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I. RESUMEN

Los rotavirus, el principal agente etiolégico de gastroenteritis aguda en infantes
menores de 5 afios, son un género que pertenece a la familia Reoviridae.
Presenta un genoma de 11 segmentos de ARN de cadena doble que codifican
para 6 proteinas estructurales llamadas VPs y 6 proteinas no estructurales
llamadas NSPs. Existe evidencia no concluyente que sugiere que las proteinas
NSP1 y NSP3 podrian interaccionar entre si.

En este estudio nos propusimos determinar si NSP1 y NSP3 interaccionan in
vitro. Ambas proteinas se produjeron por transcripcioén/traduccion in vitro y se
analiz6 su interaccion por co-precipitacion usando anticuerpos monoclonales y
policlonales anti-NSP3. También se analizo la interaccidon al precipitar a NSP1.
Por carecer de un suero anti-NSP1, a NSP1 se le fusiono una cola de histidinas,
y se uso un anticuerpo policlonal anti-histidinas en los ensayos. Los datos
obtenidos sugieren fuertemente que NSP1 y NSP3 interaccionan entre si. En los
ensayos de co-precipitacion con anti-NSP3 como en los que se uso el anticuerpo
anti-His, la cantidad de proteina co-precipitada fue muy poca por lo que no se
logré determinar la estequiometria de la interaccion.

La interaccion proteica también se estudié por entrecruzamiento quimico. Sin
embargo, la formacién de complejos de alto peso molecular impidié determinar la
interaccion de las proteinas virales por esta técnica. Se estudio el estado
oligomérico de las proteinas expresadas in vitro encontrandose que estas forman
complejos de alto peso molecular. La proteina NSP3 podria formar de dimeros a
tetrameros mientras que, NSP1 podria formar oligbmeros superiores a un
tetramero. Con base en los resultados obtenidos concluimos que NSP1 y NSP3
son capaces de interaccionar in vitro, sin embargo la formacion de grandes
complejos oligoméricos en las condiciones usadas, restringe las posibilidades de
interaccion. Estos datos indican fuertemente que NSP1 y NSP3 interaccionan in
vitro, sin embargo, posiblemente la formacién de complejos oligoméricos,
restringe la interaccion. Desconocemos la funcién de la interaccion en el la

infeccion viral y son necesarios estudios para entenderla.



Rotaviruses, members of family Reoviridae, are a major cause of acute
gastroenteritis of infants and young children. The rotavirus genome consists of
eleven segments of double-stranded RNA that encode six structural (VP1-VP4,
VP5, VP6) and six nonstructural (NSP1-NSP6) proteins. Based on inconclusive
data from experiments in the yeast two-hybrid system it has been proposed that
NSP1 and NSP3 interact with each other.

In this study we intended to determine if NSP1 and NSP3 interact in vitro. Both
proteins were produce by in vitro translation (reticulocite lysate) and interaction
was analyzed by co-precipitation using anti-NSP3 monoclonal and policlonal
antibodies.

The co-precipitations data strongly suggest that NSP1 and NSP3 interact between
them in the absence of viral mRNA. To corroborate these data, we precipitate to
NSP1. Because of lack anti-NSP1 antibody, NSP1 was produced as a fusion
protein with his tag, so we can use an anti-his antibody to co-precipitate with
NSP3. We find that NSP3 co-precipitate along with NSP1.

Both co-precipitations (with anti-NSP3 and anti-His antibodies) produced a very
small quantity of the co-precipitated protein so it was not possible to determine the
estequiometric relation.

The interaction was also studied by chemical crosslinking. However, high
molecular weight complexes were formed making no possible determination. We
thought those high molecular weight complexes might be NSP1 or NSP3
oligomers and when we determine the oligomeric state we confirmed that
hypothesis, since NSP3 was found as a dimer while NSP1 could form tetramers or
upper oligomer.

These data indicate strongly that NSP1 and NSP3 interact in vitro; however,
oligomeric complexes formation possibly restricts the interaction. We ignore the
interaction function in the viral infection and it is necessary more studies to
understand it.



