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SUMMARY

Rotaviruses arec the principal cause of gastrocnteritis in many animal species,
including humans. Animal and human rotaviruses differ in their requirements to infec
cultured ceclls: animal strains requirc the presence of sialic acid residues on the surface
of the cells while human strains do not. Treatment of the cells with neuraminidases or
incubation of animal rotavirus with some sialoglycoproteins, like glycophorin A
(gphA), greatly reduces virus infectivity. In order to understand the initial stages of
infection, virus variants were isolated. The infectivity of these variants, named nar and
gpr, 1s no longer dependent on the presence of sialic acid on the cell surface since it is
resistant to neuraminidase treatment and the presence of gphA. In addition, although
these variants still bind to gphA as efficiently as the wild type virus, this interaction no
longer inhibits the virus infection. Thesc observations indicate that the initial
interaction of the mutants with the cell is through a site different from the sialic acid
binding site located on VP8. The mutant phenotype seggregates with the VP4 genc.
Although the monoclonal antibodics directed to VP8 were able to bind to the mutants,
they showed little or no neutralizing activity.

The mutants are able to infect several cell lines treated with ncuraminidase; in
contrast, animal strains of rotavirus show different susccptibilityto the necuraminidase
trcatment depending of the cell line; apparently, this susceptibility is also dependent of
the VP4 gene. The infectivity of a human strain increased considerably on

neuraminidase treated cells.
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RESUMEN.

Los rotavirus constituyen e} agente ctioldgico mds importante de gastroenteritis
en nifios menores de dos afios, produciendo diarrca severa con la consecuente
deshidratacién y, en casos extremos, la muerte; también son responsables de
gastroenteritis en animalcs jévenes de varias especies, incluyendo algunas de
importancia econdémica para el hombre,

Los rotavirus de origen animal, pero no los de origen humano, aglutinan
eritrocitos de diversas cspecies; esta interaccién con el eritrocito depende de la presencia
de 4cidos sidlicos sobre la membrana. Asimismo, los residuos de dcidos sidlicos se
requieren para la infeccién de la célula huesped con rotavirus animales, pero no para la
infecciéon con rotavirus humanos. La infectividad de los rotavirus animales también es
inhibida tanto in vitro como in vive por la presencia de sialoglicoproteinas como
mucina y glicoforina A

El presente trabajo tuvo por objetivo conocer més acerca del mecanismo por el que
los rotavirus se adsorben y penetran a la célula huésped. La estrategia utilizada consisitié
en seleccionar y caracterizar variantes de rotavirus de origen animal cuya infectividad,
a diferencia del virus silvestre, fuera resistente al tratamiento de las células con
ncuraminidasas 6 a la presencia de una protefna con alto contenido de 4cidos sidlicos,
como la glicoforina A (gpha), que ha sido identificada como el receptor de rotavirus en
el critrocito. El estudio de estas variantes serfa dc utilidad para conocer algunos aspectos
involucrados en la adsorcién y penciracién de los rotavirus.

Se obtuvieron variantes de rotavirus de origen animal que no requicren de
residuos de dcido sidlico para infectar a su célula huésped (denominadas nar y gpr), ya
que son resistentes al tratamiento de éstas con neuraminidasas; a pesar de este
comportamiento, manticnen su capacidad para unirse a dcidos sidlicos ya que
hemaglutinan de la misma manecra que lo hace el virus padre y esta hemaglutinacién se
inhibe por el tratamiento de los eritrocitos con neuraminidasa y por la presencia de
gphA, a concentraciones similares a las que inhiben al virus silvestre, La proteina VP4
es responsable de este fenotipo.

Todos los Mabs que reaccionan con VP8, c¢n diferentes epftopes, manticnen su
reactividad con estas variantes, por lo que el dominio de hemaglutinacién en VP4
(localizado cntre los aminodcidos 47-247), parcce estar conservado, con respecto al virus
silvestre, Por otro lado, a pesar de que las variantes nar y gpr se unen a gphA, son

capaces de infectar a la célula en su presencia, lo que no puede hacer el virus silvestre.
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Asf, al parecer, la caracterizacién de estas variantes ha permitido poner de manifiesto
que los rotavirus animales pueden hemaglutinar y adsorberse a la célula huésped a
través de diferentes dominios de VP4,

Las variantes nar y gpr tiencn secmecjanzas con ccpas de rotavirus animales y
humanos. Por un lado, estas variantcs manticnen su capacidad para aglutinar critrocitos
y unirsc a sidlicos, como las cepas animales; por otro lado, la infectividad de las variantes
no se afecta por el tratamiento de las células con neuraminidasa ni por la presencia de
gphA; ademds, anticuerpos que rcconocen cpitopes de VP8 no ncutralizan a las variantes,
como parece ocurrir entre las cepas humanas.

La infectividad de rotavirus dec diversos origenes en diferentes células tratadas
con neuraminidasas es diferentc a pesar de ser de origen comiin, por lo que existe la
posibilidad de que los rotavirus animales reconozcan mds de un sitio como sitio inicial de
reconocimiento en la célula. Los residuos de 4cidos sidlico parecen entorpecer la
adsorcién y/o penetracién de los rotavirus humanos, ya que su infectividad se

incrementa, hasta mds de dos veces, en células tratadas con ncuraminidasas.
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Los rotavirus fucron descubiertos en 1973 por R. Bishop, a partir de biopsias
duodenales provenientes de pacientes pedidtricos hospitalizados por gastroenteritis no
bacteriana (4). Desde entonces, este grupo de virus ha sido reconocido como el principal
agentec etiolégico de gastroenteritis no bacteriana. Los rotavirus afectan principalmente
niilos menores de dos aiios, produciendo diarrca severa con la consecuente
deshidratacién y, en casos extremos, la muerte (8). Los rotavirus también son
responsables de gastroenteritis en animales jévenes de varias especies, incluyendo

algunas de importancia cconémica para ¢l hombre (21).

In vivo, la infeccién con rotavirus se restringe a las células epiteliales de las
puntas de las vellosidades del intestino delgado (21); sin embargo, en cultivo, los
rotavirus son capaces de infectar varias lineas celulares de origen epitelial provenientes
de diversos tejidos. La mayoria de los estudios con rotavirus, que serdn mencionados
posteriormente, se han realizado en este tipo de células, especificamente e¢n la lfnea

celular de origen epitelial MA104, derivada dec riiibn de mono rhesus.

Las partfculas de los rotavirus estdn constitufdas por tres capas concéntricas de
protefnas, dentro de las cuales se encuentra un genoma segmentado formado por 11
moléculas de RNA de doble cadena, cuyo tamafio varfa de 650 a 3300 pb (10). Cada
molécula de RNA representa un gene y codifica para una sola protefna (FIGURA 1).

Las protefnas que conforman e¢l virién, denominadas protefnas estructurales, son:
VP1, VP2 y VP3 que forman el nicleo del virus; VP6 que se encuentra formando la capa
intermedia; y las proiefnas VP4 y VP7 que constituyen la capa externa del virién (Figura
1). Al microscopio eclectrénico, los rotavirus presentan una estructura icosahédrica de la

cual surgen proyecciones, denominadas peplémeros (43).

Durante la infeccién de una célula con rotavirus, se producen, ademds de las
protefnas estructurales, protefpas virales que no se encuentran en el virién maduro,
Estas protefnas se conocen como "no esiructurales” (NS) y, de acuerdo al peso molecular
aparente de cada una de ellas, s¢ han denominado NS53 (producto del gene 5), NS35 y
NS34 (productos de los genes 7, 8 6 9, dependiendo de la cepa), NS28 (gene 10), y NS26

(gene 11). Las protefnas no estructurales tienen una funcién importante en los procesos
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FIGURA 1. Representacién esquematica de rotavirus, genoma y proteinas estructurales.
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de replicaciéon del genoma viral y de cnsamblaje de las partfculas virales durante la
infeccién(10).

Las protefnas del ndcleo viral, VPl, VP2 y VP3, parecen tener una funcién
importante durante la transcripcién del genoma viral, Algunas regiones de VPI
presentan similitud con ciertos motivos presentes en protefnas con actividad de RNA
polimerasa RNA-dependientes, por lo que se piensa que VPI1 tiene esta actividad en los
rotavirus (37, 56). La proteina VP3, expresada en baculovirus, tiene actividad de
guanililtransferasa in vitro, lo que la hace necesaria para la formacién del CAP en el
RNAm de rotavirus (28). La protefna VP2 no ha sido asociada, hasta ahora, con alguna
actividad enzimética, pero se picnsa que las tres protefnas del nicleo viral estdn
involucradas con los procesos de replicacién y transcripcién del genoma viral, ya que

todas ellas se encuentran presentes en partfculas subvirales con estas actividades (15).

La protefna VP6 es la mds abundante en el virién (51% del total de protefna), en el

que se asocia en forma de trimeros (10). No se sabe la funcién exacta de VP6, pero su
presencia es indispensable para que las particulas sin capa externa produzcan las
moléculas de RNAm (actividad de transcriptasa); estas partfculas pierden dicha actividad

cuando VP6 se disocia de cllas y la recuperan cuando VP6 se les incorpora nuevamente

(48). En esta protefna existen cpftopes que se han utilizado para clasificar a los rotavirus

en grupos y subgrupos (10).

Las protefnas que forman la capa externa de los rotavirus, VP4 y VP7, son
necesarias para una infeccién productiva, ya que las partfculas virales que carecen de
ellas no son infecciosas. Debido a que éstas juegan un papel importante en las primeras
interacciones del virus con la célula huésped durante la infeccién, se discutirdn con
mayor detalle.

La protefna VP7 es la mds abundante de la capa externa, representando el 30% de
la protefna total presente en el virién (10); ésta sec procesa de manera postraduccional,
liberando un péptido sefial de 51 aminoicidos y glicosildndose con residuos de tipo "alta
manosa" en retfculo endopldsmico, sitio en donde se ensambla a la particula viral (51,
52). Es codificada por el gene 7, 8 6 9, dependiendo de la cepa de rotavirus (los genes se
numeran en orden progresivo, de acuerdo a su migracién electroforética). VP7 induce
anticuerpos que neutralizan la infectividad del virus en cultivos celulares, Anticuerpos
neutralizantes que reconocen epftopes de VP7 han sido utilizados para agrupar a los

rotavirus en 14 distintos serotipos, varios de los cuales incluyen cepas aisladas de
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humanos y dc animales (10) (de aquf cn adelante, me referiré a cllas como cepas
humanas y animales, respectivamente)

Aunque no se sabe la funcién de VP7 durante los primeros estadfos de la infeccién
por rotavirus, algunos estudios sugicren que VP7 es la protefna por la que se lleva a cabo

la adsorcién decl virus a la célula huésped (14, 47).

La protefna VP4, producto del gene 4, rcpresenta solamente ¢l 1.5% de la protefna
total en el virién maduro (10); estudios de criomicroscopfa clectrénica y reconstitucién
de imdgenes, utilizando ¢l virus acomplejado con Mabs* dirigidos contra VP4, sugieren
que esta protefna se encuentra en la superficie del virién, como dimero, formando los
peplémeros (60 cn total) (42).

Cuando forma parte del virién, VP4 es susceptible de cortarse con tripsina
produciendo dos polipéptidos con pesos moleculares aproximados de 28 (VP8) y 60 Kd
(VP5), que representan los extremos amino y carboxilo de VP4, respectivamente (9, 30).
El corte con tripsina se ha relacionado con un incremento en la infectividad de los
rotavirus (11). Se ha determinado que el corte con tripsina ocurre en los aminod4cidos
Arg-241 y Arg-247 de VP4 (30); sin embargo, exisle otro sitio susceptible a esta enzima, en
el aminodcido Arg-231, que estd totalmente conservado en todos los rotavirus. No se sabe
cual(es) de los tres sitios susceptibles a tripsina es ¢l responsable directo del incremento
en la infectividad.

La infecciéon simultdnca de una célula con dos rotavirus diferentes, resulta en la
produccién de virus rearreglantes, que contienen una mezcla de genes, y por lo tanto de
proteinas, provenientes de ambos padres. La generacién de virus rearreglantes ha sido
una herramienta muy utilizada en el campo de los rotavirus para el asignamiento génico
y, cuando los virus padres poseen caracteristicas diferentes, para definir las funciones
de ciertas protefnas. De esta manera, sc le han asignado a VP4 varias funciones, tales
como la restriccién de huésped, virulencia y hemaglutinacién, entre otras.

La virulencia de los rotavirus reside en el gene 4, lo cual se demostré con virus
rearreglantes que resultaron de la coinfeccién con dos cepas de rotavirus que tienen
diferente grado de virulencia en ratén (39). Reforzando este concepto, se¢ ha determinado
que, entre cepas de rotavirus humano, existe mayor homologfa entre las VP4 aisladas de

pacientes sintométicos y que, a su vez, difieren de las VP4 dec cepas aisladas de pacientes

-asintomiticos (16).

