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Study on the interactions among rotavirus non-structural
proteins.
Summary

The rotavirus genome encodes six nonstructural (NS) proteins, five of which
(NSP1, NSP2, NSP3, NSPS, and NSP6) have been suggested to be involved in a
variety of events, such as genome replication, regulation of gene expression, and gene
assortment. These NS proteins have been found to be associated with replication
complexes that are precursors of the viral “core’, however little information is available
about the intermolecular interactions that may exist among them. Using the yeast two-
hybrid system, which allows the detection of protein-protein interactions in vivo, all
possible combinations among the rotavirus NS proteins were tested, and several
interactions were observed. NSP1 interacted with the other four proteins tested; NSP3
associated with itself; and NSPS was found to form homodimers and to interact with
NSP6. Co-immunoprecipitation of proteins from rotavirus-infected cells, using
hyperimmune sera monospecific for the NS proteins, showed the same interactions for
NSP1 as those observed in yeast. Innunofluorescence co-localization analysis of
virus-infected epithelial cells revealed that the intracellular distribution of proteins that
were shown to interact in yeast had patterns of distribution that would allow such
intermolecular interactions to occur. These findings should contribute to understand the

roie these proteins play in different aspects of the virus replication cycle.

dﬂ’&ua 7: /‘Zg/a—; O,

"’.’-‘A"\———'\
%én Antoni@alez Garcig‘?Conde. Dr. Carlos F. Arias Ortiz.

Cuernavaca, Mor. 9/12/97,
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Resumen.

El genoma de los rotavirus codifica para seis protefnas no estructurales y se ha sugerido
que cinco de ellas (NSP1, NSP2, NSP3, NSPS5S y NSP6) estidn involucradas en una serie
de eventos, como son la replicacién del genoma, 1a regulacién de Ja expresién génica y la
distribucion de los segmentos genémicos. Se sabe que estas protefnas no estructurales
estdn asociadas a complejos moleculares que son precursores del *core’ en la morfogénesis
del virus; sin embargo, se desconoce cuales son las interacciones intermoleculares :
responsables de dicha asociacién. Utilizando el sistema de dos-hibridos, el cual permite la
deteccion de interacciones entre proteinas in vivo , se evaluaron todas las posibles
interacciones entre lus proteinas no estructurales. Se observé que NSP1 se asocia con las
protefnas no estructurales NSP2, NSP3, NSPS y NSP6; NSP3 forma homodimeros, al
igual que NSPS, la cual interacciona ademis con NSP6. Mediante ensayos de
coinmunoprecipitacion de proteinas obtenidas de células infectadas con rotavirus, utilizando
sueros monoespecificos para cada una de las proteinas no estructurales, se obtuvieron las
mismas interacciones con NSP1 que las que fueron detectadas en levadura. El andlisis de la
colocalizucién de estas proteinas en células epiteliales infectadas con el virus por medio de
inmunofluorescencia, revelo que la distribucién intracelular de las brotcfnus que
interaccionan cn levadura, se localizan en la célula con patrones de distribucién que
permitiriun que dichas interacciones ocurran. Estas observaciones deberin contribuir a
entender cl papel de las protefnas no estructurales en diferentes estadios del ciclo de

replicacién de los rotavirus.
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Generalidades sobre rotavirus como agente infeccioso.

A partir del descubrimiento de los rotavirus por Bishop y colaboradores en 1973 (Bishbp
et al., 1973), se ha generado una gran cantidad de informaucién sobre las propiedades

biolégicas y epidemioldgicas de estos virus.

Los rotavirus han sido reconocidos como el agente etiolégico mis importante de las
gastroenteritis virales severas en niflos menores de tres aiios, en todo el mundo. Se estima
que alrededor de 125 millones de casos de diarrcas causadas por rotavirus en niiios
menores de cinco aiios se registran anualimente, produciendo un saldo aproximado de

870,000 muertes (Kapikian & Chanock, 1990).

El impacto epidemioldgico de las infececiones por lox rotavirus ha estimulado la
investigacién bisica sobre aspectos de biologia molecular y bioquimica del virus. La
informacidn obtenida a lo largo de veinticuatro aios de estudio, ha permitido generar un
panorama relativamente claro sobre la estructura de la particula viral, asi como la funcién
que tienen las proteinas que la forman: sin embargo, no se dispone ain de una descripcién
detallada sobre su ciclo de replicacion y el papel que desempeiian cada uno de los

componentes virales.
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Composicion y estructura de la particula viral.

*Estructura de la particula.

Los rotavirus son virus que no estiin envueltos por una membrana lipfdica y estin
compuestos por tres capas concéntricas icosahédricas de protefnas. Estudios realizados
utilizando criomicroscopia electronica y reconstruccién de imagenes por computadora, han
permitido realizar anilisis detallados de 1as caracteristicas estructurales del virién (Fig. 1).
La particula viral mide aproximadamente 1000 A de didimetro y su estructura tiene una
simetria T=13/. La capa externa del virus estd formada por 780 moléculas de la
glicoproteina VP7. Dc ésta se proycctan 60 peplémeros o espiculas de 120 A de longitud,
constituidos por dimeros de la hemaglutinina viral VP4; la base de los dimceros de VP4
interacciona con la capa intermedia de proteinas. Esta consta de 260 unidades morfoléSgicas
constituidas por wrimeros de la proteina VPG; la capa intermedia envuelve a su vez a la
nucleocapside o **core” (Prasad & Chiu, 1994). La capa protéica del *“‘core” estid constituida
por 120 moléculas de VP2 y envuelve a otra entiduad estructural que consta de las protefnas
VP1, VP3 y once segmentos de RNA de doble cadenas (RNAdC), los cuales purecen estar
también organizados con una simetria icosahédrica (Prasad ¢r al., 1996). Prasad y
colaboradores (1996) han observado que de los 18,525 pares de bases (pb) que constituyen
al genoma viral (de la cepa de simio SA11), 4,500 pb estiin organizados con una simetrfa
icosahédrica; este orden parcce depender del ensamble icosahédrico de VP2 la cual, al hacer
contacto con los segmentos de RNA, induce en éstos una organizacién icosahédrica
(Fig.2). Por otra parte, estudios de sedimentacion de segmentos aislados de RNAdc,
mostraron que éstos se comportun de una manera consistente con un modelo que predice

una estructura de cilindros flexibles con una longitud en solucién acuosa de
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aproximadamente 1125 A y un didmetro de 30 A (para el segmento 9). Considerando dicha
longitud, los segmentos de RNAdc no podrian ser plegados para caber en una cdpside con

un didgmetro interno de 50 nm (Desselberger & McCrae, 1994; Prasad ef al., 1988).
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Figura 1. A) Representacion tridimensional de la superficie de rotavirus. Se sefialan con
flechas las proteinas que forman la capa externa, VP4 y VP7. Los niimeros romanos
indican la posicion de los tres tipos de canales acuosos. B) Una espicula aislada, formada
por un dimero de VP4 y vista en varios dngulos. C) Representacién tridimensional de la
superficie de una particula de doble capa, mostrando la interaccién entre la base de los
dimeros de VP4 y VPG. D)) Corte en cada una de las tres capas de rotavirus: las flechas

i sefialan las protefnas que componen cada una de las capas. (Shaw et al., 1996)
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En conjunto, estas observaciones indican que las proteinas VP1, VP2 y VP3 deben de
estar involucradas en la organizacion del genoma dentro de! “‘core™ a través de interacciones

protcina-RNA (Prasad & Chiu, 1994).

Figura 2, Organizacién estructural del RNA dentro
de rotavirus. a) Corte de la particula de doble capa,
mostrando la organizaciéon de VP6(azul), VP2 (verde)
y el complejo VP1-VP3(rojo). b) Capa dodecahédrica
mostrando la organizacién del RNA. Barra, 100 A.
(Lawton et al., 1997)

La partfcula viral estd perforada por 132 canales “acuosos™, que han sido clasificados en
tres grupos segin sus caracteristicas de simetria y dimensiones; estos canales estin
alineados desde la capa externa hasta cl ““core™. Aunque el papel que desempefian estos
canales en el ciclo de replicacion del virus no se conoce con detalle, se piensa que podrfan
estar involucrados en la entrada de metabolitos necesarios para la transcripcién dentro de la
particula de doble capa, asi como en la salida de los transcritos virales (Estes & Cohen,
1989; Prasad & Chiu, 1994). El aniilisis por criomicroscopfa electrénica utilizando
particulas de doble cipside en proceso activo de transcripeién, muestra que los mRNAs
virales salen de la particula a través de canales “acuosos™ tipo I, localizados en los vértices
de la partfcula, con simetrfa de cinco: estos estudios han mostrado también que las protefnas

VP1 y VP3 se localizan cerca de los sitios en los que se alinecan estos canales, en ¢l interior

de la cdpside formada por VP2 (Lawton et al., 1997).

14
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Figura 3. Representacién esquemiitica de la estructura tridimensional de rotavirus, la
composicién de la particula y las proteinas codificadas por los segmentos de RNA.
(Mattion et al., 1994)
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*Genoma

El genoma de los rotavirus consta de once segmentos de RNA de doble cadena, que para
la cepa de simio SA11, van de 3302 pb (gene 1) a 667 pb (gene 1 1) (Both et al., 1994;
Mattion ¢r al., 1994). Cada segmento codifica para una proteina, excepto el gene 11, el cual
contiene dos marcos de lectura abiertos que son funcionales, ya que son traducidos in virro
e in vivo (Estes & Cohen, 1989; Mattion ¢r al., 1991) (Fig. 3). La replicacién del genoma
se lleva a cabo de manera conservativa, siendo la hebra positiva del RNA recien sintetizada
la que funciona como mRNA y como templado para la sintesis de la hebra complementaria

(Patton, 19985).

Los genes dcel virus estin flanqueados por secuencias no traducidas en los extremos §' y
3°; 1a longitud dc estas secuencias es variable entre los diferentes genes (entre 9 y 49
nucledtidos en el extremo 5° y entre 17 y 182 nucleétidos en el extremo 3°), pero se
conserva entre los scgmentos cquivalentes de cepas aisladas de diferentes especies. Los
primeros 10 nucledtidos en los extremos 5°, asf como los tiltimos 8 nucleétidos en los
extremos 3°, estin alttumente conservados entre todos los segmentos de las diferentes cepas;
las secuencias consenso de estas regiones son: 5 (GGC™,,A/ UM A .. )3 y
5'(...‘/UU“/‘,"/G“/|,"/(;CC)B‘ respectivamente (Estes & Cohen, 1989; Patton,
1995)(Fig.4A). Lu hebra positiva del RNA tiene una estructura de *“*Cap™
M'GpppG(M)GC...) en el cxtremo S' y no tiene sciial de poliadenilacién (Imai ef al.,
1983; McCrae & McCorquodale, 1983). A través de prediccién de estructura secundaria, se
ha encontrado que estas secucncias podrian formar estructuras tipo tallo y asa
(*panhandlc™) (Filg. 4B); Okada y colaboradores (1984), reportaron gque el segmento del

gene 10 podria formar este tipo de estructuras secundarias mediante la interaccién entre los

16
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extremos S5’ y 3° (Fig. 5). Xu y colaboradores han propuesto que la interaccién entre los
extremos 5° y 3° de los segmentos de RNA del virus de tumor inducido por herida,
“wound tumor virus” (WTV), un virus perteneciente a la familia Reoviridae, al igual que
los rotavirus, son importantes para la modulacién de la expresién de los distintos
segmentos del genoma, ademiis de funcionar como seiiales para su distribucién en el
proceso de encapsiducion (Xu et al., 1989). En el caso de los rotavirus, se piensa que las
regiones no traducidas de los segmentos pueden tener un papel similar al que ha sido
propucsto para el WTV. Recientemente se ha reportado que en las regiones no traducidas
de los mRNASs de los rotavirus, existen sefiales de replicacién que actdan en cis. Entre
éstas, se ha definido una seiial promotora minima, esencial para la sintesis de la hebra
negativa de RNA en la replicacién, que esti formada por los dltimos siete nucleétidos del
extremo 3° (Fig. 4C). Dos regiones adicionales, identificadas en los segmentos 8 y 9,
funcionan como reguladores positivos 6 “enhancers™, ya que en presencia de éstas se
obtiene un nivel Sptimo de sfntesis; estas secuencias consisten de aproximadamente 25
nucleétidos, inmediatamente *“rfo arriba™ de la regién promotora en el extremo 3° y de al
menos 10 nucledtidos en el extremo 5° del mMRNA (Wentz ¢r al., 1996a; Wentz et al.,

1996b).

