteina estructural de aproximadamente 125 kD; el RNA que codifica
para esta proteina tiene 3302 nt y es el gen mas grande de este virus. VP1 tiene
actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA* y necesita de la proteina VP2 para
su actividad*. Esta proteina se une de forma dependiente de secuencia al extremo 3’ de
los mRNAs virales® y forma parte de los intermediarios de replicacion®®. Se sabe que

interactiia con las proteinas virales VP2, VP3 y NSP2%7.

VP2

Es una proteina estructural de 102 kD, el mRNA que la codifica tiene 2690 nt.
Es el componente principal de los cores virales?. Tiene afinidad especifica tanto por el
RNA de cadena sencilla como por el dsRNA?. Es primordial en la formacion de los
intermediarios de replicacion ya que ayuda a la incorporacion de NSP2 al complejo de
replicacion mediante una interaccion con NSP5*, su dominio N-terminal esta

involucrado en la encapsidacion de VP1, VP3 y del genoma viral®'.



VP3

Esta proteina es de 98 kD y su mRNA tiene 2591 nt. Es la guanilil-metil
transferasa viral, es decir, la enzima encargada de colocar el cap en el extremo 5’ de los
mRNAs virales conforme se van sintetizando'” '®. Se une al RNA de cadena sencilla de
forma no especifica, aunque se cree que tiene mayor afinidad por el extremo 5’ de los

32 , . . . . .« 33
RNAs™. Se encontré que in vitro, VP3 no es necesaria para la replicacion del genoma™.

VP6

Pesa aproximadamente 48 kD y es traducida a partir del segmento 6 (1356 nt)
del genoma viral. Forma la capa intermedia de la particula viral; debido a esto interactua
con las proteinas virales que conforman a la TLP y el core (VP4, VP7; y VP2,
respectivamente)**. Se acumula principalmente en los viroplasmas® y no interactiia con
ningin tipo de RNA. Es necesaria para la transcripcion viral, pero no para la
replicaci()nzs’ 3. Es por ello que Gnicamente las DLPs son capaces de transcribir el
mRNA viral, el cual sale de la particula viral a través de los canales formados por esta

. o . 136
proteina, adyacentes a los vértices del core viral™.

NSP2

La proteina NSP2 pesa 36 kD, y el mRNA que la codifica es de 1059 nt. Como
se menciond anteriormente, esta proteina junto con NSP5, forma la estructura basica de
los Viroplasmaszz. NSP2 forma parte de los intermediarios de replicacion, tiene afinidad
por el RNA de cadena sencilla, desestabiliza las estructuras secundarias del mRNA viral
y tiene actividlad NTPasa®’. Por todo esto, se ha propuesto que sirve como ‘motor
molecular’ para permitir el paso del RNA del exterior de la particula hacia su interior

durante la replicacion. Interactua con VP1 y NSP5%7:38,

NSP3

NSP3 pesa 34kD y el mRNA correspondiente es de 1105 nucledtidos. Esta
proteina se asocia de forma secuencia especifica al extremo 3’ de los mRNAs virales,
exactamente en las ultimas 4 bases (GACC) y se ha observado que este sitio de unién
esta dentro de la secuencia que reconoce VP1¥. NSP3 es la proteina viral encargada de
inhibir la traduccion de proteinas celulares durante la infeccion, posiblemente mediante
un secuestro de los factores de inicio de la traduccion, ya que NSP3 interactia con el

factor elF4G1 en el mismo sitio donde PABP se une a este factor de traduccidon



40, 41
celular™

. Debido a su interaccion con elF4G1 y con el mRNA viral, se habia
propuesto que era importante para la traduccion de proteinas virales, sin embargo, el
inhibir la traduccion de NSP3 mediante siRNAs no afecta la traduccion del resto de las

proteinas virales durante la infeccion*® *.

NSP4

Esta es una proteina N-glicosilada con residuos de alta manosa que se distribuye
en la membrana del reticulo endoplasmico™ **. Pesa 20 kD y se transcribe a partir del
mRNA del gen 10 (751 nt). Debido a su localizacion intracelular y a su interaccion con
la VP6, esta proteina sirve como receptora de las DLPs durante su migracion hacia el
lumen del reticulo endoplasmico*. Si bien no es necesaria para el proceso de
replicacion del genoma, su ausencia afecta el proceso de migracion de las DLPs hacia el
reticulo, provocando que éstas se acumulen en el citoplasma; lo que trae como resultado
un aumento en la acumulacién de transcritos virales* y la disminucion severa en la

formacion de particulas virales maduras.

NSP5

Las modificaciones post-traduccionales de esta proteina son O-glicosilaciéon®® y
fosforilacion, las cuales dan origen a productos de 28 y 32-34 kD** *’. Forma parte de
los intermediarios de replicacion e interactua con VP1, VP2, NSP2 y NSP6*. Se une al
RNA de forma no especifica®®. Al igual que NSP2, es una proteina marcadora de

. . . ., . 4
viroplasmas y es necesaria para la replicacion viral .

Replicacion viral

La elucidacion de la participacion de estas proteinas en el ciclo replicativo de
rotavirus se ha logrado mediante analisis de la union del RNA viral con las proteinas
virales, mediante el uso de mutantes termosensibles y, recientemente, con el uso de
siRNAs. En base a los resultados obtenidos se ha propuesto un modelo de replicacion

. 34 . . .y
viral™, el cual se explica en la ilustracion 1:
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Ilustracion 1. La particula viral de tres capas se une a sus receptores celulares () y, mediante un

mecanismo aun no bien caracterizado, entra a la célula ). Durante, o inmediatamente después de llegar
al citoplasma celular, el virus pierde la tercera capa de proteinas y queda como una DLP, capaz de
producir mRNA viral durante varias rondas (3). Este mRNA puede ser utilizado para la traduccion de las
diferentes proteinas virales, las cuales pueden localizarse en el citoplasma o asociadas al reticulo

endoplasmico @. El mRNA viral también puede utilizarse como templado para la replicacion viral, la
cual se lleva a cabo en los cores virales, los cuales se localizan dentro de los viroplasmas (3. Los cores
ensamblados dentro de la célula pueden adquirir la segunda capa de proteinas y formar una DLP ), la
cual es capaz de producir mas mRNA viral (7) para ser utilizado para la traduccion ® o replicacion (9.
Finalmente, las DLPs pueden migran hacia el reticulo endoplasmico @0, en donde adquieren una capa de
transitoria de lipidos @D y la tercera capa de proteinas virales, para dar origen a un virus maduro capaz de

infectar otras células (2.

Como se menciond anteriormente, la replicacion viral se lleva a cabo en el
interior de los cores virales, conformados principalmente por la proteina VP2. Si bien
no se conoce con exactitud el proceso de seleccion de los mRNAs virales que seran
replicados, se cuenta con informaciéon de los complejos RNA — proteina formados
durante este proceso: Inicialmente, el mRNA viral se asocia con las proteinas VP1 y
VP3 para formar un intermediario de replicacion (pre-core). Interacciones subsecuentes

con VP2, NSP2 y NSP5, crean un segundo intermediario de replicacion, con los 11



segmentos del RNA viral asociados al exterior del core viral. Se desconoce si primero
se forma el core y luego se asocia el mRNA o, si por el contrario, los 12 vértices del
core se forman de forma independiente y posteriormente se ensamblan en una particula.
Cuando los 11 segmentos de mRNA viral estan asociados a la particula, la replicacion
puede comenzar. Este proceso se lleva a cabo conforme el mRNA viral se introduce al
core, con ayuda de las proteinas no estructurales, a medida que los 11 segmentos entran
se van replicando hacia el interior en forma simultanea. Una vez que se ha completado
la replicacion, las proteinas no estructurales se disocian y se forma el core viral.

Durante el proceso de replicacion, VP6 se asocia a este core, dando como
resultado la formacion de una particula viral con dos capas de proteinas (DLP). Esta
particula es transcripcionalmente activa y tiene la capacidad de producir varias rondas
de mRNA viral y/o migrar hacia el reticulo endoplasmico donde se completa su
maduracion.

Al inicio de la infeccion, todo el mRNA viral producido proviene de la particula
viral que infect6 a la célula. Se ha propuesto que las primeras DLPs ensambladas dentro
de la célula en las fases tempranas de la infeccion son competentes para producir mas
RNA mensajero y por lo tanto se acumula una mayor cantidad de mRNA viral; a esto se
le conoce como segundo ciclo de transcripcion y, aunque ha sido propuesto en varias
revisiones, no ha sido formalmente demostrado®.

Como se ha mencionado, una vez ensambladas, las DLPs migran hacia el lumen
del reticulo endopldsmico, mediante una interaccion entre VP6 y NSP4. En la
membrana del reticulo endopldsmico se encuentra ademas de NSP4 la glicoproteina
VP7, mientras que VP4 se localiza entre los viroplasmas y el exterior del reticulo
endoplasmico®'. Durante el paso hacia el interior del RE la particula viral adquiere una
capa transitoria de lipidos en el que se encuentran VP7 y NSP4> .

La morfogénesis viral termina cuando, mediante un proceso aun no bien
caracterizado, VP4 y VP7 se ensamblan en la particula viral y la capa transitoria de
lipidos se pierde. Aun cuando se sabe que VP7 participa en este paso, el proceso
mediante el cual VP4 y VP7 se ensamblan en la particula y se pierde la capa de lipidos
junto con NSP4 sigue siendo desconocido™'. El resultado final es un virus maduro, el
cual contiene los componentes necesarios para infectar a las células.

Aun cuando se sabe que algunas proteinas de rotavirus interactian con el RNA

. 132 . .
viral**, se desconoce la forma en que estas proteinas participan en los procesos



relacionados con la replicacion: desde la seleccion de los mensajeros que seran
replicados, hasta el papel que juegan en la estabilidad de los mRNA virales.

Para investigar la funcion de algunas proteinas virales en la replicacion, se han
implementado ensayos de replicacion in vitro. En estos ensayos se utilizaron proteinas
recombinantes para poder encontrar las proteinas minimas necesarias para poder
replicar un RNA con las secuencias virales. Se encontré que VP1 y VP2 son suficientes
para replicar un RNA con las caracteristicas de los transcritos de rotavirus™. Sin
embargo, el problema que representan estos ensayos es que el RNA no es encapsidado,
por lo tanto no necesariamente reflejan lo que esta sucediendo in vivo.

Por otro lado, otra estrategia que se ha utilizado para estudiar la funcion de las
proteinas virales ha sido la caracterizacion de mutantes termosensibles, al estudiar los
fenotipos obtenidos durante una infeccién con estos virus a temperaturas no permisivas,
se confirmo6 que VP1 y VP2 eran necesarias para la replicacion y ademas se encontro
que la proteina VP3 también era importante para la replicaciéon viral™. Este resultado
fue inesperado ya que como se menciond, VP3 es la metil-guanilil transferasa y por lo
tanto se pensaba que su actividad solo era necesaria en el proceso de transcripcion del
dsRNA viral'" ",

Al caracterizar el fenotipo de un virus termosensible con una lesion en VP6 se
encontrd que a 37° C, la transcripcion disminuia 20 veces mientras que la replicacion
unicamente dos veces, sugiriendo que VP6 era necesaria Unicamente para la
transcripcion y no para la replicacion viral*®,

Estos resultados fueron obtenidos mediante el uso de mutantes termosensibles, y
existe la posibilidad de que esas proteinas pudieran tener otras funciones que no fueron
afectadas por las mutaciones presentes ya que se caracterizaron un nimero limitado de
mutantes.

En los ultimos afios, el papel de las proteinas virales durante el ciclo replicativo
de rotavirus se ha estudiado utilizando como herramienta el silenciamiento de la
expresion génica mediante RNA de interferencia (RNAi), en el cual se dirige la
degradacion especifica de un determinado mRNA, evitando asi su traduccion. La RNAi
es altamente especifica y funciona en células en cultivo, por lo que se ha utilizado como
una herramienta para bloquear especificamente la traduccion de ciertas proteinas virales
y celulares y obtener asi mas informacién acerca de su funcién™. Gracias a la RNAI, en
el laboratorio se ha podido estudiar la funcion de casi todas las proteinas virales, asi

, . I . 49,51,42,55
como de algunas proteinas celulares, en el ciclo replicativo de rotavirus™ >~ ">,



Es interesante notar que el estudio de las proteinas virales mediante RNAi ha
ofrecido resultados muy distintos a los obtenidos anteriormente mediante ensayos in
vitro. Por ejemplo, en ensayos de traduccion in vitro y en lineas celulares estables que
expresan a NSP3%, se observd que esta proteina podria estar participando en la
traduccion de los mRNAs virales ya que NSP3 se une al extremo 3’ de los RNAs virales
y al factor de inicio de la traduccion elF4G, en el mismo sitio donde se une la proteina
celular PABP*, inhibiendo la traduccion de los RNAs mensajeros celulares® y
promoviendo la traduccion de los mRNAs virales. Sin embargo, en células infectadas,
NSP3 parece no ser necesaria para la traduccion de los mRNAs virales, ya que al
silenciar la expresion de esta proteina mediante RNA de interferencia, no se encontraron
diferencias entre la cantidad de proteina viral sintetizada en ausencia de NSP3
comparado con los niveles de proteinas virales traducidas en una infeccion control®.

Las diferencias obtenidas en este ejemplo sugieren que es importante estudiar el
papel de las proteinas en el contexto de una infeccion, donde la cantidad de cambios que
ocurren en la célula durante el proceso infeccioso, podria afectar de manera positiva o
negativa el papel de las proteinas virales.

Por estas razones, el objetivo de este trabajo fue el de estudiar el papel de las
proteinas virales en los procesos de replicacion y traduccion durante la infeccion. Para
ello, las proteinas que integran al core y a la DLP (particulas donde se llevan a cabo los
procesos de replicacion y transcripcion, respectivamente) fueron silenciadas utilizando
el sistema de RNA de interferencia y se analizaron los efectos de la ausencia de estas
proteinas en la replicacion y traduccion virales. Asimismo, se estudio la interaccion de
las proteinas virales con los RNAs del virus de manera cuantitativa y se investigod si

habia correlacion entre la cantidad de mRNA viral asociado a VP1 y la replicacion viral.



Objetivos

General

Estudiar la participacion de algunas de las proteinas virales de rotavirus en los

procesos de replicacion y traduccion del RNA viral.

Particulares

Estandarizar un método para la cuantificacion del mRNA y dsRNA de los
diferentes genes de rotavirus.

Determinar la cinética de acumulacion de mRNA y dsRNA virales durante el
ciclo replicativo viral.

Estudiar la importancia de las proteinas que integran a las DLPs (VP1, VP2,
VP3 y VP6) en el ciclo replicativo del virus.

Determinar si existe una relacion entre la cantidad de RNA unido a las proteinas

VP1 y NSP3 y los niveles de replicacion y traduccion virales.

Hipotesis

1.

Las proteinas que forman el core del virus (VP1, VP2 y VP3) son necesarias
para la replicacion del genoma, mientras que la proteina VP6 sélo es importante
para la transcripcion.

La inhibicion en la replicacion viral tiene como consecuencia una disminucion
en la transcripcion viral y, por lo tanto, la traduccion de proteinas virales se vera
disminuida.

Existe una relacion entre la cantidad de RNA unido a VP1 y el nivel de
replicacion viral pero no hay una relacion entre el RNA que se une a NSP3 y el

nivel de traduccion viral.



Materiales y métodos

Células y virus

Células MA104 (provenientes de rifion del mono Rhesus) fueron utilizadas para
todos los experimentos. El medio de cultivo utilizado para crecer las células fue Eagle’s
minimal essential médium (MEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino.

La cepa viral utilizada para la mayoria de los experimentos fue RRV (Rhesus
Rotavirus) y obtenida de H. B. Greenberg (Stanford University, Stanford, CA); la cepa
viral SA11 se obtuvo de H. H. Malherbe y la cepa de rotavirus YM se aislo en el

laboratorio.

Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados en este trabajo fueron los siguientes:

Nombre Origen, tipo de anticuerpo Dirigido contra Fuente

3A8 Raton, Monoclonal VP2 H. B. Greenberg

255/60 Ratén, Monoclonal VP6 H. B. Greenberg

B4 Raton, Monoclonal NSP4 H. B. Greenberg

HS2 Raton, Monoclonal VP4 H. B. Greenberg

oTLP’s Conejo, Policlonal Proteinas estructurales Producido en el laboratorio

de Rotavirus.

aVimentina Conejo, Policlonal Vimentina Producido en el laboratorio

aVP1 Conejo, Policlonal VP1 Producido en el laboratorio

aNSP2 Conejo, Policlonal NSP2 Producido en el laboratorio

aNSP3 Conejo, Policlonal NSP3 Producido en el laboratorio

aDIG Oveja, Fab-PO Digoxigenina Molecular Probes (Eugene, OR)

Alexa-488 Cabra, Policlonal conjugado a IgG de raton o conejo Molecular Probes (Eugene, OR)
Alexa-488

Alexa-647 Cabra, Policlonal conjugado a IgM de raton o IgG de Molecular Probes (Eugene, OR)
Alexa-647 conejo

oaConejo-PO  Cabra, Policlonal 1gG conejo Perkin Elmer life Sciences
acoplado a peroxidasa de rabano (Boston MA)

aRaton-PO Cabra, Policlonal IgG raton Zymed (San francisco, CA)
acoplado a peroxidasa de rabano




PCR en tiempo real

Los oligonucleotidos para PCR fueron disefiados utilizando el software Primer 3
del MIT (http://fokker.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www_slow.cgi). La tabla 1
(articulo anexo) contiene las secuencias de los oligos disefiados. Se buscé que los oligos
tuvieran una temperatura media de fusion (Tm) similar, con una diferencia no mayor a un
grado centigrado, que las ultimas 5 bases no debian contener mas de dos G 6 C y que la
Tm del amplicon fuera de 60° C con un tamafio entre 100 y 200 pb.

Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems) utilizando el software 7500 System SDS software 1.2.1 (Applied
Biosystems).

Para determinar la eficiencia de amplificacion de cada par de oligonucle6tidos,
diluciones seriales de RNA, proveniente de células infectadas con la cepa RRV, se
amplificaron mediante RT-PCR en tiempo real utilizando el par de oligos especifico.
Utilizando el software del equipo 7500 se establecio una linea de corte en el eje Y
(fluorescencia), de tal forma que estuviera entre la fase logaritmica de las curvas de
amplificacion de las muestras analizadas. Posteriormente, se determin6 el Ct para cada
muestra. El Ct es el nimero de ciclo de amplificacion en el cual la fluorescencia de dicha
muestra alcanza el nivel establecido por la linea de corte. Después se realizé una curva
estandar graficando los valores de Ct contra el logaritmo de la concentracion de RNA de
cada muestra y, mediante regresion lineal, se determind la pendiente.

La eficiencia de amplificacion de cada par de oligos fue entonces determinada
usando la siguiente formula:

Eficiencia = (10C"P4e) _ 1) x 100

Todos los pares de oligos escogidos tenian una eficiencia mayor al 90%.

Dado que el genoma de rotavirus es de RNA de doble cadena (dsRNA), el
amplificar el RNA viral utilizando al mismo tiempo un par de oligos no nos permitiria
distinguir las cantidades de RNA+ y RNA- (ya que tienen la misma secuencia s6lo que
complementaria). Por lo tanto, para cuantificar cada tipo de RNA viral de forma

especifica, el RNA se amplificé en dos pasos:



En el primer paso, se realizd una reaccion de transcriptasa reversa utilizando el
oligo complementario a la cadena que se deseaba cuantificar, usando la siguiente mezcla

de reaccion:

Cantidad Reactivo

12.5ul SYBR green Master Mix (Applied Biosystems)

0.125ul transcriptasa reversa 50U/ul (Applied Biosystems)

0.25ul Inhibidor de RNasas 40U/ul (Promega),
1l Oligo 2.5 pmol/ul
2ul RNA (1 ng; resuspendido en agua, hervido por 5

minutos y enfriado en hielo)

24ul Agua c.b.p.