* Abreviaturas: Mabs. anticuerpos monoclonales; NA. neuraminidasa; gphA. glicoforina A; HA,

hemaglutinacién
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Los rotavirus animales aglutinan eritrocitos de diversas especies, incluyendo
eritrocitos humanos, mientras que los rotavirus de origen humano no lo hacen (13).
Mediante el uso de virus rcarreglantes, provenientes de cepas humanas y animales, sc
encontré que la protefna VP4 es responsable de la hemaglutinaciéon (HA) (19). A través
de la expresion de VP4 y porciones de ésta en sistemas heterdlogos, como Baculovirus (12,
32) y E. coli (29), se ha demostrado que la regi6én de VP4 dircctamente responsable de la
hemaglutinacién estd localizada entre los aminodcidos 42 y 247 de la protefna, regién que
representa aproximadamente el 90% del polipéptido VP8, que resulta del corte
proteolftico con tripsina.

LLa unién del virus con el eritrocito estd mediada por la glicoforina A (gphA) (32);
esta glicoprotefna, una de¢ las mds abundantes cn el eritrocito, es transmembranal con
gran contenido de d&cidos sidlicos (70 aminodcidos, de los cuales 16 poseen oligosacdridos
de tipo complejo), que son determinantes para la interaccién del virus con el eritrocito,
ya que el tratamiento de ecstas células con ncuraminidasas, impiden la hemaglutinacién
(13).

La protefna VP4, al igual que VP7, induce anticuerpos que neutralizan la
infectividad del virus en cultivos celulares; asimismo, estos anticuerpos protegen
pasivamente ratones infectados con rotavirus (40).

Al comparar las secuencias de aminodcidos de las VP4's de distinlos orfgenes se
encontré que existe mayor similitud entre las VP4's de cepas aisladas de una misma
especie animal, lo que sugiecre que VP4 puede ser responsable de la especificidad de

especie que se presenta en los rotavirus (31).

Hasta ahora, no se sabe con exactitud la(s) funcidén(es) especifica(s) de cada una de
las protefnas de capa externa ecn las primeras interacciones de rotavirus con su célula
huésped. La protefna VP4, al igual que VP7, ha sido sugerida como la protefna
responsable de la adsorcién (como se discutird mas adelante). El problema para definir
esta(s) funcién(es) se hace mds complicado debido a que la interaccién de estas dos
protefnas en el virién puede originar cambios en el fenotipo determinado por una de
ellas. Asf, se ha encontrado que la reactividad a ciertos Mabs contra VP4 se modifica por
la presencia de una VP7 en particular (7); del mismo modo, algunas otras propiedades del
virus como la formacién y tamaiio de placas Ifticas, determinado por VP4, se ven
afecladas por la presencia de una VP7 de distinto origen (6).

Por estudios de criomicroscopfa electrénica y reconstruccién de imdgenes, se

determiné que VP4 interacciona con la protefna VP6, que se encuentra formando la capa

kg T e R A G

S —




e s o

i
[ VRS— Y

p i
s x
e s b

A,

LS Y

% :
[ —

3 . £

intermedia dc los rotavirus; los efectos de esta interaccién sobre un fenotipo determinado

por VP4 se desconocen (44)

ADSORCION DE ROTAVIRUS A SU CELULA HUESPED.,

El primer paso durante una infeccién viral productiva es la adsorcién del virus a
su célula huésped a través del reconocimiento entre una proteina presente en la
partfcula viral y una molécula receptora localizada sobre la membrana celular, La
naturaleza de la molécula receptora e¢s muy variable (protefnas, lfpidos, carbohidratos,

etc. Ver Apéndice), y altamente especifica para cada tipo de virus (26).

Debido a la especificidad existente durante el proceso de adsorcién de un virus a su

célula huésped, este paso de la infeccién se ha considerado como el factor principal por
el que se establece la restriccién de huésped entre los virus, es decir, la capacidad de un

virus de replicarse o no en un tipo celular (26).

Existen datos contradictorios con respecto a las moléculas que intervienen en el
proceso de adsorcién de los rotavirus a su célula huésped. Por un lado, las dos protefnas
de capa externa, VP4 y VP7, han sido sugeridas como las responsables de la adsorcién (3,
14, 46, 47). Por otro lado, los residuos de d4cidos sidlicos sobre la membrana celular son
importantes para la infeccién con rotavirus animales pero no para la infeccién con

rotavirus humanos (13, 60).

Por parte del virus, no es claro cual de las dos protefnas de la capa externa, VP4 6
VP7, funciona como protefna viral de adsorcién; sin embargo, existen datos que

favorecen a VP4 como responsable de esta funcién. Se han aislado Mabs neutralizantes

dirlgidos contra el polipéptido VP8 que inhiben la adsorciéon del virus a la célula huésped

en cultivo (46), lo que sugiere a VP4 como la proteina responsable de la adsorcidn,
especificamente a través de VP8. Cabe mencionar que Mabs neutralizantes que
reconocen epftopes en VP5 y VP7 no inhiben la adsorcién del virus a células en cultivo
pero sf son capaces de neutralizar partfculas virales previamente unidas a estas células.
Se ha sugerido que estos anticuerpos bloquean algin paso posterior a la adsorcidn, tal

como la penctracién y/o el desnudamiento del virus (46).

En lo que se refiere al receptor que utilizan los rotavirus para adsorberse a la

célula e infectarla, las cepas animales requieren de la presencia de 4cidos sidlicos sobre
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la membrana celular, ya que células cpiteliales en cultivo tratadas con ncuraminidasas
son resistentes a la infeccién por estos virus (13, 23, 53, 54, 58, 60). La infectividad de los
rotavirus animales también es inhibida tanto in vitro como in vive por la presencia de
sialoglicoproteinas como mucina y glicoforina A (gphA) (13, 60); el efecto inhibitorio de
estas glicoprotefnas se debe a los 4cidos sidlicos quc contienen, puesto que cuando se
tratan estas glicoproteinas con neuraminidasas, el efecto inhibitorio desaparece. Por
otro lado, la presencia dc una lectina derivada de Limulus poliphemus, que inleracciona
especificamente con el 4cido N-5-acetilncuramfnico, también disminuye la infectividad
de los rotavirus animales; no ocurre lo mismo con lectinas que reconocen otro tipo de
carbohidratos, como Gal y NAcGal, como sitios de unién (60).

Aunque es reconocida la importancia de los residuos de édcido sidlico durante la
infecci6bn con rotavirus animales, no se conoce con exactitud su naturaleza pero se ha
sugerido que aquellos dcidos acetilados en las posiciones 7 y 9 podrian ser importantes
(58). Los 4cidos sidlicos podrfan formar solamente parte del receptor de rotavirus, ya que
la molécula de 4cido N-5-acetilneuraminico por sf misma no inhibe la adsorcién de

rotavirus animales a células en cultivo (23).

Con respecto al receptor que utilizan los rotavirus in vivo, existen dos protefnas de
alto peso molecular (aproximadamente 300 Kd, obtenidas a partir de un extracto de
protefnas de células epiteliales de intestino de ratén), que, por un ensayo i(n Vitro, son
capaces de unir una cepa de rotavirus animal (RRV), Estas protefnas estdn presentes en
células epiteliales del intestino delgado y no de otros tejidos; asimismo, se encuentran
solamente en células epiteliales derivadas de ratones susceptibles a la infecci6én por
rotavirus, La unién del virus a las protefnas de 300 Kd es inhibida por el tratamiento con
neuraminidasas, lo que sugiere que la presencia de A4cidos sidlicos es necesaria para la
unién del virus. Asf, se ha sugerido que estas protefnas pueden constituir el receptor
para rotavirus en enterocitos (3). VP4 expresada en baculovirus, se une a las protefnas de
300 Kd y es capaz de competir por la unién con el virus. De estos datos, surgié la hipétesis
de que la unién de rotavirus a las proteinas de 300 Kd es a través de VP4; sin embargo, en
este sistema, la unién del virus también se inhibe con Mabs necutralizantes que
reconocen epftopes en VPS5 y VP7, que parecen inhibir pasos posteriores a la adsorcién

del virus, en células en cultivo (46).

En muchos sistemas virales, las protefnas de adsorcién tambien son responsables
de la aglutinacién de eritrocitos, por lo que se ha considerado que la unién virus-célula

huésped y virus-eritrocito son cquivalentes. En los rotavirus animales, VP4 es

o s

R ——




i
&%
e ety o

A ¥
£
NSRRI

S

v

responsable de¢ la hemaglutinacién y, como sc ha mencionado, cxisten datos que sugieren
que podrfa ser la protefna viral de adsorcién a la célula huésped. Esta hipétesis se
refucrza por ¢l hecho de que en ambos tipos de interaccién (adsorcién a la célula
huésped y al eritrocito), los residuos de dcido sidlico sobre la membrana celular son
determinantes. Existen, sin embargo, otros virus en los que las proteinas responsables de
la adsorcién y de la hemaglutinacién son diferentes, como en los Coronavirus, por lo que

es necesario cxplorar este aspecto cn los rotavirus, (18).

A pesar de la importancia que tiecnen los residuos de écido sidlico cn la infeccién
por rotavirus animales in vivo, se ha encontrado que, cuando la adsorcién viral se
ensaya con extractos lipfdicos de intestino de rat6n o de cerebro bovino separados en
placas cromatogrificas (50), el virus se une solamente a compuestos carentes de 4cidos
sidlicos (incluvendo la forma asialidada de GMI1, que parcce mediar la adsorcién de
rotavirus animales a células LLCMK2 (53)). En estc sistema, otros carbohidratos, como
GalNAc y Gal, parecen ser importantes para la unién del virus, Debido a que el virus es
capaz de adsorberse a compuestos de diferente naturaleza (con o sin 4cidos sidlicos), se
sugiri6 que los rotavirus pueden reconocer mds de un receptor en la célula huésped para
iniciar la infeccién (50). De ser asf, serfa necesario determinar si la unién es a través de
la misma protefna viral. Es necesario considerar que la unién de rotavirus a compuestos
carentes de 4cidos sidlicos en un sistema in vitro puede no representar la unién natural
del virus a su célula huésped.

Los rotavirus humanos, por su parte, no requicren de 4cidos sidlicos en la
superficie de la célula huésped para infectarla, ya que el tratamiento de estas células con
neuraminidasas no ticne efecto sobre la adsorcién ni sobre la infectividad de estos virus
(13). De acuerdo con estas observaciones, y, a diferencia de los rotavirus de origen
animal, los rotavirus de origen humano no aglutinan eritrocitos. Los requerimientos de
los rotavirus humanos para la adsorcién e infeccién a la célula huésped no se conocen, a

pesar de que en cultivo infectan las mismas células que los rotavirus animales.

Es importante mencionar que en variantes antigénicas de rotavirus, seleccionadas
en presencia de Mabs ncutralizantes contra VP4, los cambios en cepas animales se
localizan principalmentc en VP8 (aminodcidos 88, 100, 114, 150 y 188) (33, 35); existe un
solo Mab que selecciona variantes antigénicas con cambios en VPS5 (aminoacido 393)
(33). En contraste, entre cepas de rotavirus humanos, los cambios cn variantes

antigénlcas seleccionadas con Mabs que reconocen VP4, han sido localizados en VPS5 de
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manera preferencial (aminodcidos 305, 392, 433 y 439) (35, 55). Estas observaciones
pueden ser indicio de un arreglo diferente entre las VP4 de ambos grupos de rotavirus, y

podrfan traducirse en un efecto funcional determinado.

PENETRACION DE ROTAVIRUS.

El paso siguiente a la adsorcién viral es la penetracién y desnudamiento del virus
para iniciar la replicaci6én del genoma viral. Este proceso parece ser particular para cada
sistema virus-célula y, en la mayorfa dec los casos, los mecanismos moleculares son poco
conocidos. De manera general, existen cvidencias de que hay, al menos, tres formas
diferentes por las que los virus penctran a la célula: fusién de membranas, endocitosis y
"penctracién directa” (25, 57). No es claro cual de estas tres formas conducen a una

infeccién productiva en la mayorfa de los sistemas virales.

En los sistemas virales mds cstudiados, los viriones sufren cambios estructurales
después de un paso dc "activacién" (exposiciéon a pH 4cido, interacciéon con su receptor,
etc.), que resultan en un incremento de su hidrofobicidad facilitando asf{ su interaccidn

con la membrana celular y, consccuentemente, su penetracién a la célula (5, 25, 45).

Se han propuesto dos rutas de cntrada de los rotavirus a la célula huésped,
solamente una de las cuales conduce a una infeccién productiva. La ruta de entrada
depende del tratamiento del virus con tripsina. Los viriones intactos, entran a la célula
lentamente por endocitosis y no producen progenie viral; mientras que la entrada del
virus tratado con tripsina es mas rdpida y conduce a una infeccién productiva; en este
caso, se¢ ha propuesto un mecanismo de "penetracién directa”, en la que el virus
interactia con la membrana celular formando pdros (20). El mecanismo molecular de

este proceso no se conoce.