Il. INTRODUCION

La gastroenteritis aguda es una de las enfermedades mas comunes en el
hombre con un mayor impacto en nifios y ancianos. Esta enfermedad es causada
por bacterias, parasitos, virus y toxinas. Una gran proporcion de diarreas en
paises desarrollados son atribuidas a virus, siendo rotavirus la causa mas comuan
de diarrea en nifios menores de 5 afios en el mundo y se calcula que de 450,000
a 650,000 nifios mueren cada afio a causa de la infeccion viral.

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae y su genoma contiene 11
segmentos de ARN de cadena doble que codifican para 12 proteinas, seis con
funciones estructurales (VP1-VP4, VP6 y VP7) y seis con funciones no
estructurales (NSP1-NSP6). A pesar de lo avances en el conocimiento del virus,
aun se desconocen muchos aspectos de la infeccion viral asi como del papel de
cada una de las proteinas virales, como es el caso de las proteinas no
estructurales como NSP1 y NSP3. El estudio de la interaccion de las proteinas
NSP3 y NSP1 fue anteriormente abordado usando el sistema de los dos hibridos
de levadura. Sin embargo, ninguno de los datos obtenidos en estos estudios
confirman la interaccion, por lo que el proposito de este trabajo es determinar si
las proteinas NSP1 y NSP3 de rotavirus interaccionan.

El estudio de la interaccion proteica, se decidid® abordar por co-
precipitacion in vitro ya que algunos antecedentes sugieren que esta es
altamente dependiente de la conformacion. Adicionalmente la co-precipitacion in
vitro también permite descartar la participacion de otros elementos celulares o
virales.



lll. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si las proteinas NSP1 y NSP3 de rotavirus producidas in vitro
interaccionan in vitro por co-precipitacion. Si esta interaccion existe se
determinara el dominio de unién a NSP1 en la proteina NSP3 por co- precipitacion
de fragmentos proteicos de NSP3.

OBJETIVOS PARTICULARES
Clonar los genes que codifican a las proteinas NSP1 y NSP3 de rotavirus YM
mediante el ensayo de transcripcion reversa acoplado a la reacciéon en cadena de
la polimerasa (RT-PCR). Se obtendran las condiciones optimas para su expresion
in vitro a partir del promotor de la polimerasa T7.

e Producir las proteinas NSP3 y NSP1 por transcripciéon y traduccion in
vitro.

e Determinar si las proteinas NSP1 y NSP3 interaccionan in vitro por co-
precipitacién con suero hiperinmune anti-NSP3.

e Generar en el gen que codifica a NSP3 deleciones apropiadas para
truncar a la proteina en sus extremos amino y carboxilo.

s Producir fragmentos proteicos truncados en el extremo amino y carboxilo

de la proteina NSP3 por transcripcion y traduccion in vitro.



IV. ANTECEDENTES

La gastroenteritis aguda es una de las enfermedades mas comunes en el
hombre con un mayor impacto en nifios y ancianos. Se estima que causa
alrededor de 2.4 a 2.8 millones de muertes anuales (Bern ef al.,, 1992, Murray y
Lépez, 1997) y es responsable del 25 % al 30 % de muertes en nifios menores
de 5 afios (Martines et al., 1991). Esta enfermedad es causada por bacterias,
parasitos, virus y toxinas; la importancia de cada agente etioldgico varia, sin
embargo una gran proporcion de diarreas en paises desarrollados son atribuidas
a virus, entre los cuales se encuentran rotavirus, calicivirus, astrovirus vy
adenovirus, siendo rotavirus la causa mas comun de diarrea en nifios menores
de 5 afios en el mundo. Aunque la mayoria de las infecciones virales son
moderadas, un tercio de estas requieren hospitalizacion y se ha estimado que
entre 450,000 a 650,000 nifios mueren cada afio (Parashar et al., 2001), a causa
de la infeccion.

La infeccién con rotavirus ocurre en otras especies y rotavirus era conocido
como agente etiolégico de diarrea en estos animales desde la década de los
cincuentas. Sin embargo, fue hasta 1973 cuando Bishop y colaboradores usando
el microscopio electrénico (Figura 1) identificaron al virus en biopsias duodenales
de nifios con gastroenteritis severa (Bishop et al., 1973).