La reaccion se llevo a cabo a 48° C durante 30 minutos y, posterior a esto, las
muestras se incubaron a 90° C por 10 min. y se enfriaron en hielo, esto con el fin de
inactivar a la transcriptasa reversa.

El siguiente paso consistio en la amplificacion del recién sintetizado cDNA,
mediante PCR. Para ello, 1ul del oligo complementario (2.5 pmol/ul) se agrego a la
mezcla de reaccion para un volumen final de 25ul. La reaccion de PCR se llevo a cabo en
el equipo 7500 Real Time PCR System utilizando el siguiente protocolo: 95° C por 10
minutos y 40 ciclos de 95° C por 15 segundos y 60° C durante 1 minuto. Para observar si
la amplificacion fue especifica, se agregd una etapa de disociacion de 60° a 95° C
durante 30 min. Finalmente, se determind el Ct de cada muestra con el software 7500
system SDS detection.

El RNA puede ser cuantificado de dos formas: absoluta y relativa. La primera
consiste en calcular la cantidad exacta (e.g. en nanogramos) del RNA blanco. La segunda
consiste en determinar cuantas veces mas hay de RNA blanco entre una muestra y otra.
Es importante mencionar que en ambos tipos de cuantificaciones, la cantidad de RNA de
polaridad negativa serd expresada como dsRNA, ya que el RNA negativo unicamente se
encuentra presente de esta forma. Mientras que la cantidad de mRNA viral es
determinada al restarle a la cantidad de RNA viral de polaridad positiva calculada, la
cantidad de RNA viral de polaridad negativa cuantificada para el mismo gen. Es decir,
mRNA viral = RNA positivo — RNA negativo. Debido a que el RNA de polaridad

positiva puede encontrarse tanto como mRNA como dsRNA.



A continuacion se describiran las dos formas de cuantificar al RNA mediante

RT-PCR en tiempo real:

Cuantificacion absoluta

La cantidad de RNA viral, ya sea de dSRNA o mRNA, se determiné al extrapolar

el Ct obtenido de las muestras con cantidad de RNA viral desconocido contra una curva

estandar generada a partir de muestras con una concentracion conocida de dsRNA viral

puro, la cual contiene cantidades equimolares de RNA viral positivo y negativo.

Cuantificacion relativa

El Ct obtenido al amplificar el RNA negativo o positivo se utilizé para calcular el

: : r -AA! , . . .
incremento mediante el método 2**“", Este método consiste en lo siguiente® :

1.

El RNA de cada condicion se amplifica con los oligos dirigidos contra el
gen de interés y contra el gen que servird como control endogeno [en este
trabajo utilizamos GAPDH (gliceraldehido — 3 — fosfato deshidrogenasa)]
Calcular el Ct para la amplificacion de cada muestra (problema y control
endogeno)

ACt = Ct de la muestra a amplificada con los oligos para el gen x — Ct de
la muestra a amplificada con los oligos para el gen control endogeno.
Después, se determina el valor del AACt = ACt de la muestra a - ACt de la
referencia, que es la muestra contra la que se desee determinar los
incrementos (e.g. TO)

Los valores de incremento o decremento se calculan de la siguiente forma:
Incremento = 2"(-AACt)

Debido a esto, el valor de la muestra de referencia llevara el valor de 1.

En este trabajo, la cantidad de RNA fue normalizada contra la cantidad de mRNA

de GAPDH.

Transfeccion de siRNAs

Los siRNAs fueron obtenidos por Dharmacon Research (Lafayette, CO), las

secuencias de los interferentes utilizados fue la siguiente:



Nombre Secuencia (5’ - 3°) Ref
Luciferasa AAG UCG GUU GCU AGU ACC AAC 58
VP1 ACC AGU GAA UGU CGA UAA AGG 58
VP2 CUA GGC AACUAC CAG UAU AGU 58
VP3 GAA GGU AUG UUG UGU UAA AGA 58
VP6 TGG AAC GAU AAU AGC CAG AAA 58
VP7 AAG UCG CUA CAG CUG AAA AAC 51
INSP3 AAU UGG AUG ACU GAC UCU CGA 42
INSP4 AAG GCCUCG GUU CCA ACC AUG 51

La transfeccion se llevo a cabo utilizando lipofectamina (Invitrogen, CA),
mediante el siguiente protocolo: Para un pozo de caja de 24 pozos (2.5 x 10° células), se
mezclaron 3pl de siRNA con 22ul de MEM y a esto se le agregd una mezcla de 4ul de
lipofectamina + 21 ul de MEM. Esto se incubd durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, se agregaron 150ul de MEM. Posteriormente, las células MA104
confluentes fueron lavadas dos veces con MEM y se les agregd la mezcla de
transfeccion. Las células fueron incubadas por 8 horas a 37° C. Posteriormente, se retird

esta mezcla y las células se mantuvieron en MEM por 48 horas a 37° C.

Determinacion del numero de particulas infecciosas

Lisados celulares provenientes de células infectadas, fueron previamente
incubados con 10pg/ml durante 30 minutos a 37° C para la activacion de las particulas
virales presentes. Posteriormente, células MA104 en cajas de 96 pozos se lavaron dos
veces con PBS y se incubaron por 60 minutos a 37° C con diluciones seriales del lisado
celular mencionado con anterioridad.

Después de este tiempo, el lisado fue retirado y las células se lavaron con MEM y
se dejaron incubar por 14 horas a 37° C. Las células, se fijaron con 50ul de acetona al
80% durante 30 min. y lavaron 2 veces con PBS. Posteriormente se incubaron con 100ul
de PBS con el anticuerpo policlonal anti YM (a una dilucion 1:750) durante 1 hora a 37°
C, después 4 lavados con PBS, las células se incubaron con proteina A — peroxidasa
(dilucion 1:3000 en PBS) durante 1 hora a 37° C. Finalmente se incubaron con 50ul de
sustrato (5 ml de buffer de acetatos + 1.5 ml de carbazol + 10ul de H,0,). Como

resultado de la reaccion de la peroxidasa con el sustrato, las células infectadas adquieren



una tonalidad rojiza. El numero de células infectadas se contaron con ayuda de Visiolab
1000 station (Bio-com, France) y el titulo viral se determino de la siguiente manera:

Unidades formadoras de focos por mililitro = nimero de células infectadas x 9.5 x 20

Se utiliza el factor 9.5 debido a que el area de conteo de células infectadas, determinada
por el software del equipo, es igual a un 10.5% del total del area del pozo, mientras que
se utiliza el factor 20, debido a que el volumen utilizado para infectar son 50ul, lo cual

equivale a 1/20 de un mililitro.

Western blot

Las células fueron lisadas con Buffer Laemmli y las proteinas fueron separadas
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida — SDS, ya sea al 7% ¢ al 10%,
posteriormente fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa (Millipore,
Bedford, MA).

Estas membranas fueron bloqueadas con 5% de leche descremada en PBS
incubandolas durante una hora a temperatura ambiente con 5% de leche descremada en
PBS. Después, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario indicado en PBS
con 1% de leche descremada durante 1 hora a temperatura ambiente y con el anticuerpo
secundario correspondiente (acoplados a peroxidasa o a los fluoréforos Alexa 488 6 647)
durante una hora a temperatura ambiente. La actividad de peroxidasa fue revelada
mediante el Kit Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin Elmer Life
Sciences), siguiendo las instrucciones del fabricante. La sefial producida por los
anticuerpos fluorescentes fue visualizada en un Typhoon Trio (Amersham), la intensidad

de las bandas fue cuantificada utilizando el software ImageQuant TL.

Inmunofluorescencias

Células MA104 fueron crecidas en cubreobjetos, transfectadas e infectadas como
se describid anteriormente. A las 8 horas post-infeccion, las células se fijaron con 2% de
paraformaldehido en PBS durante 20 min. a temperatura ambiente. Después de dos
lavados con PBS con 50mM de NH4Cl se permeabilizaron con Triton X-100 0.5% en
PBS 50mM NH4CI por 15 minutos y se lavaron 2 veces con PBS. Posteriormente las
células fueron incubadas durante 1 hora con buffer de bloqueo (50mM NH4Cl, 1% suero
de albumina bovina (BSA) en PBS), 1 hora con el anticuerpo primario diluido en PBS,

lavadas cuatro veces con PBS, incubadas durante 1 hora con el anticuerpo secundario



conjugado con el fluor6foro Alexa diluido en PBS y lavadas cuatro veces. Finalmente,
las células fueron montadas en portaobjetos utilizando Fluoprep (Biomeérieux) y
analizadas en un microscopio de epifluorescencia Nikon E600 acoplado a una cémara
digital DXM1200. Las imagenes digitales fueron preparadas en Adobe Photoshop

version 7.0

Marcaje radioactivo

Células MA104 se crecieron en caja de 48 pozos, se transfectaron con los siRNAs
y se infectaron con RRV como se describié6 con anterioridad. A las 7 horas post-
infeccion, las proteinas sintetizadas de novo fueron marcadas radiactivamente durante 1
hora utilizando MEM sin metionina suplementado con 25 pCi/ml de Easy Tag

EXPRESS->’S labeling mix (Dupont-NEN).

Analisis de particulas virales

Células MA104 se crecieron en cajas de 48 pozos, se transfectaron con los
siRNAs indicados, las células se infectaron con RRV y a las 6 horas post-infeccion, las
proteinas sintetizadas fueron marcadas radiactivamente como se describi¢ anteriormente.
A las 12 horas post-infeccion (hpi) las células se congelaron y descongelaron dos veces y
las particulas virales fueron extraidas 2 veces con Freon 113 (Dupont, Wilmington, DE)
y purificadas mediante centrifugacion isopicnica en CsCl (2.2 gr. en 5 ml de volumen
final, para obtener una densidad de 1.36 g/cm’) durante 18 horas a 35,000 rpm en un
rotor SW40Ti.

Para el analisis del gradiente, se tomaron fracciones de 400ul (de abajo hacia
arriba del tubo del gradiente) hasta colectar todo el gradiente (12 fracciones
aproximadamente). Las proteinas de cada fraccion se precipitaron con metanol mediante
el siguiente método: 1 volumen de muestra + 3 volimenes de metanol y agitacion fuerte
durante 10 segundos. Después se agregd 1 volumen de cloroformo, y se volvio a agitar
durante 10 segundos. Las muestras se centrifugaron 5 minutos a 14000 rpm a
temperatura ambiente. Finalmente, el sobrenadante fue eliminado y la pastilla obtenida se
resuspendid en buffer Laemmli. Las proteinas fueron separadas mediante SDS-PAGE y
visualizadas mediante autoradiografia. El analisis densitométrico de las bandas obtenidas

se realiz6 utilizando el software ImageQuant TL.



Clonacioén del gen 10 en pGEM-3Z

Primero, el gen 10 de RRV se amplifico utilizando los siguientes oligos:
T7-10 Forward (5°-CGCGGCGCCTAATACGACTCACTATAGGCTTTTAAAAGTTCTG-3")
YM10 Reverse (5’-CAGACCCGGGCCGCGGTCACATTAAGACCGTTC-3)

El producto de PCR se cortd con las enzimas de restriccion Kas [ y Ava I (los
sitios de corte de estas enzimas se encuentran subrayados en la secuencia de los oligos) y
se ligd al plasmido pGEM-3Z (Promega) en los sitios de restriccion Kas [ y Ava I. Este
plasmido lleva por nombre pGEM-3Z-NSP4 y tiene como caracteristica principal que el
5’ del gen 10 de rotavirus esta precedido por el promotor T7, mientras que contiene al

promotor de SP6 después del extremo 3°.

Sintesis de la sonda de RNA

El plasmido pGEM-3Z-NSP4 se linearizé con EcoRI (que corta en el nucledtido
427 del gen clonado). Este DNA fue purificado con fenol-cloroformo y precipitado con
etanol.

Posteriormente, se realiz6 una transcripcion in vitro utilizando el Kit Megascript
SP6 siguiendo las instrucciones del fabricando pero utilizando 1.66 mM de UTP y 0.66
mM DIG-UTP (Roche, Inc.) en la reaccion. EI RNA resultante (322 nucle6tidos de
largo), fue purificado mediante precipitacion con LiCl y su concentracion fue
determinada por espectrometria. Esta sonda de RNA fue utilizada para los ensayos de

FISH.

FISH

Se utilizé el protocolo de hibridacién fluorescente in situ (fluorescence in situ
hybridization, FISH) de Mingle et al®: Las células se crecieron, infectaron, fijaron y
permeabilizaron como se describio en el apartado de inmunofluorescencia. Posterior al
paso de permeabilizacion con Triton X-100, las células se incubaron con H,O; al 1.5%
en PBS durante media hora a temperatura ambiente. Después, las células se incubaron
toda la noche a 58° C con buffer de hibridacion (50% formamida, 5x SSC (1x SSC es
0.15 M NaCl, 0.015 M citrato de sodio), 50 mg/ml heparina, 0.1% Tween 20 y 1pg /ml
de RNA total de levadura) mas la sonda de RNA (preparada como se describid) a una

concentracion de 0.2ng/ul en camara humeda.



Las células se lavaron tres veces con buffer de hibridacion a 70° C durante 20
min. y tres veces con 0.1x SSC durante 10 min. a 70° C. Después, las células se
bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con buffer de bloqueo (1% BSA, 0.2%
de leche, 0.3% Triton X-100). La sonda hibridada fue detectada incubando las células
con el anticuerpo monoclonal anti-DIG conjugado con peroxidasa (Roche, Inc.) durante 1
hora a una diluciéon de 1:1000 en buffer de bloqueo. La sefal fluorescente fue
amplificada utilizando el Kit Tyramide Signal Amplification system (TSA-Plus
Fluorescence Palette System; Perkin Elmer) siguiendo las instrucciones del fabricante. El
montaje de las células y visualizacion de la sefial se realizO como se describid

anteriormente para las inmunofluorescencias.

Sintesis de los mMRNAs reporteros

e Para la produccion del mRNA viral reportero, primero se utilizo el Kit
QuikChange (Stratagene) para mutar el plasmido pGEM-3Z-NSP4 (descrito
previamente) en las posiciones 190, y 193-196; este plasmido fue linearizado con
el corte de Sacll e incubado con T4 DNA polimerasa, en presencia de 100mM de
nucleotidos, para producir extremos romos. Posteriormente, se realizé un ensayo
de transcripcion in vitro utilizando el kit MegaScript T7 transcription system
(Ambion) en la presencia de un analogo de cap m’G(5")ppp(5°)G (New England
Biolabs). Los mRNAs resultantes fueron purificados mediante extraccion con
fenol-cloroformo.

e El mRNA reportero de luciferasa fue sintetizado a partir del producto de PCR del
plédsmido luciferase T7 control plasmid (Promega) utilizando los oligos:

T7 Forward (5’-TAATACGACTCACTATAG-3’)
Reverse  (5’-AAAAAAAAAAAAAACGTTATTGGCATCACCGGC-3’)

El producto fue digerido con Acl I y purificado mediante fenol-cloroformo.

Finalmente, los mRNAs fueron sintetizados a partir de ambos DNAs mediante
transcripcion in vitro en presencia de un analogo de cap y purificados mediante fenol-

cloroformo.



Determinacion de la vida media del mRNA reportero

Los mRNAs reporteros (tanto virales como de luciferas) se transfectaron en
células infectadas o no con rotavirus con el siguiente protocolo: 1pug de RNA transcrito in
vitro fue transfectado durante 2 horas a 37° C en células MA10 crecidas en cajas de 12
pozos (5 x 10° células por pozo) infectadas con RRV (1 hora post-infeccion) o células no
infectadas, utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogene). Después de las 2 horas, las
células fueron lavadas 4 veces con MEM vy fueron incubadas por 30 minutos a 37° C con
10mg/ml de Rnasa A en MEM. Al término de este periodo, se lavaron 4 veces con 1%
BSA en MEM y 4 veces con MEM y fueron incubadas a 37° C durante diferentes
tiempos. Finalmente, al término de la incubacion, el RNA de estas células se extrajo
utilizando TRIzol y se cuantifico mediante RT-PCR en tiempo real utilizando los oligos
10 mut, indicados en la tabla 1 (articulo anexo).

Los resultados de las cuantificaciones fueron graficadas y, mediante regresion
lineal, se determino el tiempo post-transfeccion en el cual la cantidad del mRNA

reportero disminuia a un 50%.

Inmunoprecipitacion de complejos RNA-Proteina

El protocolo utilizado esta basado en el que reportaron Niranjanakumari et al®®: A
menos que se indique lo contrario, los lavados, incubaciones y centrifugaciones se
realizaron a temperatura ambiente. Células confluentes MA104 en cajas de 6 pozos (1.2 x
10° células) fueron infectadas con una multiplicidad de infeccién de 3. Las células se
despegaron utilizando tripsina a las cinco hpi y se centrifugaron por 5 min. a 1200 RPM.
Después, se lavaron una vez con 10 ml de MEM con suero y dos veces con 10 ml de
PBS. Para el proceso de crosslinking, las células se resuspendieron en formaldehido al
1% en PBS (o unicamente en PBS, dependiendo de la proteina que se desee
inmunoprecipitar) durante 10 minutos en agitacion suave. La reaccion de crosslinking se
detuvo al agregarle 1 ml de una solucion de Glicina 2.75 M en PBS e incubarla durante 5
min. a temperatura ambiente en agitacion suave. Las células se lavaron 2 veces con PBS
frio, centrifugando las cé¢lulas entre cada lavado a 2000 RPM durante 5 min. a
temperatura ambiente. El sobrenadante fue retirado y la pastilla se guardo a -80° C.

Media hora antes de iniciar el método de inmunoprecipitacion, las pastilla fue

descongelada en hielo y resuspendida en 880ul de buffer RIPA (50 mM Tris—Cl, pH 7.5,



1% Triton, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.05% SDS, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl) mas
inhibidores de proteasas (complete, mini, EDTA-free protease inhibitor cocktail tablet,
Roche Molecular Biochemicals, IN). Las células fueron lisadas mediante tres rondas de
sonicacion (amplitud: 7, output: 8-9 w) de 20 segundos cada una en un sonicador
Branson Sonifier-250, con dos minutos de incubacién en hielo entre cada ronda.
Finalmente, el lisado celular se centrifugd durante 10 min. a 14000 RPM a 4° C. El

sobrenadante fue separado y utilizado para la inmunoprecipitacion.

Inmunoprecipitaciéon

40ul de una suspension al 50% de proteina A — sefarosa fueron incubados con Sul
de anticuerpo policlonal 6 2 pl de anticuerpo monoclonal y 80ul de buffer RIPA durante
2 horas a 4° C en agitacion. Posteriormente, la proteina A — sefarosa se lavo 3 veces con
RIPA y se incub6 10 min. con 1ul de RNAsin 40U/l (promega) en 80l de RIPA. Para
inmunoprecipitar, 120ul de lisado celular fueron incubados con la proteina A — sefarosa
durante 2 horas a temperatura ambiente. Al término de este tiempo, el sobrenadante
proveniente de la inmunoprecipitacion utilizando el anticuerpo irrelevante se recupero y
se liso con 400ul de TRIzol para extraer el RNA total no inmunoprecipitado. La proteina
A — sefarosa de las muestras se lavo 4 veces con 500ul Buffer RIPA de alta astringencia
(50 mM Tris—Cl, pH 7.5, 1% Triton, 1% deoxicolato de sodio, 0.1% sodium dodecyl
sulfate (SDS), 1 mM EDTA, 1 M NaCl, 1-4 M urea, 0.2 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride
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de buffer [S0 mM Tris—Cl, pH 7.0, 5 mM EDTA, 10 mM dithiothreitol (DTT) y 1%
SDS] durante 45 min. a 70° C. Finalmente, el RNA contenido en el inmunoprecipitado se

extrajo con 400l TRIzol.