17
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Figura 4. A) Representacién esquemiitica de la organizacion de los genes de rotavirus;
flanqueando al marco abierto de lectura (ORF), se muestran las regiones no traducidas 5° y
3* y las secuencias consenso de los extremos. B) y C) Prediccién de la estructura
secundaria de los extremos 5° y 3°, respectivamente, del mRNA del gene B de rotavirus. En
la regién 3° se muestra la secuencia blanco para la polimerasa viral y la secuencia minima de

reconocimiento de la protefna NSP3. (Patton, 1995).
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Figura 8. Prediccién de la estructura secundaria del segmento correspondiente al genelO
de rotavirus, mostrando la interaccién potencial entre los extremos 5 y 3° que resultarfa en

una estructura tipo “panhandle’. (Okada et al., 1984).
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El genoma viral codifica para doce proteinas, entre éstas, seis son proteinas estructurales
(VP1, VP2, VP3, VP4, VPG y VP7), mientras que otras seis, son protefnas conocidas
como no estructurales ya que no estin presentes en la particula viral madura (NSP1, NSP2,
NSP3, NSP4, NSP5 y NSPG) (Estes & Cohen, 1989).

Aunque todas las proteinas codificadas por el genoma viral han sido identificadas, el
papel que desempeiia cada una de ellas en el ciclo de replicacién del virus ha sido sélo
parcialmentc descrito para las protefnas estructurales y para una de las protefnas no
estructurales (NSP4)(Au et al., 1989; Au er al., 1993). Sin embargo, en aiios recientes el
estudio y caracterizacién de las protefnas no estructurales ha mostrado que podrian ser

importantes en los eventos iniciales de la encapsidacién y replicucién del genoma.

Ciclo de replicacion

Los rotavirus Hevan a cabo su ciclo de replicacion en el citoplasima de las células que
infectan. La infeccidén abate la sintesis de proteinas celulares resultundo en una sintesis
abundante de componentes virales, que se esamblan en particulas de doble capa en el
citoplasma: estas particulas geman subsecuentemente a través de la membrana de reticulo
cndoplidsmico (RE), en donde adquieren la capa externa de protefnas. La particula viral

madura es liberuda mediante lisis celular (Fig. 6).

20



Figura 6. Representacitn esquemdtica del ciclo de replicacion de rotavirus.



*Adsorciéon y penetracién

El proceso inicial de la infecciéon no se conoce con detalle; sin embargo, se sabe que las
proteinas de cipside externa VP7 y VP4, son responsables de las primeras interacciones
con la célula, asi como de la penetracién del virus. La infeccién por rotavirus se lleva a
cabo mediante penetracion directa de la membrana plasmitica y depende de moléculas
receptoras especificas. La identidad de la(s) molécula(s) receptora(s) no ha sido definida;
sin embargo sc sabe que los virus aislados de animales (no humanos), interaccionan con
4dcido sidlico y requicren de éste para la infeccion (Fukudome er al., 1989; Keljo & Smith,
1988:; Yolken er al., 1987).

La proteina VP4 es responsable de la adsorcion al acido siidlico en la superficie celular
(Fiore ¢t al., 1991; Fukuhara ¢r al., 1988; Lizano er al., 1991; Ludert et al., 1996; Mackow
et al., 1989). Esta proteina es sensible a un corte proteolitico con tripsina en tres sitios que
estin complctamente conscrvados on todas las VP4 sccucenciadas; el corte genera las
proteinas VP8 y VPS y es responsable de un aumento en la penetracién del virus a la célula
(Arias ¢t al., 1996; Espejo ¢t al., 1981; Estes er al., 1981). La proteina VP8 contiene el
dominio responsable de la unién del virus a dcido siiilico (Fuentes Panana er al., 1995; Isa
et al., 1997), por lo que al menos en rotavirus animales es claro que la VP4 esta
directamente involucrada tanto en la adsorcién como en la penctracién del virus. Se
desconoce si la VP7 desempeiia algan papel en estos eventos; sin embargo, parece al
menos ser importante en la conformacion adoptada por VP4 (Mendez ¢t al., 1996).

Recientemente se reporté que tanto la proteina VP7 como la VP4 contienen secuencias
conservadas de dominios de interaccion con integrinas y se proponc gue estas secuencias
pueden scr responsables de la unién del virus a la célula (Coulson et al., 1997). Sin
embargo, no se ha detenminado si el virus interacciona directamente con integrinas y si

€éstas funcionan como receptores del virus.

22
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Durante la penetracién del virus a la célula, 1a particula viral pierde la capa externa de
protefnas. Aunque el mecanismo responsable de este evento se desconoce, se piensa que la
remocioén de la capa externa podria resultar en la activacién de la transcriptasa viral (Cohen
et al., 1979: Suzuki er al., 1986). Experimentos realizados in vitro han mostrado que el
tratamiento de particulas complctas con agentes quelantes de calcio, causan la pérdida de la
capa externa de proteinas, activando asi la transcriptasa en la particula de doble capa

(Sandino ¢t al., 1986).

*Transcripcién del Genoma

Una vez que las particulas virales de doble capa se encuentran en el citoplasma de la
célula, se lleva a cabo la transcripeién de los genes virales. Se ha detectado sfntesis de
proteinas virales a partir de 70 min después de la infeccion, mostrando que la transcripcion
debe de llevarse a cabo muy poco ticmpo después de la entrada del virus al citoplasma (Liu
et al., 1988). L_a transcripeion de algunos genes del virus antecede al resto y se les ha
considerado como genes tempranos (Johnson & McCrae, 1989); sin embargo, no existe
una separacion definida de fases de expresion de los genes de rotavirus (como es el caso de
algunos virus de DNA). Existe controversia entre los reportes sobre la dindmica de
expresion o replicacion de los diferentes segmentos en funcién del tiempo en el ciclo de
replicacién (Johnson & McCrae, 1989; Patton, 1990; Stacy-Phipps & Patton, 1987).
Johnson y McCrac, obscrvaron gue la transcripeién de los genes 5, 6, 7 y 9, los cuales
codifican para las proteinas NSP1, VP6, NSP2 y NSP3 respectivamente (en la cepa bovina
UK), es independicnte de sintesis de proteinas, llevando a los autores a postular que éstos
puedan ser genes tempranos (Johnson & McCrae, 1989). Por otra parte, se ha observado
que la transcripeion de los diferentes segimentos no es homogenea, ya que los mRNAs no
son sintctizados en cantidades equimmolarcs, a pesar de que los segmentos de RNA de doble

cadena sc cncuentran en cantidades equimolares en el virion. La cantidad de mRNA

23



sintetizado de algunos genes es hasta 4 veces mayor que otros (Johnson & McCrae, 1989;

Patton, 1990; Stacy-Phipps & Patton, 1987). Asumiendo que la estabilidad de los mRNAs
sea comparable, estos resultados sugieren que debe existir algdn mecanismo regulatorio en
la transcripcién de los diferentes segmentos.

Como se menciond, los transcritos virales cumplen tanto la funcién de mRNAs, como la
de templados para la sfntesis de la hebra negativa de RNA y se ha observado que pueden
tener cualquiera de las dos funciones a lo largo del ciclo de replicacion (Stacy-Phipps &
Patton, 1987). Sin embargo. mientras que la sintesis de la hebra negativa de RNA ha sido
detectada a partir de las 3 horas postinfeccién, alcanzando un miiximo entre las 6 y 9 horas,
el nivel miiximo de sintesis de proteinas se alcanza entre las 3 y 5 horas (Ericson ¢f al.,
1982; McCrae & Faulkner, 1981). Estas observaciones sugieren que una alta proporcién de
los mRNAS sintetizados después de las 5§ horas postinfeccién debe ser secuestrada, de tal
modo que no pucda servir en traduccion y esté disponible para la replicacién del genoma.

De cualquier manera, una vez sintetizados, los transcritos deben de funcionar para la
sfntesis de proteinas 6, dirigirse a sitios en los que se llevard a cabo la encapsidacién y

replicacién del genoma.
*Sintesis de Proteinas

Si bien se sabe gue la infeccién por rotavirus abate la sintesis de proteinas celulares
desde ticmpos tempranos después de la infeccion; se desconoce si existen mecanismos a
través de los cuales la traduccion de los mRNASs virales este favorecida en relacién a los
mRNAs celulares. Dado que la replicacién de estos virus es completamente citopldsmica, la
selectividad cn la expresion de los genes virales sobre los celulares podria darse, al menos
en parte, a nivel de la traduccién de los mRNASs.

Entre los componentes virales que podrian considerarse como candidatos para funcionar

en este proceso de seleceion, estidn las sccucncias no traducidas de los extremos 5° y 3° de
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los mRNAs y algunas de lus protefnas no estructurales del virus que tienen la caracterfstica
de interaccionar con iicidos nucléicos (Patton, 1995). Dos de las protefnas no estructurales
del virus, NSP1 y NSP3, sc asocian de manera especifica a los mRNAs virales y se ha
propuesto (ue éstas se encuentren asociadas a componentes del citoesqueleto (Hua et al..
1994; Hua & Patton, 1994; Mattion ¢f al., 1992; Poncet ¢t al., 1993). La localizacién de los
mRNAs virales en sitios asociados al citoesqueleto puede promover la asociacién de los
poliribosomas con los mRNASs, favoreciendo la traduccién de los mismos (Cervera et al.,
1981). Recientemente Poncet y colaboradores encontraron que la proteina NSP3, la cual se
une a los extremos 3° dec los mRNAG virales, interacciona con el factor de inicio de la
traduccion, elF4G. El mapeo de la regién responsable de la interaccién con NSP3, mostré
que la interaccion ocurre a través de un dominio en la proteina que es codificada por una
region del gene de elF4G que habia sido previamente considerada no codificadora (Piron &
Poncet, 1997; Poncet et al., 1997). Estos investigadores postulan que existe mds de una
forma de elF4G en la célula y que la traduccion de los mRNASs de rotavirus podria
involucrar un mecanismo regulatorio no descrito. El fuctor de inicio de la traduccién,
€IF4G, es responsable de la interaccién de los ribosomas con el ““Cap” e interacciona con la
protefna quc une la region poli-A (poly-A binding protein) en el extremo 3° de los mRNAs
celulares; por analogfa, se postula que la interacciéon de NSP3 con elF4G evitarfa la
asociacién de este factor con la proteina que une poli-A, obstaculizando de esta manera la
sintesis de proteinas celulares y favoreciendo la sintesis de proteinas virales. Una evidencia
adicional que sugiere un mecanismo novedoso en la regulacion de la traduccién de los
mRNASs de rotavirus ha sido recicntemente reportada por Magnusson y colaboradores
(1997), quicnes encontraron que la infeccion por rotavirus resulta en la activacién de la
protefna cinasa activada por RNAdc (PKR). En algunos sistemas virales, la activacién de
esta enzima funciona como sistema de defensa celular y resulta en la hiperfosforilacién de

factores de traduccion como elF-2a y elF-4E y en la inhibicion de la sintesis de proteinas;

sin embargo estos investigadores reportan que en la infeccidn por rotavirus, la activacion de
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PKR no resulta en hiperfosforilacidn de estos factores (Fuentes et al., 1997). Esto sugiere
que la infeccién por rotavirus inhibe la funcién de PKR y dirige a los factores funcionales

de inicio de la traduccién hacia los mRNASs virales.