Figura 1 Particulas virales visualizadas por microscopia electrénica en muestras de un nifio
con gastroenteritis aguda.



1. Clasificacion

Los rotavirus son virus de doble cadena de ARN (ARNcd) que se clasifican
junto con otros ocho géneros dentro de la familia Reoviridae. Esta familia abarca
virus no envueltos que poseen de 10 a 12 segmentos de ARNcd donde cada uno
codifica para 1 a 3 proteinas. Las particulas virales de esta familia poseen un
tamafio caracteristico entre 60 a 85 nm (excluyendo las espiculas que sobresalen
de la superficie de la capside) sin embargo, los distintos géneros exhiben
diferencias significativas a nivel genetico, bioquimico, estructural y biolégico.

Los rotavirus son clasificados serolégicamente en al menos siete grupos (A-G)
que comparten antigeno de grupo (Kapikian et al., 2001). Adicionalmente los
rotavirus se han clasificado usando un sistema binario en base a la reactividad de
las proteinas externas VP4 y VP7 que consta de 15 serotipos especificos de VP7
llamados G1 a G15 y 21 serotipos de VP4 llamados P1 a P21 (Kapikian et al.,
2001).

2. Estructura del virus

La apariencia morfolégica de las particulas virales es distintiva cuando se
observa al microscopio electrénico (Figura 1), por lo que se le dio el nombre de
rotavirus (del latin rota= rueda) basandose en esta morfologia (Flewett et al.,
1974), sin embargo, lo que ha permitido entender las bases estructurales del
virion ha sido la crio-microscopia electronica acoplada con el procesamiento de
imagen. La Figura 2A muestra una reconstruccion de la imagen de rotavirus
obtenida por microscopia electronica (Prasad et al., 1988, Yager et al., 1994)

Las particulas virales presentan 3 capas proteicas concéntricas de simetria
icosahédrica y no se encuentran envueltas en una membrana lipidica. Estas
particulas poseen un diametro aproximado de 102 nm e incluyen las espiculas
formadas por VP4, que sobresalen de la superficie. El diametro de las particulas
sin espiculas es de 75 nm. En la Figura 2B se muestra un corte transversal de la

particula viral donde se observa la ubicacién de algunas proteinas virales.

(3}



La capa proteica externa esta compuesta por 780 moléculas de la
glicoproteina VP7 ordenadas en 260 trimeros y 120 moléculas de VP4
estructuradas en 60 espiculas, los cuales inferactuan con VP7 y VP6. Esta
ultima proteina forma la capa proteica intermedia con 260 trimeros, la cual es
interrumpida por 132 canales con una profundidad aproximada de 140 A y con
tres diferentes formas en relacion con la simetria de la capside: 12 del tipo I, 60
del tipo Il y 60 del tipo lll. En los canales tipo | se da la exportacion de ARNm
naciente, mientras que, en los otros canales se da la importacion de los
metabolitos requeridos para la transcripcion.

La capa interna esta compuesta por 120 moléculas de VP2 organizadas en
60 dimeros que interaccionan en su regién amino con un heterodimero formado
por las proteinas VP1 Y VP3, el cual esta en estrecha interaccion con el genoma
viral. El genoma de rotavirus esta formado por 11 segmentos de ARNcd los
cuales pueden tener una longitud variable de 0.6 a 3.3 Kb, sumando en total 18
Kb (Mattion et al., 1996). Gran parte del ARNcd se encuentra organizado en
estructuras dodecahédricas distribuidas alrededor de los complejos VPI-VP3
(Figura 2C) localizados en los vértices de simetria cinco (Prasad et al., 1996).

Figura 2. Particula viral donde se aprecia: la capa proteica externa (A), la capa intermedia

(B) yla capainterna (C) y la distribucién propuesta del ARN en el virién. Tomado de Jayaram
et al., 2004



3. Patogénesis

La infeccion por rotavirus causa diarrea, deshidratacion, anorexia, depresion y
vomito (Morris et al., 2001). La causa de la diarrea es mas compleja de lo que
inicialmente se pensaba ya que estan involucrados una serie de factores tanto
del huésped como virales, entre los que se han propuesto:

. Mala absorcion como consecuencia de la atrofia parcial de las
vellosidades del intestino delgado (Graham et al., 1984).