Resultados

Analisis de la cinética de transcripcion y replicaciéon del genoma
de rotavirus

Los resultados de esta parte del trabajo fueron publicados en el Journal of
Virology bajo el titulo “Analysis of the Kinetics of Transcription and Replication of the
Rotavirus Genome by RNA Interference” (Anexo I). A continuacion se presenta un
resumen con los resultados principales de este trabajo®":

Para estudiar la participacion de las proteinas estructurales del virus en la
transcripcion y replicacion virales, era necesario establecer primero un método de
cuantificacion del dsRNA (RNA gendmico) y del mRNA viral. La técnica utilizada para
la cuantificacion debia ser especifica, sensible y rapida de realizar. Es por ello que
utilizamos RT-PCR en tiempo real para cuantificar a los RNAs virales a distintos
tiempos post-infeccion.

Para poder cuantificar los RNAs virales, disefiamos tres pares de oligos
especificos para los genes 1, 6 y 10 de rotavirus, los cuales representan los distintos
tamafios del genoma (grande, mediano y pequefio, respectivamente). Ademas, utilizamos
un par de oligos dirigidos contra el mRNA de gliceraldehido - 3 — fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) como control interno. Las secuencias de estos oligos se encuentran en la tabla
1 (articulo anexo).

Para probar estos oligos, se infectaron monocapas de células MA104 con la cepa
de rotavirus RRV y fueron cosechadas con TRIzol a las 0, 3, 6, 9 y 12 horas post-
infeccion. Posteriormente, el RNA de cada condicion fue purificado y se cuantifico tanto
el dsRNA como el mRNA virales mediante RT-PCR en tiempo real utilizando los oligos
mencionados.

Los resultados de estos ensayos muestran que la transcripcion viral parece ser
dependiente del tamafio, es decir, el mRNA del segmento mas pequefio (gen 10) se
acumula en mayor cantidad que el segmento mas grande (gen 1) (figuras 1A y 1B -
articulo anexo), mientras que, a pesar de las diferencias en tamafio y acumulacion de los
mRNAs virales, la acumulacion de dsRNA de estos tres genes es aparentemente

equimolar.



Para determinar si habia una correlacion entre la replicacion del genoma y la
formacion de particulas infecciosas se compararon las cinéticas de sintesis de dSRNA y
de focos infecciosos (Fig. 1C — articulo anexo). Los resultados muestran que ambas
cinéticas siguen la misma tendencia: hay un pequefio incremento, tanto de dsSRNA como
de focos infecciosos, de 0 a 4 horas post-infeccion y un incremento logaritmico a tiempos
posteriores.

Una vez conocida la cinética de transcripcion y replicacion virales, se estudio el
papel de las proteinas virales que integran a la DLP en los procesos de transcripcion y
replicacion. Para ello, las proteinas virales VP1, VP2, VP3 y VP6 fueron silenciadas
especificamente mediante RNAi. Al silenciar la expresion de VP2 6 VP6 observamos
una disminucion general en la sintesis de proteinas virales, pero no cuando se silenciaron
VP1 6 VP3 (Fig. 2 — articulo anexo).

Para comprobar que esta disminucion en la traduccion viral fuera debido al
silenciamiento de VP2 6 VP6 y no a un efecto inespecifico de los siRNAs®2, las células
fueron transfectadas con los siRNAs dirigidos contra VP2 6 VP6 y posteriormente se
infectaron utilizando las cepas de rotavirus YM y SA11 (que son de origen porcino y de
simio, respectivamente). Las secuencias de los genes 2 y 6 virales de estas cepas difieren
en 4 y 10 nucledtidos de las secuencias de los siRNAs que fueron disefiados
especificamente contra la cepa RRV, por lo tanto, la expresion de las proteinas VP2 y
VP6 de rotavirus YM y SA11 no deberia verse afectada por estos interferentes. La Fig.
2D (articulo anexo), muestra que bajo estas condiciones de interferencia la traduccion
viral de estas cepas no se ve afectada por los siRNAs, descartando la posibilidad de que
la disminucion en la sintesis de proteinas de la cepa RRV fuese debido a un efecto
inespecifico de los siRNAs dirigidos contra VP2 y VP6.

Posteriormente, se caracterizo el efecto de inhibir a las proteinas virales que
forman a la DLP sobre la formacion de particulas virales infecciosas. Para esto, células
MA104, transfectadas con siRNAs dirigidos contra estas proteinas, fueron infectadas con
RRYV y a las 12 horas post-infeccion las células fueron lisadas. La cantidad de particulas
infecciosas presentes en estos lisados fue determinada mediante ensayos de
inmunoperoxidasa (Fig. 3 — articulo anexo). Los resultados muestran que hubo una
severa disminucion en la produccion de particulas virales infecciosas cuando cualquiera

de estas proteinas (VP1, VP2, VP3 y VP6) fue silenciada.



La replicacion viral y el ensamble de los cores y las DLPs se llevan a cabo en
estructuras electrodensas citoplasmaticas conocidas como viroplasmas, los cuales son
agregados de proteinas y RNA virales. Para saber si las proteinas virales VP1, VP2, VP3
y VP6 eran necesarias para la formacion de estas estructuras, se silencio la expresion de
estas proteinas mediante RNAi y las células se infectaron. A las ocho horas post-
infeccion se determiné la localizacion de la proteina viral NSP2 (proteina marcadora de
viroplasmas) en estas células. Por inmunofluorescencia, encontramos que a pesar de
haber disminuido eficientemente la expresion de VP1, VP2, VP3 y VP6, la formacion de
viroplasmas no se afectd significativamente, aunque dependiendo de la proteina viral
silenciada el nimero y tamafio de los viroplasmas se veia modificado. (Fig. 4 — articulo
anexo)

El siguiente paso fue investigar como se afectaban las cinéticas de transcripcion y
replicacion virales durante la infeccion en ausencia de cualquiera de las proteinas virales
que integran a las DLPs.

Encontramos que, al igual que para el ensamble de particulas infecciosas, VPI,
VP2, VP3 y VP6 son necesarias para la transcripcion y la replicacion del genoma viral
(Fig. 5 — articulo anexo). Estos resultados contrastan con aquellos obtenidos utilizando
virus mutantes termosensibles, ya que en esos casos se observo que VP6 era importante
para la transcripcion viral pero no para la replicacion. Por otra parte, en ensayos in vitro,
se encontrd6 que VP3 no es importante para la replicacion, sin embargo, cuando se
utilizaron mutantes termosensibles con una lesion en VP3 se observo que a temperaturas
no permisivas, la formacion de DLPs y TLPs disminuia y Unicamente se formaban
particulas virales ‘vacias’. A diferencia de esos ensayos, el uso de siRNAs disminuye
considerablemente la expresion de la proteina blanco, por lo que quiz4 en ausencia de
VP3 la formacion de particulas virales si se ve afectada o, por el contrario, esta proteina
viral s6lo es necesaria para la replicacion pero no para el ensamble de las particulas. Para
establecer cual opcion era la correcta, se purificaron y caracterizaron las particulas virales
formadas en ausencia de VP3. Para ello, células MA104 fueron transfectadas con
siRNAs dirigidos contra VP3 y posteriormente infectadas. Las proteinas sintetizadas de
novo fueron marcadas radiactivamente y las células fueron cosechadas. Las particulas
virales ensambladas en estas células fueron purificadas mediante centrifugacion

isopicnica en gradientes de cloruro de cesio; en este tipo de gradientes las particulas



virales son separadas de acuerdo a su densidad. Para caracterizar el tipo de particulas
formadas, los gradientes fueron fraccionados y las proteinas virales presentes en cada
fraccion fueron separadas y visualizadas mediante PAGE y autoradiografia (Fig. 6A).

Observamos que cuando VP3 es silenciada mediante RNAi hubo una disminucion
en la formacion de DLPs y TLPs (Fig. 6A, carriles 4 y 6 — articulo anexo), debido
probablemente, a la disminucion en la replicacion viral observada. Sin embargo, no se
observa una disminucion significativa en la acumulacion de particulas virales de baja
densidad (Fig. 6A, carriles 10 y 11 — articulo anexo) en ausencia de VP3. La baja
densidad de estas particulas, producidas tanto en células control como en donde se
silenci6 la expresion de VP3, probablemente se debe a la poca cantidad de RNA viral
asociado a ellas, ya que cuando se cuantific6 el RNA- y RNA+ presente en estas
fracciones, se encontr6 que estas particulas tenian muy poco RNA viral asociado, el cual
consistia mayoritariamente en RNA+ (Fig. 6B — articulo anexo). Resultados muy
similares fueron obtenidos cuando se caracterizaron las particulas virales formadas en
ausencia de la proteina VP1.

Finalmente, el contenido proteico de las particulas de baja densidad producidas en
ausencia de VP3 y VP1, fue caracterizado mediante PAGE y autoradiografia (Fig. 6C —
articulo anexo). Interesantemente, encontramos que la ausencia de la proteina VP3 en
estas particulas no evita que VP1 pueda incorporarse a estas particulas y viceversa,
sugiriendo que el ensamble de este tipo de particulas es independiente de las proteinas
VP1y VP3.

Al comparar las cinéticas de transcripcion viral en ausencia de VP1, VP2, VP3 6
VP6 (Fig. 5A — articulo anexo) con la cantidad de proteinas virales traducidas al interferir
esas proteinas (Fig. 2A — articulo anexo), observamos que a pesar de que en los cuatro
casos, la produccion del mRNA viral se ve drasticamente disminuida, la sintesis de
proteinas viral se ve afectada drasticamente Uinicamente al silenciar VP2 ¢ VP6.

Se ha propuesto que las proteinas VP1 y VP3 podrian interactuar con el mRNA
viral como primer paso para la replicacion del genoma viral; este intermediario de
replicacion posteriormente interactuaria con VP2 y las proteinas virales no estructurales
NSP2 y NSP5, para formar a una particula viral con actividad replicasa®. En base a este
modelo de replicacion viral, propusimos que al silenciar a las proteinas VP2 6 VP6, el

poco mRNA viral sintetizado por la particula viral que infecté a la célula pudiera estar



siendo ‘capturado’ por las proteinas VP1 y VP3 sintetizadas de novo; esta interaccion
evitaria que el mRNA viral estuviera disponible para la traduccion y por lo tanto la
sintesis de proteinas virales disminuyera significativamente. Por el contrario, al silenciar
la expresion de VP1 6 VP3, este intermediario de replicaciéon no se formaria, ya que
faltaria una de las dos proteinas que interactian inicialmente con el mRNA viral y, por lo
tanto, el mRNA viral podria ser traducido.

Si VPl esta interfiriendo la traduccion viral al formar el intermediario de
replicacion antes mencionado, entonces el co-silenciamiento de VP1-VP2 6 de VP1-VP6,
traeria como resultado un aumento de la traduccion viral comparado contra los niveles de
traduccion viral donde so6lo se silencid6 VP2 6 VP6. Para comprobar esta hipotesis, las
células fueron transfectadas con combinaciones de RNAs de interferencia (VP1 — VP2 6
VP1 — VP6), después fueron infectadas y cosechadas para cuantificar los niveles de
traduccion viral bajo estas condiciones. Observamos que el co-silenciamiento de las
proteinas VP1-VP2 no restaurd la sintesis de proteinas virales ya que el nivel de
traduccion viral fue similar al obtenido cuando so6lo la proteina VP2 fue silenciada. Al
co-silenciar VP1 y VP6 se observo un aumento significativo en la traduccion de proteinas
virales con respecto a los niveles de traduccion viral obtenidos al silenciar a VP6 (fig. 7A
— articulo anexo). El hecho de que el co-silenciamiento de VP1-VP2 no produjera un
recuperacion de la traduccion viral puede deberse a que la proteina VP2 tiene un papel
importante en la estabilidad del mRNA viral, por lo que en su ausencia el mRNA viral
podria ser degradado rapidamente.

Para comprobar esta posibilidad, medimos la vida media de un mRNA viral
reportero (con la misma secuencia del mRNA del gen 10 de rotavirus) en células
infectadas o no con rotavirus. Encontramos que en células infectadas no hay una
degradacion significativa del mRNA reportero hasta las 12 hpi, mientras que la vida
media de este mRNA, medida en células no infectadas, fue de 12 horas. Este efecto es
especifico del mRNA viral reportero ya que la vida media de un mRNA de luciferasa no
vari6 en ninguna condicion (Fig. 8 — articulo anexo).

Una vez calculada la vida media del mRNA viral, se caracterizo si la estabilidad
del RNA viral dependia particularmente de alguna de las proteinas virales que forman a
la DLP. Para ello, VP1, VP2, VP3 y VP6 fueron silenciadas en células, las cuales fueron

posteriormente infectadas por rotavirus, transfectadas con el mRNA reportero viral y



cosechadas a distintos tiempos post-infeccion. El mRNA reportero viral presente en las
células a las distintas horas post-transfeccion fue cuantificado mediante RT-PCR en
tiempo real.

Los diferentes resultados obtenidos al calcular la vida media del mRNA reportero
viral, muestran que al silenciar la expresion de VP2, la vida media de este mRNA
disminuy6 a 9 horas. Por el contrario, al silenciar VP1, VP3, 6 VP6, la vida media del
mRNA reportero viral no cambi6 sugiriendo que estas proteinas no estan involucradas en
la estabilidad este mRNA (Fig. 9A — articulo anexo).

Para estudiar si la disminucion en la vida media del mRNA viral en ausencia de
VP2 se veia reflejada en la cantidad de mRNA viral presente en las células cuando esta
proteina es silenciada, detectamos la presencia del mRNA viral producido en las células
durante la infeccién por rotavirus, en ausencia de las proteinas VP1 6 VP2. Para ello,
usamos la técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH, por sus siglas en inglés),
utilizando una sonda de RNA, producida in vitro en presencia de un nucledtido
modificado (DIG-UTP), complementaria al extremo 3’ del gen 10 de rotavirus (ver
materiales y métodos).

Encontramos que, efectivamente, hubo una menor cantidad de mRNA viral
presente en las células cuando la traduccion de VP2 fue silenciada, confirmando los
resultados obtenidos al cuantificar la vida media del mRNA viral en ausencia de esta

proteina (Fig. 9B — articulo anexo).

Efecto en la replicacion y traduccion virales de la unién de VP1
y NSP3 con el mRNA viral

Los siguientes resultados forman parte de un segundo manuscrito que se
encuentra en preparacion. A continuacién se muestra el resumen de los resultados
obtenidos:

Al analizar las cinéticas de transcripcion y replicacion viral (Fig. 1 del articulo
anexo) observamos que durante la infeccion viral se produce en promedio 7 veces mas
mRNA viral que dsRNA. A pesar de esto, no todo el mRNA es utilizado para la
traduccion viral ya que el mRNA producido por la particula que infectd a la célula es

suficiente para mantener la traduccion viral a niveles normales ya que observamos que al



silenciar a VP1, la transcripcion y la replicacion virales se ven drasticamente afectadas
pero la traduccion viral no cambia.

Mas de la mitad de las proteinas de rotavirus tienen actividad de union al RNA,
ya sea mediante interacciones dependientes de secuencia o no®. Dado que no se sabe a
qué esta unido la mayoria del mRNA viral producido durante la infeccion, decidimos
investigar la proporcion del RNA viral transcrito unido a las proteinas virales VP1, VP2,
NSP2, NSP3 y NSP5.

Para cuantificar el RNA viral asociado a estas proteinas utilizamos el método

reportado por Niranjanakumari et al®

, el cual consiste en inmunoprecipitar los complejos
RNA-proteina formados en células en cultivo, las cuales previamente han sufrido un
crosslinking reversible. El RNA asociado a estos complejos es liberado de las proteinas
asociadas y cuantificado mediante RT-PCR en tiempo real utilizando oligonucleétidos
especificos.

Uno de los pasos importantes en la inmunoprecipitacion de los complejos RNA-
proteina es la determinacion de la concentracion optima de formaldehido para realizar el
entrecruzamiento entre el RNA y las diferentes proteinas que se deseen analizar®. Para
determinar la concentracion de formaldehido adecuada para cada proteina utilizada en
este ensayo, células infectadas con rotavirus fueron incubadas con diferentes
concentraciones de formaldehido (desde 0% hasta 1%). Posteriormente se
inmunoprecipité la proteina deseada y se cuantifico el RNA viral asociado a cada una de
estas proteinas. La concentracidon optima fue aquella concentracion de formaldehido que
daba como resultado una mayor cantidad de mRNA viral asociado a cada proteina. En
nuestro caso, encontramos que la concentracion Optima para inmunoprecipitar las
proteinas analizadas fue de 1% excepto para la proteina NSP3 que en este caso la mayor
cantidad de RNA viral asociado se obtuvo en ausencia de formaldehido (datos no
mostrados).

Ya establecidas las condiciones de crosslinking, el siguiente paso fue cuantificar
el porcentaje de mRNA viral asociado a las proteinas virales VP1, VP2, NSP2, NSP3 y
NSP5 (que han sido reportadas con actividad de union a RNA). Para ello, células se
infectaron con rotavirus y a las 5 hpi se llevd a cabo el proceso de crosslinking para
entrecruzar los complejos RNA-proteina formados durante la infeccion. Después, las

proteinas fueron inmunoprecipitadas utilizando los anticuerpos especificos respectivos y



finalmente, el mRNA y dsRNA virales presentes en los inmunoprecipitados fue
cuantificado mediante RT-PCR en tiempo real (Fig. 10).

Los resultados obtenidos muestran que del total de mRNA viral presente a las 5
hpi, aproximadamente un 90% se encontré asociado a las proteinas virales

inmunoprecipitadas (Fig. 10).

Figura 1. Células MA104 fueron infectadas con rotavirus a una multiplicidad de infeccion de 3. A las 5 hpi se realizd el proceso de
crosslinking con formaldehido. Posteriormente, las células fueron lisadas y las proteinas fueron inmunoprecipitadas utilizando
anticuerpos especificos o un anticuerpo irrelevante (PRE). El RNA asociado a estas proteinas fue extraido mediante trizol y
cuantificado mediante RT-PCR en tiempo real utilizando oligos especificos. Los valores estan referidos como porcentaje con respecto
a la cantidad de mRNA viral total presente en las células (Total RNA, 100%) y se presenta el promedio de tres experimentos

independientes con desviacion estandar.

De las proteinas virales inmunoprecipitadas, NSP3 y VP1 tienen afinidad al RNA
viral de manera secuencia especifica. Se ha propuesto que VP1, al unirse a los mRNAs
virales podria seleccionar a aquellos que serian utilizados como templados para la
replicacion viral. Para estudiar esta posibilidad determinamos si la cantidad de mRNA
unido a VP1 se veia modificada cuando la replicacion era modificada como resultado del
silenciamiento de algunas proteinas virales.

En el 2002, Montero et al*? reportaron que al silenciar a la proteina viral NSP3 la
traduccion de proteinas virales no parecia verse afectada, sin embargo, la transcripcion y
replicacion virales aumentaban tres veces. Para comprobar si este aumento en la
replicacion viral se veia reflejado en un aumento en la cantidad de RNA viral asociado a
VP1, cuantificamos la cantidad de RNA viral que se une a VP1 al silenciar a NSP3. Para

ello, las células fueron transfectadas con un siRNAs dirigido contra NSP3 vy



posteriormente las células fueron infectadas, y las proteinas virales VP1 y NSP3 de este
ensayo fueron inmunoprecipitadas. El mRNA viral unido a ambas proteinas fue

cuantificado mediante RT-PCR en tiempo real (Fig. 11).