La sintesis de proteinas virales debe de estar sujeta ademis a algdn mecanismo de
regulacién para los diferentes genes ya que las protefnas virales son sintetizadas a niveles
distintos a los mRNAs que los codifican; algunas proteinas, como VPG, son sintetizadas a
concentraciones que exceden en mis de 100 veces la concentracién de otras, como VPI;
mientras que los mMRNAs acumulados del gene 1 exceden alrededor de dos veces a los

mMmRNASs del gene 6 (Johnson & McCrae, 1989).

*Replicaciéon y Encapsidacion del Genoma

Los procesos de encapsidacion y replicacion del genoma son eventos muy finamente
coordinados ya que se llevan a cabo de manera concomitante. Los segmentos de RNA de
doble cadena estin siempre asociados a particulas (Patton, 1995; Patton & Gallegos,
1990).

Como se menciond, Ramig y colaboradores (1997) han definido la secuencia minima
promotora para la sintesis de la hebra negativa de RNA in vitro; ésta consiste de 7
nucledtidos en el extremo 3° del MRNA (UGUGACC). Se han definido también secuencias
necesarias para una sintesis optima del RNA(-) en los extremos 5’ y 3°; estas secuencias
funcionan probablemcnte como reguladores positivos o “enhancers™ de la replicacion ya
que, al ser climinadas, se obticne una sintesis deficiente de RNA(-) en un sistema de
replicacion in vitro. Estas secuencias comprenden los 26 nucleétidos *‘rio arriba™ del
extremo 3°. asf como los nucleétidos 1 a 27 del extremo 5° (Patton, 1996; Wentz et al.,
1996b).
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La replicacién de los segmentos inicia aparentemente con la asociacién de la hebra
positiva de RNA a complejos moleculares que incluyen a la polimerasa viral (VP1), la
guanililtransferasa (VP3) y la protefna que forma la capa proteica del “core’ (VP2). Entre
estas protefnas, solo VP1 y VP2 son indispensables para la actividad de replicasa, ya que
son suficicntes para llevar a cabo la sintesis in vitro de la hebra negativa de RNA (Wentz ¢t
al., 1996b). La VP tiene dominios gue estin presentes en lus RNA polimerasas y se puede
entrecruzar con azido-ATP al RNAdc presente en particulas de doble capa, sugiriendo que
esta proteina es la replicasa viral. El hecho que VP2 sea necesaria para la actividad de
replicasa, sugiere que funciona como base para el ensamblaje de la particula y podria ser

importante para que la VP1 adquiera una conformacién activa.

En la célula infectada, ademiis de las proteinas estructurales mencionadas, algunas
protefnas no estructurales estdn asociadas o particulas subvirales capaces de llevar a cabo la
replicacion del RNA. Asimismo, algunas de las proteinas no estructurales estin asociadas a
complejos moleculares (ue son precursores de estas particulas; en conjunto, estas particulas
subvirales precursoras de la nuclecociipside ban sido denominadas particulas Intermediarias
de Replicacién (R1) (Patton, 1995).

" El inicio de la formacién de las particulas R1 es probablemente precedido por la
asociacion de las protefnas no estructurales NSP1 y NSP3 a los extremos 5° y 3°,
respectivamente, de los mRNAs virales. Patton y coluborudores (Gallegos & Patton, 1989;
Patton & Gallegos, 1988) han observado que existen tres tipos diferentes de Rl que pueden
ser aisladas de acucrdo a su diferencia en tamaiio. La composicién de cada una parece
obedecer una secuencia de eventos en los que algunas proteinas se adicionan y otras se
sustraen de estos complejos a lo largo de la morfogénesis del virién (Fig. 7). El primer tipo
de partfcula en formarse (denominado “precore R1), estd constituido por los mRNAs

virales, VP1, VP3 y parece mantener a las proteinas no estructurales NSP1 y NSP3
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asociadas. La subsecuente pérdida de NSP1 y NSP3 y la adicién de la proteina VP2
constituye la particula “core RI™, la cual ticne actividad de replicasa; a esta particula estan
asociadas ademqis las proteinas no estructurales NSP2 y NSPS (Patton, 1995). La
formacién del “‘core R1™ repn;scnm probablemente la etapa inicial de la replicacién del

genoma.

La encapsidacion del genoma se lleva a cabo mediante la interaccién de los segmentos de
RNA(+) con las protefnas del “core’. Una vez que el “core” se ha formado, los segmentos
de RNA(+) son internalizados:; se ha sugerido que la sintesis de la hebra negativa de RNA,
podrfa llevarse a cabo en el mismo proceso de internalizaciéon del RNA. Esta idea se
sustenta en la observacién de Patton y Gallegos (1990), en la cual se muestra que las
particulas con actividad de replicasa tienen una continua disminucién en tamaiio durante la
replicacion del RNA. Mientras que las particulas subvirales capaces de sintetizar RNA de
doble cadena ticnen un didmetro de aproximadamente 100 nm, las particulas en las que el
genoma ha sido completamente replicado, tienen un disiimetro de entre 45 y 75 nm. El
tratamiento de las particulas con actividad de replicasa con RNAsas especificas de cadena
sencilla praduce particulas incapaces de sintetizar RNA y disminuyc su didimetro de 100 nm
a 45-75 am. Por otra parte, las particulas en las que la replicacién del genoma se ha
completado no son sensibles a tratamicento con RNAsas de cadena doble o sencilla (Patton
& Gallegos, 1990). Estas observaciones sugicren que los segmentos de RNA de cadena
positiva se encucntran proycctados hacia fuera de las particulas precursoras del “core™,
antes de iniciarse la replicacion. El hecho que estas particulas tengan un didimetro superior
al del “core™ podria explicarse por la presencia de los RNAs cn cl exterior de la particula y

por la asociacion a éstos, de proteinas no estructurales.



*Formaciéon de particulas de doble capa

La adicién de rimeros de la proteina VPG a los “core RI’s™ lleva a la formacién de una
particula mayor denominada “VP6 RI"; esta particula tiene actividad de replicasa y de
transcriptasa (Gallegos & Patton, 1989). Las proteinas no estructurales asociadas, deben de
perderse en algidn evento posterior a la formacién de las *VPG6 RI” (Fig. 7).

La distribucién intracelular de cada una de las proteinas involucradas en esta etapa de la
morfogénesis del virus, sugiere que la formacién de las particulas “core RI” y “VP6 R1”,
asf como la replicacién del genoma, debe de llevarse a cabo en inclusiones protéicas
citopldsmicas denominadas viroplasmas (Altenburg ¢t al., 1980; Kabcenell ¢f al., 1988;
Petrie er ul.. 1981). La formacion de las particulas *“precore RI” podria iniciarse en
asociacion con cl citoesquelcto, antecediendo la formacion de viroplasmas.

Una vez que las particulas *VP6 R1” han sido formadas y que el genoma ha sido
completamente replicado, estas partfculas migran hacia el reticulo endoplismico donde el

virus adquicre la capa externa de proteinas.
*Adquisiciéon de la capa externa de proteinas.

Dos de las proteinas del virus son sintetizadas en asociacién con el reticulo endopldsmico
rugoso (RER) y estin glicosiladas: La proteina estructural VP7, {a cual forma la capa
externa del virus, es sintetizada en el RER y se mantiene asociada a la membrana, orientada
hacia el lumen del RE (Ericson ef al., 1983; Kabceenell & Atkinson, 1985); la protefna no ‘
estructural NSP4 es también una proteina glicosilada residente del RER, la cual tiene al
menos un dominio transmembranal, el cual permite que 132 residuos carboxilo terminales
sean proycctados hacia el citoplasima. Este dominio citoplasmiitico funciona como receptor

de las particulas con doble capa, interaccionando directamente con VPG6; udemiis NSP4
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interacciona con la protefna VP4, la cual forma parte de la capa externa del virus. La
interaccion de NSP4 con VPG y VP4 media la gemacion de las particulas de doble capa
hacia el interior del RE (Au ez al., 1989; Au er al., 1993; Bergmann et al., 1989; Both e
al., 1983; Chan et al., 1988; Kabcenell & Atkinson, 1985). A través de este proceso las

partfculas adquieren una capa lipidica derivada de la membrana del RE. Por un proceso no

bien entendido, estas particulas pierden la capa de lipidos, formiédndose la capa externa de la

partfcula constituida por VP7 y VP4. Las particulas maduras se liberan al medio mediante la

lisis de la célula (Fig.6).
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Principales caracteristicas de las protefnas no estructurales

Como se menciond, se ha observado que existen algunos estadios en los procesos de

morfogénesis y de la replicacion viral, en los que estdn presentes las proteinas no

estructurales.
azs
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Figura 8. Representacion esquemitica de la protefna NSP1.

La proteina NSP1 es codificada por el gene S, cl cual consta de 1564 a 1611 nt,
dependiendo dc la cepa viral; la longitud de la protefna también es variable, de 486 a 495
aminodicidos (Patton, 1995). La secuencia del gene 5 es una de las menos conservadas de
todos los genes de rotavirus; la similitud llega a ser tan baja como 34% al nivel de
aminodcidos entre algunas cepas (Xu et al., 1994). A pesar de la gran divergencia a nivel
de la estructura pritmaria, la estructura secundaria predicha para las diferentes NSP1s es
muy conservada (Xu ez al., 1994). A diferencia del resto de la proteina, la regién amino
terminal (150 aa) de la NSP1 es muy conservada y conticne una regién rica en cisteinas e
histidinas con una distribucion tipica de *“dedo de zinc”. Sc ha demostrado que esta regién
une zinc y que es la responsable de la interaccién de la NSP1 con el extremo 5° de los

mRNASs virales (Brottier ¢f al., 1992; Hua ¢t al., 1994; Mitchell & Both, 1990).
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Un motivo similar al “dedo de zinc™ en el extremo amino de la protefna estd también
presente entre los residuos 315 y 328 de algunas cepas de rotavirus; sin embargo, se
desconoce si este dominio estd involucrado en la interaccién con zinc o con dcidos
nucleicos (Estes & Cohen, 1989). Mattion y colaboradores reportaron que una regién de la
protefna entre los aminoiicidos 342 y 360 tiene similitud con ATPasas, pero se desconoce si

este dominio tiene alguna funcién (Mattion er al.. 1994).

‘La NSPI1 se sintetiza desde antes de las 3 horas después de la entrada del virus a la
célula; 1a proteina se sintetiza en niveles bajos y se distribuye en todo el citoplasma. Su
distribucion y el hecho que la mayorfa de la NSP1 copurifica con la fraccién del

citoesqueleto sugieren que probablemente estd asociada a algin componente de éste (Hua &
Patton, 1994).

Los estudios sobre la secuencia de los difcrentes genes S reportadus muestran que este ’
gene se segrega con especificidad de huesped, sugiriendo que NSP1 podria interaccionar

con proteinas celulares especificas de especie (Bremont et al., 1987; Mitchell & Both,
1990; Xu ¢r al., 1994).

Esta proteina se encuentra asociada a las particulas *‘precore R1”, junto con VP11, VP3,
NSP3 y los mRNASs virales (Patton, 1995). Mediante la interaccién con el extremo 5° de
los mRNASs virales, 1a NSP1 podria estar encargada de evitar 1a interaccién de los
ribosomas con 1os MRNASs y a través de su interaccién con citoesqueleto, dirigirlos a sitios
en donde los transcritos se ensamblan cn particulas y son utilizados como temptados para la
sfntesis de la hebra complementaria del RNA. En conjunto, las caracteristicas conocidas de
NSP1 sugicren que debe tener un papel importante en la replicacion del virus.,
Paradojicamente, sc han reportado variantes de rotavirus cuyo gene 5 ha sufrido

modificaciones a través de rcarrcglos gendmicos y gquce son viables e infecciosas atin
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- cuando no sinteticen una NSP1 completa (Hua & Patton, 1994; Hundley er al., 198S;

Taniguchi er al., 1996; Tian er al., 1993). Algunas de estas mutantes viables sufrieron

deleciones en el centro 6 en el carboxilo terminal de la proteina. Taniguchi y colaboradores
aislaron una mutante de bovino con una delecién de alrededor de 400 pares de bases en el
- gene §; esta delecion resulta en una protefna que consiste en los 40 residuos amino

° terminales y excluye por lo tanto la regién de “dedo de zinc™ (Taniguchi et al., 1996). Esto
sugiere que con excepcion de los 40 aa del amino terminal, la NSP1 es dispensable para la
: replicacion del virus; esta variante produce sin embargo, placas mds pequeilas que la cepa
de la que se deriva por lo que la NSP1 debe de tener un papel importante en la eficiencia de
- replicacion del virus. Seria interesante determinar si estas variantes estin limitadas a nivel’

de traduccion, replicacién o encapsidacién del genoma.
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Figura 9. Representacion esquemiitica de 1a proteina NSP2.