. Activacion del sistema nervioso entérico que provoca la liberacion de un
agente vasoactivo ocasionando cambios funcionales, aunque no la pérdida de la
integridad del enterocito (Morris et al., 2001).

. Secrecion intestinal mediada por la proteina viral no estructural NSP4 |a
cual estimula la permeabilidad intestinal de Ca™* (Tian et al., 1996) y altera la

integridad celular epitelial (Newton et al., 1997).

A pesar de que rotavirus presenta un marcado tropismo celular hacia los
enterocitos, ocasionalmente se han detectado particulas virales en algunos
organos como higado, rifién y pulmones (Brown et al, 1998, Dharakul et al.,
1988) por lo que se le ha asociado a sindromes diferentes a la diarrea como
encefalopatias (Ushiyama et al.,1986, Kawashima et al, 2004), otitis media
(Hadziselimovic et al., 1984), enterocolitis (Bocia et al., 2001), abscesos hepaticos
(Li et al., 2001) y convulsiones (Goldwater et al., 2001, Hung, et al., 2003) entre
otros. Sin embargo, no existe evidencia conclusiva de que el virus sea la causa
de estos sintomas.

4. Epidemiologia
La infeccion por rotavirus es ubicua y se transmite por la via fecal-oral (Ward
el al., 1986). La transmision puede ocurrir por ingestion de agua o alimentos

contaminados asi como por contacto con superficies contaminadas. Sin embargo



también se han reportado bajos titulos del virus en secreciones del tracto
respiratorio y otros fluidos corporales lo que sugiere que el virus puede ser
trasmitido por otras vias.

De los siete grupos en que los rotavirus se han clasificado solo los grupos A, B
y C han sido aislados en humanos, siendo el grupo A, el responsable de la
gastroenteritis infantil severa encontrada de forma endémica en todo el mundo.

La distribucion estacional de las infecciones por rotavirus del grupo A presenta
un pico durante los meses de invierno en los paises templados (Brandt et al.,
1983) mientras que en paises tropicales y subtropicales los casos de infeccion se
presentan en todas las estaciones del afio (Cook et al, 1990). Los serotipos
especificos de rotavirus del grupo A que infectan a humanos varian con la época
del afio y la region geografica incluyendo las diferencias observadas en distintas
latitudes (Koopmans et al., 1999). El estimado de la distribucion global de muertes

causadas por rotavirus del grupo A se presenta en la Figura 3.

Figura 3. Estimado de la distribucién global de muertes por rotavirus del grupo A. Cada punto
representa 500 muertes por afio. Figura tomada de Glass et g/, 1997



Por otro lado las infecciones causadas por rotavirus del grupo B se han
presentado en forma de epidemias geograficamente localizadas en China
causando diarrea severa en adultos en mas de un millén de casos (Su et al.,
1995). En el caso de rotavirus del grupo C se han documentado casos

esporadicos de infeccion tanto en nifios como adultos (Jiang ef al., 1995).

5. Ciclo de replicacion viral
La replicacion de rotavirus se lleva a cabo enteramente en el citoplasma de la
célula infectada. El modelo de replicacion viral planteado consiste en las

siguientes etapas:

A) Adsorcion del virus a los receptores celulares y entrada a la célula
huésped. Se desconocen los mecanismos de entrada del virus a los
enterocitos, sin embargo se ha planteado que esta puede ser mediada por
endocitosis o penetracion directa. Existe evidencia de que algunos de los
receptores o co-receptores que participan en este proceso son integrinas,
gangliésidos GM3, proteinas hsp70, entre otros (Coulson et al., 1997, Arias
et al., 2001).