Figura 2. Células MA104 fueron transfectadas con siRNAs dirigidos contra NSP3 (siNSP3) o contra una proteina no presente en las
células (Irr). A. A las 5 horas post-infeccion las células fueron sometidas al tratamiento de crosslinking, posteriormente las proteinas
indicadas fueron inmunoprecipitadas y el RNA viral fue cuantificado mediante RT-PCR en tiempo real. Los valores estan referidos a
la cantidad de mRNA viral unido a NSP3 en las células transfectadas con el siRNA irrelevante (100%) B. A las 8 horas post-infeccion
las células fueron lisadas con buffer Laemmli y las proteinas virales presentes en estos lisados fueron fraccionadas y visualizadas
mediante PAGE y Western blot utilizando anticuerpos especificos. Se muestra la densitometria de las bandas resultantes especificas
para cada proteina viral, la densitometria fue realizada mediante el software ImageQuant TL. En ambas graficas se presenta el

promedio de tres experimentos independientes y la desviacion estandar.

Como era de esperarse, al silenciar la expresion de la proteina NSP3 encontramos
una menor cantidad de mRNA viral asociado a esta proteina con respecto a la cantidad de
mRNA viral cuantificado en las células donde se utilizo el interferente irrelevante, por lo
que estos resultados reflejan el nivel de eficacia de la inhibicion de la traduccion de
NSP3. Interesantemente, la disminucion en el mRNA viral unido a NSP3 no afecto
significativamente la sintesis de proteinas virales (fig. 11B).

Al cuantificar el mRNA viral asociado a la proteina VP1 observamos que se unia
tres veces mas el mRNA viral a esta proteina en las células donde se silencid6 NSP3; es
interesante notar que este aumento correlaciond con el aumento en la replicacion viral
observado al silenciar a NSP3*.

Ya que un aumento en la replicacion viral tiene como consecuencia un aumento
en la transcripcion viral debido a que las DLPs producidas son capaces de sintetizar
varias rondas de mRNA, era posible que el aumento en la cantidad de mRNA viral unido

a VP1 cuando silenciamos NSP3 fuera debido a una mayor cantidad de mRNA



disponible para interactuar con VP1. Por lo tanto, el aumento en la cantidad de RNA
unido a VP1 posiblemente no fuera la causa del aumento en la replicacion.

Para diferenciar entre estas dos posibilidades, cuantificamos el mRNA viral unido
a VP1 en una condicion en la cual la transcripcion viral, pero no la replicacion,
aumentara considerablemente.

A pesar de que la proteina viral NSP4 no participa directamente con el proceso de
replicacion viral, se ha observado que al silenciar a esta proteina, las DLPs no pueden
migrar hacia el reticulo endoplasmico; esto provoca una acumulacion de estas particulas
en el citoplasma. Esto conlleva a un incremento en la acumulacion de transcritos virales;
Interesantemente, a pesar del aumento en la cantidad de mRNA viral, la replicacion viral

no se ve afectada (Ref.* y Fig. 12).

Figura 3. Células MA104 fueron transfectadas con un siRNA dirigido contra NSP4 (siNSP4) y contra una proteina irrelevante (Irr).
Posteriormente, fueron infectadas con una multiplicidad de infeccion de 3. A las 0 y 5 hpi, las células fueron lisadas con TRIzol. El
RNA total fue purificado y cuantificado mediante RT-PCR en tiempo real. Los valores estan referidos con respecto a la cantidad de

dsRNA o mRNA del gen 6 de rotavirus en las células transfectadas con el siRNA Irr (100%).

Como podemos observar en la figura 12, cuando NSP4 es silenciada hay un
aumento en la acumulacion de mRNA viral pero no en la replicacion del genoma de
rotavirus. Bajo estas condiciones decidimos investigar si el aumento del mRNA viral
unido a VP1 observado al silenciar NSP3 era debido al aumento en la produccion de
mRNA viral o era la causa del aumento en la replicacion.

Para investigar esto, las células fueron transfectadas con el siRNAs dirigido
contra NSP4. Posteriormente, las células fueron infectadas y el mRNA unido a VP1 y
NSP3 fue cuantificado mediante RT-PCR en tiempo real; ademads, en paralelo la sintesis

de proteinas virales se cuantifico (Fig. 13).



Figura 4. Células MA104 fueron transfectadas con los siRNAs indicados e infectadas con RRV como previamente se describid. A
Las células fueron sometidas al tratamiento de crosslinking a las 5 hpi. Las proteinas virales indicadas fueron inmunoprecipitadas y el
RNA unido a estas fue cuantificado utilizando RT-PCR en tiempo real. Los valores estan referidos a la cantidad de mRNA viral (gen
6) unido a NSP3 en las células transfectadas con el siRNA irrelevante (100%). B A las 8 horas post-infeccion las células fueron
lisadas y fraccionadas mediante PAGE, transferidas a membranas de nitrocelulosa y detectadas mediante WB utilizando anticuerpos
especificos. Se muestra la densitometria de las bandas resultantes, ésta fue realizada mediante el software ImageQuant TL. Los
valores estan referidos con respecto a la cantidad detectada de cada una de las proteinas en las células transfectadas con el siRNA
irrelevante (100%). En ambos casos se muestra el promedio de tres experimentos independientes y la desviacion

estandar

La figura 13 muestra que a pesar del incremento en la produccion de mRNA viral,
no se observa un cambio significativo en la cantidad de mRNA viral unido a VP1 cuando
la proteina NSP4 es silenciada, indicando que la interaccion entre VP1 y el mRNA viral
no depende de la cantidad de mRNA viral presente en las células (Fig. 13 A). Estos
resultados en conjunto sugieren una correlacion entre la union del mRNA viral a VP1 y
los niveles de replicacion viral.

Por el contrario los resultados muestran un aumento importante en la cantidad de
mRNA unido a la proteina NSP3 cuando NSP4 es silenciada (Fig. 13 A). Este aumento
podria deberse al aumento en la traduccion de NSP3 (Fig. 13 B) y/o al aumento existente
en la transcripcion viral (Fig. 12), ya que esto significa una mayor cantidad de mRNA
disponible para interactuar con la proteina NSP3. Interesantemente, a pesar de los
incrementos observados en la traducciéon de NSP3, en el mRNA viral producido y en el
mRNA viral unido a NSP3, la traduccion viral no se ve incrementada significativamente.

En estudios anteriores se ha encontrado que al silenciar un gen viral cuya proteina
no participa en la replicacion viral (por ejemplo VP4 6 VP7), hay una disminucion del

mRNA de este gen, pero no en la replicacion de dicho gen. Es decir, la replicacion de los



11 segmentos virales se lleva a cabo a niveles equimolares a pesar de que los niveles de
mRNA del gen silenciado se vean reducidos. Para explicar estos resultados se ha
propuesto que el mRNA viral que es utilizado para la replicacion viral no es transportado
desde el citoplasma hacia los viroplasmas, sino que el mismo mRNA producido dentro
del viroplasma por las DLPs es utilizado por las particulas virales que se estan
ensamblando como templado para la replicacion. Debido a esta localizacion subcelular,
el mRNA viral que es utilizado para la replicacion no podria ser blanco de la degradacion
por el sistema de procesamiento de los siRNA (RISC)™> .

Para determinar si el mRNA unido a VPl se encuentra protegido de la
degradacion por RISC, cuantificamos el mRNA de dos genes virales asociados a VP1 al
silenciar a VP7. Como se menciond anteriormente, esta proteina no participa en el
proceso de transcripcion y replicacion virales y, por lo tanto, su ausencia no afecta la
cantidad de mRNA y dsRNA virales producida®.

Como paso inicial, comprobamos que al silenciar VP7, sélo se afectaria el mRNA
del gen de VP7, mientras que la cantidad de dsRNA de este gen no se viera afectada.
Para esto, las células se transfectaron con el siRNA especifico contra VP7,
posteriormente, las células se infectaron con RRV y se cosecharon a las cinco hpi.
Mediante RT-PCR en tiempo real, cuantificamos la cantidad de mRNA y dsRNA virales
de dos genes virales: el gen 9, el cual codifica para VP7 y contra el cual van dirigidos los
siRNAs; y el gen 10 (como gen irrelevante), a partir del cual se traduce la proteina viral
NSP4. Escogimos al gen 10 debido a que, al igual que VP7, la proteina NSP4 se traduce
en el reticulo endoplasmico. Los resultados de esta cuantificacion se muestran en la

figura 14.

Figura 5. Células MA104 fueron transfectadas con el siRNA indicado e infectadas con una multiplicidad de infeccion de 3. A las 5
horas post-infeccion las células fueron lisadas con TRIzol para la purificacion del RNA total. El mRNA y dsRNA fueron

cuantificados mediante RT-PCR tiempo real utilizando oligos especificos para el gen 9 (VP7) y gen 10 (NSP4) de RRV. Los valores



estan referidos al 100% que corresponde a la cantidad de dSRNA o mRNA del gen 9 presente en las células transfectadas con el

siRNA irrelevante.

Encontramos que solamente en las células donde se transfectaron los siRNAs
dirigidos contra VP7, el mRNA del gen 9 (que codifica para VP7) disminuyo
significativamente; la cantidad de dsRNA de este gen y la del gen 10 (tanto dsRNA como
mRNA) no se afectaron en estas condiciones.

Una vez que se comprob6 que la RNAI afecta la cantidad de mRNA viral, pero no
la de dsRNA del segmento contra el cual va dirigida, analizamos si la cantidad de mRNA
viral unido a VPI1 tanto del gen 9 como del gen 10 se veia afectada cuando VP7 era
silenciada. Para ello, las células se transfectaron con el siRNA dirigido contra VP7, y
después estas células fueron infectadas durante 5 horas. Finalmente, VP1 y NSP3 fueron
inmunoprecipitadas y se cuantifico el mRNA viral de los genes 9 y 10 unido a estas

proteinas. De forma paralela, se cuantifico la sintesis de proteinas virales (Fig. 15).

Figura 6. Células MA104 fueron transfectadas con el siRNA indicado y posteriormente infectadas con RRV a una multiplicidad de
infeccion de 3. A. 5 horas post-infeccion, las células fueron sometidas al tratamiento de crosslinking y las proteinas indicadas fueron
inmunoprecipitadas de estos lisados con los anticuerpos indicados. El RNA fue purificado con TRIzol y cuantificado mediante RT-
PCR en tiempo real utilizando oligos especificos. Los valores estan referidos a la cantidad de mRNA del gen 10 unido a NSP3 en
células transfectadas con el siRNA Irrelevante (100%). B. 8 horas post-infeccion, las células fueron lisadas utilizando buffer Laemmli.
Las proteinas fueron fraccionadas y visualizadas PAGE y western blot. El analisis densitométrico de las bandas resultantes se llevo a

cabo utilizando el software ImageQuant TL.

La figura 15 muestra que el mRNA del gen 9 (VP7) asociado a NSP3 si puede
degradarse cuando las células son transfectadas con los siRNAs dirigidos contra VP7,
mientras que el mRNA de un gen viral irrelevante (gen 10) asociado a NSP3 no es
afectado, esto es debido a la especificidad del sistema de degradacion mediada por

siRNAs.



Por otra parte, la cantidad de mRNA tanto del gen 10 (irrelevante) como del gen 9
(gen contra el cual van dirigidos los siRNAs especificos para VP7) unido a VP1 no
disminuy6 en las células que fueron transfectadas con los siRNAs dirigidos contra VP7
(Fig. 15). Estos resultados en conjunto, indican que el complejo mRNA viral — VP1 no
esta accesible a la maquinaria de degradacion RISC (debido a que posiblemente este
complejo viral se forme en el interior de los viroplasmas) o que VP1 pudiera proteger a
los mRNAs virales contra la degradacion.

Finalmente, cuando VP7 es silenciada, el nivel de las demas proteinas virales no
disminuye significativamente, este resultado concuerda con el hecho de que al silenciar a
VP7, unicamente se ve afectada la cantidad de mRNA del gen 9 (el cual esta siendo
silenciado) unido a NSP3. Este resultado se debe a que el mRNA unido a NSP3 se
encuentra localizado en un sitio accesible al complejo de degradacion por RISC y/o a que

NSP3 no ofrece proteccion contra esta degradacion.



Discusion

Como paso inicial en el estudio de la participacion de las proteinas de rotavirus en
la replicacion y traduccion del mRNA viral, se cuantific la produccion de mRNA y
dsRNA virales a lo largo de la infeccion. Para ello se utilizd un método rapido de
cuantificacion de acidos nucleicos que evitara el uso de compuestos radioactivos y que
ademas, nos permitiera cuantificar de manera sensible e independiente al dsRNA y al
mRNA virales. El método elegido fue PCR en tiempo real, por las multiples ventajas que
presenta“.

La cuantificacion de mRNA y dsRNA de tres distintos genes virales mostré que
la transcripcion viral parece ser dependiente del tamaiio, es decir, entre mas grande sea el
gen viral, la acumulacion de su mRNA serd menor. Las diferencias encontradas en la
transcripcion viral no se vieron reflejadas en la sintesis de dsRNA viral ya que la
replicacion de los tres genes virales analizados resulté equimolar.

Estos resultados no concuerdan con los obtenidos en trabajos anteriores en los que
se cuantifico la produccion de mRNA y dsRNA en otras cepas virales. Los resultados de
la cuantificacién del mRNA del virus bovino UK® mostraron que los niveles de
transcripcion viral no van de acuerdo al tamafio del segmento de RNA viral analizado.
Por otra parte la replicacion del genoma de UK no fue equimolar, mientras que en este
trabajo encontramos que los niveles de replicacion de los genes de RRV son muy
similares entre si. A diferencia de los resultados obtenidos para la cepa UK, las cinéticas
de transcripcion y replicacion de la cepa viral SA11 (de simio) concuerdan con los
obtenidos en este trabajo para la cepa RRV, ya que se encontrd que la transcripcion viral
parece depender del tamafo del segmento es decir, se acumula una mayor cantidad de
mRNA del gen 10 que del gen 1 de rotavirus; por otra parte, la replicacion fue equimolar
para todos los segmentos de RNA del genoma de la cepa SA11%,

Posiblemente la discrepancia en los resultados obtenidos al cuantificar los
diferentes tipos de RNA producidos por la cepa UK con respecto a las cepas RRV y
SA11 se deba al método utilizado para la cuantificacion de los acidos nucleicos virales,
ya que los niveles de acumulacion de los RNAs de la cepa UK producidos durante la
infeccion fueron obtenidos mediante el uso de sondas radioactivas complementarias al

RNA viral blanco®, por lo que es posible que estas sondas radioactivas tuvieran una



eficiencia distinta para cada uno de los distintos tipos de RNA virales. Por otra parte, la
cuantificacion de los distintos genes virales mediante geles de agarosa para la cepa SA11,
permitié la visualizacion directa de los mRNAs, mientras que el uso de RT-PCR en
tiempo real, para cuantificar el RNA de la cepa RRV, se llevdo a cabo utilizando
oligonucledtidos con una eficiencia de cuantificacion cercana al 100% (datos no
mostrados). Sin embargo, también es posible que los resultados obtenidos para la cepa
UK no sean debido a artefactos en el método utilizado, sino que, estas diferencias sean
reales y muestren una regulacion en la replicacion y transcripcion virales distintas a lo
reportado para otras cepas de rotavirus.

Un analisis mas a fondo de las cinéticas de acumulacion de dSRNA y mRNA de
los tres distintos genes virales analizados para la cepa RRV, mostr6 un comportamiento
muy similar: una acumulacion lineal de dsSRNA y mRNA virales hasta las 4 horas post-
infeccion, seguido de un incremento exponencial desde las 4 hasta las 12 hpi, este
aumento en la produccion de mRNA viral es conocido como segundo ciclo de
transcripcion®. Este segundo ciclo no se observo cuando se inhibié la expresion de
cualquiera de las proteinas que integran a la DLP (VPI, VP2, VP3 y VP6). Estos
resultados demuestran directamente, que el segundo ciclo de transcripcion viral se debe a
la sintesis de mRNA viral a partir de las DLPs producidas de novo en la célula infectada.

Al caracterizar los fenotipos observados al inhibir especificamente la traduccion
de las proteinas virales que forman a la DLP, encontramos que algunos de los resultados
obtenidos en este trabajo coinciden con los que se habian encontrado al utilizar ensayos
de replicacion in vitro o con virus mutantes termosensibles. Por ejemplo, mediante
ensayos de replicacion in vitro, se encontré que VPl y VP2 eran necesarias para la
replicacion de un RNA exdgeno con las secuencias 5° y 3° de rotavirus>>. Por otra parte,
al estudiar la transcripcion y replicacion virales utilizando un virus mutante
termosensible con una lesion monogénica en VP3, se observd una inhibicién en la
replicacion viral cuando las células fueron infectadas a temperaturas no permisivas,
indicando que, in vivo, no s6lo VP1 y VP2 eran necesarias para la replicacion viral sino
que ademas VP3 estaria participando en este proceso>. De forma similar, en este trabajo
encontramos que en ausencia de VP1, VP2 y VP3 la transcripcion y replicacion virales

fueron drasticamente afectadas.



Una caracterizaciéon mas a fondo del fenotipo obtenido al silenciar VP3 y VPI
mostré que en ausencia de estas proteinas hay una reduccion significativa en la
formacion de DLPs y TLPs. Sin embargo, la formacion de particulas virales de baja
densidad no se vio afectada, indicando que estas proteinas virales no participan en el
proceso de morfogénesis viral. Sin embargo, es interesante notar que se detectd la
presencia de RNA de polaridad positivo y de proteinas virales no estructurales en la
misma fraccion de los gradientes de cloruro de cesio utilizados para separar a las
particulas virales de acuerdo a su densidad. Esto nos llevo a pensar que posiblemente,
estas particulas de baja densidad podrian tratarse de intermediarios de replicacion, los
cuales, a pesar de estar asociados al core viral no han podido completar el proceso de
sintesis de dsRNA. Asimismo, Vasquez et al reportaron que las particulas de baja
densidad, formadas durante la infeccidén con un virus mutante con una lesion en VP3,
eran inestables sugiriendo que la estabilidad de las particulas virales podria depender de
la presencia de dsRNA en su interior™.

Por otra parte un resultado inesperado fue la drastica disminucion en la
replicacion viral en células donde se silenci6 la traduccion de VP6, debido a que tanto al
utilizar ensayos in vitro como al utilizar virus termosensibles con una lesion en VP6 se
habia reportado que esta proteina viral era importante en el proceso de transcripcion viral
pero no en el proceso de replicacion del genoma de rotavirus™> ¥,

Es posible que esta disminucion en la replicacion viral sea debido a que en
ausencia de VP6, la traduccion de proteinas virales se disminuye drasticamente
incluyendo la traduccion de proteinas virales importantes en la replicacién, como son
VP1, VP2, VP3, NSP2 y NSP5. En otras palabras, la disminucion en la replicacion viral,
podria no deberse a la participacion directa de VP6 durante el proceso de replicacion
viral, sino que esta disminucién podria ser consecuencia de un descenso general en la
traduccion de proteinas virales.

El hecho de que la replicacion viral se vea afectada significativamente al silenciar
la expresion de VP6 mediante la RNAi, pero no al utilizar un virus mutante
termosensible podria deberse a que con el uso de la RNAi se estd inhibiendo
completamente la expresion de la proteina, mientras que al usar mutantes termosensibles,

otras funciones de VP6 podrian no afectarse a las temperaturas no permisivas™.