Existe una regién de cardcter hidrofébico en VP4, entre los aminoicidos 385 y 401,
que presenta cierta homologfa (45% de identidad), con una regién localizada en la
protefna de fusién de los alfavirus (ej. virus Sindbis y Semliki Forésl) (24, 33).; esta
regién parece ser muy importante durante el proceso de fusién del virus Semliki Forest,
que da como resultado la penetracién de éste a su célula huésped (24, 27). En los
rotavirus, se desconoce si esta regién de cardcter hidrofébico posee una funcién

especffica durante la penetracion del virus, sin embargo, se ha observado que existen
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Mabs contra esta regién quec necutralizan la infectividad del virus cn algin paso posterior

a la adsorcién, lo quc sugierc su importancia (34).

I.a adsorcién de rotavirus a la célula huésped no depende del corte de VP4 con
tripsina, ya que cl virus se adsorbe de igual forma si estd o no cortado (20).; sin embargo,
la penetracién viral que conduce a una infeccién productiva sf requiere que el virus se
corte con tripsina. Asimismo, el corle con tripsina cambia las propiedades del virién
volviéndolo mdés hidrofébico y capaz de interaccionar con liposomas con diferente
contenido de lipidos, aunque carentes de 4cidos sidlicos (38). No se sabe cuales son los
cambios que permilen la interaccién con liposomas, pero algunas regiones hidrofébicas
muy conservadas en VP4 podrfan ser las directamente responsables, tales como las
regiones alrededor de los sitios de corte con tripsina y la "regién hidrofébica” localizada
entre los aminodcidos 385 y 40I.

La restriccién de huésped que se presenta cntre los rotavirus parece no ser a
nivel de adsorcién viral, como en muchos sistcmas virales, sino a nivel de penetracion.
Los rotavirus se adsorben a una gran variedad de lfneas celulares pero solamente
infectan algunas de ellas. Esta restriccibn no es a nivel de replicacibn o ensamblaje, ya
que las células no permisibles producen progenie viral cuando las partfculas virales se
les introducen utilizando liposomas (2). Estas observaciones involucran a VP4 en el
proceso de penetracién del virus y sugieren la existencia de dos ecntidades (moléculas
diferentes o dominios diferentes de una sola molécula), que estin involucradas en la

adsorcién y penetracién del virus, de manera independiente.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

LLa infectividad de los rotavirus animales, como se mencioné anteriormente,
depende de residuos de 4cido sidlico sobre la membrana celular por lo que el tratamiento
de las células con neuraminidasas y la preincubacién del virus con ciertas
glicoprotefnas con alto contenido de d4cidos sidlicos inhiben la infeccién,

Aparentemente, esta inhibicion se debe a que el virus no puede adsorberse a la célula
huésped de una manera eficiente. La hemaglutinacién provocada por estos virus es
jgualmente inhibida por los mismos factores. Por otro lado, los rotavirus de origen
humano no requieren de 4cidos sidlicos para infectar a su célula huésped y no aglutinan

eritrocitos.
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Se presume que los fendmenos de adsorcién de los rotavirus animales al eritrocito
y a la célula huésped son equivalentes y mediados por las mismas moléculas del virus y de
la c€lula. Debido a que VP4 es la hemaglutinina viral, esta proteina deberfa actuar como
la protefna viral de adsorcidn.

LLa mayorfa de los avances en el campo de los rotavirus se ha realizado por estudios
con rotavirus animales infectando células en cultivo. En este sistema, se han realizado
pocos estudios relacionados con la adsorcidn y penetracion de cepas de rotavirus
humanos. Algunos de estos trabajos han permitido observar que los rotavirus humanos
tienen distintos requerimientos que los rotavirus animales durante la adsorcién a la
célula, y por lo tanto las moléculas que intervienen en este proceso podrfan ser
diferentes.

Este trabajo se llevd a cabo con el objeto de conocer un poco mis acerca dz las
moléculas que intervienen en los primeros estadfos de la infeccién por rotavirus a su
célula huésped en cquivo, especfficamente aquella infeccién en la que los residuos de
icidos sidlicos resuldfhn determinantes.

I.a estrategia utilizada consisitié en seleccionar y caracterizar variantes de
rotavirus de origen animal cuya infectividad, a diferencia del virus silvestre, fuera
resistente al tratamiento de las células con neuraminidasas 6 a la presencia de una
protefna con alto contenido de dcidos sidlicos, como la glicoforina A, que ha sido
identificada como el receptor de rotavirus cn el eritrocito. El estudio de estas variantes
serfa de utilidad para conocer algunos aspectos involucrados en la adsorcién y

penetracién de los rotavirus.
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ABSTRACT

The infection of target cells by animal rotaviruses requires the presence of sialic
acids on the cell surface. Treatment of the cells with neuraminidases (NA) or
incubation of the viruses with some sialoglycoproteins, like glvcophorin A (gphA),
greauly reduces virus binding, with the consequent reduction of virus infectivity, In
this work we report the isolation of animal rotavirus variants whose infectivity is no
longer dependent on the presence of sizlic acids on the cell surface. In addition,
although these variants still bind to gphA as efficienty as the wild type virus, this
interaction no longer inhibits the virus infection. These observations indicate that
the initial interaction of the murants with tiie cell is through a site different from the
sialic acid-binding site located on VP8, the smaller tnypsin cleavage product of VP4,
Reassortant analvsis showed that the mutant phenotype segregates with the VP4
gene. Neutralizing monoclonal antibodies (mAbs) directed to VP4 and VP7 were tested
for their ability to neutralize the variants; antibodies to VP7 and VP35, the larger
trypsin cleavage product of VP4, neutralized the mutants as efficiently as the wild
type viruses, In contrast, although the mAbs directed to VP8 were able to bind to the
mutants, they showed litde or no neutralizing activity. The implications of these
findings in the attachment and penetration of rotaviruses to epithelial cells in

culture are discussed.
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INTRODUCTION

Rotaviruses are the single most important etiologic agents of severe dehydrating
infantile gastroenteritis in developed and developing countries (5). These viruses are
composed of a segmented double-stranded RNA genome surrounded by three
coﬁcentric layers of proteins (32). The outermost laver is formed by two proteins,

VP4, coded by RNA segment 4, and VP7, coded by RNA segment 7, § or 9, depending on

the rotavirus strain (8).

VP4 forms spikes that extend from the surface of the virus particle (1, 31), and is
involved in a variety of viral functions, including virulence (14, 320), agglutination of
red blood cells (hemagglutination) (17, 24), and wrvpsin-enhanced plaque formation
(9). In vitro treatment of virions with tnypsin results in the specific cleavage of VP4
to polypeptides VP5 and VP8, of approximately 60 and 26.5 kDa, respectively, with a
concomitant enhancement of viral infectivity (7, 9, 22). The activation of the virus by
rypsin has been associated with the entry of the virus by direct cell membrane
penetration (18, 29). Both, VP4 and VF7 proteins have been proposed to be respornsible
for the initial attachment of rotavirus to the target cell {13, 34), however, recent

evidence points to VP4 as the viral attachment protein (4, 12).

Hemagglutination (HA) and the attachment of animal rotaviruses to target epithelial
cells is mediated by sialic acid-containing compounds, since treatment of cells with
neuraminidases (NA) abolishes HA and greatly reduces the binding of the virus to the
surface of the target cell (12, 19, 39, 41). In addition, HA can be inhibited by
incubation of the virus with the sialoglycoprotein g]yc0ph!orin‘A (gphA) (12, 24),
which has been s.hown to be the protein in the red blood cell membrane that mediates

the virus attachment (12, 24). The binding of the virus'to epithelial cells is also
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inhibited by gphA (12), and several sialoglycoproteins have been shown to inhibit
the replication of the virus both in vivo and in vitro (41). Recently, several
different sialic acid-containing membrane components have been proposed to serve
as binding sites for animal rotaviruses in epithelial cells (4, 36). In contrast to the
requirements of animal rotaviruses, the infection of cells by human rotaviruses is
not dependent on the presence of sialic acids on the cell surface and is not inhibited

by gphA (12).

In this work we report the isolation and characterization of animal rotavirus
variants whose infectivity is no longer inhibited by treatment of cells with

neuraminidases or incubation with glvcophorin A.

B

RN T




MATERIALS AND METHODS.

Virses and Cells, Rotavirus SA114S (clone 3) was obtained from M.K. Estes,
Baylor College of Medicine, Houston, TX; RRV and DS1XRRV rotaviruses were obtained
from H. B. Greenberg, Stanford University, Stanford, CA. DS1XRRV is a reassortant
between human DS1 and simian RRV rotavirus strains. This reassortant was reported
to have the VP7 gene from DS1 (gene §) and &ll other genes from the RRV parent (27).
RNA-RNA hybridization (11) experiments with the parental strzins DS1 and RRV
showed that the DS1XRRV rezssortant available in our leboratory has gene 3, in
addition to gene 8, derived from the DS1 parent, and all other genes from RRV. All
rotavirus strains were propagated in MA104 cells as described (6). MA104 cells were
used for all experiments carried out in this work, including the isolation and

subsequent characterization of the variants.

Isolation of the nar and gpr variants. To select for nar (neuraminidase-
resistant) variants, RRV and DS1IXRRV viruses were activated with trypsin (10 pg/ml,
30 min at 379C) and used to infect cells that had been previously treated for 1 h at 37°C
with 20 mU/ml of NA from Arthrobacter ureafzciens (Sigma Chemical Co.). Afier 1 h
adsorption, the inoculum was removed, the cells were washed twice with phosphate-
buffered saline (PBS), and Eagle's minimal essential medium (MEM) wzs added. The
cells were incubated at 37°C until cytopathic effect was observed. To select for the gpr
(glycophorin A-resistant) variants, trypsin-activated RRV and DS1XRRV virus stocks
were preincubated with 50 pg/ml of gphA (Sigma Chemical Co.) for 1 h at 4°C, and
subsequently adsorbed for 1h at 49C on untreated cells. After this time, the inoculum
was removed, and the cells were washed and incubated as described for the nar
mutants. After three passages under selective pressure of a single poo! of virus for

each treatment, the viruses were plagqued in the corresponding selective conditions
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and about 50 clones were selected from each condition to characterize their
phenotype. The viruses that were confirmed to be resistant to the corresponding

inhibitory treatment were then three times plague-purified.

Virus infectivity assay. Monolavers of MA104 cells grown in 96-well tissue
culture plates were treated with two-fold dilutions of NA from Arthrobacter
urezfaciens (starting from 40 mU/ml) as described above. After two washes with PBS,
the cells were infected with approximately 500 focus forming units (ffu) per well; the
virus was adsorbed for 1h 2t 379C, and the inoculum removed. The cels were then
incubated for 14-16 h at 37°C. After this time, the cells were fixed and stained by an
immunoperoxidase assay as previously described (21). When gphA was used, viruses
were incubated with two-fold dilutions of this sialoglyvcoprotein (starting from 200
pg/mil) for 1h at 40C before infecting untreated cells. The adsorption and all
subsequent steps were as described azbove. Virus infectivity in the different
conditions is reported as the percentage of the ffu present in untreated cells infected

with the corresponding virus strain.

HA and HA inhibition assays. The HA assay was carried out with tvpe O human
red blood cells, essentially as described by Lizano et al.(21), The HA activity of each
virus was standardized to ffu/ml. To test the effect of NA on HA, erythrocytes were
treated with different concentrations (1, 10 and 20 mU/ml in PBS) of NA from A.
ureafaciens or V, cholerae (Sigma, Chemical Co.) for 1 h at 379C, washed twice with
PBS, and then mixed with two-fold dilutions of the virus stocks. To test for the
inhibition of HA by gphA or mAbs, serial two-fold di]ution§ in PBS of gphA (starting
from 100 pg/ml) or mAbs, were incubated with 4 hemagglutinating units of the virus;

after 1 h at 20C (gphA) or at room temperature (mAbs), a suspension of enythrocytes
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(0.4% v/v) was added to the VP4 mAb- or gphA-virus mixture. The HA and inhibition

of HA were scored after a 60 min incubation at room temperature,

Generation of reassortant viruses. Reassortants were obtained by co-infection
of MA104 cells with either of the mutant viruses gpr8 or gpr34 and SA114S, each at a
m.o.i, of 10. The virus progeny resulting from these co-infections was plaque-assayed
on NA (A. ureafaciens )-treated cells (20 mU/m], 1 h at 379C). The genome of the
resulting plaques was analyzed by RNA electrophoresis and RNA-RNA hybridization
(11), and selected reassortant viruses were plaque-purified three times in NA-treated

cells and then assayed for NA resistance.