La protefna NSP2, codificada por el gene 7, 8 6 9 dependiendo de la cepa viral, es una
de las proteinas del virus sintetizadas en mayor abundancia (Estes & Cohen, 1989). La
NSP2 se asocia con RNA sin especificidad aparente (Kattoura et al., 1992); forma
homocomplcjos multiméricos y su interaccion con RNA depende de su oligomerizacion. La
regién responsable de la multimerizacion no ha sido definida. La secuencia de aminosdcidos
del 54 al 87 ticne similitud con proteasas y metaloproteasas bacterianas. Un meotivo tipo
hélice-vuelta-hélice ha sido predicho entre los residuos 160 y 218, pero no se le ha
asociado ninguna funcién. Por otra parte, una region bisica conservada de la protefna,
entre los aa 205-241, ha sido propuesta como responsable de su interaccion con RNA
(Patton et al., 1993). La NSP2 se acumula en viroplasma. Mutantes que mapean en el gene
de NSP2 son deficicntes en formacion de viroplasma y en la replicacién del genoma, ya
que generan particulas que no contiecnen RNA, por lo que se piensa ue esta proteina estd
involucrada en la formacion del “corc™ y cn la replicacion del genoma (Gombold er al.,
1985; Ramig & Pctric, 1984). Entre las evidencias que sugicren un papel para NSP2 en la
replicacion, estd su capacidad de asociacion con la VP y aunque de manera inespecifica,

su capacidad de unién a RNA (Kattoura ¢t al., 1994). La NSP2 se encuentra asociada a
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partfculas Rl y esti asociada principalimente con los “core RI” y “VP6 RI" (Gallegos &
Patton, 1989: Patton, 1995).
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Figura 10. Representacién esquemiitica de la proteina NSP3,

La proteina NSP3, codificada por el segmento 7 6 9 dependiendo de la cepa viral, es una
proteina muy consesvada, forma homodimeros y probablemente complejos multiméricos
mayores a través de la interaccion de dos regiones hidrofébicas localizadas en su extremo
carboxilo. Estas regiones estdin comprendidas entre los residuos 181 al 236 y 275 al 305 y
ambas constan dc repeticiones de héptadas de aminoiicidos hidrofébicos. La repeticién de
héptadas que va del 275 al 305, tiene una sccuencia de “zipper” de leucinas; ambas regiones
tienen secucncias tipicas de estructuras tipo “coiled-coil™ (Mattion er al., 1992; Rao et al.,
19938). La NSP3 se sintetiza en cantidudes rcelativamente abundantes y se localiza en todo el
citoplasma. probablemente en asociacién con algiin componente del citoesqueleto (Mattion
et al., 1992). Una de las caracteristicas importantes de esta proteina es su capacidad de
interaccién con los extremos 3° de los mMRNAS virales. La regién minima de interaccién del
extremo 3’ de los mRNAs con NSP3, corresponde a la secuencia GACC, que estd presente
en los dltimos cuatro nucleétidos en el extremo 3° de todos los mRNAS de rotavirus. Esta
secuencia coincide con parte de la secuencia promotora de la polimerasa (VP1) para la

replicacion del genoma (Fig.4C) (Poncet ¢z al., 1993; Poncet ¢t al., 1994).
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El papel de NSP3 en el ciclo de replicacién se desconoce, aunque se ha observado que se
encuentra asociada a los “precore R1” (Gallegos & Patton, 1989; Patton, 1995), por lo que
pudiera estar involucrada en Ia segregacién del genoma y en la formacién de la ’
nucleocipside. Como se menciond, recientemente Poncet y colaboradores, utilizando el
sistema de dos-hibridos, encontraron que la protefna NSP3 interacciona con el factor de
inicio de la traduccién, elF4G (Poncet ¢t al. 1997). Esta observacién sugicre que la NSP3

podrfa estar involucrada en favorecer la traduccion de los mRNAs virales.
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Figura 11. Representacién esquemiitica de la proteina NSPS.

Entre las proteinas de rotavirus, NSPS y NSP6 son las protefnas menos caracterizadas;
éstas son codificadas por dos marcos de lectura abiertos alternativos contenidos en el gene
11 (Mattion et al., 1991). La NSPS es una proteina de 198 aminodcidos, con una alto
contenido de serinas y treoninas; es una protefna fosforilada y se ha observado que existen
diferentes especies de ésta con varios grados de fosforilacion (Blackhall er al., 1997; Welch
et al., 1989). La NSPS es tumbicén O-glicosilada, mediante un mecanismo enzimdtico que
adiciona residuos de N-acetilglucosamina en el citoplasma (Gonzalez & Burrone, 1991).
Esta proteina se localiza en viroplasma y une poly U in vitro . La NSPS se asocia a
particulas RI, siendo especialmente abundante en los *‘core RI"” (Mattion et al., 1991;
Pz_mon. 1995). Recientemente, se reporté que NSPS tiene actividad de cinasa y debido a la
presencia dc una regién que tiene similitud con creatin-cinasas. se ha propuesto que pueda

autofosforilarse (Blackhall er al., 1997)

NSPG

La proteina NSPG6 es codificada por un marco de lectura abierto alternativo en el gene 11
que inicia en los nucledtidos 80 a 82. La NSPG6 consta de 92 uminoicidos y es sintetizada in
vitro e in vivo . La secuencia de NSP6 es muy conservada entre todas las cepas en las que
el gene 11 ha sido secuenciado. Aunque la funcién de esta protefna se desconoce, por

inmunofluorcscencia se ha mostrudo que se localiza cn viroplasima (Mattion ¢t al., 1991).
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‘Tabla 1. Principales caracteristicas de las protefnas no estructurales de rotavirus.

“Proteina _ Gene (cepa Especificidad de . Localizacion Propiedades
porcina YM) unién con RNA intracelular
“NSPI1 s Extremo 5° de Citoplasmica Proteina con dedos de zinc,
los llnRNAs especificidad por RNA parccida a VP3.
virales
NSP2 8 Unién no Viroplasma Forma multfmeros, interacciona con
especifica (unién VP1
con ssRNA)
NSP3 7 Extremo 3° de Citoplismica Forma multimeros, especificidad por
los mRNAs RNA parecida a VP1
virales
NSP4 10 st mmme oo RER Gemacién y maduracion de partfculas de
doble capa en el RER.
NSPS 11 No caracterizada  Viroplisma Fosfoproteina, O-glicosilada
(unién con
polyU) .
NSP6 11 No caracterizada  Viroplasma Marco abierto de lectura alternativo.
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Planteamiento del Problema.

A pesar de la informacién que se ha generado en los Gltimos ailos sobre las protefnas no
estructurales de rotavirus, se desconoce cual es el papel de cada una de ellas en ¢l ciclo de
replicacion del virus. Algunas de sus propiedades estructurales y funcionales, ademds de su
distribucién intracelular, sugieren que estas proteinas podrian estar involucradas en el
transporte de los mRNAs virales a su sitio de replicacién, asf como en la distribucién y
encapsidacion de los once segmentos de RNA. Algunas evidencias recientes sugieren
ademds, que estas protefnas podrfan estar involucradas en coordinar la replicacién del
genoma y en regular su expresién. Entre las evidencias mads claras que sugieren dichas
funciones para estas proteinas, estid su presencia en asociacion con las diferentes partfculas
intermediarias de replicacion; no se ha descrito sin embargo, cuales son las interacciones

responsablies de dichas asociaciones.

. .
Objetivo.

El objetivo de este trabajo se centrd en caracterizar las interacciones entre las protefnas no
estructurales, como un enfoque inicial para entender mejor cuales pueden ser las funciones

de estas proteinas en el ciclo de replicacion del virus.

Estrategia.

Para analizar la posible asociacién entre las proteinas no estructurales, inicialmente se
utilizé el sistema de dos-hibridos, evaluando todas las combinaciones posibles entre las
proteinas no estructurales. Subsccuentemente, mediante ensayos de coinmunoprecipitacién,
se buscé evidencia de que las interacciones encontradas en levadura también ocurren en
células epiteliales MA 104 infectadas con rotavirus. Finalmente se analizé la distribucién de

las proteinas no estructurales del virus en células MA 104, utilizando microscopia confocal

y doble inmunofluorescencia.
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*Sistema de¢ los dos-hibridos.

En 1989 Fields y colaboradores desarrollaron un sistema que permite detectar
interacciones de muy baja afinidad entre proteinas in vivo (Fields & Song, 1989).

El sistema de dos hibridos se basa en la naturaleza modular de los Hamados activadores
de la transcripcion. Entre los activadores de la transcripciéon mids estudiados estd el de los
genes involucrados en el metabolismo de galactosa en la levadura S. cerevisiae, GAL4
(Keegan er al., 1986; Ma & Ptashne, 1987). Esta protefna, al igual que otros activadores,
consiste de dos dominios funcionalmente separables. Uno de los dominios une de mancra
especffica sccucncias de DNA que se localizan ““rio arriba’ del promotor;: denominadas
“secuencias activadoras de la transcripcion™ (Upstream Activating Sequence, UAS). El
funcionimiento del activador depende de la interaccién del dominio de unién a DNA con su
secuencia especifica, la cual localiza al dominio de activacién cercano a la regién promotora
blanco; el dominio de activacion interacciona con factores de transcripcion, promoviendo la
formacisén del complejo de preiniciacion de la transcripcion (Choy et al., 1993). Al ser
expresados como dominios independientes, éstos pierden la capacidad de activar la
transcripcién; sin embargo, el dominio de unién a DNA mantiene la capacidad de
interaccionar de mancra especifica con lus UAS y el dominio de activacion necesita solo ser
situado cercano a la regién promotora para funcionar como activador (Fields & Song,
1989).

El estudio de la interaccion entre dos protecinas de interés ( X y Y) se lleva a cabo
mediante la construccién de proteinas de fusién en las que el dominio de unién de GALA4 se
fusiona a una proteina X y ¢l dominio de activacién, a una proteina Y. La interaccién entre
las proteinas X y Y permite el reestablecimicnto funcional de GALA4 ya que a través dc la
interaccién del dominio de unién a DNA, el dominio de activacién puede ser situado

cercano a su sitio de accién (Fig. 12).
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Figura 12. Representacién esquemdtica def sistema de Dos-Hibridos.
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Summary

The rotavirus genome encodes six nonstructural (NS) proteins, five of which (NSP1,
NSP2, NSP3, NSPS, and NSP6) have been suggested to be involved in a variety of
events, such as genome replication, regulation of gene expression, and gene assortment,
These NS protcins have been found to be associated with replication complexes that are
precursors of the viral core, however little information is available about the intermolecular
interactions that may exist among them. Using the ycast two-hybrid system, which allows
the detection of protecin-protein interactions in vivo, all possible combinations among the
rotavirus NS proteins were tested, and several interactions were observed. NSP1 interacted
with the other four protcins tested; NSP3 associated with itself; and NSPS was found to
form homodimers and to interact with NSP6. Co-immunoprecipitation of proteins from
rotavirus-infected cells, using hyperimmune sera monospecific for the NS proteins,
showed the same interactions for NSP1 as those observed in yeast. Immunofluorescence
co-localization analysis of virus-infected epithelial cells revealed that the intracellular
distribution of proteins that were seen to interact in ycast had patterns of distribution that
would allow such intermolecular interactions to occur. These findings should contribute to
the understanding of the role these proteins play in different aspects of the virus replication

cycle.
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Introduction

Rotavirus, a member of the family Reoviridae, is the major aetiologic agent of
severe gastroenteritis in infants and in the young of many animal species [24]). The
rotavirus virion consists of three concentric icosahedral layers of proteins that surround a
genome composed of eleven segments of dsRNA [43). The outer-layer consists of 780
copies of the glycoprotein VP7, and 60 spikes formed by dimers of the viral hemagglutinin
VP4 [42). The intermediate laycer is composed by trimers of VPG, which is necessary for
viral transcriptase activity 17, 16, 46}. The viral core consists of the inner-most icosahedral
layer forimed by VP2, which encloses the putative RNA polymerase VP1[49], the
guanylyltransferase VP3 (27, 50|, and the dsRNA genome. The viral genome is replicated
asymumnetrically, with the mRNAs serving as templates for the synthesis of the
complementary minus strand [8]. The synthesis of dsRNA is carried out in association with
viral particles, as free dsRNA cannot be detected in infected cells; furthermore, the
packaging and replication of the eleven segments of the viral genome must be a highly
coordinated process, as the 11 dsRNA segments arc present in equimolar concentrations in
bath infected cells and virions |36].