Por otro lado, encontramos que durante una infeccion en células transfectadas con
una combinacioén de siRNAs dirigidos contra las proteinas VP6 y VPI1, los niveles de
traduccion de todas las proteinas virales fueron significativamente mayores a la cantidad
de proteina viral sintetizada en células donde se silencié unicamente a la proteina de
VP6. Estos resultados sugieren que VP1 podria estar afectando negativamente la
traduccion de los RNAs virales.

Uno de los mecanismos por el cual VP1 podria inhibir la traduccion viral es
mediante su interaccion de forma especifica con el extremo 3’ de los RNAs virales para
formar los intermediarios de replicacion®®. La formaciéon de estos intermediarios de
replicacion pudiera prevenir la asociacion de los factores de traduccion celular al mRNA
viral y, por lo tanto, evitaria que éste pudiera ser utilizado para la traduccion. Un
mecanismo similar al propuesto, se ha observado en algunos virus de polaridad positiva,
como poliovirus, en donde la union del factor celular PCBP con el extremo 5° del RNA
viral, favorece la traduccion, mientras que la union de la proteina viral 3CD inhibe la
traduccion y favorece la replicacion viral®.

Este mecanismo propuesto de modulacion de la funcion del mRNA viral, ya sea
como molde para la replicacion o para la traduccion, puede ser funcional durante las
primeras horas post-infeccion, antes de que la produccion de mRNA viral sobrepase al
nimero de moléculas de VP1 producidas. Sin embargo, este modelo no descarta la
posibilidad de que otros factores, ya sea proteinas celulares o virales, pudieran tener
también alguna participacion en la regulacion de la traduccion de los mRNAs virales.

Otro elemento que parece estar regulando la traduccion viral es la proteina
estructural VP2. En efecto, cuando VP2 fue silenciada observamos una disminucion en la
sintesis de proteinas virales; en este caso, el co-silenciamiento de VP1 y VP2 no restaur6
los niveles de proteina viral sintetizada, sugiriendo que la disminucion en la traduccion
viral no se debe exclusivamente a la presencia de VP1.

Los resultados obtenidos indican que VP2 es importante para la estabilidad del
mRNA viral, ya que en ausencia de esta proteina, la vida media de un mRNA reportero
(con la misma secuencia que el mRNA del gen 10 de rotavirus) disminuyo
significativamente. Al observar (mediante FISH) al mRNA viral presente durante la
infeccion, se encontrd una disminucion considerable en la cantidad de mRNA viral en las

células donde se silencio la expresion de VP2 comparado con las células donde se



interfiri6 la traduccion de la proteina VP1, a pesar de que en ambos casos la replicacion
viral disminuy¢ drasticamente.

Las diferencias observadas podrian no deberse tnicamente a una disminucion en
la vida media del mRNA viral, ya que al silenciar a VP2, la vida media del mRNA viral
fue de 9 horas, la cual no es lo suficientemente corta como para producir la disminucion
observada en la cantidad de mRNA viral presente en las células. Sin embargo, también es
posible que la transcripcion de las particulas virales que infectaron a la célula se vea
afectada cuando se silencia la expresion de VP2, lo cual traeria como consecuencia la
drastica disminucion en la cantidad de mRNA viral observada en las células donde VP2
fue silenciada (Fig. 9B — articulo anexo)

Los niveles de traduccion viral obtenidos al silenciar a las proteinas virales que
integran a la DLP, no concuerdan con los resultados obtenidos por Silvestri et al*® al
cuantificar la proteina viral producida en ausencia de VPl 6 VP2, ya que ellos
encontraron que bajo estas condiciones de interferencia hay una reduccion en la
traduccion viral de Unicamente un 50%. En nuestras manos, al silenciar VP2 la
traduccion viral disminuyé a un 20% mientras que al silenciar VP1 la traduccion
aument6 en un 30% aproximadamente. Posiblemente las diferencias encontradas en
ambos reportes podrian deberse a las caracteristicas propias de cada cepa de rotavirus ya
que en este trabajo se utilizo la cepa viral RRV mientras que Silvestri et al utilizaron
SAT1L.

Al analizar las cinéticas de acumulacion de mRNA y dsRNA virales, se encontro
que: 1) no todo el mRNA viral estd siendo utilizado para la replicacion y 2) el mRNA
producido por la particula que infectd a la célula es suficiente para que la traduccion viral
se mantenga a niveles de una infeccion normal. Por lo tanto, la siguiente pregunta que se
intent6 responder fue ;a qué proteinas esta asociado el mRNA viral?

Debido a que la funcion del mRNA puede depender de las proteinas a las que se
encuentre asociado, decidimos inmunoprecipitar los complejos RNA — proteinas virales
formados durante la infeccién por rotavirus y cuantificar la cantidad de RNA unido a
cada proteina. Encontramos que casi el 80% del mRNA viral estd interactuando con
alguna (o algunas) de las proteinas virales involucradas en la replicacion viral. El hecho
de que la mayoria del RNA viral se encuentre asociado a proteinas que participan en la

replicacion viral y en la formacién de viroplasmas (NSP2 y NSP5), concuerda con



reportes previos donde se habia encontrado que la mayoria del mRNA viral es producido
y se encuentra contenido en los viroplasmas; sin embargo, no todo el mRNA permanece
en estas estructuras, ya que conforme avanza la infeccion, la produccion de mRNA
aumenta, superando la capacidad de unién al mRNA de las proteinas virales presentes en
los viroplasmas, el mRNA que logra salir de estas estructuras puede ser utilizado para la
traduccion viral®,

Es posible que una misma molécula de RNA viral interaccione con diversas
proteinas virales por lo que al sumar los porcentajes de RNA viral asociado a las
proteinas virales VP1, VP2, NSP2, NSP3 y NSP5 el resultado se esté sobrevalorando.
Sin embargo, también es posible que debido a que varios factores pueden afectar la
eficiencia del crosslinking e inmunoprecipitacion®, y que no se esté cuantificando el
100% de los complejos proteina — mRNA viral producidos durante la infeccion.

Sin embargo, a pesar de estas posibles deficiencias en el método, los resultados
fueron reproducibles y sobretodo, el protocolo de inmunoprecipitacion de complejos
ribonucleoproteicos permitié cuantificar al mRNA viral unido a las proteinas VP1 y
NSP3 bajo diversas condiciones de interferencia y permitid analizar las diferencias
obtenidas al cuantificar dichos complejos RNA — proteina formados durante la infeccion
por rotavirus en ausencia de algunas de las proteinas virales.

Debido a que se ha reconocido a VP1 como la RNA polimerasa viral* y a que se
sabe que interactua de forma especifica con el extremo 3’ de los RNAs virales®, se ha
propuesto que VPI pudiera estar seleccionando a los mRNAs virales que serdn utilizados
como templados para la replicacion viral. Como una forma de comprobar esta hipotesis,
inmunoprecipitamos los complejos VP1 — mRNA viral formados al silenciar algunas
proteinas virales. Si VP1 esté seleccionando al mRNA que serd utilizado como templado
para la replicacion viral, entonces deberiamos encontrar una correlacion entre el aumento
o disminucion de la replicacion viral y la formacion de estos complejos virales. Para
comprobar esta hipotesis, analizamos la formacion de estos complejos RNA viral — VP1
al silenciar NSP3, debido a que se habia reportado que en su ausencia habia un
incremento de 3 veces en la replicacion viral*2.

Los resultados de este analisis muestran que, al igual que la replicacion viral, el
total de mRNA unido a VP1 aumentaba tres veces; esto puede deberse a varias razones.

La primera es la posible existencia de una competencia entre VP1 y NSP3 por el mRNA



viral, debido a que VP1 y NSP3 interactian con el extremo 3’ de los mRNAs virales™ ¥.

Por esto, al silenciar a NSP3, una mayor cantidad de mRNA viral podria estar disponible
para unirse a VPI. Sin embargo, esta hipdtesis no parece del todo probable por las
siguientes razones: el sitio de localizacion de NSP3 es citoplasmico mientras que VP1
colocaliza con los Viroplasmaszo, unicamente el 1% y 10 % del total de mRNA viral
producido se une a VP1 y NSP3, respectivamente, por lo que se puede pensar que la
cantidad de mRNA viral no parece ser una limitante; al silenciar a la proteina viral NSP4,
hay un incremento de tres veces en la traduccion de NSP3, sin embargo, la cantidad de
mRNA viral unido a VP1 no se ve afectada.

La segunda posibilidad para explicar el aumento en la cantidad de mRNA viral
asociada a VPI1 es que alguna proteina celular sea importante para regular el proceso de
replicacion viral. Por ejemplo, la proteina viral NSP3 es la responsable de la disminucion
en la sintesis de proteinas celulares durante la infeccion®', entonces, al silenciar la
expresion de esta proteina viral la sintesis de proteinas celulares se reestablece y una
mayor cantidad de una posible proteina celular reguladora de la replicacion viral podria
sintetizarse, trayendo como consecuencia un aumento en la formacion del complejo
mRNA viral — VP1 y en la replicacion viral. Resultados obtenidos en el laboratorio
apoyan la hipotesis de la participacion de una proteina celular en el proceso de
replicacion viral ya que cuando se silencia la expresion de los factores de traduccion
celular elF4E, elF4G1, elF4G2, elF4A1 y PABP, la replicacion de rotavirus disminuye
considerablemente (Rubio et al, datos sin publicar).

Es importante mencionar que al silenciar a NSP3 el aumento observado en la
cantidad de mRNA viral unido a VPI1, no se debe a un aumento en la transcripcion viral
ya que la cantidad de mRNA viral asociado a VP1, calculada al silenciar la expresion de
NSP4, no presentd diferencias significativas cuando se compard con los resultados
obtenidos al cuantificar al mRNA viral unido a VP1 durante una infeccion control. Estos
resultados indican que al silenciar la expresion de NSP3 el aumento en el mRNA viral
unido a VPI es la causa del aumento en la replicacion viral y no una consecuencia del
aumento en la transcripcion viral.

Se ha propuesto que el aumento en la transcripcion del mRNA viral al silenciar a
NSP4 se debe a que las particulas virales no pueden continuar su migracion hacia el

reticulo endopldsmico y por lo tanto, las DLPs se acumulan en el citoplasma. Debido a



que las DLPs producidas de novo son capaces de producir varias rondas de mRNA viral,
una acumulacion de estas particulas trae como consecuencia una mayor acumulacion de
transcritos virales*>".

El aumento en la transcripcion viral y en la sintesis de la proteina viral NSP3
como resultado del silenciamiento de NSP4 tampoco produjo un aumento en la sintesis
de proteinas virales. Estos resultados concuerdan con reportes previos, en donde se
encontré que NSP3 no es necesaria para la traduccién viral**.

Si bien no se conoce que proteinas pudieran estar regulando la formacion del
complejo VP1 — mRNA viral, los resultados obtenidos sugieren que los viroplasmas son
el sitio de formacion de dichos complejos virales, ya que en estudios anteriores, se
utilizaron mRNAs virales marcados con Br-UTP (analogo del nucleotido UTP el cual
puede incorporarse a un mRNA durante su sintesis in vitro y, posteriormente, ser
detectado utilizando anticuerpos especificos) se mostrd que la mayoria del mRNA viral
era sintetizado dentro de los viroplasmas y que éste no era exportado hacia lo
viroplasmas como se habia propuesto anteriormente; asimismo, al interferir la expresion
de VP7, se encontré que a pesar de que el mRNA es degradado especificamente por la
maquinaria de RNAI, la produccién de dsRNA no se vio afectada. Estos resultados en
conjunto sugieren que hay una poza de RNA viral (quiza protegida por los viroplasmas)
que no es degradada por la maquinaria de degradacion RISC y este mRNA es el que sirve
como templado para la replicacion viral®.

Con el fin de investigar si el mRNA asociado a VP1 puede ser sujeto de la
degradacion por RISC, lo cual nos daria un indicio de su localizacion en la célula y daria
mas elementos para proponer que el mRNA unido a VP1 es el que sera utilizado como
templado para la replicacion, se cuantificé la cantidad de mRNA viral asociado a VPI
tanto del gen 9 (que codifica para VP7) como del gen 10 (que codifica para NSP4) en
células donde la traduccion de VP7 (gen 9) fue silenciada. Los resultados de esta
cuantificacion mostraron que la uniéon del mRNA viral a VP1 no se veia afectada
cuantitativamente por efecto del silenciamiento de VP7, mientras que el mRNA del gen 9
unido a NSP3, si podia ser degradado. Por lo tanto, es probable que la formacion del
complejo mRNA viral — VP1 se lleve a cabo en los viroplasmas, ya que el mRNA
presente en estas estructuras no es accesible a la degradacion por RISC, asimismo, tanto

la mayoria de mRNA viral como de la proteina VP1 se localizan en estas estructuras y



por lo tanto es mas facil y probable que se pueda dar una interaccion entre estos
componentes en estos sitios subcelulares.

En conclusion, este trabajo de investigacion permitido conocer con mayor detalle
cual es el papel de las proteinas estructurales en la replicacion, traduccion y vida media
del mRNA viral. De igual manera se encontré que las interacciones entre VP1 y el
mRNA viral regulan la replicacion viral, mientras que el complejo NSP3 — mRNA viral
no tiene efecto alguno sobre los niveles de traduccion viral. Con todos estos resultados en
conjunto, se pudo obtener mas informacion sobre la regulacion del ciclo replicativo de

rotavirus.



Conclusiones

e La produccion de dsRNA y mRNA virales aumenta considerable a las 4 horas
post infeccion. Este aumento es debido a la actividad transcripcional de las DLPs
recién ensambladas.

e VPI1, VP2, VP3 y VP6 son necesarias para la transcripcion y replicacion del
virus.

e VP2 es importante para la estabilidad del mRNA viral, esto podria explicar
porque en ausencia de esta proteina la traduccion de los mRNAs virales
disminuye considerablemente.

e VPI es al menos parcialmente responsable de la inhibicion de la traduccion viral
cuando VP6 es silenciada.

e El incremento en la cantidad de mRNA viral asociado a VP1 es la causa del
incremento en la replicacion viral y no una consecuencia del aumento en la
transcripcion viral.

e EI mRNA viral unido a VPI no es susceptible de la degradacion por el sistema
RISC, indicando que posiblemente el complejo VP1 — mRNA viral se encuentre
en los viroplasmas.

e La sintesis de proteinas virales no depende de la cantidad de mRNA viral

producida durante la infeccion, ni de la cantidad de mRNA unido a NSP3.



Perspectivas

e [Estudiar como participa VP2 en el proceso de traduccion de las proteinas
virales. Los resultados de este trabajo de investigacion muestran que en
ausencia de VP2 la sintesis de proteinas virales disminuye dramaticamente, asi
como la vida media del mRNA viral. Sin embargo, el descenso en la vida media
no es lo suficientemente rapida como para producir una disminucion tan drastica
en la traduccion de proteinas virales cuando VP2 es silenciada, por lo que es
probable que esta proteina pudiera estar involucrada de otra manera en la

traduccion viral.

e Investigar la participacion de VP3 en el proceso de replicacion del genoma
viral. Al silenciar la expresion de VP3 se obtuvo una disminucion significativa
en la replicacion viral, a pesar de que se ha demostrado que in vitro VP1 y VP2
son suficientes para replicar a los mRNAs virales y que VP3 no es necesaria

para el ensamble de los cores virales.

e Definir si el mRNA viral asociado a VP1 puede ser utilizado posteriormente
para la traduccion. Al silenciar la expresion de VP1 la transcripcion viral
disminuy6é a un 10%. Sin embargo, la sintesis de proteinas virales aumentd
aproximadamente un 30%. Esto sugiere que VP1 podria evitar que los mRNAs
virales sean utilizados para la traduccion, posiblemente al secuestrar al mRNA
viral en los viroplasmas o al bloquear la interaccion del mRNA con los factores

celulares de traduccion.

e Determinar que proteinas celulares pudieran regular la replicacién viral. El
silenciamiento de NSP3 trae como consecuencia un aumento de tres veces en la
replicacion viral y en la formacién del complejo VP1 — mRNA viral, a pesar de
que la traduccion de proteinas virales no se ve afectada. Ademas, al silenciar la
expresion de algunos de los factores celulares de inicio de la traduccion, la
replicacion viral disminuye significativamente, esto sugiere la participacion de

alguna proteina celular en el proceso de replicacion viral.
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Rotaviruses have a genome composed of 11 segments of double-stranded RNA (dsRNA) surrounded by three
protein layers. The virus contains an RNA-dependent RNA polymerase that synthesizes RNA transcripts
corresponding to all segments of the viral genome. These transcripts direct the synthesis of the viral proteins
and also serve as templates for the synthesis of the complementary strand to form the dsRNA genome. In this
work, we analyzed the Kinetics of transcription and replication of the viral genome throughout the replication
cycle of the virus using quantitative reverse transcription-PCR. The role of the proteins that form double-
layered particles ([DLPs] VP1, VP2, VP3, and VP6) in replication and transcription of the viral genome was
analyzed by silencing their expression in rotavirus-infected cells. All of them were shown to be essential for the
replication of the dsRNA genome since in their absence there was little synthesis of viral mRNA and dsRNA.
The characterization of the kinetics of RNA transcription and replication of the viral genome under conditions
where these proteins were silenced provided direct evidence for a second round of transcription during the
replication of the virus. Interestingly, despite the decrease in mRNA accumulation when any of the four
proteins was silenced, the synthesis of viral proteins decreased when VP2 and VP6 were knocked down, whereas
the absence of VP1 and VP3 did not have a severe impact on viral protein synthesis. Characterization of viral
particle assembly in the absence of VP1 and VP3 showed that while the formation of triple-layered particles and
DLPs was decreased, the amount of assembled lower-density particles, often referred to as empty particles, was
not different from the amount in control-infected cells, suggesting that viral particles can assemble in the

absence of either VP1 or VP3.

The family Reoviridae includes viruses that have a genome
composed of 9 to 12 segments of double-stranded RNA
(dsRNA). Rotaviruses belong to the most medically significant
genus of the family since they are the main cause of infantile
gastroenteritis, causing approximately 500,000 deaths per year
in children less than 5 years of age (23). These viruses have a
genome composed of 11 segments of dsRNA, which is en-
closed in a capsid formed by three concentric layers of protein
(33). The innermost layer, formed by VP2, contains the viral
genome and 12 copies each of the virus RNA-dependent RNA
polymerase (RdRP; VP1) and the guanylyltransferase and
methylase enzyme (VP3); these viral elements constitute the
core of the virus. The addition of VP6 on top of the VP2 layer
produces double-layered particles (DLPs). The outermost layer,
characteristic of infectious, triple-layered particles (TLPs), is com-
posed of two proteins, VP4 and VP7.

During or shortly after cell entry, the infecting TLP uncoats,
loosing the two proteins of the outer layer and yielding a DLP,
which is transcriptionally active (14). The nascent transcripts
are extruded into the cell’s cytoplasm through channels located
near the icosahedral fivefold vertices of the particle (32). The
viral mRNAs contain 5'-methylated cap structures but lack
the poly(A) tails characteristic of most cellular mRNAs (11).
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The viral RNA transcripts direct the synthesis of six structural
(VP1 to VP4, VP6, and VP7) and six nonstructural (NSP1 to
NSP6) proteins (4). In addition to their function as mRNAs,
the viral transcripts also serve as RNA templates (positive-
strand RNA) for the synthesis of negative-strand RNA to form
the dsRNA genome segments. The segmented dsSRNA genome
of rotaviruses is never detected free in the cytoplasm but is
transcribed and replicated within viral capsids by the RdRP.
The synthesis of negative-strand RNA has been proposed to
occur in perinuclear nonmembranous, electrodense cytoplas-
mic structures, known as viroplasms, concurrently with the
packaging of positive-strand RNA into core replication inter-
mediate (RI) particles (30). It has been proposed that this
process leads to the production of new transcriptionally active,
dsRNA-containing double-layered RI particles, which are
thought to be responsible for an enhanced second round of
transcription, resulting in a second wave of assembly of double-
layered RI particles (4). The occurrence of this second round,
however, has not been directly demonstrated.