Virus neutrallzation assay. Neutralizing mAbs M11, 1A9, M14, 7A12, 2G4, 2F1,
4F8, and 159 (23) were provided by H. B. Greenberg, Stanford University, Stanford, CA.
Neutralizing mAb S2-2G10 (15) was obtained from K. Taniguchi, Sapporo Medical
College, Sapporo, Japan. The neutralization assay was carried but as previously

described by Lizano et al (21).
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RESULTS

Isolation of sialic acid-independent mutants. To study the events involved
in the early interaction of rotaviruses with cultured epithelial cells, we isolated
animal rotavirus mutants whose infectivity is no longer dependent on the presence
of sialic acids on the cell surface, and is not inhibited by incubation with gphA. To
isolate these mutants, RRV and DSIXRRV rotaviruses were grown either on NA-treated
cells, or in untreated cells butin the presence of gphA. After three passages under
selective pressure, the viruses were plaqued and about 50 clones from each condition
were selected for characterization. The infectivity of two clones of the virus grown in
NA-treated cells was confirmed to be resistant to this treatment (nar mutants), while
nine clones of the virus grown in the presence of gphA were not neutralized by
incubation with gphA (gpr mutants). The rest of the clones tested for each condition
were still sensitive to the corresponding inhibitory treatment. The phenotyvpe of both
types of mutants was stable after six passages under non-selective conditions. All nar
and gpr mutants isolated were derived from the DS1XRRV parent; no variants were

isolated from the RRV virus,

The infectivinyr of RRV or DSIXRRV was reduced to about 20% when the cells were
treated with concentrations of NA from Arthrobacter ureafaciens as low as 2.5 mU/ml;
in contrast, the infectivity of the nar mutants remained unaffected even at NA
concentrations 15 times higher (Fig. 1). Similar results were obtained when NA from
Vibrio cholerae was used (not shown). When the inhibitory effect of gphA on the
infectivity of the gpr mutants and wild type viruses was compared, a marked
difference was again observed (Fig. 2). The infectivity of RRV and DS1XRRV was
reduced to less than 20% in the presence of 50 pg/ml Qf gphA, while up to 200 pg/ml

of gphA did not affect the infectivity of the gpr mutants:
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When we analyzed the gpr mutants for their ability to infect NA-treated cells we
found that, like the nar mutants, their infectivity was not affected by the NA-
treatment (Fig. 3). Similarly, the infectivity of the nar mutants was resistant to the
presence of gphA (data not shown). These results suggest that the mutations in the

nar and gpr variants are closely related. The phenotype of these mutants is not

restricted to MA104 cells since thev are able to infect several different NA-treated

epithelial cell lines in culture(26).

The gpr and nar mutants were selecied from a stock of DS1XRRV which by RNA
electrophoresis and hybridization analyvsis was shown to have genes 5 and 8
(encoding NS33 and VP7, respectively) from DS1, and zll other genes from RRV (see
materials and methods). Bv a HA inhibition assay, using VVP7 serotvpe-specific mAbs,
the DS1XRRV virus was confirmed to have the G2 specificity. However, analysis of the
mutant viruses with the same mAbs showed that they zll had a serotype G3 specificity
(Table 2), that is, their VP7 seemed to be deri\’ed from RRV and not from DS1. Analysis
of the parental origin of the RNA segments of the mutants by RNA-RNA hybridization
showed thart all mutants had only gene 5 from DS1 and all other genes, including the
VP7 gene, from RRY, confirming the HA inhibition results. This finding was
unexpected, since as mentioned before, the stock of DSIXRRV used in these
experiments had the DS1 VP7 gene. We also compared the structural protein patterns
of RRV, DS1XRRV, and some selected mutants, and we found that the VP6 of RRV
migrated by PAGE evidently faster than the VPG from all other strains, including the
DS1XRRV virus (data not shown). The difference in migration between the VP6
proteins of RRV and the DS1XRRV reassortant probably represents amino acid
changes acquired by either virus during passage in MA104 cells, since as mentioned

in Material and Methods, the DS1XRRV VPG gene was sh’di\'n to be derived from the




RRV parent by hybridization analysis, The reassortant virus containing only gene 5
of DS1 could not be detected, by genomic RNA electrophoresis analysis, in more than
one hundred plaques analyzed from the original DS1XRRV virus stock passaged in the

» absence of NA or gphA pressure,

The nar and gpr mutants bind to sialic acids. Eventhough the mutants were

.
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able to infect cells in the presence of gphA or cells with low-content or no sialic acids
; on their surface, it was not clear if this phenotyvpe was due to the lack of interaction
" between the viruses and sialic acids. In order to investigate this, we tested the ability

of the mutants to agglutinate red blood cells. We found that all mutants were able to

hemagghutinate to titers similar to those of wild type (wi1) RRV and DS1XRRV viruses; i

furthermore, this HA was abolished by preincubation of the mutants with the same

| concentration (200 to 750 ng/ml) of gphA needed to inhibit the HA of RRV or

DS1XRRV. The HA caused by the mutants was also inhibited by treatment of the red

[P

blood cells with NA at concentrations as low as 1 mU/ml. These results indicate that

PSSR,

the sialic acid-binding site on the VP4 protein of the varants is functional, but it is

no longer needed for the infection of MA104 cells. The fact that the infectivity of the

RPR--EY

. mutants is not blocked by the interaction with gphA, and is not sensitive to NA,

indicates that there must be another site on either VP4 or VP7 which is primarily

s S0
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responsible for the interaction of the mutants with the host cell.

~The mutant phenotype segregates with gene 4. In order to identify the gene

3 | | responsible for the mutant phenotype, we isolated viruses resulting from the co-

i infection with either mutant gpr8 or gpr34, and the simian rotavirus SA114S, whose
v " Infectivity is.sensitive to NA-treatment of the cells (Fig. 1). The infectivity of selected
P 3 " clones from the progeny viruses was assayed for their NA resistance. Two groups of

reassortants with dearly different phenotypes were observed (Fig. 4}, those which
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were resistant 10 NA-treatment and those whose infectivity on NA-treated cells was
similar to that of SA114S. The viral genome of more than 200 clones was analyzed by
RNA electrophoresis; although a single gene 4 reassortant was not obtained, this
analysis, confirmed by RNA-RNA hybridization of selected clones, showed that the

mutant phenotype segregates with gene 4, which codes for VP4 (Table 1).

Reactivity of the mutant viruses with neutralizing mAbs. In order to
study possible conformational changes in the surface proteins of the mutant viruses,
we analyzed their reactivity with a panel of neutralizing mAbs directed at the VP4
and VP7 proteins of RRV. All the RRV antibodies tesied reacted 10 a similar degree
with RRV and the variants by a HA inhibition assay (Teble 2), suggesting that there
was not a gross change in the conformation of the mutant VP4. The mAbs were also
tested for their ability to neutralize the infectivity of the viruses when assaved both
in NA-treated and untreated-cells (Table 3). In NA-treated cells, all mAbs directed at
VP8 (M11, M14, 1A9, 7A12) failed to neutralize or neutralized very poorly the nar and
gpr mutzants, while these viruses were readily neutralized by mAbs directed at VP53
(2G4) and VP7 (4F8). In untreated cells the mutants where still somewhat refractory to
neutralization by mAbs to VP8, while these mAbs efficiently neutralized the RRV and
DS1XRRYV strains; in contrast, mAbs directed at VP5 (2G4) and VP7 (4F8) neutralized
the mutant and wild tvpe viruses to a similar exient. interestingly, all mAbs tested
(b.oth to VP4 and VP7) neutralized the variants more efficiently in untreated than in
NA-treated cells; this was especially evident with the VPS mAbs M14 and 7A12, which
neutralized the variants S to 32-fold more efficiently in untreated as compared to NA-
treated cells. This observation suggests that the presence of sialic acids in the cell
surface facilitates the neutralization process; however, the‘ mechkanism through

which this might occur is not clear. It is also interesting to note that in untreated
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cells, the VP8 mAbs neutralized the different mutants to titers that can differ up to 16-

fold , suggesting that the changes in the various mutants are not identical.
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DISCUSSION

In this work we report the isolation of rotavirus mutants whose infectivity of
epithelial cells in culture is no longer inhibited by treatment of the cells with NA or
incubation with gphA. The mutants were isolated from a stock of the reassortant virus
DS1XRRYV, which contains gene 5 and gene 8 (\VP7 gene) from DS1 and all other genes
from RRV. Analvsis by hybridization of the parental origin of the RNA segments of
the mutzant viruses showed that all of them had only gene 3 from DS1 and all other
genes, including the VP7 gene, from RRV. The most likely explanation for this is that
the DS1IXRRYV virus stock used was slighty contaminated with the RRV pzrent,
Whatever the origin of the RRV VP7 gere in the DSIXRRV virus stock, it was present
in very low proportion compared to the DS1 corresponding gene, since it was not
detected neither by RNA electrophoresis nor by hybridization. Despite of this, the
RRV VP7 gene was positively selected in the mutants, suggesting that the RRV VP7
protein was determinant for the expression of the VP4 mutant phenotype. However,
the presence of the RRV VP7 protein does not seem to be sufficient for the expression
of this phenotype since neither nar nor gpr veriants were isolated from the RRV
virus stock. There are two differences between the mutant viruses and RRV that could
be involved in favoring the selection of the variants, The first is their VP6 proteins,
which have a different electrophoretic migration rate that most likelv reflects amino
acid variations, and the second is the origin of gene 35, which in the mutants is
derived from DS1. However, it is difficult to see how a non-structural protein (coded

by gene 3) could influence the selection of a specific VP4. Further studies are needed

to clarify this issue.

The HA domain of animal rotaviruses has been mapped 10 amino acids 42 1o 247 of

VP8 (10, 21), the smaller try'psin cleavage product of VP4, This domain seems to be
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unaffected in the mutants since, as the wt viruses, the variants are able to
hemagglutinate and this HA is inhibited by treatment of the red blood cells with NA
and by the presence of gphA. In addition, the mutant viruses are still able to bind to
neutralizing mAbs that interact with VP8 at amino acid positions 87 (M11), 100 (1A9),
148 (M14), and 188 (7A12) (25), indicating that these sites are also conserved in the

mutants.

It has been reported that gphA aswell as the mAbs directed to VPS8 neutralize virus
infectivity through inhibiting the binding of the virus to the cell (12, 33). The fact
that the infectivity of the nar and gpr mutants was pooriy or not neutralized by
incubation with either gphA or mAbs to VP8, despite of being able to interact with
them, suggests that the binding of the virus 1o the cell is through a site in VP4
different from the sialic acid-binding domain on VPS8. This site could be located either
in a different region of VP§, or most likely in VPS5, The existence of this site has been
unmasked by the mutant phenotype but we presunie that it mediates an interaction of
the virus with the cell that probably occurs during the entry of wt animal rotaviruses

as well,

Previous reports have indicated that rotaviruses bind 10 a wide variety of cell types,
however, productive infection has only been observed to occur in a subset of the
tested cells (3). In L cells for example, rotaviruses are able to bind but not to infect the
cells, and the host restriction seems 10 be at the penetration level, since the cells
became permissive for rotavirus replication when the virus was transfected into

them (2, 3).

Based on these observations, we suggest that there are at least two sites on the VP4

protein of animal rotaviruses that interact with the cell surface during virus entry.

14
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In this model, the sialic acid-binding site on VP8 mediates the initial interaction of
the virus with the cell, through a sialic acid-containing structure in the cell

% membrane., We believe this interaction is of a promiscuous nature and does not lead to
i virus penetration by itself; however, it facilitates a second VP4-cell interaction,
mediated by a sialic acid-independent site on VP4, We propose that this second
interaction is more specific and probably determines, at least in some cases, whether
the cell is susceptible to infection. The cellular compound involved in the second ?

interaction could bhe the same or different from the sialic acié-containing structure

e responsible for the initial binding of the virus. The interaction with the cell surface
of the two sites on VP4 could be sequentizl in time or they could occur simultaneously;
however, the siclic acid-dependent interaciion would be a requisite for the second

interaction to occur esficiently, probably by inducing a conformatiorial fit on VP4,

P E -

An analogous observation has been reported for the interaction of the human

= immunodeficiency virus gp120 protein with the D1 domain of CD4, the virus receptor
protein. Two regions of the CD1 domain, CDR? and CDR3, have been involved. After

o gpl120 binding via CDR2, the CDR3 region engages in a subsequent CD4-gp120

interaction that may be involved in the fusion event subsequent to the irnitial binding

) (28, 38).

i

-

The ability of the nar and gpr mutant viruses to infect in the presence of gphA, or
;} NA-treated cells, could be explained if the mutation(s) had increased the affinity of
” the sialic acid-independent interaction, such that the mutant VP4 were able to
interact effectively with the cell surface even in the absence of the first interaction.
In view of what it is known of the functional domains of VP4 (23), two attractive
candidate regions for the location of the sialic-independent site site are the tn'psin
cleavage region associated with the enhancement of the viral infectivity (22), and

the region around amino acid 393, which has been sugg'ested is a fusion peptide (25).
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The nudeotide sequence of the mutant genes should give us information at this

respect.