The viral genome also codes for 6 nonstructural proteins, which in the porcine
rotavirus strain YM are encoded by genes 5 (NSP1), 7 (NSP3), 8 (NSP2), 10 (NSP4),
and 11 (NSPS and NSP6, encoded in two out-of-phase open reading frames [28]).
Although all the rotavirus proteins have been characterized, the functions of the
nonstructural (NS) proteins remain largely undefined -except for NSP4, which has been
shown to be involved in the budding process and maturation of viral particles across the
endoplasmic reticulum |2]. The NS proteins have been found to be associated with
molecular complexes that are precursors of the viral core [ 14]. These replication
intermediates (RI) may each have a distinct composition. The simplest of these subviral
particles is the precore RI, which has no replication activity and consists of viral mRNAs,

VP1, and VP3, and may have NSP1 and NSP3 associated. The core Rl has been shown to
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possess replication activity and consists of mRNAs, VP1, VP2, and VP3, and may also
include the NS proteins NSP2 und NSPS. The addition of VPG to the core RI constitutes
the VPG RI, which p'ossesses replication and transcription activity [14, 16, 35]. Finally,
addition of the surface proteins VP4 and VP7 to the VPG RI gives origin to the mature virus
particles.

Although very little is known about the NS proteins, the fact that they are associated
to the replication intermediates suggests that they participate in the early events of the
replication cycle |34, 36]. Proteins NSP2, NSPS and NSPG6 have been shown to
accumulate in viroplasmic inclusions, and NSP2 has been reported to bind RNA in a
nonspecific fashion |38]: NSP2 forms multimers and has been found to associate with VP1
[25]. Temperature sensitive mutants with a lesion in the NSP2 gene have been shown to be
defective in the formation of viroplasm with the accumulation of viral particles devoid of
RNA [15, 44].

Proteins NSP1 and NSP3 arc distributed throughout the cytoplasm, and may
interact with components of the cytoskeleton | 18, 20, 30). These proteins have the ability
to associate with specific sequences at the 5° and 3° end of viral mRNAs, respectively [18,
20, 39, 40). Monomeric and multimeric NSP3 has been shown to interact with the 3" end
four terminal nucleotides, which are conserved in all eleven rotavirus mRNAs; these
nucleotides form part of the cis-acting signal that functions as the promoter for the
synthesis of the minus-strand RNA during replication of the virus genome [30, 37, 39,
40]). On the other hand, although the sequence of the NSP1 gene is among the least
conserved of the rotavirus genes (as low as about 40% at the amino acid level) [32], a
region rich in cysteines near the amino terminus of the protein is highly conserved. This
region conforms to a zinc-finger structure {19, 32, 33, 51] that is responsible for binding to
zinc and to the 5° end of the viral mRNAs | 18]. NSP1 is synthesized at very low levels and
has been shown to be expressed at carly times after infection; NSP3 is also expressed early

in the replication cycle; however, it is synthesized in much larger quantitics [10, 22].
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To gain insight into the role the rotavirus NS proteins play in the virus replication
cycle, we have investigated the interactions that exist among them by using the yeast two-
hybrid system [12]. We found that in yeast cells several complexes can form. Some of
these interactions were detected in vitro among proteins derived from virus-infected MA104
epithelial cells. Subcellular localization of the NS proteins in MA 104 cells revealed that the
proteins that were found to interact in vivo, cither had a similar distribution or seemed to
coincide in some of the locations they occupy. These results suggest that the series of
interactions observed may be of relevance to the function of the NS proteins in the virus

replication cycle.
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Methods

Plasmid Constructions and expression of GST fusion proteins. The full-length
open reading frame of porcine rotavirus YM genes S, 7, and 8 (unpublished data),
encoding NSP1, NSP3, and NSP2, respectively: and a truncated open reading frame of
gene 11 |28], encoding NSPS with a 27 amino acid delction at the amino terminus, were
inserted into the multiple cloning site of plasmid pGEX-4T (Pharmacia, Biotech). These
recombinant plasmids direct the synthesis of the rotavirus NS proteins fused to the carboxy
leﬁninus of glutathione-S-transferasc (GST). For expression of the hybrid polypeptides,
the plasmid-bearing £. coli cells were grown in LB medium to an OD,,,, of 0.6, and the
cells were incubated with ImM IPTG for 3 to S h, at 30°C. After this period of induction,
the bacteria were lysed by mild sonication in phosphate-buffered saline (PBS) containing
20 ug/ml PMSF, and the lysate was brought to 1% Triton X-100 and incubated with gentle
mixing for 30 min at room temperaturc. After this tiimc, the lysute was centrifuged at

10,000 x g for 1) min at 4°C, and the proteins in pellets and supernatants were analyzed by

SDS-PAGE and Coomassic-blue staining. The GST-fusion proteins were found mostly in
the pellets and these fractions, containing mostly the proteih of interest, were used to raise

antibodies to NSP1, NSP2, NSP3 and NSPS in rabbits and/or mice, using standard

immunization protocols.

Yeast two-hybrid assay. The ycast two-hybrid system is based on the co-expression
of two candidate proteins fused to the activation and DNA binding domains of the
transcriptional activator GAL4. If the candidate proteins physically interact, they bring the
GALA4 domains in sufficient proximity to activate GAL4 dependent transcription of a
reporter gene.

The complete coding region of the rotavirus YM genes encoding proteins NSP1,

NSP2, NSP3, NSPS, and NSPG6 was cach, independently inserted into the multiple
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cloning site of plasmids pGAD424 and pGBTY [3]. These vectors express the NS proteins
fused to the carboxy terminus of the activation domain (GAD) and the DNA binding
domain (GBD) of GALA4, respectively. The constructions were verified by nucleotide
sequencing of the joining region.

The plasmid constructs containing TRP1 (pGBT9) and LEU2 (pGAD424) markers
were co-transformed into competent SFY 526 yeast cells by the lithium acetate method, as
described by the manufacturer (Clontech Laboratories Inc.). Yeast strain SFYS526 carries a
GALI-lacZ reporter gene, with upstream activating sequences and a promoter controlled by

GALA4. Transformants were plated on yeast media lacking tryptophan and leucine, and
were screened for B-galactosidase expression by colony lift filter assays [S], using X-Gal
(Sigma Chemical Co.) as the chromogenic substrate. A ligquid assay to uantitate the B-

galactosidase activities was performed by growing the transformants to mid-logarithmic
phase (O.D. ., =0.6) in synthetic selective media (Clontech Laboratories Inc.) lucking

tryptophan and lcucine, and using ONPG (Sigma Chemical Co.) as the chromogenic
substrate. Enzyme activities are expressed in units of B-galactosidase, where 1U of B-
gatactosidasce is defined as the amount of cnzyme which hydrolyzes 1 pimole of ONPG to

o-nitrophenol and D-galactose per minute |31

Protein labeling and immunoprcecipitation assays. Confluent MA104 kidney
epithelial cclls on G-well plates were infected with porcine rotavirus YM at a multiplicity of

infection of S ffu/ccll. At 4.5 h postinfection the cells were incubated for 1.5 h with 30
MCi/ml of | **S [mcethionine (Dupont NEN, >1000 Ci/munol) in methionine-free medium.
After this lubeling period, the cells were solubilized in lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM

Tris-HCI pit 7.5, | mM EDTA, 1% Triton X-100, 20 pg/ml PMSF, 2 ug/ml aprotinin, 2
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Hg/ml leupeptin) for 5 min at room temperature. The cell debris were pelleted by
centrifugation at 10,000 x g for S min at 4°C, and the supernatants were layered over a

30% sucrose cushion in PBS, and centrifuged at 280,000 x g for 45 min at 4°C. The
soluble proteins that remained on the top of the sucrose cushion were recovered and stored
at -20°C until use.

For immunoprecipitations, 5 pl of the hyperimmune serum were mixed with 20 ul
of the pre-cleared { **S lmethionine-labeled cell lysate, and 80 put of

radioimmunoprecipitation (RIPA) buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 1%
sodium dcoxicholate, 1% Triton X-100, 0.1% SDS). After 30 min of incubation at room

temperature, 25 pl of 50% Protein A-Sepharose beads in PBS was added, and the mixture

was further incubated for 30 min at room tempcerature with gentle swirling. The Sepharose

beads were washed twice with RIPA buffer containing 1 mg/iml BSA, and twice with RIPA

buffer alone, and were then resuspended in 20 pl of loading buffer (50 mM Tris-HCI pH

6.8. 2 mM EDTA, 10% glycerol, 1% B-mercaptocthanol, 1% SDS). These samples were

boiled for 3 min, and the released proteins were analyzed by SDS-PAGE, and
autoradiography.

Immunoftuorescence. MA 104 cells grown on glass coverslips to approximately 80%
confluence were infected with rotavirus YM at a multiplicity of infection of 1 ffu/cell. At 6
h post-infection, the cells were fixed with ice-cold 90% cthanol, washed twice with PBS,

incubated with PBS-0.5% Triton X-100 for S min at room temperature, and washed twice
with PBS with gentle swirling. The fixed cells were incubated overnight at 4°C with either

individual anti-NS protcins sera or mixtures of rabbit and mousce anti-NS proteins sera for
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double protein staining; the sera were used at 1:250 to 1:500 dilutions in PBS. After 4
washes with PBS, cells were incubated for 1 h at 4°C with goat anti-rabbit antibodies
coupled to tetramethyl-rhodamine isothiocyanate (TRITC) (Sigma Chemical Co.) diluted
1725 in PBS, and/or goat anti-mouse antibodies lubeled with fluorescein isothiocyanate
(FITC) (Dako Co.) diluted 1/20 in PBS. Cells were washed 4 times and then were
mounted on glass slides on 109 glycerol in PBS. The slides were analyzed by confocal

microscopy using a Bio-Rad MRC-600 microscope and CoMOS MPL-1000 software. All
confocal planes analyzed were 0.54 um thick; double staining was analyzed with 488-568

nm filters, and the same confocal planes for both rhodamine and fluorescein were imaged.

Asa negative control, mock-infected cells were stained and analyzed under identical

conditions.