The participation of several viral proteins in the replication
process of rotavirus has been studied using different approaches;
the characterization of temperature-sensitive mutants under-
lined the importance of VP1, VP2, and VP3 in the replication
process (17, 39). In a different approach, an in vitro replication
assay was developed (2); in this system it has been observed
that VP1 and VP2 are necessary and sufficient to replicate the
genome and that no other structural or nonstructural protein
was necessary although the lack of genome encapsidation
in this system indicated the possible role of other viral proteins
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TABLE 1. Sequence for primers used in this work

Gene Forward primer (5" — 3') Reverse primer (5" — 3') Amplicon (nt)*
1 GGACGCCGCACTAGATCAATT GGTCATCATGCTTTACTGGTTCC 1038-1168
6 CCACTTGGTATCCGACTTTGA GAATACGTGGACGCATCCTT 1228-1309
10 TCCTGGAATGGCGTATTTTC GAGCAATCTTCATGGTTGGAA 122-214
10Mut TCCTGGAATGGCGTATTTTC GAGCAATCTTCATGGTTCTGC 122-214*
GAPDH ACCTGACCTGCCGTCTAGAAA CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT 783-836
Luciferase GCCTGAAGTCTCTGATTAAGT ACACCTGCGTCGAAGATGT 1359-1456

“nt, nucleotide; *, same nucleotide positions of gene 10 primer, with changes indicated in bold.

in coordinating the process of replication and sorting of the
RNA segments in equimolar amounts during an infection
(24). Finally, the relevance of NSP5 and NSP2 in the repli-
cation of the virus has been shown in vivo using RNA in-
terference. It was found that genome replication, viral
mRNA translation, and viroplasm formation were severely
affected in rotavirus-infected cells expressing low levels of
NSP5 or NSP2 (1, 16, 35).

In this report we determined the kinetics of replication and
transcription of the rotaviral genome during the replication
cycle using real-time quantitative reverse transcription-PCR
(qRT-PCR). The role of the proteins that constitute the DLPs
(VP1, VP2, VP3, and VP6) in an infected cell was analyzed by
silencing the expression of each of these proteins in rotavirus-
infected cells. We found that all of them are essential for the
replication of the viral genome since in their absence there is
little synthesis of viral mRNA, and the second round of tran-
scription does not take place. Interestingly, despite the de-
crease in transcription when any of the four proteins was si-
lenced, only VP2 and VP6 seem to be important for the
translation of the viral proteins, whereas the absence of VP1
and VP3 does not have a severe impact on the translation of
viral proteins. The assembly of viral particles in the absence of
VP1 and VP3 was assessed by CsCl gradients. As expected, we
found that there was little assembly of TLPs and DLPs in the
absence of these proteins, but the amount of lower-density
particles formed, often referred to as empty particles (to indi-
cate that they are devoid of viral dsSRNA), was not different
from the quantity in the nonsilenced control, suggesting that
the assembly of the viral particles can proceed in the absence
of either VP1 or VP3. The stability of a transfected viral ex-
ogenous reporter mRNA in uninfected or infected cells was
measured by qRT-PCR; when VP2 was silenced, we found a
decrease in the half-life of the reporter rotavirus mRNA, sug-
gesting that, besides its role as a capsid protein during the
replication process, VP2 might also participate in stabilizing
the mRNAs committed to translation.

MATERIALS AND METHODS

Cells and viruses. The rhesus monkey epithelial cell line MA104 was grown in
Eagle’s minimal essential medium (MEM) supplemented with 10% fetal bovine
serum and was used for all experiments carried out in this work. Rhesus rotavirus
RRYV was obtained from H. B. Greenberg (Stanford University, Stanford, CA);
simian rotavirus SA11 was obtained from H. H. Malherbe, and porcine rotavirus
YM was isolated in our laboratory. All rotavirus strains were propagated in
MA104 cells as described previously (22).

Antibodies. Monoclonal antibodies (MAbs) to VP2 (3A8), VP6 (255/60), and
NSP4 (B4) were kindly provided by H. B. Greenberg. MAb HS2 directed to VP4
(21), the rabbit antirotavirus polyclonal serum raised against purified RRV
TLPs, the rabbit anti-VP1, and antivimentin serum were produced in our labo-

ratory. Rabbit polyclonal antisera to NSP2 and NSP3 have been described pre-
viously (9). Fab fragments to digoxigenin (DIG)-peroxidase were purchased
from Roche, Inc. Alexa Fluor 488- and 647-conjugated secondary antibodies
were purchased from Molecular Probes (Eugene, OR). Horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit polyclonal antibody was from Perkin Elmer Life
Sciences (Boston, MA), and horseradish peroxidase-conjugated rabbit anti-
mouse immunoglobulin G was from Zymed (San Francisco, CA).

Real-time PCR. Reverse transcriptase and PCR primers were designed using the
Primer3 software (http:/fokker.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www_slow.cgi).
The sequences of the primers used are shown in Table 1. The amplification efficiency
of each pair of primers was determined by using the slope value of the standard
curve in the following formula: efficiency = (10" 51°P®) — 1) x100. All the
primers used had an amplification efficiency greater than 90% (data not shown).
To specifically determine the levels of each RNA strand, RT-PCR was per-
formed in two separate steps. The first step was performed using only one of the
primers (depending on the strand to be quantitated) in the following mixture:
12.5 pl of 2X SYBR green Master Mix (Applied Biosystems), 0.125 pl of reverse
transcriptase (50 U/pl), 0.25 pl of RNase inhibitor (20 U/pl), and 1 pl of either
forward or reverse primer (2.5 pmol/pl), plus RNA (1 ng; boiled for 5 min and
chilled on ice) in a total volume of 24 pl. The reaction mixture was incubated for
30 min at 48°C, and the reverse transcriptase was inactivated by incubating the
samples at 90°C for 10 min and immediately chilled on ice. Then, for the PCR
step, 1 pl of the complementary primer (2.5 pmol/ul) was added to the reaction
mixture (for a final volume of 25 1), and the samples were amplified by PCR in
an ABI Prism 7500 Sequence Detector System (Applied Biosystems) with the
following thermal protocol: 95°C for 10 min and then 40 cycles of 95°C for 15 s
and 60°C for 1 min, followed by dissociation phase of 60°C to 95°C for 30 min.

A standard curve was generated by amplifying known amounts of dsRNA
using either forward or reverse primers (for negative- or positive-strand ampli-
fication, respectively), during the RT step. After the PCR amplification, the ABI
Prism software was used to set a cutoff line with the obtained fluorescence values
(v axis) for all the samples between the logarithmic phases of the amplification
curves. Then, the logarithm of concentration of each sample was plotted against
the cycle number where the amplification curve of the sample reached the cutoff
line (cycle threshold [Cy]). The amount of either positive- or negative-strand
RNA from unknown samples was determined by extrapolating the C; value onto
the corresponding standard curve. The amount of negative-strand RNA is re-
ferred to as dsSRNA (since it is only present in this form), whereas the amount of
mRNA was calculated by subtracting the amount of negative-strand RNA from
the amount of positive-strand RNA obtained in an assay.

Relative quantification. Negative- or positive-strand RNA was amplified, as
described above, and the C; for each amplified sample was calculated. The
relative increase was determined by the 2~ 24“T method (15). Data are expressed
as the relative difference in either negative- or positive-strand RNA with respect
to the total amount of negative-strand RNA present at time zero postinfection
(assigning this sample the arbitrary value of 1). GAPDH (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase) mRNA was used as an internal control for all the
samples.

siRNA transfection. Duplex small interfering RNAs (siRNAs) were obtained
from Dharmacon Research (Lafayette, CO), and the target sequences used to
knock down VP1, VP2, VP3, VP4, and VP6 genes were previously described
(20). As an irrelevant control, a previously reported siRNA to firefly luciferase
was used (19). Transfection of siRNAs into MA104 cells was performed as
previously described (3). Briefly, the siRNAs were transfected using Lipo-
fectamine (Invitrogen). The transfection mixture was added to confluent cell
monolayers and incubated for 8 h at 37°C. After this time, the mixture was
removed, and the cells were kept in MEM for 48 h at 37°C prior to virus
infection.

6002 ‘7T 1290190 U0 dINOIF SINOIDVOILSIANI LSNI Je 1o wse Il woly papeojumoq


http://jvi.asm.org

VoL. 83, 2009

Infection of cells and titration of viral progeny. Transfected cell monolayers,
in 24- or 48-well plates, were infected with 3 focus-forming units of virus per cell
and then incubated for 24 h at 37°C. At this time the cells were then lysed by two
freeze-thaw cycles, and the lysates were treated with 10 wg/ml of trypsin for 30
min at 37°C. The infectious titers of the viral preparations were obtained by an
immunoperoxidase focus assay as described previously (22). Briefly, confluent
MA104 cells in 96-well plates were washed twice with phosphate-buffered saline
(PBS), and twofold serial 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 for RRV at 37°C. RRV-infected
cells were detected by an immunoperoxidase focus detection assay using a rabbit
hyperimmune serum to rotavirus, as described previously (22). The numbers of
focus-forming units were counted with the help of a Visiolab 1000 station (Bio-
com, France) as previously reported (10).

Immunoblots. Cells were transfected with siRNAs and infected with rotavirus
RRYV as described above. The cells were lysed with Laemmli sample buffer, and
the proteins were separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel elec-
trophoresis (SDS-PAGE) and then transferred to nitrocellulose membranes
(Millipore, Bedford, MA). Membranes were blocked with 5% nonfat dried milk
in PBS and incubated for 1 h at room temperature with primary antibodies in
PBS containing 1% milk, followed by an incubation with secondary, species-
specific, horseradish peroxidase-conjugated antibodies or with Alexa Fluor-488-
and -647-conjugated secondary antibodies. The peroxidase activity was devel-
oped by a Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin Elmer
Life Sciences), following the manufacturer’s instructions, and the fluorescently
labeled antibodies were visualized on a Typhoon Trio (Amersham) and quanti-
fied using ImageQuant TL software.

Immunofluorescence. MA104 cells grown on glass coverslips were transfected
as previously mentioned, and at 48 h posttransfection the cells were infected with
RRYV at a multiplicity of infection (MOI) of 3. At 8 h postinfection (hpi), the cells
were fixed with 2% paraformaldehyde in PBS for 20 min at room temperature.
After this time the cells were washed twice with PBS containing 50 mM NH,CI,
permeabilized by incubation with PBS-0.5% Triton X-100-50 mM NH,ClI for 15
min at room temperature, and washed twice with PBS with gentle swirling. The
coverslips were then incubated for 1 h at room temperature with primary anti-
bodies diluted in blocking buffer (50 mM NH,CI, 1% bovine serum albumin
[BSA] in PBS) and then rinsed four times with PBS. The coverslips were then
incubated with the appropriate Alexa Fluor-labeled secondary antibodies in
blocking buffer for 1 h at room temperature. The cells were washed four times
with PBS and mounted on glass slides with Fluoprep (BioMérieux). The slides
were analyzed with a Nikon E600 epifluorescence microscope coupled to a
DXM1200 digital still camera (Nikon). The images were then digitally captured
and prepared in Adobe Photoshop, version 7.0.

Radiolabeling, isolation, and analysis of viral particles. Cells grown in 48-well
plates were transfected with siRNAs and infected with rotavirus RRV as de-
scribed above. At 7 hpi, the medium was replaced by MEM without methionine,
supplemented with 25 puCi/ml of Easy Tag EXPRESS-*S labeling mix (Dupont-
NEN) and incubated for 1 h; after this period the cells were washed and lysed
with Laemmli sample buffer. For isolation and purification of viral particles, cells
grown in 48-well plates were transfected with siRNAs and infected with rotavirus
RRYV as described above. At 6 hpi, the medium was replaced by MEM without
methionine, supplemented with 25 p.Ci/ml of Easy Tag EXPRESS-*S labeling
mix (Dupont-NEN). At 12 hpi the cells were frozen and thawed twice, the viral
lysate (from 12 wells/condition) was extracted with Freon 113 (Dupont, Wil-
mington, DE), CsCl was added to the aqueous phase to obtain a density of 1.36
g/cm3, the mixture was centrifuged for 18 h at 35,000 rpm in an SW40Ti rotor,
and fractions (400 pl) were collected from the bottom. The protein composition
of each fraction was analyzed by SDS-PAGE and autoradiography. A densito-
metric analysis of the protein bands in the autoradiogram was done using the
ImageQuant TL software.

Preparation of the RNA probe. To prepare an RNA probe complementary to
viral mMRNA gene 10, a cDNA copy of RRV gene 10 was amplified using primers
T7-10 forward (5'-CGCGGCGCCTAATACGACTCACTATAGGCTTTTAAA
AGTTCTG-3") and YM10-3' reverse (5'-CAGACCCGGGCCGCGGTCACAT
TAAGACCGTTC-3'), cleaved with KasI and Aval, and ligated into the KasI
and Aval sites of plasmid pGEM-3Z (pGEM-NSP4). In this construct, the gene
for NSP4 was cloned downstream of the T7 promoter and upstream of the SP6
promoter. This plasmid was linearized with EcoRI, which cleaves gene 10 at
nucleotide position 427, and purified by phenol-chloroform extraction and eth-
anol precipitation. RNA probes were generated by in vitro transcription of the
linearized plasmid using a Megascript SP6 kit (Ambion) in the presence of
DIG-UTP (Roche) according to the manufacturer’s instructions. The SP6 poly-
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merization mix contained 1 wg of linearized DNA; 5 mM each of ATP, GTP, and
CTP; 1.66 mM UTP; and 0.66 mM DIG-UTP. The RNA probe produced was
323 nucleotides in length, and its concentration was determined by spectropho-
tometry.

FISH. To detect by hybridization the RNA segment 10 positive strand, the
protocol of fluorescence in situ hybridization (FISH) as previously described by
Mingle et al. (18) was followed. Briefly, MA104 cells were grown in coverslips
and infected with RRV at an MOI of 3. At 6 hpi cells were fixed with 2%
paraformaldehyde in PBS for 15 min at room temperature, washed twice with 50
mM NH,Cl in PBS, permeabilized with 0.5% Triton X-100, and incubated for 30
min at room temperature with 1.5% H,O,. Fixed cells were incubated overnight
at 58°C with 120 pl (0.2 ng/ul) of an RNA probe complementary to the positive
strand of rotavirus RNA gene 10 (see above) in hybridization buffer (50%
formamide, 5X SSC [1X SSC is 0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium citrate], 50
mg/ml heparin, 0.1% Tween 20, and 1 pg/ml of total yeast RNA). Then, the cells
were washed three times with hybridization buffer at 70°C and three times with
0.1 X SSC and blocked with blocking buffer (1% BSA, 0.2% nonfat milk, 0.3%
Triton X-100) for 1 h at room temperature. The RNA probe was detected by
incubating the cells with a monoclonal anti-DIG antibody conjugated with per-
oxidase for 1 h at room temperature. After this step, the fluorescence signal for
RNA detection was obtained by using the tyramide signal amplification system
(TSA-Plus Fluorescence Palette System; Perkin Elmer) as recommended by the
manufacturer. For simultaneous protein immunodetection, specific antibodies
were used during the anti-DIG antibody incubation (all antibodies were diluted
1:1,000); cells were washed five times with TNT buffer (0.1 M Tris pH 7.5, 0.15
M NaCl, and 0.05% Tween 20), incubated with the corresponding secondary
antibody for 1 h at 37°C, and washed five times with TNT buffer. Finally, the cells
were mounted on glass slides with Fluoprep (Bio Mérieux) and observed as
previously described.

RNA stability assays. Gene 10 cloned in plasmid pGEM3Z (pGEM-NSP4)
was mutagenized at nucleotide position 190 and positions 193 to 196 using a
QuikChange kit (Stratagene), and the resultant plasmid (pGEM-NSP4mut) was
sequenced to verify the introduced mutations. As a control mRNA, we used a
luciferase reporter gene to which an Acll restriction site after the poly(A) tail
sequence was introduced by PCR in the luciferase T7 control plasmid (Promega)
using the primers T7-forward (5'-TAATACGACTCACTATAG-3') and reverse
(5'-AAAAAAAAAAAAAACGTTATTGGCATCACCGGC-3'). The resulting
PCR product was cleaved with Acll, and blunt ends were generated by micro-
coccal nuclease digestion. The SacII-linearized pGEM-NSP4mut plasmid and
the poly(A)-luciferase PCR product were purified by phenol-chloroform extrac-
tion and ethanol purification. The gene 10 segment was positioned such that the
T7 transcript derived from plasmid pGEM-NSP4mut (reporter gene 10Mut)
digested with SacII was predicted to have the same 5’ and 3’ terminal ends of the
corresponding rotavirus gene 10 sequence (GenBank accession number 1.41247).
Capped RNAs were synthesized using a MegaScript T7 transcription system
(Ambion) in the presence of a cap analog (New England Biolabs). The T7
polymerization mixture contained 1 pg of linearized DNA; 7.5 mM each of ATP,
CTP, and UTP; 1.5 mM GTP; and 6 mM cap analog (New England Biolabs).
RNA was purified by phenol-chloroform extraction, its concentration was deter-
mined by spectrophotometry, and aliquots were stored at —80°C.

To measure the half-life of the reporter mRNAs, 1 wg of RNA was transfected
for 2 hinto 5 X 10° MA104 cells, which were left uninfected or were previously
infected with rotavirus for 1 h at 37°C, using Lipofectamine 2000 (Invitrogen).
The transfection mixture was removed, and the cells were washed four times with
MEM and incubated for 30 min at 37°C with 10 mg/ml RNase A in MEM to
remove the extracellular nonspecifically bound RNA. Then, the cells were
washed four times with 1% BSA in MEM and four times with MEM and
incubated at 37°C for different times. Aliquots of the cells were harvested using
Trizol at different times postinfection, and the RNA was purified as previously
described. The reporter RNA gene 10Mut and the luciferase RNA were quan-
titated by real-time RT-PCR as described above, using GAPDH as an internal
control. Primer 10Mut (Table 1) was used as a reverse primer to amplify the
reporter for gene 10; in control assays this primer did not amplify the wild-type
rotavirus gene 10 (data not shown). Primers used to amplify GAPDH and
luciferase RNAs are also indicated in Table 1.

RESULTS

Standardization of real-time RT-PCR assay for specific
quantitation of negative and positive strands of viral RNA. To
determine if it was possible to follow the kinetics of transcrip-
tion and replication of the rotavirus genome using qRT-PCR,
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we standardized a protocol to independently quantify both
strands (negative and positive) of the dSRNA produced during
a viral infection. A set of primers (Table 1) was designed to
amplify rotavirus genes 1, 6, and 10 as representatives of the
different sizes of the viral genes (large, medium, and small,
respectively). The efficiency of the primers was measured by
generating a standard curve from twofold serial dilutions (from
0.05 to 150 ng) of a known amount of rotavirus dsSRNA (see
Materials and Methods). Given the double-stranded nature of
the rotaviral genome, adding both primers to the RT-PCR
would result in the amplification of both strands simulta-
neously. To avoid this problem, only one of the primers (de-
pending on the strand to be quantitated) was used for RT; the
complementary primer was added before the PCR was started
and after a 10-min denaturation step to eliminate the reverse
transcriptase activity. In this way, the cDNA synthesized from
only one of the viral RNA strands was quantified.