The nature of the cellular rotavirus receptor remains controversial. Several
reports have shown that sialic acid residues are important for virus binding (12, 19,
36) and replication of the virus both in vitro and in vivo (12, 36, 39, 41); other
studies, using a thin laver chromatography overlay assay, have shown that
rotaviruses bind only to asialo-compounds from 2 mixture of glycolipids extracted
from either bovine brzain or mouse small intestine (35, £0). Based on these findings it
has been suggested that rotaviruses could interact with more than one cellular
molecule during virus entry (35), These observations are in line with our proposed

model.

It is interesting that neither the NA-treatment of the cells nor the incubation with
gprhA completely zbolished the infectivity of the wt viruses, This could be explained if
these viruses were able to interact directly with the cell through both, the sialic acid-
dependent and -independent sites on VP4, although less efficiendy through the
second site. This weaker second interaction would only be evident when the first
interaction does not tzke place. It can not be discarded however, that the residual
infectivity observed with the wt viruses in NA-treated cells could be mediated by a

small amount of sialic acids left in the cell surface after the treatment..

The distribution of the mutations that allow viruses to escape neutralization by
mAbs directed at VP5 and VPS8 is markedly different in animal and human rotavirus
strains. For animal strains, the escape mutations for 16 of 19 neutralizing VP4 mAbs
map in VP8 (in five different epitopes) and the other 3 in \'P5 (in one epitope) (16,

25). This is in contrast with the situation for human rotaviruses, where only 4 of 26

16
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neutralizing mAbs directed at VP4 interact with VP8, while the rest of them interact
with 3 different epitopes on VP5 (16, 20, 31, 37). In addition, as mentioned before, the
infection of human rotaviruses is not dependent on sialic acids and is not inhibited by
gphA. Altogether, these data suggest that the VP8 region, as seems to be the case for
the gpr and nar mutants, is not essential for the binding and penetration of human
viruses to epithelial cells. It is tempting to suggest that human rotaviruses interact
with the cell surface directly through a site similar to the sialic acid-independent site
identified in animal rotaviruses. If this hypothesis holds true it will explain many of
the discrepancies observed when the requirements for infectivity of human and
animal rotaviruses have been compared. Studies 10 support this hyvpothesis and to
further characterize the nar and gpr mutants 2s well as the proposed asialo cellular

receptor for rotaviruses are in progress
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Effect of neuraminidase treatment of MA104 cells on the infectivity of wild
type and nar mutant viruses. MA104 cells were treated with the indicated
concentrations of neuraminidase from Arthrobacter ureafaciens, for 1 hr at 37°C,

and were subsequently infected with approximately 500 ffu of the corresponding
virus, After incubadon at 37°C for 14-16 h, the cells were stained by an
immunoperoxidase assay as described in materials and methods. The infectivity of the
viruses is expressed as the percentage of the ffu observed in untreated cells infected
with the same virus strain. The narl and SA114S infectivides were assaved in a

separate experiment.

Figure 2, Effect of glvcophorin A on the infectvity of wild type and gpr mutant
viruses. Approximately 300 ffu of virus were incubated with the indicated
concentrations of gphA, for 1 h at 4°C, and then used to infect MA104 cells. The virus
was adsorbed at 4°C for 1 h, and the infected cells were then incubated at 37°C for 14-
16 h. After this time, the cells were fixed and stained by an immunoperoxidase assay
as described in materials and methods. The infectivity of the viruses is expressed as
the percentage of ffu observed in cells infected with the same virus strain, in the
absence of glyvcophorin A. The gprl, gpr3, gpr32 and gpr41 infectivities were assayed

in a separate experiment,

Figure 3. Effect of neuraminidase treatment of MA104 cells on the infectivity of wild

nvpe and gpr mutant viruses. The conditions are the same as described in the legend

of Figure 1.
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Figure 4, Effect of neuraminidase treatment of MA104 cells on the infectivity of

reassortant viruses obtained by coinfection with gpr8 or gpr34 viruses and SA114S.
The condidons are the same as described in the legend of Figure 1. Reassortant

4 viruses are named as 8- and 34-, to indicate the parental mutant, gpr8 or gpr34, used

in the coinfection with SA11.
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‘Table 1. Genotype and neuraminidase resistance of reassortant rotaviruses
generated by coinfection with gpr8 or gpr34 mutants and SA114S.

L. *
Parcntal origin of scgment

Reassortant$ Ncuraniinidase
gpr8 or gpri4 SA114S resistance
8-6 7 1,2,3,4,5,6,7,8,10,11 -
8-37 1,3,4,5,7,9,10,11 2,6,8 +
8-42¢ 3,5,6,7,10,11 1,2,4 -
8-51 1,2,3,5,6,7,10,11 47,8 -
34-9 6,7,9,10 1,2,3,4,5,8,11 -
34-34 4,6,7,9,10 1,2,3,5,8,11 +
34-39 6,7,8 1,2,3,4,5,7,10,11 -
34-58@ 1,4,6,7,10 2,3,5,1 +
34-63 4,7,8,9,10,11 1,2,3,5,6, +
34-86 7,8,9,10 1,2,3,4,5,6,11 -
34-1.33 46,10 1,2,3,5,7,8,9,11 +
34-155 47,10 1,2,3,5,6,7,8,11 -+
34-171 6,7,10 1,2,3,4,5,7,8,11 -

*Determined by electropherotype and hybridization. In the gpr mutants, the segments 7, 8 and 9 code for VP7, NS35 and NS34,
respectively. Inthe SA114S strain, proteins VI'7, NS35 and NS34 are coded by segments 9, 8 and 7, respectively.
5 Named as 8- or 34-, depending on the mutang, gpr8 or ppr34, which was used in the coinfection with SA1148S.

® The parental RNA segments coding for NS34 and NS35 could not be assigned.
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Table 2. Rea}:tivity of VP4 and VP7 ncutralizing mAbs with the nar and gpr
mutants and wild type viruses by a HA inhibition assay.

Monoclonal antibodics

VI8 VI’S VP74 Anti-RRV«
VIRUS
M11 1A9 M14 7A12 2G4 S2-2G10 418
(87)° (100) (148) (188) (393) (190) (96)
nar3 2,0001 32,000 8,000 16,000 16,000 <2,000 64,000 16,000
gprs 2,000 16,000 8,000 16,000 16,000 <2,000 64,000 16,000
gpr34 2,000 16,000 16,000 16,000 16,000 <2,000 64,000 32,000
gpr3g 2,000 16,000 8,000 16,000 16,000 <2,000 64,000 16,000
RRV 500 16,000 8,000 8,000 8,000 <2,000 16,000 4,000
DSIXRRV 1,000 16,000 16,000 16,000 32,000 64,000 <2,000 1,000
- -1'\f';ll'uc5 shown arc the HA inhibition titers, expressed as the reciprocal of the highest dilution of the

mADb that comipletely inhibited the hemagglutination of four HA units of the indicated virus.

* [n parenthesis is the number of the aminoacid changed in VP4 or VI7, that allow the viruses (o

escape neutralization by (he indicated mAbs, as reported by Mackow et al.(25) and Green et al. (15).

S Rabbit hyperimmune serum (o simian rolavirus RRV strain.

INMADL §2-2G 10 recognizes serotype G2 strains; mADb 418 has a serotype G3 specificity
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Table 3. Neutralization titers of mAbs to VP4 and VP7 for nar and gpr mutants
- and wild type viruses on NA-treated and untreated cells.
Monoclonal antibodics
VIRUS VP8 VPS5 VI7it Anti-RRVS
| M1l  1A9 Ml4 T7A12 2G4 S22G10 418
(87)& (100) (148) (188) (393) (190) (96)
2
g NA-trcated nar3 <100 <100 <100 <100 3200 <100 12800 25600
cells* gpr8 <100 <100 100 <100 3200 <100 12800 25600
gpr34 <100 <100 400 <100 3200 <100 12800 12800
gpr38 <100 <100 200 <100 3200 <100 12800 25600
Untreated  nar3 100 100 300 400 12800 <100 25600 25600
gprd <100 <100 1600 400 12800 <100 25600 51200
| gpri4 100 800 12800 ND 25600 <100 51200 12800
gpr38 <100 <100 6400 1600 12800 <100 51200 51200
RRV 400 12800 12800 3200 12800 <100 51200 25600
DS1XRRV 300 12800 12800 12800 12800 51200 200 3200
Titers arc expressed as the reciprocal of the highcsl. antibody dilution at which at least 60% of the input virus is
ncutralized.
* MA104 cells were treated with neuraminidase from Arthrobacter urcafaciens at 20 mU/ml for [ hr at 37°C.
& In parenthesis is the aminoacid changed in VP4 or VI'7, that allow the viruses to escape neutralizatlon by the
indicated mAbs, as reported by Mackow et al.(25) and Green ct al. (15).
:} § Rabbit hyperimmune serum to simian rotavirus strain RRV.
#MADs 52-2G10 and 4I:8 recognize serotype G2 and G3 strains, respectively
. ND, not determined
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This excellent study builds on previous informztlon in the literahure to clarify the role of sialic
add residues as parts of the rotavirus cell attachment structure. The Authers isolzle siallc acld
binding indeperdent escape mutants of a rhesus rotavinus reassortant and demonstrate thai
these mutants are not dependent on sialic add for infectivity and that the mutant phenotype
(ainlic acld independence) segregates with VP4 by genetic analysis, The Authors go on to take
advantage of a previously well characterized library of neutralizing monoclonals to rhesus
rotavirus VP4 in erder to demonstrate that the sialic acld escape mutants continue to be bound by
VP8 specific neutralizing menoclorals but are no longer neutralized. The Authors Interpret this
observation as indicating that the variants are now able to bind to permissive cells by an
elternative attachment mechanism independent of aizlic acid. The paper is important and
deserves. thoughtful attention from workess in the feld. However, certein arees of this study
could be greatly improved by simple clarifications and in some areas addilicnal experlmental
data Is required to support the conclusions. [1} It is not clear how many separale experlments wese
carried out to isolate the nar and gphA mutants. Did &ll gphA mutents come fom a single
multiply passaged peol or were severa! independent pools produced and used to isolate mutants?
Were only 9 of 50 clones tested for gphA resistence or were ell 50 tested and 41 were sti'l gphA
sensitlve? Similar clzrifications should also be included for the nar veriants. {2] On Page 9, the
second paragraph is confusing. Do the 6th genes of RRY and the DS1 x RRV rezssortant co-
migrate on PAGE? Are the changes in V25 in the DS1 x RRV reasscrtant felt to represent amino
acid changes acquired during passage in Mal04 cells or does the reassortant have an entire 6th
gene dezived frem a virus other than RXY? Can the rezssortant conlaining only gene 5 of DS-1

(\:e Isolated from the original stock by simple M2104 cell passage or does it only emerge under nar

r gphA pressure? The answer to these questions would also help clarify the discussion on page
12, first parograph. [3] Page 10, first paragraph. The Authers siate that the mutants had equal HA
activity to the RRY aand D51 x RRV parental strains but no details are given to describe this
comparison, Spedifically, to what was the HA activity In each preparation standardized? Is it
basad on and standardized to PFU per ml of the pool, or particle count per ml of the pool, or
some other standard? [4] The binding activity of the VP4 spedific monoclonals to the nar and
gphA mutants is compared by Elisa (Table 2. This data is interpreted as indicating that the
mutants bind antibody as efficiently as the parental strain. However, it is not clear hovs this assay
was standardized znd it is not clear whether the Elisa O.D, values can be quantitatively compared
16 each other. Were equal amounts of virus used fer each strain? Was the amount added in
Ellsa based on plaque titer or HA units of the peol? While the binding to MADb 2G4 looks very
similar between RRY and the mutants, the binding of the VP8 MAbs appears, in some cases, to be
greater for the mutants than for RRY (8pr 24 and 38, for example), The czta in Table 2 needs to be
belter standardized. Also, it would be mmuch mare accirete and quantitative to titer the HI activity
of the various manoclonals agzinst the mutants and parental strzins usling a standardized
number of HA units in order to clearly demonstrate that the mutants do not bind the
monoclonals differently than the parental strains, This type of HI experiment would provide
more quantitative data than the current Elisa data in Table 2. Quantitative, not qualitative,
binding data of the VP4 MADs to the mutunts and parenta) strains is needed to compare with the
quantitative neutralization data in Tzble 3. [5) The work cited on Page 13 (Reference #3) has
appeared as a full publication and should be so clted. [6) The Authors do not explain why they
could not isolate variants from an RRV preparadon but could isolate variants fom an RRV x
D51 reassortant containing only gene 5 £cm DS1. Since gene 5 encodes a non-structural proteln,
1t is difficult to see how this gene product could influence VP4 specifically, This perplexing result
needs some discussion or explanation,
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| General Comments:
4 }J This paper reporis the results of experiments that characterized rotavirus

;& mutants that no longer raquire the presence of sialic acids on the cell surface for
’ Infectvity, The resulis are clear and they indicate thare is a sacond skte on VP4,
B probably on VP5*, required for Interactions with the cell. These results explain many

dissrepancles in the rotavirus literature about differences In Infectdon phenotypes of

animal and human retaviruses and they have Impentant implications for idsntification of

. the csliular receptor for rotavirus,
L

? Specific Commaents:
tA 1. These studias are a little complicated by the fact thal the phenotypes of the

mutants ware different from the parertal reassortant virus. The authors handled the

discussion of this cleardy although others may simply argue that contamination occurred

i within the Jaboratory. This Isn't really an Issue as long as the final phenctypes of the

| mutants are correct
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Answer to referee's comments
Referee No. 1

1. All gpr mutants came from a single multiply passaged virus pool. We tested
about 50 clones for gphA resistance and only nine of these clones were
resistant, the other clones were still gphA sensitive. The same was true for the
nar mutants, only two out of 50 clones, isolated from a single pool of virus,
turned out to be resistant to neuraminidase treatment of the cells, but we tested
all 50 clones. These points have been clarified in the paper.