54



o |

e g

Results
In vivo interactions among rotavirus nonstructural proteins

Despite the fact that rotavirus NS proteins can be isolated as components of subviral
replication complexes, apart from the well documented ability of proteins NSP2 and NSP3
to form homomultimers [28, 30, 39], little is known about the individual interactions that
exist among them. To determine whether the rotavirus NS proteins are involved in the
formation of other homo or heterocomplexes, we employed the yeast two-hybrid system,
which has been shown to be a very sensitive method for detection of protein interactions in
vivo [12]. For this purpose, full-length proteins NSP1, NSP2, NSP3, NSPS, and NSP6
from rotavirus YM were fused to the carboxy termini of the DNA binding domain (GBD)
or the activation domain (GAD) of GAL4. After testing for interactions among all possible
combinations of NS proteins, we found that NSP1 was able to associate with each of the
other NS protcins: NSP3 associated with itsclf; and NSPS, in addition to forming
homodimers, was also able to interact with NSP6. The strength of the interaction varied
with different proteins, as judged by the time of appearance and intensity of the blue
phenotype (Table 1). A liquid pB-galactosidase assay was performed to provide a
quantitative evaluation of the level of expression of /acZ, which has been suggested to
reflect semi-quantitatively the stability of the interuction between the candidate proteins |11,
26, 52]. The values obtained for the positive interactions among the NS proteins are
summarized in Table 1; only the protein combinations for which a positive signal for
interactions was found are included. The interactions between NSPI1 and the other NS
proteins produced enzyme activitics that were all within a comparable range: NSP1-NSP3
was the strongest recorded interaction, producing approximately 3.4 units of § -
galactosidasc, followed by NSPI1-NSPG and NSP1-NSP2, with approximately 2.4 and 2.1
units, respectively, while NSP1-NSPS5 was the weakest one producing about 1.7 units. All
these interactions were only observed when NSP1 was fused to GBD, suggesting that this

protein may not be adequately folded when fused to the activation domain of GAL4. NSP1
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fused to GBD had an intrinsic ability to activate transcription in the absence of a fusion
counterpart in GAD; however, this activity resulted in lower enzyme levels (about 0.7
units) than those obtained when any of the NS proteins was fused to GAD. Furthermore, a
similar background value was obtained for GBD-NSP1 when the rotavirus structural
protein VP2, or a non virus related protein were used as fusion counterparts in GAD.
Neither NSP1 nor any of the other NS proteins tested activated transcription at detectable
levels when fused to GAD and assayed together with plasmid pGBT9 without insert . The
interaction between the SV40 large T antigen 44708, and pS3 , 72,290, Was used as a
positive control; this interaction produced approximately 20 units of enzyme activity.
Although the enzyme activity obtained with the NSP1 intcractions was much lower than
that obtained with the positive control used, such differences in transcription activation are
not uncommon; specific interactions among proteins have been identificd by the two-hybrid
system that produce enzyme activity values approximately 100 times lower than the activity
produced by the control |17, 23, 45].

The known ability of NSP3 to form homodimers was also detected in this system;
the interaction between NSP3-NSP3 was within the range of the NSP1 interactions
observed, producing approximately 1.3 units of enzyme. As it was the case for GBD-
NSP1, GBD-NSP3 also activated transcription at low levels in the absence of a fusion
counterpart in GAD (Table 1). The ability of NSP1 and NSP3 to activate transcription
cannot be explained; however, it has been observed that in many cases random
polypeptides, or random protein domains, can cause transcription activation [29]. A two to
four fold increment from background activity to the activity obtained with NSP1 or NSP3
interactions can be considered significant, as such increments in activity from background
enzyme levels have often been associated with specific protein-protein interactions [9, 26,
45].

Evidence for the interaction between NSPS molecules, and between NSPS and

NSPG6 was also obtained. The NSP5-NSPS and NSPS-NSP6 complexes produced enzyme
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activities that were approximately 10 times lower than those obtained with the NSP1
interactions. Although these interactions produced lower enzyme levels, this activity was
consistently reproduced and found to be clearly above background, as no activity could be
detected when these proteins were tested against the GAD vector alone or against rotavirus
VP2. The interaction between NSPS5 and NSP6 was only obtained when NSP6 was fused
to GAD, suggesting that in this case NSP6 may not acquire a proper folding when fused to
GBD. No homocomplex formation was observed for NSP2; this finding was unexpected
since there is biochemical evidence that indicates that NSP2 is able to multimerize [25];
however, as in the cases of GAD-NSP1 and GBD-NSPG, the GBD-NSP2 fusion may be
conformationally defective. These results are not without precedent, as failure in the
identification of other known protein-protcin interactions in the two-hybrid system has been

reported [ 1, 13].

Deletion mapping of the NSPI-NSP3 interaction

Since a complex between NSP1 and NSP3 can be suspected to have an important
function in the viral replication cycle (sec discussion), and the association between these
two proteins was the strongest observed, we constructed a series of gene deletions, in an
attempt to map the protein domains responsible for their association (Table 2). The results
obtained showed that deletions in any region of NSP1 completely abolished the reactivity
of this protein with NSP3; the exception being the deletion of 6 amino acids at the carboxy
terminus of NSP1, which produced a mutant protein having a 5-fold increment in reactivity
with NSP3 (Table 2A). We also attempted to determine whether interacting domains of
NSP3 with NSP1 could be defined in the two-hybrid system. We constructed NSP3
fusions to both GAL4J domains (GAD and GBD) in which amino acids 222 to 309

(NSP3A222-309) or 172 to 315 (NSP3AN22,AC172) were deleted. No interaction was

detected between these NSP3 deletions and either full-length, or the 6 amino acid-short

NSPI1 protecins,



When the NSP3 deletions were tested against themselves, we found that mutant
protein NSP3A222-309 lost its ability to associate with itself, but was able to interact with
the full-length NSP3, albeit with much lower efficiency (Table 2B). On the other hand

mutant protein NSP3AN22, AC172 was unable to associate with either the full-length or

the deleted proteins. A third deletion construct of NSP3 (NSP3AN172), in which the
amino-terminal region of the protein was eliminated but retained the two carboxy-terminatl
domains that have been suggested to mediate dimerization [30], showed no interaction with
any other NSP3 construct. Thus, although NSP3 may form multimers through the
association of the two carboxy-terminal hydrophobic domains [30], it scems that the overall
structure of the protein is important for this interaction, or alternatively, a domain of the
protein, other than the carboxy terminus, participates directly in this interaction. The results
obtainéd with this series of deletions suggest that either the deletions that were evaluated do
not acquire a proper folding as fusions with the GAL4 domains, or the interaction between

NSPI1 and NSP3 is highly dependent on the overall conformation of both proteins.

Biochemical analysis of the rotavirus NS protein interactions.

To look for evidence of interactions among the rotavirus NS proteins in virus-
infected cells, MA 104 cells infected with rotavirus YM were metabolically labeled with
[**S)methioninc, and the proteins in the clcared lysates were analyzed by
immunoprecipitation with monospecific sera directed to the individual NS proteins. To
obtain these sera, plasmids for expression of NSP1, NSP2, NSP3, and NSPS as fusion
proteins with GST were constructed, and the hybrid polypeptides synthesized in E. coli
were used to raise antibodies in rabbits and/or mice. These sera were shown to specifically
react with a single rotavirus protein by western blot analysis (data not shown). The proteins
from virus-infected cells lysed under non-denaturing conditions were immunoprecipitated
with these sera and analyzed by SDS-PAGE. Each of the hyperimmune sera tested,

precipitated a major band corresponding to the cxpected NS protein (Fig. 1); furthermore,
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in addition to the corresponding band, a faint but reproducible band with the molecular
weight of NSP1 was obtained with the anti-NSP2, -NSP3, and -NSPS sera, suggesting an
association of these NS proteins to NSP1. The anti-NSP1 serum did not, however, co-
immunoprecipitate any of the other NS proteins; this result can not be clearly explained, but
suggests that the polyclonal antibodies clicited by GST-NSP1 are able to compete the
interaction of any of the other NS polypeptides with NSP1. Other bands corresponding to
VP2, VPG, and probably VP3 or VP4 were also obtained in each case; however, these
bands were also observed when no antibody (Fig. 1), or when other anti-rotavirus sera
(not shown) were used in the assay, and arc therefore considered non-specific background.
Identical results were obtained when the cell lysates were treated with RNAse prior to
inmunoprecipitation (not shown), indicating that co-precipitation of NSP1 with the other
NS proteins is not a consequence of their known ability to associate with RNA.

The NSPS5-NSPG6 interaction could not be detected by this immunoprecipitation
assay, however, this is not entircly surprising since the interactions between rotavirus NS
proteins have not been casy to ideantify |25, 30, 41], suggesting that their association is not
very strong. In this regard, the two-hybrid system has successfully detected very weak

protein-protein intcractions that could not be detected by other methods {1, 45].

Subcellular localization

To evaluate whether the rotavirus NS proteins share a spatial distribution within the
cells, we perforimed double labeling experiments in MA 104 cclls infected with rotavirus
YM. The NS protcins were detected by immunofluorescence staining of Triton X-100-
permeabilized cells, using monospecific polyclonal sera against cach of the proteins. A
combination of mouse and rabbit monospecific sera was used to obtain double labeling
with fluorcscein- and rhodamine-conjugated antibodies. As a control within each
experiment, mock-infected cells were stained and examined under identical conditions.

Samples were analyzed by confocal microscopy as described in Methods. We observed that
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the individual localization of each of the NS proteins corresponded to that previously
reported (Fig. 2) |18, 30, 38). NSP1 was distributed throughout the cytoplasm in a more
or less homogencous pattern: NSP3 was distributed in a punctuated pattern throughout the
cytoplasm, although it seems to be more abundant closer to the perinuclear region; NSP2
and NSPS5 were localized to viroplasmic inclusions. When double staining was examined
on coincident confocal planes of 0.54 microns, we observed that the NSP3 granules
seemed to be embedded in the diffusely distributed NSP1 (Fig. 2); on the other hand,
NSP3 appcared to be excluded from the NSP2-contuining viroplasms. NSP2 showed a
complete coincidence with the distribution of NSPS. A spatial overlap was also observed
between NSP1 and NSP2, and between NSP1 and NSPS, although this overlapping seems
to be less clear than for NSP1 and NSP3. While the pattern of distribution of NSP1 is
almost homogencous throughout the cytoplasm, and it would seem that by double labeling
it could coincidc with any other protein staining; analysis of specific confocal planes
allowed us to discern between mere addition of color staining and true coincidence in
distribution. The results obtained suggest that the interactions observed by the two-hybrid
system and biochemical analysis of infected cells, should have the opportunity to occur as

judged by the inwracellular localization of the proteins involved.
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Discussion

In this study we have examined the potential interactions existing among the NS
proteins of rotavirus both in vivo and in vitro . Using the yeast two-hybrid system, it was
determined that proteins NSP2, NSP3, NSPS, and NSP6 interact with NSP1, and that
NSPS forms homodimers and interacts with NSP6. All these interactions appear to be
weak, since the activation of the JacZ reporter gene induced by the interactions between
NSP1 and the other NS proteins was about S to 10 times lower than that obtained with the
interaction between p53 and the SV40 large T-antigen, a well characterized and relatively
strong protein-protein interaction 126]). In the case of the NSPS-NSPS and NSPS5-NSP6
interactions, the B-galactosidase activity was 80 to 130 times lower than the positive
control. The interaction among rotavirus NS proteins could be expected to be of transient
nature if, as it has been proposed, they serve a regulatory role in the viral growth cycle
[34]. The weakness of the interactions is also not surprising, given the fact that with
exception of the NSP2-NSPS interaction recently detcected using the two-hybrid system
[41], no heterocomplexes involving the NS proteins have been found when in vitro
methods have been used. Using the two-hybrid system, Rossi et al. [45) reported an
interaction between Nef and CD4 that could not be obtained by other methods. This
interaction was described using the same two-hybrid vectors as those used in our study,
and resulted in enzymic activity valucs comparable to those we obtained with the rotavirus
NS protcins.

Although the relative strength of the interactions obtained in yecast does not
necessarily reflect the stability of the interactions in rotavirus-infected cells, the formation
of homodimers between NSP3 proteins in the two-hybrid system resulted in enzyme
activity values comparable to those produced by the interactions of NSP1 with other NS

proteins, suggesting that the strength of the latter interactions may be similar to that of the

NSP3 multimerization in vivo.
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Immunofluorescence double staining of rotavirus-infected cells allowed us to study
the distribution of pairs of NS proteins in the same cell; furthermore. the use of confocal
microscopy to analyze the generated images, permitted us to examine the distribution of
cach of these proteins in thin confocal planes. As expected, an almost absolute co-
localization was observed between viroplasmic proteins NSP2 and NSPS; in addition, most
of NSP3 was also highly coincident with NSP1, although this coincidence was asymmetric
since only a small proportion of the latter protein co-localized with NSP3. On the other
hand, NSP2 and NSPS showed a lower degree of co-distribution with NSP1, and no
coincidence was observed between NSP2 and NSP3. Although an interaction is not
implied by the fact that two proteins coincide in their intracellular distribution; we
nevertheless observed that the same proteins that were seen to interact by the two-hybrid
system shared varying degrees of co-localization in the infected cell.