B) Produccion de ARN mensajero en el citoplasma por particulas

virales bicapa. En la entrada del virus a la célula huésped se pierde la capa
proteica externa al parecer como consecuencia de cambios conformacionales
en VP7 causados por una disminucién en la concentracién de calcio
(Dormitzer and Greenberg, 1992).
La formacion de particulas bicapa (DLPs) permite la activacion de la
transcriptasa viral, donde la ARN polimerasa dependiente de ARN (asociada
con las DLPs) trascribe el ARNdc produciendo los 11 ARNm virales los que a
su vez son traducidos en 12 proteinas virales (Lawton et al, 2000) o
alternativamente pueden ser usados como moldes para la sintesis de ARNcd
genoémico, el que al ser encapsidado genera nuevas particulas virales (Clark et
al., 1980).
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C) Ensamble de las particulas virales. Durante el ciclo replicativo viral
se generan regiones discretas perinucleares llamadas viroplasmas, donde se
seleccionan los distintos componentes del genoma viral y se ensamblan
particulas virales de una capa proteica formadas por VP2, VP1, VP3 ylos 11
ARNm virales. El ensamble de las particulas virales monocapa ocurre de
forma simultanea con la produccién de ARNcd gendmico por parte de la ARN
polimerasa (VP1). Posteriormente VP6 se une para formar particulas bicapa
también en el viroplasma.

D) Formacion de particulas tricapa. Las particulas bicapa geman al
RER adquiriendo asi una envoltura lipidica transitoria en la que se ubican
VP4, VP7 y NSP4 (Stirzaker et al., 1987). Se ha descrito que la proteina VP4
interacciona con balsas lipidicas (Sapin et al., 2002) por lo que se ha sugerido
que estos microdominios actian como plataforma para el ensamble final de los
virus donde al parecer NSP4 actia como receptor intracelular de las particulas
bicapa. Posteriormente la envoltura lipidica es removida resultando en virus
maduro con tres capas proteicas.

E) Liberacion de particulas infecciosas. La salida de los viriones de las
células hospederas cultivadas in vitro se da por lisis celular (Musalem et al.,
1985) aunque se ha encontrado que los viriones maduros son liberados por la
cara apical de los enterocitos (Jordan ef al., 1997).
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Figura 5. Esquema del ciclo de replicacion de rotavirus,

6. ARN y proteinas virales

Los ARNm de rotavirus contienen regiones no traducibles (RNT) de longitud
variable en sus extremos 5" y 3. En el caso del grupo A todos los genes poseen
una secuencia conservada GGC en el extremo 5° y otra secuencia UGACC en el

extremo 3 (Figura 6).
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Figura 6 _Organizacion de un segmento del genoma de rotavirus mostrando las regiones no

traducibles, las secuencias consenso en los extremos 5" y 3° y la regién intermedia que codifica
para una proteina.

Los genes de rotavirus son monocistronicos, es decir, codifican para una sola
proteina, con excepcion del gen 11 que codifica para dos. Seis de los genes
codifican para las proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4, VP86 y VP7)
llamadas asi porque se encuentran en las particulas virales maduras y poseen
funciones relacionadas con la estructura, replicacién y patogenicidad viral. Los
otros cinco genes codifican para las proteinas no estructurales (NSP1- NSP6) las
cuales solo se encuentran en células infectadas y estan relacionadas con la
replicacion del genoma, la traduccion de ARNm y el ensamble del virion (Mattion
et al.,, 1996).



Tabla 1. Caracteristicas generales de las proteinas de rotavirus del grupo A.

Proteina [ Segmento| Especificidad Sitio de Comentarios
del de union a ARNm acumulacién
genoma | viral
VP1 1 Extremo 3"  del Viroplasma ARN polimerasa dependiente de ARN
ARNm
VP2
2 No especifica Viroplasma Requerida para la sintesis de ARNcd
VP3 3 No especifica Viroplasma Guanililtransferasa
VP4 4 |- - Citoplasma Proteina de superficie, hemaglutinina,
Virulencia, unién a zinc
NSP1 5 Extremo 5§’ del Citoesqueleto | Interacciona con IFR-3
ARNm
VP6 L I Viroplasma Proteina de la capa intermedia, forma
trimeros
NSP3 7 Extremo 3"  del Citoesqueleto |Forma dimeros e interacciona con
ARNmM elF4G
NSP2 8 No especifica Viroplasma Forma octameros y participa en Izl
replicacion de ARN,
VP7 L B RE Glicoproteina de superficie,
neutralizacion
NSP4 10 | =-eememmmmmmmeeen RER Enterotoxina,glicoproteina
transmembranal
NSP5 11 | Se une a ARNcs Viroplasma Proteina cinasa
NSP6 11 No se sabe No se sabe Fosfoproteina no estructural




7. Proteina no estructural NSP3

La proteina no estructural NSP3 de 315 aminoacidos es el producto del gen 7
de rotavirus. Se trata de una proteina moderada abundancia en células infectadas
(Ericson et al., 1982) y distribuida en el citoplasma a manera de filamentos por lo
que se ha sugerido que se asocia con el citoesqueleto (Mattion et al., 1992).