2. The last part of the seccond paragraph on page 9 has been modified to
include the clarifications suggested. It reads as follows: "....., and we found that
the VP6 of RRV migrated by PAGE evidently faster than the VP6 from all other
strains, including the DSIXRRV virus (data not shown). The difference in
migration between the VP6 proteins of RRV and the DS1XRRV reassortant
probably represents amino acid changes acquired by either virus during
passage in MA104 cells, since as mentioned in Material and Methods, the
DS1XRRV VPG gene was shown to be derived from the RRV parent by
hybridization analysis. The reassortant virus containing only gene 5 of DS1
could not be detected, by genomic RNA electrophoresis analysis, in more than
one hundred plaques analyzed from the original DSIXRRV virus stock passaged
in the absence of NA or gphA pressure".

3. The HA activity of each virus was standardized to focus forming units/ml.
This fact has been mentioned in the "HA and HA inhibition assavs" section of
Material and Methods,

4. As suggested by the referee, Table 2, containing the ELISA data on the
binding activity of the VP4 specific monoclonals to the nar and gpr mutants,
has been deleted. It has been replaced by a table showing the HAI activity of
the various monoclonals against the mutants and parental strains. The HAI
assay was performed using 4 HA units of each virus (indicated in Material and
Methods). After performing the HAI assay, the conclusions were the same as
those obtained with the ELISA assay: the mutants bind the VP4 specific
monoclonals essentially as efficiently as the parental viruses.

5. The work cited in reference # 3 has been cited as a full publication.

6. We have no good explanation for the fact that the mutant viruses were
isolated from a reassortant DS1XRRV virus containig only gene 5 from DS1, and
not from wild type RRV. However, as discussed in the paper, this is not the only
difference between the mutants and RRV, since the VP6 proteins of these
strains have a different electrophoretic mobility and thus they must have

some amino acid changes. In addition, the fact that we did not isolate mutants
from 50 plaques analyzed from the RRV wild type virus, after passage under
selective pressure, does not indicate that mutants can not be isolated from RRV.

Referee No, 2

We agree with the referee’'s comment, and we are sure that the final
phenotype (sialic acid independence) of the mutants is correct,
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b RESULTADOS ADICIONALES.

Las cepas de rotavirus aisladas de humanos y animales difieren por su necesidad
de 4cidos sidlicos en la célula huésped para iniciar la infeccién. Asf, la infectividad de los
rotavirus animales decae notablemente cuando la infeccidén se realiza sobre células que
han sido previamente tratadas con neuraminidasas; por el contrario, la infectividad de
cepas aisladas de humanos no disminuye sino que, en algunos casos, parece aumentar
ligeramente. En la Figura 5 se muestra ¢l comportamicnto de tres cepas de rotavirus de
origen humano (Wa, DS1 y ST3) y de tres cepas de rotavirus animal (SAl1l, RRV y YM). La
infectividad del virus rearreglante DS1XRRYV, que posce los genes 5 y 8 de DS1 (de origen
humano), que codifican para las proteinas NS53 y VP7, respectivamente, y el resto de los
genes de una cepa de origen animal (RRV), fué similar a la infectividad de la cepa animal
RRV en células tratadas con neuraminidasa. El comportamicnto de todas estas cepas de
rotavirus, humanos y animales, en presencia de una glicoprotefna con alto contenido de
dcidos sidlicos, la glicoforina A (gphA), fué muy similar al comportamiento que tienen
en células tratadas con NA, cuando se utilizaron concentraciones de gphA menores de
200 ug/ml (Figura 2 del articulo).

Con el fin de estudiar las moléculas que intervienen en los primeros estadfos de la
infeccidn sidlico-dependiente por rotavirus, se seleccionaron variantes de la cepa RRV y
del virus rearreglante DS1XRRYV, cuya infectividad fuera insensible al tratamiento de las
células con neuraminidasas y a la presencia de gphA. Las variantes se denominaron nar,
cuando fueron seleccionadas a partir de células tratadas con neuraminidasa, y gpr,
cuando se seleccionaron en presencia de gphA. Todos estas variantes han sido descritas
en el artfculo anexo,.

Como también se menciona en el artfculo anecxo, encontré mutantes resistentes a
gphA y al tratamiento con neuraminidasa a partir del virus DS1XRRV y no a partir de la
cepa RRV. Por el andlisis de las variantes por eclectroferotipo (Figura 6), hibridizacién
(Figura 7) y reactividad con Mabs por ELISA (Tabla 4) e inhibicién de la
hemaglutinacién (Tabla 2 del artfculo), encontré que cstas variantes contenfan todos los
genes de la cepa RRV, excepto el segmento 5 que codifica para la proteina NS53, que

provenfa de la cepa DSI1.
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FIGURA 5. Efecto del tratamiento de ia neuraminidasa de A. ureafaciens en celulas

MA104 sobre la infectividad de cepas de rotavirus. Las celulas Ma104 crecidas en

placas de cultivo de 96 pozos fueron tratadas 1 hr a 37 C con las cantidades sefaladas de
neuraminidasa de A. ureafaciens; posteriormente fueron infectadas con una cantidad conocida de
virus, adsorbido durante una hora a 37 C; el inoculo fue removido y las celulas incubadas por
12-14 hrs a 37 C. Las celulas infectadas se detectaron por tincion con inmunoperoxidasa. Los
datos se expresan como el porcentaje de las celulas infectadas con respecto a la infeccion
realizada en celulas sin tratamiento alguno. Reass= virus rearreglante, ver texto.
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FIGURA 6. Electroferotipo de las varierntes nar y gpr. £/ RNA ¢cen
partir de lisados de células infectadas ccrni los vires mencionzoces, utilizeando fenol, cloroformo y
precipitando con etanol. El dcRNA se sezzrd vor electroforesis en celes oe pohacrilarmda con el
sistema de Laemmli sin SDS y se tific con nitrzto ce oizte L s s—eumemcs oe dcRNA estan
indicados en orcen orogresivo Ce eCusrdo & su migracion.,
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| purificado se extrajo con fenol-cloroformo y se precipité con etanol. Este RNA se hibridiz6, en
: solucion durante14 -16 hrs a 65°C, con mRNA-P32 producido in vitro, de las cepas RRV y S2
teed (oenotipo similar a la cepa DS1). Los hibridos se separaron por electroforesis en geles de !

poliacrilamida con el sistema de Laemmli. Los segmentos de dcRNA estan numeragos.
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FIGURA 8. Protelnas virales de las variantes nar y gpr. Virus marcados

" metabblicamente con Met-S25 se purificaron por gradientes de CsCl y las proteinas virales

sefialadas se separaron por SDS-PAGE.




Tabla 4. Reactividad de anticuerpos monoclonales neutralizantes con las variantes nar y gpr
y virus silvestres, por ELISA.

Anticuerpos monoclonales

VP8 VPS5 VP7# Anti-YM«

VIRUS

Ml11 1A9 M14  T7Al12 2G4 2F1  §2-2G10  4F8 159

(87 (100) (148) (188) (393) (?) (190) (906) (94)
nar3 2.07 2.72 >3.00 2.15 0.67 0.05 0.07 >3.00 >3.00 0.89
gpr8 1.90 2.05 2.50 1.88 0.70 0.10 0.07 >3.00 >3.00 1.13
gpr34 2.22 2.82 3.00 2.39 0.65 0.03 0.08 >3.00 >3.00 0.91
gpr38 1.96 2.22 2.49 1.72 0.68 0.00 0.05 >3.00 >3.00 0.88
RRV 1.19 1.57 2.02 1.62 0.71 0.00 0.08 >3.00 >3.00 0.60
DS1XRRV  0.15 0.38 0.68 0.69 0.67 0.38 0.81 0.00 0.00 0.83
DS1 0.00 0.00 0.00 0.00 ND 0.72 ND 0.00 0.00 0.65

Los valores representan la densidad optica a 405 nm.

* [n parentesis, esta el numero de aminoacido cambiado en, VP4 o VP7, que contienen virus que escapan a la
neutralizacion por los Mabs indicados, como ha sido reportado por Mackow et al.{ } y Green et al. ().

& Sueri hiperinmune de raton contra la cepa de rotavirus de cerdo YM

#MADbs 2F1 y $2-2G10 reconocen cepas de serotipo G2; mAbs 4F8 y 159 tienen una especificidad de serotipo G3
ND, no determinado.
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Por su reactividad con Mabs ncutralizantes en cnsayos de ELISA e inhibicién de la
hemaglutinacion, no sec apreciaron diferencias claras cnire la cepa RRV y las variantes
nar y gpr, es decir todos los mabs contra VP4 y VP7 de RRV recaccionaron tanto con la
cepa RRV como con las variantes, En cambio, sf hubo diferencia entre la reactividad de
los Mabs con las variantes y con el virus del que se aislaron, DS1XRRYV, Estas diferencias
se detectaron en VP7, ya que los Mabs S2-2G10 y 2F1, que reconocen VP7 tipo G2 de la
cepa humana DS1 (17, 41), recaccionaron con DS1XRRV y no con las variantes; mientras
que los Mabs que reconocen VP7 tipo G3 de RRV (159 y 4F8) (41), sf rcaccionaron con las
variantes pero no con el virus rearreglante DSIXRRYV,

La explicacién mds probable para cstas observaciones es que el virus DS1IXRRY, del
que sc¢ partié para aislar las variantes, cra una poblacién heterogénea de virus, en la que
estaban presentes los gencs que codifican para VP7 de RRV y de DS1. Esta conclusién se
reforz6 por el hecho de que todas las mutantes, al igual que el virus DS1XRRYV, contenfan
una VP6 que se diferencfa de la VP6 de RRY, por migracién en gel (Figura 8), a pesar de
que por hibridacién (Figura 7), no se detectaron cambios entre los genes que las

codifican.

Las mutantes nar y gpr fueron aisladas cn células MA104, derivadas de rifién de
mono rhesus, que han sido ampliamente utilizadas para el estudio de los rotavirus porque
son permisibles para cepas virales aisladas dc distintos orfgenes. Para determinar si la
infectividad de las variantes nar y gpr y otras ccpas de rotavirus era similar en distintas
Ifneas celulares tratadas con neuraminidasa y establecer relaciones entre la infeccién
por rotavirus en estas lfncas celulares, se decidié determinar el comportamiento de estos
virus en las células LLCMK2 y CV1 (ambas derivadas de riiién de mono), previamente
tratadas con neuraminidasa,

Las infectividad de las mutantes continué siendo resistente, aunque en diferente
grado, al tratamiento de las células CV1 (Figura 9) y LLCMK2 (Figura 10) con
neuraminidasa. El comportamiento de las variantes nar y gpr fué similar en las tres
Ifneas celulares, incluyendo MAI104, independientemente de que se utilizara la
neuraminidasa derivada de Arthrobacter ureafaciens o de Vibrio cholerae , las cuales
difieren ligeramente en la especificidad de sustrato (58). La infectividad de dos cepas de
rotavirus aisladas del mismo origen (SA1l1 y RRV aisladas de simio), presentaron
diferente grado de sensibilidad al tratamiento con neuraminidasa: la cepa RRV fue muy
sensible en células CVI1(Figura 9), de manera que a concentraciones de 2.5 mU/ml se
inhibié casi el 90% de la infectividad, mientras que en las células LLCMK2, esta
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FIGURA 9. Efecto del tratamiento de la neuraminidasa de A. ureafaclens en celulas

CV1 sobre la infectividad de las variantes nar y gpr. Condiciones similares a las
descritas en la figura S, pero en celulas CV1.
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FIGURA 10. Efecto del tratamiento de la neuraminidasa de A. ureafaclens en
celulas LLCMK2 sobre la Infectividad de las variantes nar y gpr. Condiciones
similares a las descritas en la figura 5, pero en celulas LLCMK2,
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infectividad casi no s¢ afecté (Figura 10). Por otro lado, ¢l comportamiento de la cepa

SA1l fué similar en las dos linecas celulares.