The observation that cach of the NS proteins tested is able to interact with NSP1
suggests an important role for NSP1 in the replication cycle of the virus. It is puzzling
however, that rotavirus variants that synthesize truncated versions of the protein,
containing as little as the 40 amino-terminal amino acid residues are viable [20, 21, 47, 48).
This rotavirus variant however, has been shown to produce much smaller plagues than its
parcntal strain [48]: the growth limitation of this virus may reflect the complete or partial
inability of NSP1 to interact with the other NS proteins. It would be interesting to
determine whether the rotavirus variant’s limitations for growth are at the level of protein
synthesis, RNA replication or virion assembly.

The observation by Xu ct al. | 511, that the predicted secondary structure of 17
NSP1 protecins from different rotavirus strains is highly conserved, eventhough their
primary structurc is among the lcast conscrved, is suggestive that a selcctive pressure cxists
to avoid amino acid changes that alter the protein’s overall structure. It has been proposed
that this sclective pressure could stem from interaction with ccllular proteins |6, 32], or

from the property of NSP1 to specifically bind to the 5° end of viral mRNAs {19). The
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results described in this work suggest that a conformational selective pressure on NSPI 's
overall structure could also be exerted through interactions with the other NS proteins.

Although spcculative, the fact that NSP1 seems to interact with four other NS
proteins, suggests that the association with each of them may occur at a different stage of
the replication cycle of the virus, in which the interaction with one of the proteins may be
dislodged by others, as it is indecd suggested by our coimmunoprecipitation experiments.
A gencral framework for the functions of the NS proteins in the replication process éf
rotavirus has been suggested by Patton [34]. In this model it is proposed that, given the
distribution and relative abundance in the cell of NSP1 and NSP3, most of the viral
mRNASs are anchored to the cytoskeleton through the interaction of their 3° end with NSP3,
and only a portion of these mRNAs are interacting, through their §° end, with NSP1. The
mRNAs interacting only with NSP3 would have a free 5° end to initiate translation, while
those that arc also bound by NSP1 would be blocked for translation, and could serve as
templates for genome replication. Thus, the role of the NSPI-mRNA interaction would be
a regulatory one to maintain a bakince between mRNA translation and replication [34]. If
the role of NSP1 is to bind to the §° end of viral mRNAs to prevent the entry of ribosomes,
and direct this subpopulation of mRNAs towards replication rather than translation, then in
the absence of NSP1 the ribosome-frce mRNAs population would be stochastically defined
rather than established by a finely regulated mechanism. Undcer these conditions one would
expect that the NSPI-dceficient virus described above could still replicate albeit with lower
efficiency as compared to the wild-type virus, as it has indeced been observed [48].

In the madecl proposcd by Patton |34], NSP! und NSP3 in the NSPI/NSP3-mRNA
complex are competitively displaced by VPI1 (which binds to the 3° end of the mRNA) and
VP3 (which has been suggested to bind an mRNA sequence that probably overlaps that of
NSP1), rclcasing the mRNA from its anchor to the cytoskeleton, and allowing the VPI1-
MRNA-VP3 complex to then travel to the viroplasms where RNA replication and virus

particle assembly occur. In this context, the interaction of NSP1 with NSP3 in the
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NSP1/NSP3-mRNA complexes, may lower the affinity of one or both proteins for the viral
mRNA, facilitating their replucement by VP1 and VP3. Alternatively, the interaction of
NSP1 with NSP3 could serve to dislodge the mRNA from NSP3, and the NSP1-mRNA
complex (with or without VP1 attached to the mRNAs® 3 end), could be then directed,
possibly in association with a cytoskeleton element (since, as NSP3, NSP1 has also been
shown to be bound to the cytoskeleton), to the viroplasmic inclusions. Once in the
viroplasm, the 3’ end of the mRNA would be occupiced by VPI1; and NSP1 in the $° end
would be competitively displaced by VP3. The displacement of NSP1 by VP3 could be
facilitated by the interaction of the former protein with NSP2; recruitment to these

complexes of VP2 would form the core replication intermediate [14, 34].
The role played in this scheme by multimers of NSPS, the interaction of NSPS with

NSP6, and the association of these two proteins with NSP1 is not possible to assess with
the available information. NSPS however, was recently reported to form dimers and to
interact with NSP2 [41]. Since NSP2 is associuted with replicating viral mRNAs as part of
replication intermediate complexes having replicase activity [34], it was proposed that
NSPS could be purt of these complexes [41 ], and thus it is also reasonable to assume that

NSP6 would be present in these complexes, through its interaction with NSPS.

The series of interactions between the rotavirus NS proteins described in the present
study underscore the highly coordinated nature of the events in which these proteins must
participate during genome expression, replication and assortiment. However extensive

studies are still required to confinm the role of these proteins, and the functional relevance

of the interactions described.
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Figure legends

Fig. 1 Interaction of NSP2, NSP3, and NSP5 with NSP1 in rotavirus-infected cells.
Immunoprecipitation was carried out as described in Methods. Hyperimmune rabbit sera,
monospecific for NSP1, NSP2, NSP3, and NSPS were used as indicated. A polyclonal

anti-rotavirus serum, elicited to porcine strain YM (@R V), was used to obtain a distinct

pattern of rotavirus proteins. A control immunoprecipitation, in which no antibody was
used (no Ab.) is shown. Immunoprecipitated bands corresponding to the nonstructural
proteins, as well as structural proteins VP2 and VP6 are indicated. The asterisk indicates
bands that may correspond to structural proteins VP3, VP4, and/or VP2 degradation

products.

Fig. 2 Subcellular localization of rotavirus nonstructural proteins by double
immunofluorescence confocal imaging of rotavirus-infected cells. MA 104 cells infected
with rotavirus YM were stained using monospecific sera for NSP1, NSP3, NSPS, or
monoclonal antibody 952/191 directed to NSP2 [4], and fluorescein isothiocyanate-labeled
anti-mouse (left panels) or rodhamine-labeled anti-rabbit (central panels) conjugated
antibodies. Double staining of coincident confocal planes is shown on the right panels;
controls in which mock-infected cells were stained with combinations of the relevant

antibodies are shown on the bottom panels.
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Table 1. /n vivo interactions among rotavirus nonstructural
proteins by the two-hybrid system.

GAL4 GAL4 Blue phenotype® U.p-gal (xSD).®
Activation domain Binding domain (X-GAL) (ONPG)
(PGAD424) (PGBT9)

NSP3 NSP1 +++ 3.42+0.90

NSP2 NSP1 ++ 2.09+0.40

NSPS5 NSP1 ++ 1.68+0.18

NSP6 NSP1 ++ 2.40+0.42

vP2 NSP1 + 0.72+0.01
pGAD424 NSP1 + 0.66+0.17

NSP3 NSP3 raras 1.31+0.10

vP2 NSP3 + 0.25+0.07
pGADAa24 NSP3 + 0.30+0.19

NSP3 vP2 - (o]

NSPS NSPS + 0.14+0.02

NSP6 NSPS ++ 0.24+0.10

VP2 NSPS5 . - o
PAAD424 NSPS - o

NSP6 pGBT9 - (o]

T-Sv40 p5S3 ++++ 22.10+4.23

pGAD424 pGBT9 - 0.01+ 0.01

Results shown for blue phenotype are representative of at least three independent experiments.
Results for quantitication ot enzyme activity are the average measurement obtained from 4

independent experiments, each performed in triplicatexstandard deviation (SD), except for NSP6-NSP1,

NSPS5-NSPS5, NSP6-NSPS5, GAD-NSPS, VP2-NSP1, VP2-NSP3 and VP2-NSPS which are the

rasult from one experiment performed in triplicatetSD.

*Blue COolor appearance: ++++, < 60 min; +++, < 180 min; ++, < 240 min;
+, < 480 min; -, no color up to 24 h.

Sunits of p-galactosidase = 1000 x OD ctam / ©ODesoonm X VOL. X time
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Table 2. Effect of deletions of NSP1 and NSP3 on their
interaction in the two-hybrid system.

A GAD-NSP3
-
GBD-NSP1 NSP3 NSP3A NEP3 PGADAZY
222-309 23-171
1 486
NSP1 S S  S————— +44d - - -
480
NSP1aAC-481 o - ] et e PN PO
116
NSP1AN-115 [ | ) - - . -
249
NSP1AC-450 CI ) | ] - ND ND -
340 450
NSP14341-449 [ ———— 91} [} - ND ND -
B GBD-NSP3
1 315
NSP3 NN YAl =9 7} +e 4 + + +
221
NSPaA222-309 KNI PZZ7ZZ77ZA 7 + - . .
172
NEP3AN-172 == =] - - ND -
z3 171
NSP3/23-171 ND ND ND ND
pGBT9 - - - -

a Blue color appearance: +++++, S60 Min; +++, <180 min; +, 480 min; -, no color up to 24 hIB , zinc linger-like regions
aa 53-87 and 315-328 in rotavirus YM;EXY , non-charged region, aa 1-30£22223 , basic region, aa 81-150[3 |, acigic

region, aa 151-169;:E5==33, heptzad repeal, aa 181-236 ] , leucine zipper, aa 275-305.
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Interaccion entre proteinas no estructurales de rotavirus en la

levadura HF7c.

Con el fin de obtener evidencia adicional sobre la especificidud de las interacciones
detectadas con el sistema de dos-hibridos entre las protefnas no estructurales, se utilizé la

cepa de levadura HF7¢ para demostrar que dichas interacciones pueden detectarse cuando el

gene reporicro de B-galactosidasa se encuentra bajo el control de un promotor diferente.

Mientras que en la cepa de levadura SFY 526 el gene de B-galactosidasa se encuentra bajo el
control de las secuencias activadoras de Ia trunscripcion (UAS) y la porcién TATA del
promotor de GAL 1, en la cepa HF7¢ ¢l genc lacZ esti fusionado a la porcion TATA del
promotor CYCI1 y a tres copias de un diccisieteimero de un sitio de unién para GALA4.
Tanto las UAS de GALT1, como los diecisietedmeros de GAL4 responden al activador de
GALA4. Por otra parte en la cepa HF7¢ el gene H/53, el cual se encuentra bajo el control de
elementos regulatorios de GALI, funciona como un reportero adicional ya que en ausencia
de histidina en el medio de cultivo, el crecimicnto de las levaduras transformantes depende
de la activacién de la transcripeion del gene HIS3 por GALA4 (Bartel er al., 1993; Feilotter et
al., 1994).

Todas las combinaciones de protefnas incluidas en la Tabla 1 del articulo anexo, fueron
evaluadas en la cepa HF7c. Las mismus interacciones detectadas entre las protefnas no
estructurales en la cepa SFYS526, fucron también detectadas en la cepa HF7¢. Estos
experimentos mostraron que la activacién de la transcripcién obtenida en nuestros cnsayos

es independiente del promotor y del gene reportero utilizado y que depende unicamente de

la interaccion entre las proteinas no estructurales.
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Reactividad especifica de los anticuerpos dirigidos contra las

proteinas no estructurales.
o 7 R
SicLsrERy
Para buscar evidencia de las interaccionces cntre las proteinas no estructurales detectadas
con el sistema de los dos-hibridos en células MA 104 infectadas con rotavirus, se realizaron
ensayos de inmunoprecipitucion como se describe en el articulo anexo (Fig. 1).
La especificidad de los anticuerpos dirigidos contra las proteinas no estructurales
utilizados en estos ensayos fué evaluada por inmunodeteccién (western blot). Con cada uno
de los sueros se obtuvo una banda dnica con el peso molecular de la proteina no estructural
correspondiente (excepto en €l caso de los anticuerpos dirigidos contra NSPS que

reconocen las dos bandas mayoritarias esperadas, correspondientes a NSPS con diferentes

modificaciones postraduccionales (Fig. 13).

Localizacion intracelular de proteinas estructurales y no

estructurales de rotavirus.