To test if this assay was specific to quantify each viral RNA
strand in a mix of negative and positive strands, a constant
amount of viral mMRNA (positive-strand RNA) was mixed with
serial dilutions of viral dsSRNA, and each strand was quantified
in separate reactions by qRT-PCR. We found that the amount
of negative-strand RNA was equivalent to the amount of
dsRNA added and that the difference between positive- and
negative-strand RNAs was equivalent to the amount of mRNA
added to the reaction mixture (data not shown).

Kinetics of dsSRNA and mRNA accumulation during the
virus replication cycle. Once we established that the real-time
RT-PCR assay was sufficiently sensitive and specific to sepa-
rately quantify the positive and negative strands of the viral
RNA, we decided to characterize the kinetics of synthesis of
both types of RNAs produced during a 12-h infection course.
MA104 cells were infected at an MOI of 0.1 to minimize the
possibility of having more than one infecting virus per cell.
After the adsorption period, noninternalized virus was washed
off, total RNA from infected cultures was harvested every 2 h
up to 12 hpi, and the amounts of both viral mRNA and dsRNA
from viral segments 1, 6, and 10 were determined by qRT-
PCR. The results shown in Fig. 1A and B indicate that while
the dsSRNA accumulation kinetics for the three RNA segments
evaluated seemed equimolar, despite their differences in size,
the amount of mRNA accumulated during the infection period
was not equimolar. The amount of transcript detected was
apparently size dependent since the amount of mRNA from
RNA segment 10 produced at 12 hpi was 4.5 and 2 times more
abundant than that for RNA segments 1, and 6, respectively,
which is in agreement with the results reported by Stacy-Phipps
and Patton, who quantitated the total amount of viral
mRNA and dsRNA using an electrophoretic system (38). In-
terestingly, and also as previously reported (38), the amount of
mRNA accumulated at 12 hpi was, on average, about six times
more abundant than the dsRNA accumulated during that pe-
riod of time.

To determine if there was a correlation between the produc-
tion of viral dSRNA and the production of infectious viral
particles, MA104 cells were infected as previously described,
and the cells were harvested at different times. The viral
dsRNA for gene 10 was quantitated by qRT-PCR, and the
amount of infectious viral progeny produced was quantitated
by an immunoperoxidase focus forming assay (22). The kinet-
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FIG. 1. Kinetics of transcription and replication of the viral RNA.
Confluent MA104 cells were infected with RRV at an MOI of 0.1 by
adsorbtion for 30 min at 4°C and then for 30 min at 37°C; the noninter-
nalized virions were washed off with 3 mM EGTA in PBS, and MEM at
37°C was added. At the indicated times postinfection, RNAs were Trizol
extracted and quantified by RT-PCR as described in Materials and Meth-
ods, or with 0.1% Triton X-100 for infectious virus titration. (A) RT-PCR
of the negative strand of genes 1, 6, and 10. (B) Quantitation of the
mRNAs corresponding to viral segments 1, 6, and 10. (C) RT-PCR of the
negative strand of RNA segment 10 and titration of infectious particles by
an immunoperoxidase focus assay as described in Materials and Methods.
In panels A and B the qRT-PCR results are expressed as the increase
relative to the amount of mRNA or negative strand from RNA segment
10 accumulated at 12 hpi, which was taken as 100%. Data shown repre-
sent the arithmetic means * standard deviation of three independent
experiments. In panel C data are expressed as percentage of total RNA
synthesis or infectious particles produced at 12 hpi, which was taken as
100%. Data shown represent the arithmetic means *+ standard deviation
of three independent experiments.

ics of both assays displayed the same tendency: a slight linear
increase during the first 4 h and then a logarithmic increase at
later times (Fig. 1C). These results suggest that the assembly of
infectious viral particles parallels the replication of the viral
genome.
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FIG. 2. Silencing the expression of the proteins that form the DLP has a differential effect on viral translation. MA104 cells in 48-well plates
were transfected with the indicated siRNA as described in Materials and Methods. At 48 h posttransfection, the cells were infected with RRV at
an MOI of 3 (A, B, and C) or with rotavirus strains with RRV, YM, and SA11 (D), and at 7 hpi the cells were radiolabeled for 60 min with 25
nCi/ml of Easy-tag Express->>S and then lysed. The labeled proteins were resolved by SDS-10% PAGE (A, B, and D) or by SDS-7% PAGE
(B) and detected by autoradiography (left panels) or by immunoblot analysis (right panels) using either a mixture of antibodies to VP1 and VP4
(B) or a polyclonal antirotavirus antibody (C). Irr, irrelevant control siRNA.

Role of VP1, VP2, VP3, and VP6 in the viral replication
cycle. (i) siRNAs directed to the DLP proteins specifically
knock down their expression. To study the role of DLP pro-
teins in the transcription and replication of the viral genome
during infection and to determine if it was possible to experi-
mentally dissociate these two events, we silenced the expres-
sion of VP1, VP2, VP3, VP4, and VP6 by RNA interference.
The cells were transfected with siRNAs that target each one of
the above-mentioned RRV genes or with an siRNA comple-
mentary to the firefly luciferase gene as an irrelevant control.
In these assays, MA104 cells were transfected with each
siRNA, infected with rotavirus RRV at 48 h posttransfection,
and metabolically labeled for 60 min at 7 hpi. The synthesis of
viral and cellular proteins was assessed by SDS-PAGE and
autoradiography (Fig. 2). The knockdown of every viral pro-
tein was apparent in the autoradiography shown in Fig. 2A.
The effectiveness of each siRNA was also confirmed by West-
ern blot analysis using specific antibodies against VP1, VP2,
VP6, and VP4, which was used as a silencing control (Fig. 2B
and C). The silencing of VP3 was assessed only by SDS-7%
PAGE of *S-labeled infected cells since specific antibodies
against this protein were not available (Fig. 2B). When VP1
was silenced, a cellular protein that comigrates with VP1 was
apparent in the autoradiogram shown in Fig. 2A and B; how-
ever, the Western blot with an antibody against VP1 confirmed
that this protein was efficiently silenced.

Silencing the expression of the VP1, VP3, and VP4 genes did

not affect significantly the amount of total viral protein synthe-
sized, as we have previously observed (20). In contrast, silenc-
ing the expression of the VP2 and VP6 genes caused a general
reduction in the synthesis of the viral proteins, which also
correlated with an increased synthesis of cellular proteins
(Fig. 2A).

It has been reported that some siRNAs can activate the
interferon system, causing a nonspecific inhibition of cell pro-
tein synthesis (31, 37). Since the effect of the siRNAs directed
to VP2 and to VP6 was more severe than expected, we ana-
lyzed the effect of these two siRNAs on cells infected with two
different strains of rotavirus, a porcine rotavirus (YM) and a
simian rotavirus (SA11), so that we could discard the possibil-
ity that these two siRNAs induced a nonspecific, generalized
shutoff of protein synthesis. The sequences of the VP6 and
VP2 genes from these two strains differ in 4 nucleotides and
more than 10 nucleotides, respectively, from the sequences of
the siRNAs used to knock down the expression of the corre-
sponding RRV genes. Figure 2D shows that while the siRNAs
to VP2 and VP6 almost completely inhibited the synthesis of
RRYV viral proteins, they did not affect the synthesis of any of
the YM and SA11 proteins, indicating that the effect observed
with the siRNAs directed to RRV VP6 and VP2 was specific
and did not directly affect any other cellular or viral targets.

(ii) Silencing the expression of DLP proteins decreases the
yield of infectious virus. We then tested the effect of knock-
ing down the expression of the DLP proteins on the pro-
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FIG. 3. The yield of infectious progeny virus is decreased in cells
expressing low levels of VP1 to VP6. MA104 cells in 48-well plates
were transfected with the indicated siRNAs, and at 48 h posttransfec-
tion the cells were infected with RRV at an MOI of 3. The cells were
harvested at 12 hpi, and the infectious virus produced was determined
by an immunoperoxidase assay, as described in Materials and Meth-
ods. Data are expressed as the percentage of the infectivity obtained
when the cells were transfected with an irrelevant (Irr) siRNA. Data
shown represent the arithmetic mean * standard deviation of three
independent experiments.

duction of infectious rotavirus progeny. siRNAs directed to
VP1 to VP6 were transfected into MA104 cells, and 48 h
after transfection the cells were infected with rotavirus
RRYV; 12 h later the progeny virus produced under these
conditions was recovered, and its titer was determined by a
focus-forming assay. Transfection with any of the siRNAs
tested decreased the yield of viral progeny by about 80%
while the irrelevant siRNA used as control did not affect the
production of virus (Fig. 3). The inhibition of RRV viral
yield by the siRNAs to VP2 and VP6 was shown to be
specific since these siRNAs did not affect the production of
infectious viral particles when the same assay was performed
with the porcine rotavirus YM or the simian rotavirus SA11
(data not shown).

(iii) Viroplasms are formed in the absence of the DLP pro-
teins. Viroplasms are electrodense, nonmembranous struc-
tures that form upon rotavirus infection. It has been shown
that viroplasms contain the proteins that constitute the
DLPs, the viral RNA, and the nonstructural proteins NSP2 and
NSP5 that are sufficient to form these structures when tran-
siently expressed in transfected cells (5). To determine if,
besides these two nonstructural proteins, any of the DLP
proteins was necessary to form viroplasms in an infected
cell, we used immunofluorescence to detect viroplasms in
MA104 cells in which VP1, VP2, VP3, or VP6 was silenced.
We found that viroplasms were formed in all cases irrespec-
tive of the siRNA used; however, the number and size of the
viroplasms varied depending on the protein silenced (Fig.
4). When the expression levels of VP2 and VP6 were
knocked down, the viroplasms appeared smaller and there
were fewer of them than in control transfected cells. The
siRNA directed to VP3 resulted in the formation of fewer
but larger viroplasms. In general, even though the morphol-
ogy and size of these structures varied depending on the
protein silenced, none of these proteins seems to be essen-
tial for the formation of the viroplasms.

J. VIROL.

FIG. 4. The formation of viroplasms is not impaired when the DLP
proteins are knocked down. MA104 cells grown in coverslips were
transfected with the indicated siRNAs; at 48 h posttransfection the
cells were infected with RRV, and at 8 hpi the cells were fixed and
immunostained as indicated in Materials and Methods. Antibodies
against VP1, VP2, and VP6 were used, depending on the siRNA used,
to assess the silencing of the corresponding protein of interest; anti-
bodies to NSP2, VP6, and VP2 were used as markers of viroplasm
formation, as indicated. «, anti; silrr, irrelevant siRNA.

(iv) The synthesis of viral mRNA and dsRNA is inhibited
when the expression of any of the DLP proteins is knocked
down. Once the qRT-PCR method was standardized and once
the kinetics of accumulation of viral dsSRNA and mRNA dur-
ing a rotavirus infection was determined (Fig. 1), we decided to
analyze the effect of silencing the expression of the DLP pro-
teins in the synthesis of viral mRNA and dsRNA. MA104 cells
were transfected with the siRNAs directed to VP1, VP2, VP3,
or VP6; 48 h later the cells were infected with RRV, and total
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FIG. 5. Kinetics of transcription and replication of the viral RNA
in the absence of the DLP proteins. Confluent MA104 cells were
transfected with the siRNAs directed to VP1, VP2, VP3, or VP6
(designated as siVP1, for example), as indicated, and 48 h later the
cells were infected with RRV at an MOI of 0.1 for 1 h at 37°C; the
noninternalized virions were washed off with 3 mM EGTA in PBS, and
at the indicated times postinfection, RNAs were Trizol extracted and
quantified by RT-PCR as described in Materials and Methods using
primer pairs specific for gene segment 10. (A) RT-PCR of the mRNA
corresponding to viral segment 10. (B) Quantitation of the negative
strand of gene 10. The qRT-PCR results are expressed as the increase
relative to the amount of mRNA or negative strand produced in cells
transfected with the control siRNA, which was taken as 100%. Data
shown represent the arithmetic means * standard deviation of three
independent experiments.

RNA was harvested with Trizol at different times postinfec-
tion. The amount of viral mRNA and dsRNA from viral seg-
ment 10 (which was used as a reporter gene) was determined
by qRT-PCR as described above. Knocking down the expres-
sion of either VP1, VP2, VP3, or VP6 resulted in a marked
decrease in the production of both dsSRNA and mRNA (Fig.
5), which was more evident after 3 hpi, when there was a
change in the kinetics of accumulation of RNA from being
linear to an almost logarithmic increase. At 12 hpi the amount
of dsRNA detected was about 1/10 of the amount of dsRNA
produced in infected cells transfected with an irrelevant
siRNA; a similar decrease in the amount of mRNA was de-
tected when the expression of any of the DLP proteins was
silenced. To discard the possibility that the mRNA and dsRNA
from segment 10 behaved differently from the rest of the viral
genes (given the fact that this mRNA, which encodes NSP4, is
translated in the rough endoplasmic reticulum), we also deter-
mined the accumulation kinetics of the mRNA and dsRNA
from gene segment 6 in cells in which either VP1 or VP2 was
silenced. The results obtained using gene segment 6 were very
similar to those found for gene segment 10 (data not shown),
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suggesting that the accumulation kinetics of at least these two
genes are similar, irrespective of their site of translation.

Reduced levels of VP1 or VP3 decrease the formation of
DLPs and TLPs, whereas the amount of low-density particles
remains similar. Since the synthesis of viral proteins was not
affected when either VP1 or VP3 was silenced, we evaluated
the effect of the absence of these proteins on virus particle
assembly. For this, cells transfected with either a control
siRNA or with siRNAs to VP1 and to VP3 were infected with
RRYV and labeled with an *3S labeling mix, and at 12 hpi the
virus particles produced were purified by CsCl density gradi-
ents. The gradients were fractionated, and the protein compo-
sition of each fraction was analyzed by SDS-PAGE and auto-
radiography (Fig. 6A). The protein distribution obtained from
the gradient of the control transfected cells shows that the
DLPs and TLPs are distributed in fractions 4 to 6 while lower-
density particles, also referred to as empty particles, are dis-
tributed near the top of the gradient in fractions 10 and 11.
When the fractions from the gradients where VP3 or VP1 (not
shown) were silenced, a decrease in the amounts of viral pro-
teins present in the fractions corresponding to DLPs or TLPs
was apparent while the viral proteins present in the upper
fractions did not seem to be affected. To quantify this obser-
vation, the amount of VP6 in each fraction was determined by
densitometry, and the amount of viral RNA present in frac-
tions 6 and 10 was also determined by qRT-PCR (Fig. 6B).

Typically, density gradients of rotavirus particles yield two
bands near the middle of the tube that correspond to DLPs
and TLPs (3) and two additional lighter bands near the top of
the gradient that contain particles with a protein composition
very similar to DLPs and TLPs but devoid of dsRNA. In the
experiments shown here, the viral proteins were labeled with
35S, and the gradients were fractioned and analyzed by gel
electrophoresis. Figure 6A shows a representative PAGE gel
of the gradient fractions obtained from a control infection and
of an infection where VP3 was silenced. The amounts of TLPs
produced when VP3 was knocked down were decreased by
about 70% compared to the control transfected cells while the
amount of protein present in the lighter fractions stayed in
similar proportions. When the RNA present in the TLPs ob-
tained from cells with knocked down expression of VP1 or VP3
was quantified, a similar result was obtained (Fig. 6B). Inter-
estingly, when the amount of positive and negative strands of
RNA segment 6 were quantified in the upper bands of the
control infection, it was found that there was about seven times
more positive- than negative-strand RNA, suggesting that at
least part of these lighter particles are associated to transcripts
of positive polarity. The amount of plus-sense gene 6 RNA
present in the low-density particles from the conditions where
VP1 or VP3 was silenced was reduced to about 8% and 6%,
respectively, compared to the corresponding fractions of the
control infection. Figure 6C shows an autoradiography of a 7%
PAGE gel in which fractions 10 and 11 of each gradient were
analyzed. The decreased amounts of VP1 and VP3 demon-
strate the effectiveness of the siRNA treatment and also show
that low-density particles can be assembled in the absence of
either protein.

Cosilencing VP1 and VP6 partially restores the translation
of viral proteins. The finding that viral protein synthesis was
differently affected when VP1, VP2, VP3, or VP6 was knocked
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FIG. 6. Reduced levels of VP1 or VP3 decrease the formation of DLPs and TLPs, whereas the amounts of low-density particles remain similar.
MA104 cells were transfected with the indicated siRNAs, and at 72 hpi the cells were infected with RRV at an MOI of 3. At 6 hpi cells were
radiolabeled for 6 h with 25 wCi/ml of Easy-tag Express->>S and then harvested. Viral particles from each condition were separated by CsCl
gradients (see Materials and Methods). Twelve 400-pl fractions were collected from each gradient and analyzed by PAGE and autoradiography
(A). The amount of VP6 present in each fraction was calculated by densitometric analysis. The numbers below each lane represent the relative
amounts of VP6 with respect to the amounts of VP6 present in the TLP fraction of the control gradient, which was taken as 100%. (B) Total RNA
from the TLPs and low-density particle fractions was Trizol extracted and quantified by qRT-PCR as described in Materials and Methods using
primer pairs specific for the positive (Gene 6 RNA+) and negative (Gene 6 RNA—) strands of rotavirus gene segment 6. The qRT-PCR results
are expressed as the increase relative to the amount of positive or negative strand found in the TLP fraction produced in cells transfected with the
control siRNA, which was taken as 100%. Data shown represent the arithmetic means * standard deviation of three independent experiments.
(C). Fractions 10 and 11 (low-density fractions) from gradients of the indicated conditions were resolved by SDS-7% PAGE and detected by
autoradiography. An asterisk indicates the position of the silenced proteins. For siRNAs, siVP1 represents the siRNA directed against VP1; other

designations follow the same form. Irr, irrelevant control siRNA.

down, despite the fact that the amount of viral mRNA synthe-
sized in the infected cells was small and that the quantity was
very similar in all cases, was unexpected. It has been proposed
that during infection VP1 and VP3 bind to the 3'- and 5'-
terminal ends of viral mRNAs, respectively (26, 27) and that,
in turn, these interactions favor the formation of a core RI
containing VP1, VP2, and VP3 that precludes the replication
of the RNA. One possible explanation of the results previously
described could be that when the expression of VP2 or VP6 is
knocked down, the viral mRNAs may still be bound by VP1
and VP3; thus, the translation of the viral mRNAs would be
prevented, and they could not be replicated in the absence of
VP2 or VP6. On the other hand, in the absence of either VP1
or VP3, the viral mRNAs could not be bound to form the
precore RI, and thus the mRNAs would remain available for
translation. If this were the case, it would be expected that
silencing the expression of either VP1 or VP3 in combination

with either VP2 or VP6 would result in the partial rescue of
viral protein synthesis. To test this hypothesis, cells were trans-
fected with combinations of siRNAs directed to VP1 and VP2
or to VP1 and VPG6; 48 h later the cells were infected, and the
amount of viral protein synthesis was assessed by autoradiog-
raphy of *S-labeled lysates (Fig. 7A) and by densitometric
analysis of Western blots (Fig. 7B). We found that viral protein
synthesis was severely inhibited in cells where VP2 was si-
lenced either alone or in combination with VP1. In contrast,
the translation of viral protein synthesis was partially restored
when VP6 was silenced in combination with VP1.