El hecho de que la cepa RRV sea susceptible al tratamicnto con NA en una Ifnea
celular (CV1), y no en otra (LLCMK2), sugicre que una misma cepa de rotavirus puede
reconocer dos entidades celulares diferentes durante la adsorcién, solo una de las cuales
contiene residuos de 4cido sidlico; también cabe la posibilidad de que la(s) molécula(s)
que reconoce RRV sea la misma en las dos lineas celulares pero que en LLCMK2 sea miés
abundante, de manera que las concentraciones de ncuraminidasa utilizadas no son
suficientes para eliminar cstas moléculas de la superficie y, por lo tanto, no se aprecia su

efecto sobre la infectividad de RRYV.

Los datos quc existen respecto a que las cepas humanas de rotavirus no requieren
dcidos sidlicos para la infeccién, han sido obtenidos por infecciones en células MA104;
sin embargo no se sabe si estas cepas requieran estos residuos cuando infectan otras
Ifneas celulares. Para determinar la necesidad de 4cidos sidlicos en la infeccién a otras
lineas celulares, por parte de una ccpa de rotavirus humano, decidimos evaluar la
infectividad de la cepa DS1 en las células LLCMK2 y CV1 tratadas con ncuraminidasa . En
la Figura 11 se observa que la infectividad de la cepa DS1 se incrementa notablemente,
hasta un 225% aproximadamente, en células LLCMK2 y CV1 a concentraciones de
neuraminidasa de 20 mU/ml. En células MA104 tratadas con esta enzima, tambien parece
incrementar la infectividad de este virus, pero el efecto no es tan marcado como en las
otras células (Figura 35).

Es notable que la cepa de rotavirus humano DS1 incremente su infectividad en
células que carecen o tienen muy pocos residuos de 4cido sidlico en la superficie, por
efecto de la neuraminidasa. En este sentido, parecerfa que estos residuos entorpecen la
adsorcion y/o penetracién de este virus a la célula, de manera que cuando estos residuos

se retiran, la infeccién se facilita.

Cuando se utilizaron virus rearreglantes derivados de SA1l y gpr8 o gpr34 (ver el
artfculo anexo), para determinar su sensibilidad al tratamiento de las células LLCMK2 con
necuraminidasa, se observé que todos los virus que contenfan el gene 4 de SAIll fueron
sensibles al tratamiento en la misma medida que lo fué la cepa SAlI, por lo que el gene
que codifica para VP4 parece ser también responsable de la sensibilidad a neuraminidasa

en este tipo celular (Figura 12),
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FIGURA 11. Efecto del tratamiento de la neuraminidasa de A. ureafaclens en
células CV1 y LLCMK?Z sobre ia Infectividad de cepas de rotavirus. Condiciones

similares a las descritas en la figura 5.
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Figura 12. Efecto del tratamiento de la neuraminidasa de A. ureafaclens en
celulas LLCMK?2 sobre la infectividad de virus rearreglantes obtenidos de la

coinfeccion de gpr8 y gpr34 con SA11.
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La interaccién del virus polio con su receptor, cuando ¢éste sc ecncuentra sobre la

superficie celular, provoca cambios que promueven ¢l desnudamicnto y la penetracién

del virus (45). Asf, se quiso dcterminar si la interaccién de los rotavirus RRV y DSIXRRY,
con los 4cidos sidlicos de la gphA en forma soluble podrfan promover cambios \
estructurales en el virién, que, a su vez, provocaran la penetracién de éstos a células

tratadas con neuraminidasas. Estos rotavirus, preincubados con gphA, presentaron

s

menor infectividad, tanto cn células normales (Figura 2 del artfculo), como en células
prcviamente tratadas con ncuraminidasa (Figura 13), por lo que, aparentemente, la
interaccién de los rotavirus animales con los 4cidos sidlicos (gphA), no es suficiente para

que se lleven a cabo los cambios necesarios durante la penetracién del virus a la célula.
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* FIGURA 13. Efecto de la glicoforina A sobre la infectividad de rotavirus en

celulas MA104 tratadas con neuraminidasa de A. ureafaciens. Las células MA104

crecidas en placas de cultivo de 96 pozos fueron tratadas 1 hr a 37°C con 25 mU/ml de

neuraminidasa de A. ureafaclens, posteriormente fueron infectadas con una una mezcla de 38 pg
“de gphA y el virus correspondiente o solamente con el virus, como se describe en el articulo

anexo.
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En este trabajo se describe el aislamiento de variantes de rotavirus de origen
animal que no requieren de residuos de 4cido sidlico para infectar a su célula huésped; a
pesar de eslte comportamiento, mantienen su capacidad para unirse a estos residuos ya
que hemaglutinan de la misma manera que lo hace el virus padre y esta
hemaglutinacién se inhibe por el tratamicnto de los eritrocitos con neuraminidasa y por
la presencia de gphA, a concentraciones similares a las que inhiben al virus silvestre,

Todos los Mabs que reaccionan con VP8, en diferentes epftopes, mantienen su
reactividad con estas variantes, por lo que ¢l dominio de hemaglutinacién en VP4
(localizado entre los aminodcidos 47-247), parece estar conservado, con respecto al virus
silvestre. Por otro lado, a pesar de que las variantes nar y gpr se unen a gphA, son
capaces de infectar a la célula en su presencia, lo que no puede hacer el virus silvestre.
Asf, al parecer, la caracterizacién de estas variantes ha permitido poner de manifiesto
que los rotavirus animales pueden hemaglutinar y adsorberse a la célula huésped a

través de diferentes dominios de VP4,

Los virus RRV y DSIXRRYV se replicaron varias veces en presencia de gphA o en
células tratadas con NA; sin embargo, s6lo se seleccionaron variantes sidlico-
independientes a partir del virus rearreglante DSIXRRV. El andlisis de las variantes por
hibridizacién y reactividad con Mabs demostr6 que todas ellas posefan VP7 de RRV; no es
claro por qué se seleccionaron estos virus a partir de un virus que, aparentemente, no
contenfan esta protefna de RRV. Probablemente, los virus que contenfan esta VP7
existian en proporciones muy bajas en la poblacién de manera que no se habfan
detectado, pero que, surgicron bajo las condiciones de seleccién utilizadas. Es necesario
estudiar mis a fondo este fendmeno para determinar si existe relacién entre la seleccién
de variantes tipo nar y gpr y la presencia de algin otro gene, incluyendo el de VP7.

Existen varios puntos a considerar que pudieron favorecer la seleccién de
variantes de rotavirus animal con el fenotipo de resistencia a neuraminidasa:

1. Las protefnas VP6 del virus DSIXRRYV y de las variantes son similares y a la vez,
diferentes de la proteina VP6 de RRYV, demostrado por su migracién en geles de
poliacrilamida (FIGURA 6). Se sabe que la proteina VP6 interacciona con VP4 en la
partfcula viral, por lo tanto, existe la posibilidad de que esta interaccién afecte el

fenotipo determinado por VP4, tal como ocurre con la interaccién de VP7 con VP4,
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2. Todas las variantes poscen ¢l gene S de la cepa DSI, al igual que DSIXRRV, La
influencia de este gene en la seleccién de las variantes es poco probable porque codifica
para una proteina no estructural (NSS53) y la evaluacién de la sidlico-independencia del
virus se realiza por un ensayo con la particula infecciosa, que carece de proteinas no
estructurales; de manera adicional, no existen reportes en los que genes que codifican
para protefnas no estructurales afecten el fenotipo determinado por las proteinas
estructurales de rotavirus.

3. He obtenido la secuencia parcial del gene 4 de cuatro variantes y de los virus RRV y
DS1XRRV; en basc a ésta, se han detectado cambios entre las dos cepas. Los cambios que se
observan en el gene 4 de DSIXRRV con respecto al de RRV podrfan estar favoreciendo la
obtencién de virus con el fenotipo nar y gpr. Asf como se han detectado diferencias
entre las VP4 de DS1XRRV y RRV, por sccuencia, podrian existir variaciones en otros
genes, que influyan, aunque no de manera determinante, en la expresién del fenotipo

mutante y que no pueden ser detectados por métodos sencillos.

El escape a la neutralizacién dec las variantes nar y gpr con los Mabs anti-VP8, que
impiden la adsorcién del virus silvestre a células en cultivo (46), implica que la
adsorcién de las mutantes se rcaliza a través de un dominio de VP4 diferente del que
utiliza el virus silvestre y, consecuentemente, estos virus deben reconocer sitios
diferentes sobre la célula, en la primera etapa de la infeccién. El virus silvestre podrfa
reconocer los dos sitios de manera alternativa, aunque aquel que conticne sialicos serfa
el reconocido de forma predominante. De acuerdo a los datos disponibles, en el artfculo
anexo se ha planteado la existencia de dos dominios independientes en VP4: uno que se
utiliza durante la interaccién con 4cidos sidlicos y, el otro, que utiliza el virus para
establecer una interaccién mas estrecha con la célula y que resulta en la penetracién del

virus,

Las variantes mar y gpr parecen secguir la misma ruta que el virus silvestre
después de la adsorcién a la célula ya que todos estos virus fueron neutralizados por Mabs
anti-VPS y anti-VP7, en la misma medida. Por reportes previos se sabe que estos Mabs

ncutralizan al virus en algin paso posterior a la adsorcién (46).

Durante las primeras interacciones de un virus con su célula huésped, éste sufre
una serie de cambios conformacionales que resultan en la cnlrada del mismo y la
posterior replicacién de su genoma. Estos cambios estructurales resultan después de un

paso de "activacién" provocado por la interaccién del virus con su receptor (ej.
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poliovirus, Rhinovirus y Sindbis) (5, 45), de la exposicién a un pH determinado (ej. virus
de influenza y Semliki Forest) (24, 25), etc. Los cambios asf producidos son especificos
para cada virus, sin embargo, cxisten varios casos en los que el cambio més notable es la
exposiciéon de regiones hidrofébicas o anfipdticas, que le permiten al virus interactuar
con la membrana cclular y posteriormente penetrar. Algunos otros virus més complejos
como el virus Herpes Simple y Citomegalovirus, penetran a la célula por fusién de
membranas después de una serie de interacciones entre distintas glicoproteinas virales

con componentes celulares (49).

La penetracién de rotavirus, como se mencioné en el artfculo anexo, podrfa ser el
resultado de varios pasos que involucren la interaccién de VP4, a través de diferentes
dominios (ej. un dominio que le permite al virus adsorberse a residuos de sidlicos, otro
responsable directamente de la penetraciédn, quizd4 utilizando diferentes moléculas
celulares). La funcién de la otra proteina de capa externa (VP7) parece ser mas oscura,
en cuanto a que no se tienen indicios de su funcién durante los primeros pasos de la
infeccién, a pesar de ser la protefna mds abundante de la capa externa, Las variantes nar
y gpr pueden ser de ulilidad en el estudio y caracterizacién de las moléculas celulares

que intervienen en los procesos de adsorcién y penetracién del virus,

Hasta ahora, no se ha demostrado que los rotavirus modifiquen su estructura
despues de la adsorcién a su célula huésped, como en los casos de otros virus previamente
mencionados, Sin embargo, despues del tratamiento con tripsina, las partfculas de
rotavirus se hacen mis hidrofébicas adquiriendo la capacidad de unirse a liposomas, La
interaccién virus-liposoma es independiente de la presencia de 4cidos sidlicos en el
liposoma (38).

No se sabe si el tratamiento con tripsina, que hace al virus silvestre més
hidrofébico, favorece que la partfcula viral interactie con la molécula celular
responsable de la penetracién. Si éste fuera el caso, se podrfa pensar que los cambios que
existen en las variantes nar y gpr, con respecto al virus silvestre, favorecen su
interacciéon directa con la molécula responsable de la penetracién, sin la necesidad de
interactuar previamente con 4cidos sidlicos. La susceptibilidad a tripsina, y por lo tanto
la capacidad de hacerse més hidrof6ébicas podrfan estar modificadas en las variantes, Esta

posibilidad, aunque no ha sido explorada, requiere un estudio posterior mas profundo

De manera adicional a la hipdtesis planteada previamente, en la que se propone la

interaccién del virus a través de dos dominios diferentes de VP4, existen otras dos
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explicaciones alternativas con respecto al comportamiento de las variantes nar y gpr en
células tratadas con neuraminidasa.

1. Los virus nar y gpr pueden reconocer otras formas anoméricas del 4cido sidlico, que
no son ecliminadas con cficiencia por las neuraminidasas utilizadas, como sitios iniciales
de interaccién con la célula huésped; un caso similar ha sido descrito con el virus de
influenza (59). De scr asf, los cambios en las variantes tendrian que ser en el mismo
dominio de VP4, que interacciona con sidlicos en el virus silvesitre, de manera que la
union de los Mabs anti-VP§ y la hemaglutinacién de las variantes deberfan estar
modificados; por lo tanto, éstc no parece ser el caso.