La distribucion intracelular de cada una de las proteinas de rotavirus habia sido
previamente descrita utitizando inmunomicroscopfa clectrénica o inmunofluorescencia
(Mattion ¢t «l., 1994). La descripeion de su localizacion ha sido importante para tener una
idea mis clura de cual puede ser su funcion en ¢l ciclo de replicacién; las proteinas no
estructurales NSP1 y NSP3 sc distribuyen en todo el citoplasma (probabicmente en
asociacioén con el citoesqueleto), micntras que NSP2, NSP5, NSP6 y las proteinas
estructurales VP2, VPG y probablemente VP y VP3 sc localizan en viroplasmas. Sin

embargo, el cstudio de la distribucion de miis de una de estas proteinas en la misma célula

no ha sido reportado.
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Figura 13. Inmunoelectrotransferencia (Western blot), se muestra la reactividad
esgec(fica de cada uno de los sueros dirigidos contra las protefnas NSP1, NSP2, NSP3 y
NSPS,
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En este trabajo, como se describe en el articulo unexo, realizamos el anilisis de la
distribucién de las proteinas no estructurales por pures en la misma célula, utilizando
microscopia confocal y doble inmunoftuorescencia. El andlisis de planos focales de 0.54
am de espesor permitio determinar que existen distintos grados de coincidencia en el
espacio ocupado por lus diferentes proteinas no estructurales.

Comeo se ha mencionado, una de las evidencias que sugiercn un papel importante para las
proteinas no estructurales en la replicacién del virus, es su asociacion con las partfculas RI.
Dado que en la morfogénesis de estas particulas estin asociadas proteinas que estin
distribuidas miis o menos uniformemente en el citoplasima (NSP1 y NSP3), al igual que
protefnas viroplismicas, este proceso debe de involucrar una distribucién ordenada de cada
una de las proteinas que participun en los diferentes estadios.

Con el fin de estudiar la distribucién de las proteinas que forman parte de las particulas
RI, se analizé por microscopia confocal y doble inmunofluorescencia, la localizacién de

diferentes pares de protefnas estructurales y no estructurales de localizacién viropldsmica,

en células MA 104 infectadas con rotavirus.

Distribucion de VP2 y NSP2

La formacion de la partfcula “*core RI™ involucra la adicion de las protefnas VP2, NSP2 y
NSPS a los “precore RI”. Se ha mencionado tumbién que mientras las protefnas NSP1l y
NSP3 (asociadas a los “precore RI™) se distribuyen cn el citoplasma, las proteinas VP2,
NSP2 y NSPS tienen una distribucion claramente viroplkismica. El andlisis de la
distribucion de las proteinas NSP2 y NSPS mostré quc estas dos proteinus tienen una
coincidencia completa en el espacio intracelular que ocupan (Fig. 2, Articulo anexo).

Por otra parte, al analizar la distribucién de las proteinas VP2 y NSP2, observamos que

en la misma preparacion, existen dos tipos de distribucion: En algunas células la
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distribucién.de estas dos proteinas es completamente coincidente, mientras que en una
proporcién equivalente de las células analizadas, se observa una organizacién diferente.
Aunque en algunos espacios hay una coincidencia abundante en la localizacién de VP2 y
NSP2, existen también regiones en las que estas protefnas parecen ocupar espacios

viropldsmicos distintos (Fig. 14).
Distribucion de VP6 y NSP2

Después de la formacién del “core’ R, la adicion de VPG, lleva a la formacién de la
particula “VP6 RI". La adquisicién de VPG debe excluir de manera gradual a las proteinas
NSP2 y NSPS para permitir la formacién de las particulas de doble capa.

La localizacién de VPG, mostré una distribucién en la periferia de los viroplasmas con un
patrén en forma dce anillo. NSP2 cn cambio, ocupé la totalidad del volumen de los
viroplasmas. La coincidencia en la distribuciéon entre estas dos proteinas fué completa,
aunque esta coincidencia es asimétrica, ya que los anillos formados por VPG estin

embebidos en su totalidad, cn el volumen ocupado por NSP2 (Fig. 15).
Distribucion de V1’6 y NSPS

Al analizar la disteibucion de VP66 y NSPPS, encontramos que al igual que VP2 y NSP2,
existen dos patronces de organizacion distinguibles en diferentes células. Mientras que en
algunas células cl volumen viroplismico ocupado por NSPS cmbebe complctamente los
anillos formados por VPG en la periferia, cn otras, estos aniflos coinciden solo parcialmente

con los cspacios ocupados por NSPS (Fig. 16)
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Figuea 14, Distribocion inacelular de Ta proteima estructural V22 oy Ba protednn no estractural NSP2,
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Figura 1S Distribocion intracetatar de baoproteina estractural VPO v Lo proteima no estructural NSP2,
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Figura 16, Distribucion intraceledar de la protema estractural VPO v ta proteinag no estractural NSIPPS,



Discusién

En este trabajo describimos una serie de interacciones entre las proteinas no estructurales
de los rotavirus. Utilizando el sistema genético de los dos-hibridos, encontramos que la
protefna NSP1 interacciona con las proteinas NSP2, NSP3, NSPS y NSP6; de la misma
manera encontramos que la proteina NSPS forma homodimeros e interacciona con NSP6.
La capuacidad de NSP3 de formar homodfmeros in vitro, habfa sido reportada; mediante el
sistema de los dos hibridos constatamos la dimerizacién de esta proteina in vivo.

La coloculizacién de algunas de las proteinas en la célula infectada nos muestra que
aquellas protefnas con lus que se encontraron interacciones in vive e in vitro, coinciden en

grados variables en el espacio intracelular que ocupan.

Por otra parte, mediante el anilisis de la colocalizacion de proteinas que participan en la
morfogéncsis del “*core™, que se acumulan cn viroplasmas, observamos que su distribucién
no es en todos los casos completamente coincidente. Mientras que las proteinas NSP2 y
NSPS coinciden en su totalidad cn los espacios viroplismicos (quec ocupan, el anilisis de la
distribucion de las proteinas VPG y VP2 revel6 que estas proteinas no siempre coinciden
con las regiones ocupadas por las protefnas NSP2 6 NSPS.

Estas observaciones sugieren que los viroplasmas no son inclusiones que se forman
mediante la acumulacidn estodiistica de proteinas y que por el contrario, existe una
estructura organizada en la que cada una de lax protefnas estd ordenada en una distribucién
especffica. Nuestros resultados sugieren ademiis, que la formacién de viroplusmas
involucra un proceso dindmico en el que las proteinas destinadas a formar parte de éstos, se
acumulan en regiones intracelulares definidas y se colocalizan de manera gradual con

inclusiones viroplismicas formadas por otras proteinas.
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Los resultados descritos en este trabajo. sugieren que en la formacién del *“‘core” existe

una serie de interacciones finamente coordinada que modula y dirige la replicacion y

morfogénesis del virus.

La asociacion entre NSP1 y NSP3 es sugerente de que su accién concertada ests
involucrada en el proceso de selcecion de los transcritos virales hacia la sintesis de
protefnas o replicacién del genoma (Fig. 17). Como se ha mencionado, la NSP3
interacciona con los extremos 3° de los mMRNASs virales y probablemente esti asociada al
citoesqueleto: al reclutar y anclar a una subpoblacion de los mRNAs al citoesqueleto, esta
protefna podria estar involucrada en estimular la sfntesis de proteinas (Cervera et al., 1981;
Mattion er al., 1992; Patton, 1995; Poncet et al., 1997). Considerando la abundancia
relativa de NSP1 y NSP3, solo una subpoblacién de los mRNASs asociados a NSP3,
estarfa unido o NSP1: la interaccién de NSP1 con el extremo 5§’ de los mRNAs podria
inhibir la sfntesis de protefnas y estar involucrada en dirigir al complejo NSPI-mRNA-
NSP3, posiblemente a través de la interaccién con componentes del citoesqueleto, hacia
regiones en donde se formardn los viroplasmas. Estos eventos podrian relacionarse a los
cambios en la distribucién de vimentina observados en células infectadas (Weclewicz et al.,
1994).

Se ha propuesto que la distribucion de los segmentos de RNA del virus, para formar un
genoma completo con los once segmentos correspondientes, podria ocurrir en esta etapa de
la morfogénesis del viriéon: Mattion y colaboradores (1992), han sugerido que dada la
propiedad de NSP3 de usociarse en varias especies multiméricas podrfa tener propiedades

andlogas a la proteina NS de los reovirus. Se ha sugerido que esta dGltima podria

desempeiiar diferentes papeles mediante sus diversas formas multiméricas y que podria

actuar como un agente de nucleacién pura el ensamblaje del genoma y de la nucleocdpside

(Mattion ¢t al., 1992).
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El papel de la interaccién entre NSP1 y NSP3 puede estar relacionado con los eventos
iniciales de la formacion de las particulas “precore RI”. Por una parte la interaccién de
NSP1 con NSP3 podria ser responsable de desestabilizar 1a unién del complejo NSP3-
mRNA con el citoesqueleto, permitiendo su transporte hacia los sitios en donde se
formarin los viroplasmas. Por otra parte, la asociacién entre NSP1 y NSP3 podria
desestabilizar la unién de ambas proteinas con el mRNA, facilitando la interaccién de VP1
con el extremo 3’ de los mRNAS, asf como de VP3 con el extremo §°.

Una vez formados los “precore RI™, la adicién de lus proteinas NSP2, VP2 y NSP5
resulta en los “core RI'”; dado que cstas protcinas se localizan en viroplasma, la formacién
de los “core RI"" debe involucrar un contucto inicial de las proteinas viroplismicas con
componentes del “precore RI”. NSP2 podria ser la protefna responsable de hacer este
contacto a través de su capacidad de interaccionar, tanto con RNA, como con VP1
(Kattoura ¢r al., 1994). La intcraccion entre NSP1 y NSP2 aqui descrita, podria facilitar el
desplazamicnto de NSP1 por VP3 en el extremo 5° de los mRNAs. Ademais de
interaccionar con VPI1, NSP2 forma complejos multiméricos y es necesaria para la
formacion dc viroplasma. La interaccién de NSP2 con el “precore RI™ podria estar por
tanto involucrada no solo en el desplazamiento de NSP1 del mRNA, sino que podria
funcionar como un complcjo de nucleacion en la fonmacién de viroplasmas y de las
particulas “core RI”. Patton (1995) ha propuesto que la interaccion de VP2 con los “precore
RI™ para formar ¢l “core RI" podria igualimente ocurrir a través de su interaccion con RNA,
o con VP y VP3. Dada la capacidad inrinseca de VP2 de auto ensamblarse, cada complejo
formado por VP1-mRNA-VP3 y NSP2 funcionaria asi como centro de nuclecacién para fa
formacioén de estructuras pentaméricas consistentes en una molécula de este complejo y
cinco dimeros de VP2, que se ensamblarian para completar el *‘core RI™ (Patton, 1995).

Como se ha mencionado, la sensibilidad de los “core RI”” a RN Asas sugiere que los
mMmRNAGS estiin expuestos en el exterior de la particula, probablemente asociados con NSP2,

NSPS y NSP6 (Patton, 1986; Patton & Gallegos, 1990). Los mRNAs deben ser
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internalizados a medida que avanza la sintesis de los RNA(-), en la replicacién del genoma;
la pérdida gradual de NSP2, NSPS y NSPG6 debe estar dirigida por la entrada de los
mRNASs al “core” y por la interaccién de VP6 con VP2, culminando en la formacién de los
“VP6 RI” (Patton, 1995).

En este esquema peneral, es dificil deducir el papel de las interacciones de NSPS con
NSPB6, la interaccion de éstas con NSP1 o, la dimerizacién de NSPS, con la informacién
disponible. Sin embargo, la interaccién de NSP2 con NSPS y su presencia en los *“core
RI”, permite postular que la interaccion de NSPS con NSP1 y NSP6 cumple alguna
funcién en la formacién de estas partfculas. La interaccién de estas proteinas con complejos
con actividad de replicasa, sugiere ademads que estén involucradas en coordinar el ensamble

y replicacién del genoma.
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