Viral mRNA is more stable in infected cells. Since the effi-
cient translation of the viral proteins was not restored when
either VP1 (Fig. 7) or VP3 (data not shown) was silenced in
VP2-knockdown cells, it could be possible that the inhibition of
viral protein synthesis in VP2-silenced cells is due to a de-
creased stability of the viral mRNAs. To test this possibility, we
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FIG. 7. Cosilencing VP1 and VP6 partially recovers the translation
of viral proteins. Cells were transfected with a mixture of siRNAs
against VP1 and either VP6 or VP2, as indicated, and 48 h later they
were infected with RRV at an MOI of 3. At 7 hpi cells were radiola-
beled for 60 min with 25 wCi/ml of Easy-tag Express->>S and then
lysed. Protein synthesis was visualized by autoradiography (A) or pro-
teins were transferred to a nitrocellulose membrane for Western blot
assays using MAb 3A8 to stain VP2 and polyclonal rabbit antibodies to
VP1 and TLPs. As secondary antibodies, Alexa Fluor-conjugated an-
tibodies were used. (B) The relative amount of each viral protein was
calculated by densitometry of the fluorescent bands using ImageQuant
TL software (Amersham Biosciences), and it is expressed as a percent-
age of the corresponding protein obtained when the irrelevant control
siRNA(Irr) was used, which was taken as 100%. Data represent the
arithmetic means *+ standard deviation of at least three independent
experiments.

measured the half-life of viral mRNAs in rotavirus-infected
cells. Since it is not possible to completely stop viral transcrip-
tion in an infected cell and since, therefore, it is not possible to
reliably measure the decay of viral mRNAs using a radioactive
method, we measured the stability of a reporter viral mRNA
using qRT-PCR. In this case we measured the half-life of an in
vitro T7 transcript of RRV gene 10 containing bona fide viral
5’- and 3'-terminal ends (see Materials and Methods). We also
introduced into this construct five changes at nucleotide posi-
tion 190 and positions 193 to 196 that allowed the differential
amplification of this in vitro transcript using a reverse primer
(Table 1, 10Mut) that hybridized specifically with the mutant
transcript and not with the endogenous wild-type gene 10
mRNA (data not shown). The in vitro transcribed RNA was
transfected into mock-infected or RRV-infected cells, the
excess of noninternalized RNA was removed by RNase A
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FIG. 8. Rotavirus mRNA half-life increases in infected cells.
MA104 cells (5 X 10° cells/assay) were infected (+ virus) or not (—
virus) with RRV at an MOI of 3. At 1 hpi, 1 pg of either luciferase
(Luc) or gene 10 reporter mRNA was transfected using Lipofectamine
2000 for 2 h. At the indicated times posttransfection, cells were lysed,
and the transfected mRNAs were quantified by RT-PCR using primers
for luciferase or the reporter gene 10Mut (Table 1), as described in
Materials and Methods. The half-lives of the exogenous capped RNAs
were calculated by a linear regression analysis of the results from the
qRT-PCR at different times posttransfection. The half-life of rotavirus
gene 10 mRNA in mock-infected cells was about 12 h, while in infected
cells no significant decay was observed during the 12 h of the assay.
The luciferase mRNA half-life (240 min) remained the same in unin-
fected cells and cells infected with rotavirus. Data represent the arith-
metic means * standard deviation of three independent experiments.

treatment, total RNA was harvested at different times
posttransfection, and the mutant transcript was quantified by
qRT-PCR. As a control we used an in vitro transcribed firefly
luciferase gene that contained cap at the 5’ end and a poly(A)
tail at its 3" end. The primers used to quantitate this gene are
shown in Table 1. We found that the reporter viral mRNA had
a half-life of about 12 h in uninfected cells while it remained
essentially undegraded during the 12-h assay period when
transfected in rotavirus-infected cells (Fig. 8). According to
this method, the half-life of the control luciferase mRNA was
about 240 min (Fig. 8), in agreement with previous reports (6),
and it did not change in RRV-infected cells, suggesting that the
change in stability observed for the gene 10 reporter viral
mRNA was virus specific.

The core protein VP2 is involved in the stability of viral
mRNAs. To determine if the stability of the reporter viral
mRNA depended on the presence of some of the DLP pro-
teins, we silenced the expression of VP1, VP2, VP3, or VP6
and determined the half-life of the reporter viral mRNA by
RT-PCR. In these experiments MA104 cells were transfected
with the siRNAs directed to the DLP proteins, and 48 h later
the cells were infected with RRV. At 2 hpi the reporter gene
10Mut mRNA was transfected, and its stability was determined
by qRT-PCR. We found that the half-life of the reporter was
the same in the cells that were transfected with the siRNAs
directed to VP1, VP3, and VP6 as the half-life obtained in the
control transfected cells (Fig. 9A). Interestingly, the stability of
the reporter gene 10Mut decreased in the cells where VP2 was
silenced, in which at 9 hpi there was about 50% less reporter
gene 10Mut than in the control transfected cells. These results
suggest that in the absence of VP2 or with only small amounts
of VP2, the viral mRNAs are less stable in MA104 cells.

To further confirm this result, we performed a FISH assay to
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FIG. 9. VP2 has a role in the stability of viral mRNA. (A) MA104
cells in 24-well plates were transfected with the indicated siRNAs, and
at 48 hpi the cells were infected with RRV at an MOI of 3. At 1 hpi,
1 pg of gene 10 reporter mRNA was transfected using Lipofectamine
2000 for 2 h. At the indicated times after RNA transfection, cells were
lysed, and the transfected mRNA was quantified by RT-PCR using
primers for reporter gene 10Mut (Table 1), as described in Materials
and Methods. The half-life of the transfected RNA was calculated
using a linear regression of the results of qRT-PCR at the different
times posttransfection. The half-life of rotavirus gene 10 mRNA in
cells transfected with an irrelevant siRNA (silrr) and siRNAs directed
against VP1 (siVP2), VP3 (siVP3), and VP6 (siVP6) was longer than
12 h. The half-life of rotavirus mRNA when in cells transfected with
the siVP2 was about 9 h. (B) MA104 cells grown in coverslips were
transfected with the indicated siRNAs; at 48 h posttransfection the
cells were infected with RRV, and at 6 hpi the cells were fixed, per-
meabilized, and hybridized with a DIG-labeled RNA probe as indi-
cated in Materials and Methods. Viral proteins or bound probe were
detected using the indicated antibodies (indicated by the a- prefix;
diluted 1:1,000) and secondary Alexa Fluor-conjugated antibodies.
The fluorescence signal corresponding to the bound probe was devel-
oped using a tyramide signal amplification system (Perkin Elmer).

visualize the cellular distribution of the viral mRNA. In these
experiments, MA104 cells were transfected with the siRNAs to
VP1 or VP2, infected with RRV, and fixed and hybridized with
a DIG-labeled RNA probe that was complementary to the
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3’-terminal 300 nucleotides of gene 10. At the same time the
cells were immunostained with antibodies directed to viral
proteins to observe the formation of viroplasms. Figure 9B
shows that while the viral RNA was homogeneously distributed
in the cytoplasm of infected cells transfected with a control
siRNA or with the siRNA directed to VP1, there was almost
no detectable RNA in the cells where VP2 was silenced even
though the presence of viroplasms was clear (thus confirming
that the cells were infected). The panel where the siRNA
directed to VP2 was used shows one cell in which probably
VP2 was not silenced, and this single cell indeed shows the
presence of viral RNA throughout the cytoplasm in contrast to
the surrounding cells in which no hybridization signal was
detected. The same results were obtained when a DIG-labeled
RNA probe complementary to the 3’-terminal nucleotides of
gene 6 were used for the FISH assays (data not shown). These
assays confirm the previous results indicating that the presence
of VP2 is important for the stability of the viral mRNA.

DISCUSSION

The kinetics of replication and transcription of the rotaviral
RNA during the replicative cycle of the virus have been inves-
tigated in the past using radioactively labeled viral RNA and
either a hybridization assay in solution or PAGE under con-
ditions that allowed the separation of viral dsRNA from
mRNA (12, 38). When characterizing the production of dif-
ferent mRNA segments from rotavirus UK, Johnson and
McCrae (12) found that at 8.5 hpi there were more RNA-
positive molecules for RNA segment 1 than for RNA segment
10 while the levels of accumulation of mRNA of RNA segment
6 and gene 10 were the same. They also found that the pro-
duction of the 11 dsRNA segments was not equimolar. On the
other hand, Stacy-Phipps and Patton found that there was an
equimolar production of all the dsSRNA segments during the
infection of rotavirus SA11 while the transcription seemed to
be size dependent (38).

In this work we used a sensitive qRT-PCR protocol to quan-
tify rotavirus mRNA and dsRNA. This method has been pre-
viously used to detect and quantify rotavirus load, detecting as
few as 10 RNA molecules per reaction (7, 34). In order to
establish in more detail the kinetics of rotavirus mRNA and
dsRNA production during the infection process, we adjusted
the qRT-PCR protocol to differentially quantify the positive
and negative viral RNA strands. When analyzing the kinetics
of viral mRNA and dsRNA of rotavirus RRV, we found that
there was apparently a size-dependent transcription that cor-
responded to the difference in sizes of the genes, at least for
the three RNA segments analyzed. We also found that the
synthesis of dSRNA was equimolar at all times for the genes
quantified. In fact, a controlled replication of the viral RNA
segments has been supported by in vitro and in vivo experi-
ments (28).

Despite the differences in the amounts of mRNAs tran-
scribed from the different viral genes, it is clear that the kinet-
ics of viral mRNA and dsRNA production followed a charac-
teristic and similar pattern: there was a small linear increment
of plus- and minus-strand RNA during the first 4 hpi and then
a logarithmic increase at later times of infection. This behavior
suggests that the entering infectious particles begin to produce
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a small amount of mRNA, which is translated and replicated
(since a small increase in the dSRNA accumulation and infec-
tious progeny was detected as early as 4 hpi); as soon as new
DLPs are assembled, these particles begin to transcribe their
genomes, initiating a secondary wave of transcription that in-
creases considerably the amount of viral mRNA and dsRNA.
This idea is supported by the observation that when any of the
viral proteins that constitute the DLP (VP1, VP2, VP3, and
VP6) is knocked down, the synthesis of plus- and minus-strand
RNA remained linear throughout the infection course, and the
logarithmic increase in RNA synthesis observed in the control
cells was absent. Taken together, these results directly demon-
strate the existence of a second wave of RNA transcription and
replication carried out by newly assembled DLPs. Even though
this second wave has been presumed to exist for a long time,
direct evidence for its occurrence was lacking.

Silencing the expression of the DLP proteins also allowed us
to study their role during the replication cycle of the virus. The
importance of these structural proteins has been previously
assessed using in vitro replication assays and through the char-
acterization of the phenotype of temperature-sensitive mu-
tants. By means of these strategies, it was shown that VP1 and
VP2 are necessary and sufficient to replicate the viral RNA in
a cell-free system using baculovirus-expressed proteins (29).
However, the newly synthesized dsRNA was not packaged,
even when VP3 was added to the assay, so it was concluded
that, in vivo, some other viral proteins, such as NSP2 and
NSP5, should be needed for the encapsidation process and/or
for the selection of the RNAs to be replicated. Using a tem-
perature-sensitive virus with a lesion in VP3, Vdsquez et al.
(39) demonstrated that this protein plays an important role
during the RNA replication process since only empty, single-
shelled particles were assembled at the nonpermissive temper-
ature, suggesting that VP3 might have another function
besides adding the cap structure to mRNAs. Additionally,
Mansell and Patton (17) used a temperature-sensitive mutant
with a lesion in VP6 to gain insight into the role of this protein
in the replication of the virus. They found that at the nonper-
missive temperature the mutant virus decreased its transcrip-
tion rate by 20-fold, but the replication of the viral genome
only decreased 2-fold; the investigators thus concluded that
VP6 was required for the transcriptional activity but that it was
not needed for the replicase activity of the DLPs.

In this work we found that even though the synthesis of viral
mRNA was severely inhibited when VP1, VP2, VP3, or VP6
was silenced, the synthesis of viral proteins was differentially
affected. When VP1 or VP3 was knocked down, the level of
viral proteins synthesized was not affected. In fact, when VP1
was silenced, there was an increase of about 30% in the syn-
thesis of viral protein. These results suggest that only a small
proportion of the mRNA produced in the infected cell is suf-
ficient to maintain the translation of viral proteins at maximum
levels since we found that the same amount of protein was
produced when there was 10 times less mRNA (when VP1 or
VP3 was knocked down) compared to control, infected cells.
One possible explanation of these observations is that the cell
translation machinery is already saturated with the viral
mRNAs produced at early hours postinfection.

In a recent work, the expression of VP1 from the simian
rotavirus strain SA11-5N was silenced by RNA interference

TRANSCRIPTION AND REPLICATION OF ROTAVIRUS GENOME 8829

(36). In that work, the effect observed when VP1 was silenced
was different from our findings. The main difference is that
while in our hands the synthesis of viral protein was not altered
when VP1 was knocked down, in the work by Silvestri et al.
there was a reduction in the overall protein synthesis. These
differences might be the result of the different rotavirus strains
used. Alternatively, the differences observed might be due to a
differential silencing efficiency of the siRNAs used. We have
found that there are variable effects between different siRNAs
directed to the same viral protein (16) such that some siRNAs
are less potent in silencing the expression of a given protein.

In contrast to the results obtained when VP1 or VP3 were
silenced, in the absence of VP2 or VP6 or in the presence of
small amounts of these proteins, the translation of viral
mRNAs was severely decreased. If the mRNA produced by the
entering particles is enough to produce the same level of viral
proteins observed in a normal infection, why is viral translation
decreased when VP2 or VP6 is knocked down? It has been
reported that the simplest RI consists of the viral mRNA
associated to VP1 and VP3 (8, 25), which was proposed as the
first step in the assembly of the replicative particle. VP2 then
becomes associated with this RI, forming the core particle
competent in replication, and finally VP6 is added to the core
to form DLPs, which are competent to initiate the second
round of transcription. Our results could possibly indicate that
early in the infection the newly synthesized VP1 and VP3 bind
to most of the available mRNA to form RIs so that the posi-
tive-sense RNA can be used as a template for the synthesis of
the genomic dsRNA. When either of these two proteins is
silenced, the mRNA might not be sequestered to form RIs,
and then it could be available for translation, whereas when
VP2 or VP6 is silenced, most of the mRNA produced by the
entering viral particle is sequestered by VP1 and VP3 and
cannot be translated. To test this hypothesis, we silenced either
VP1 and VP2 or VP1 and VP6 at the same time and quantified
the production of viral proteins. Cosilencing of VP1 and VP6
partially restored the synthesis of viral proteins, suggesting that
at least part of the inhibition of protein synthesis when VP6 is
silenced could be due to the interaction of VP1 with the viral
mRNAs. The fact that viral mRNA translation was only par-
tially restored when VP1 and VP6 were cosilenced suggests
that VP6 might have another function that could be relevant
during the translation of the viral proteins.

While it was expected that in the absence of VP1, the viral
RdRp, the transcription and replication of the viral RNAs
were going to be strongly inhibited, the observation of the
same phenotype when VP3 was silenced was completely unex-
pected, given its reported activity as the guanylyl- and methyl-
transferase. Why does the capping enzyme of the virus prevent
the transcription and replication of the genome? One possibil-
ity is that when VP3 is knocked down, the assembly of viral
particles cannot take place, and thus replication is blocked. To
test this possibility, the assembly of viral particles under con-
ditions where VP1 or VP3 was silenced was determined. The
finding that in the absence of either of these proteins the
formation of DLPs and TLPs was decreased was not surprising,
given the lack of replication of the viral RNA observed; how-
ever, it was interesting to find that the amounts of lower-
density particles formed were very similar in the control in-
fected cells and in cells where VP1 or VP3 was silenced. The
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presence of these less-dense particles, often referred as to
empty particles, is frequently observed during virus purifica-
tion; their protein content is very similar to that of TLPs and
DLPs although on some occasions NSP2 and NSP5 have been
found to be associated to them; thus, they might represent a
mix of RIs and spontaneously assembled empty viral particles.
The finding that these particles are associated with positive-
strand viral RNA suggests that at least some of them represent
true RIs. From the results obtained here, it was not possible to
ascertain whether the detected plus-sense RNA was packaged
inside the viral capsid or whether it was only associated to the
capsid in a different form. The observation that these types of
particles can be formed when either VP1 or VP3 is knocked
down suggests that their assembly can proceed in the absence
of either protein. These results are in agreement with those
reported by Vasquez et al. (39). Taken together, these results
suggest that the decrease in viral replication observed when
VP3 was silenced is most probably due to an RNA replication
defect rather than to an assembly problem, and they suggest
that VP3 may have a novel and thus far undetermined role
during in vivo replication of the virus.

In contrast, when VP2 and VP1 were cosilenced, the trans-
lation of the viral proteins was not restored, suggesting that
VP2 could have a role in the metabolism of viral RNA in
addition to being required for the replication of the genome.
To explore the direct or indirect participation of VP2 in the
stability of the viral RNAs, the half-life of a reporter viral
mRNA was determined in infected cells in which VP2 was
silenced (Fig. 9A). The decrease in the half-life observed (9 h)
under these conditions does not seem to explain the severe
decrease in protein translation attained. Thus, to determine if
in the absence of VP2 there was a change in the cellular
distribution of the viral mRNA that could contribute to the
decreased viral mRNA translation, we utilized FISH to localize
the distribution of viral mRNA in infected cells. As expected,
the distributions of gene 10 (Fig. 9B) and gene 6 (data not
shown) mRNAs were cytoplasmic with a strong perinuclear
signal, close to viroplasms, which corresponds to the sites
where the mRNA is produced (35). The same distribution of
the mRNA was found when VP1 was silenced although a slight
decrease in the fluorescent signal was observed. In contrast,
when VP2 was silenced, there was a weak hybridization signal
throughout the cell’s cytoplasm, showing that little viral
mRNA was present in the cells. These results suggest that in
the absence of VP2 either there is a severe degradation of the
viral mRNA or the transcriptional activity of the entering par-
ticles is blocked; this latter possibility seems less likely.

Silvestri et al. (35) characterized the cellular distribution of
a bromodeoxyuridine-labeled rotavirus mRNA that was trans-
fected into rotavirus-infected MA104 cells and found that at 9
hpi the labeled RNA collected into punctuate centers that did
not colocalize with viroplasms. In this work we used a different
strategy to visualize the viral RNA. In our case we infected
MA104 cells, and the endogenously transcribed viral RNA
(genes 10 or 6) was visualized by hybridization using a DIG-
labeled probe complementary to a region of the mRNAs. The
differences in the patterns observed by us and by Silvestri et al.
may be due to the amount of RNA that can be transfected, in
contrast to the amount of viral RNA that accumulates at 6 hpi.
We think that either the viral mRNA, after been synthesized in
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the viroplasms, diffuses to the cytoplasm or that a protein (viral
or cellular) actively pulls out the mRNAs committed for trans-
lation.

Silencing the expression of the viral proteins in the context
of an infected cell allows us to learn about the roles of each
individual protein during the replicative cycle of rotavirus. We
have found that some viral proteins are somehow involved in
regulating the translation of the viral mRNAs or their half-
lives. For instance, VP2 seems to be important for the stability
of the viral mRNAs while VP6 might have a role in the trans-
lation of viral proteins. It is also clear that there are many
protein-protein and protein-RNA interactions that take place
during this process that make the interpretation of the
knocked-down phenotypes not straightforward. Nevertheless,
the characterization of these phenotypes in conjunction with
the previous findings with rotavirus variants, and hopefully
with the reverse genetic system recently developed (13), will
help us to unravel the details of the replicative cycle of this
virus and its interactions with the host cell.
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