2, Las variantes podrian reconocer moléculas totalmente diferentes a 4cidos sidlicos como
sitios de interaccién inicial con la célula. No es claro si las variantes nar y gpr

continian reconociendo a los 4cidos sidlicos como primer sitio de contacto con células
normales o, si las mutaciones en VP4 han afectado esta unién, de manera que ahora
reconocen una molécula de diferente naturaleza. Se ha reportado que la infectividad con
algunas cepas de rotavirus se afecta parcialmente por el tratamiento con B-galactosidasa
(53); ademds, se ha reportado que una cepa de rotavirus animal puede unirse a residuos
de NAcGal y Gal por ensayos in vitro (50); este tipo de moléculas podrfan participar en las

primeras interacciones del virus con la célula, en ausencia de 4cidos sidlicos.

En ambos casos, aunque se¢ plantcan moléculas de diferente naturaleza como sitios de

interaccién inicial del virus con la célula, la molécula responsable de la penetracidn

serfa la misma.

Cualesquiera que sean las moléculas que reconocen los rotavirus en la primera
fase de la infecci6n, es claro que los residuos de 4cido sidlico no son indispensables, ya
que se han obtenido las variantes nar y gpr, que no los requieren. La proteina VP4 estd
relacionada con la expresién del fenotipo de resistencia al tratamiento de las cé€lulas con
neuraminidasa y, por lo tanto, parece intervenir en la interaccién inicial del virus con

la célula, en presencia o ausencia de esos residuos,

Aunque no se pudo aislar un virus rearrecglante monogénico que contuviera el
gene 4 de las variantes (gpr8 o gpr34) en la coinfeccién con SA1l, parece ser claro que
el fenotipo mutante segrega con el gene que codifica para VP4, De acuerdo a la Tabla 1,
incluida en el articulo, se puede ver que en todos los virus rearreglantes que contienen
el gene 4 de la variante y que son resistentes al tratamiento de las células con
neuraminidasa, también estd presente el gene 10 del mismo virus. De acuerdo a esta

misma tabla, se pucde apreciar que el gene 10 por sf mismo no determina ¢l fenolipo
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mutante, Dado que este gene codifica para una protefna "no estructural" (NS28) y los
ensayos de infectividad realizados evalian la capacidad de infeccién de partfculas virales
que carecen de este tipo de protefnas, es poco probable que NS28 influya en el fenotipo
mutante. Sin embargo, también existe la posibilidad de que esta protefna participe de
manera indirecta en el fenotipo mutante como resultado de su funcién durante el
ensamblaje de la partfcula ¢ incorporacién de VP4 cn el viribn (1, 36); aunque poco

probable, es necesario descartar esta posibilidad.

La interaccién del virus polio con su receptor, cuando éste se encuentra sobre la
superficiec celular, provoca cambios que promueven el desnudamiento y la penetracidn
del virus (45). De esta manera, s¢ quiso determinar si la interaccién de los rotavirus RRV
y DSI1XRRYV, con los 4cidos sidlicos de la gphA en forma soluble podrian promover
cambios estructurales en el virién, que, a su vez, provocaran la penetracion de éstos a
células tratadas con neuraminidasas. Estos virus, preincubados con gphA, presentan
menor infeclividad, tanto en células normales como en células carentes de é4cidos sidlico,
por lo que, aparentemente, la interaccién del virus animal con estos residuos no son
suficientes para que sc lleven a cabo los cambios necesarios durante la penetracién del
virus a la célula. Si los residuos de é&cido siflico provocaran cambios estructurales en
estos virus que promovieran su penetracién, la infectividad del virus preincubado con
gphA serfa la misma, lo que no ocurre; a menos que los cambios tuvieran que realizarse

en el mismo sitio en donde se producen, es decir, sobre la membrana celular.

Las mutaciones cn la protefna VP4 de las variantes parecen ser en un sitio que no
estd involucrado directamente con la unién a sidlicos; por el contrario, las mutaciones
parecen localizarse en regiones de VP4 que intervienen en pasos posteriores a la
adsorcién, De acuerdo al analisis con Mabs y los ensayos de hemaglutinacion e
inhibicion de hemaglutinacion, los cambios parecen estar localizados en el polipeptido
VPS, que es el producto carboxilo terminal que resulta del corte de VP4 con tripsina.
Aunque menos probable, los cambios también podrfan ser en VP8, pero en un sitio

independiente del sitio de uni6én a gphA y a los Mabs.

Se han aislado mutantes del virus polio que son resistentes a la neutralizacién con
su receptor en forma soluble (22, 45). Estas mutantes denominadas "srr”, se unen con
menor eficiencia que el virus silvestre a su receptor celular; sin embargo, la infeccién
de ambos es similar, es decir, rinden la misma cantidad de partfculas infecciosas en el

mismo tiempo de infeccién. Se ha sugerido que estos virus, (poliovirus silvestre y




sones

ol

e oo

mutantes srr), prescntan diferencias que se manifiestan en distintos pasos de la
infeccidén (adsorcion, penetracion y/o desnudamiento). Al igual que las mutantes srr de
poliovirus no requieren unirse a su receptor sobre la célula, las mutantes nar y gpr no
requicren la unién al 4cido sidlico para la infeccién, lo que implica que, o reconocen
una molécula alternativa como primer sitio de contacto con la célula, o interactian
directamente con una molécula adicional e independiente, que interviene en pasos

posteriores a la adsorcidn.

Las variantes nar y gpr tienen semejanzas con ccpas de rotavirus animales vy
humanos. Por un lado, estas variantes mantienen su capacidad para aglutinar eritrocitos
y unirse a siflicos, como las cepas animales; por otro lado, la infectividad de las variantes
no se afecta por e] tratamiento de las células con ncuraminidasa ni por la presencia de
gphA; ademds, anticuerpos que reconocen epftopes de VP8 no neutralizan a las variantes,
como parece ocurrir entre las cepas humanas, La adsorcién entre ambos grupos de
rotavirus, humanos y animales, es claramente diferentc en cuanto a sus requerimientos
por sidlicos, sin embargo, no se¢ sabe si en algin momento de la infeccién, estos virus
siguen una vfa comin para entrar a la célula. Un hecho notable es que la infectividad de
los rotavirus humanos incrementa, hasta més de dos veces, en el caso de las células CV1 y
LLCMK2, por el tratamiento con neuraminidasa. Este comportamiento de las cepas
humanas sugiere que los residuos de 4cido sidlico impiden la interaccién del virus con

un sitio que promuecve la infeccién a la célula,

Al igual que las cepas humanas, la infectividad de la cepa de simio RRV fue
resistente al tratamiento de las células LLCMK2 tratadas con neuraminidasa. No se sabe si
el comportamiento de RRV en este tipo celular esta directamente relacionado con aquel
que se presenta entre los rotavirus humanos o con las variantes nar y gpr en células
MA104. Se requieren posteriores estudios, incluyendo experimentos de competencia
entre diferentes rotavirus (nar y gpr, rotavirus humanos y animales, en diferentes
Ifneas celulares), para explorar lo anterior y poder establecer relaciones entre todos los

rotavirus.

El estudio de las variantes nar y gpr de rotavirus descritas en el presente trabajo
ha sido de utilidad para conocer algunos aspectos relacionados con las primeras
interacciones -del virus con su célula huésped. Sin embargo, han surgido preguntas

interesantes con respecto al comportamiento de ias mutantes nar y gpr, que, de obtener
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respucsta, contribuirdn a conocer méds acerca del mecanismo de infeccién de los

rotavirus, Algunas de estas preguntas son:
1. (Cuales son los aminodcidos responsables del fenotipo sidlico-independiente en VP4?

2. Si las variantes nar y gpr son capaces de unirse a los 4cidos sidlicos de la gphA,
(Seguirdn estas variantes la misma ruta que el virus silvestre durante la infeccién en
c€lulas normales? ;Cudl es la naturaleaza de la molécula a la que sec adsorben? ;Es esta
molécula celular responsable de la penetracién del virus? ;Podrfan los rotavirus
reconocer mds de un sitio en una célula como sitio de interaccién inicial durante una

infeccién?.

3. Los 4cidos sidlicos parecen ser importantes durante la infeccién por rotavirus in vivo,

LSerd diferente la virulencia dec las mutantes nar y gpr a la del virus silvestre?.

4. A pesar de reaccionar con Mabs anti-VP8, las mutantes nar y gpr no son neutralizados
por estos Mabs. Si se obtuvieran Mabs ncutralizantes contra las variantes nar y £pr,
(Como serfan estos Mabs con respecto al virus silvestre? ;Serdn similares a los inducidos
contra el virus silvestre, contra VP8, o serdn contra VPS5 preferencialmente, como los

inducidos por los rotavirus humanos?

5. ¢Siguen una vifa comun de entrada los rotavirus humanos y animales?, de ser asi, ;Que

papel juegan los 4cidos sidlicos en la infeccién por rotavirus humanos?

6. (Favorecerd algun gene del rotavirus DSIXRRYV la expresién del fenotipo nar o gpr?,
especfficamente, ;Influird la proteina VP7 tipo G3 (RRV) en la expresion del fenotipo
gpr o nar y en la seleccion de las variantes mencionadas a partir de DS1XRRV?,

Las respuestas a estas preguntas serdn de gran ayuda para entender un poco
mejor algunos aspectos de la biologfa de los rotavirus, principalmente durante los
procesos de adsorcién y penetracién del virus a la célula huésped. Por otra parte, estas
variantes serdn una herramienta Util para conocer y caracterizar cual(es) moléculas

celulares funcionan como receptores para rotavirus.
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APENDICE. RECEPTORES VIRALES Y DOMINIOS DE UNION DEL RECEPTOR Y LAS PROTEINAS VIRALES DE ADSORCION.

VIRUS RECEPTOR DOMINIO DE UNION DEL RECEPTOR PROTEINA VIRAL DE ADSORCION

VIRUS DE DNA:

. Poliomavirus Slaliloligosacaridos NeuAc 2,3 Gal 1,3 GalNAc

Adenovirus humano MHC HLA clase I Residuos 1-141 de E3gp
Citomegalovirus humano 2-microglobulina MHC HLA Clase | Residuos 204-297 de H301
V. Epstein-Barr CR2, receptor de C3d de linfocitos B Residuos 21-29 y 372-378 de gp350
V. Herpes Simple Heparan sulfato enCygpB

. V. Vaccinia Receptor para el factor de crecimiento epidermico Residuos 71-80 de VGF

| V. Hepatitis B Receptor para albumina serica polimerizada, para IgA Porcion preS de env, residuos 21-47.

polimerica en hepatecito. Sialoglicoproteina.

VIRUS DE RNA:

Poliovirus Proteina miembro de 1a familia de las 1gG Residuos 95-105 de VP1
Rhinovirus humano 1ICAM-1 Cafion en ]a superficie del virion formado
por resilduos de VP1 (aa. 103, 155, 220,
223) y VP3.
V. encefalomiocarditls Sialoglicoproteinas
V. Mengo Residuos de VP1 y VP3, sobre 1a superficie
del virion
V. fiebre aftosa Integrinas (proteinas de adhesion) Residuos 145-147 y 203-213 de VP1
Reovirus slaloglicoproteinas Carboxilo terminal de 1a hemaglutinina.
V. Semllkl forest MHC H-2 y HLA clase ]
V. Influenza Sialllollgosacaridos Inluenza Ac Diferentes résiduos de la
NeuAc 2,6Gal 1,4GIcNAc superficie de 1a hemaglutinina
Lo : NeuAc 2,3Gal 1,3GalNAc viral ( aa. 98, 134-138, 153,
; S NeuAc 2,3Gal 1,4GIcNAc 155, 183, 186, 190, 194, 195,

226 y 228)
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Influenza C:
9-0-AcNeuAc
V. Sendal Slaliloligosacaridos NeuAc 2,3Gal 1,3GalNAc
NeuAc 2,8NeuAc 2,3Gal 1,3GalNAc

V. Newcastle Slallloligosacaridos NeuAc 2,3Gal 1,3GalNAc

V. estornatitis veslcular Fosfatidilserina Fosfatidillnositol, gangliosldo GM3
V. Rabia Receptor de acetilcolina y gangllosidos sialisados Residuos 173-204 de la subunidad alfa Residuas 151-238 de la proteina G
i de acetilcolina
| HTLV-1 MHC HLA clase I, receptor de interleucina-2 Residuos 246-253 de la gp env

V. inmunodefidencia Molecuia CD4 de linfocltos T Residuos 41-55 de CD4 Trp-432 de gpl20

humana

Adaptado de Lentz, T. J. Gen Virol. 71: 751-766 (1990).
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