Parte de la estructura de NSP3 se ha resuelto por cristalografia encontrandose
que la proteina forma dimeros, y mientras el extremo amino posee estructuras a-
helice y B-plegada (Deo et al, 2002), el extremo carboxilo es rico en estructuras
a-hélice (Groft et al, 2002), como se observa en la Figura 7.

amino carboxilo

Figura 7. Estructura de la proteina NSP3. El extremo amino (1-149 aa) fue co-cristalizado con
el oligonucledtido UGACC y el extremo carboxilo fue co-cristalizado con un polipéptido
correspondiente a los aminoacidos 132-160 del factor de inicio de traduccion elF4G.

Estructuralmente NSP3 se puede dividir en dos dominios. El primer dominio
abarca de una regién basica muy conservada entre los aminoacidos 83-150
precedida por una regidon acida entre los aminoacidos 150-169 (Figura 8). El
segundo dominio consiste en dos regiones con secuencias hepta-repetidas (HR),

las cuales son residuos hidrofébicos espaciados cada siete aminoacidos que se



encuentran ubicadas entre los aminoacidos 181-236 y 275-305, esta ultima

region forma un cierre de leucina.

1 30 B3 150 169 181 236 275 305 315

Figura 8. Estructura de la proteina NSP3. Se sefialan las cisteinas C y Ias regiones: N, neutra;
B, basica; A, acida; HR, hepta-repetida; CL, cierre de leucina.

Con base en las caracteristicas funcionales de la proteina esta se puede
dividir en 3 regiones. Entre los aminoacidos 4-149 se ubica el dominio de union a
ARN seguido por el dominio de dimerizacion ubicado entre los aminoacidos 150-
206 y el dominio de unién al factor de iniciacién de traducciéon eucarionte elF4G,
que se localiza en los aminoéacidos 206-313 en el extremo carboxilo (Piron et al.,
1999). Estos dominios fueron definidos por ensayos in vitro de uniéon a ARN, y
en el caso de los dominios de dimerizacién y de unién a elF4G por el método de
los dos hibridos en levadura.

' 4 dimerizacién

149 313

Figura 9. Representacion de los dominios funcionales de la proteina NSP3

7.1 Papel de NSP3 en la sintesis de proteinas celulares
La mayoria de los ARNm eucaridticos se caracterizan por poseer una
estructura 7-metil-G (5)ppp(5') N llamada cap en el extremo 5" donde N es



cualquier nucleétido, mientras que en el extremo 3' presentan poliadenilacion
consistente de aproximadamente 200 adeninas (Sachs et al., 1993). En contraste
los ARNm de rotavirus presentan cap en el extremo 5’ (Imai et al., 1985) pero no
la estructura poli-A en el extremo 3', la cual es sustituida por la secuencia de 5
nucleétidos altamente conservados UGACC, que constituye el blanco reconocido
especificamente por NSP3 (Poncet et al., 1993).

Se ha propuesto que el inicio de la traduccién eucariética esta facilitado por la
interaccion del extremo 3'- poli Ay el extremo 5 del ARNm, mediado por
factores de inicio de traduccion eucaridtica como elF4E, elF4G y la proteina de
unién a poli-A (PABP); para que ocurra la circularizacién la proteina PABP
interacciona con la cola de poli-A ubicada en el extremo 3" de los ARNm celulares
y la estructura cap ubicada en el extremo 5' de los ARNm funciona como sitio de
ensamble del complejo heteromérico elF4F, el cual incluye a los factores de inicio
de traduccion eucaridtica elF4E, elF4A y elF4G, este ultimo une interacciona con
la proteina PABP logrando la circularizacién (Figura 10a). Los ARNm de rotavirus
no tienen poli-A pero NSP3 se une a la secuencia consenso 5-GACC-3' de estos
e interacciona con el factor elF4G (figura 10b) (Michel et al., 2000, Vende et al.,
2000), funcionando como un andlogo de la proteina de unién a poli-A (PABP) en
la traduccién de ARNm virales. La proteina NSP3 desplaza a PABP de su
interaccion con elF4G al unirse con mayor afinidad (Groft et al., 2002) lo cual
resulta funcionalmente en inhibicion de la sintesis proteica celular (Padilla-Noriega
et al., 2002).



a) ARNm eucariético b) ARNm viral

Figura 10. Los extremos 5' y 3' de los RNAm virales(a) y eucariéticos (b) sinérgicamente
estimulan el inicio de la sintesis proteica. Figura generada por MOLMOL y tomada de Varani et
a.l, 2002

7.2 Papel de NSP3 en la replicacion del genoma

El reconocimiento de la secuencia UGACC en el extremo 3" de los ARNm
virales por NSP3 (Poncet, 1993) junto con el reconocimiento de una
secuencia no identificada en el extremo 5° por NSP1 podrian favorecer la
formacién de un complejo tripartito en el inicio de la replicacion. Inicialmente el
complejo NSP3-ARNm-NSP1 podria unirse al citoesqueleto mediante NSP1
y/lo NSP3. Antes de que el ARNm se ubigue en los viroplasmas se forma un
intermediario de replicaciéon llamado IR prentcleo.

Este intermediario de replicacion podria formarse cuando el complejo
NSP1/ARNmM/NSP3 en presencia de VP1y VP3 (Figura 11) sufriera un
desplazamiento competitivo, ya que VP1 y VP3 se unen especificamente a los
blancos reconocidos por estas proteinas (Gallegos et al., 1989). El siguiente
paso, es la adicion de VP2 al intermediario de replicaciéon, gracias a sus
propiedades de unién a VP1 y de autoensamble, con el que se comienza a
estructurar la capa proteica interna del virion formando el intermediario IR
ntcleo (Gonzalez et al., 2000). La maduracion del IR nucleo para convertirse

en IR VP8, ocurre con el ensamble de VP6 sobre VP2 (Figura 11). La



formacioén de particulas virales maduras resulta de la interaccién de VP6 con VP4

que se ubica en el citoplasma, y con NSP4, localizada junto con VP7 en el reticulo

endoplasmico de la célula (Meyer et al., 1989).

ARNm o w NSP3 TRADUCCION
NSP1 >
VPI
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IR PRENUCLEQO

SP3
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R IR NUCLEO A
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Figura 11 Diagrama de las posibles interacciones secuenciales de las proteinas virales

durante la replicacion y encapsidacion del genoma viral. Se subrayan los intermediarios de la
replicacion (IR) identificados, los cuales son complejos entre el ARN y proteinas virales

especificas.

8. Proteina no estructural NSP1

El gen 5 de rotavirus codifica para NSP1 cuya composicion varia de 486 a
495 aminoacidos (Okada et al., 1999) entre las distintas cepas virales. El analisis
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comparativo de secuencias de NSP1 entre cepas de rotavirus del grupo A indica
que existe solo el 61 % de identidad entre residuos aminoaciles. El analisis
comparativo de las secuencias de NSP1 con proteinas del grupo C de rotavirus
indica que el porcentaje de identidad es menor a 34 % (Dunn et al., 1994).

A pesar de que NSP1 es la proteina viral menos conservada, esta posee un
dominio de unién a zinc entre los aminoacidos 42-72 (Figura 12) conservado en
los grupos A y C de rotavirus (Bremont et al., 1993, Hua et al., 1993). Tal dominio
esta compuesto por secuencias repetidas de histidinas y cisteinas; [cis- X2-cis-
X5-cys-X2-cis-] adicionalmente podria existir otro dominio ubicado en el extremo
carboxilo (Hua et al., 1994).

1 491aa

L L] [ |

Figura 12. Estructura de la NSP1. Dominio de union a zinc. [{Posible sitio de unién a zincl]]]ll

El gen que codifica a NSP1 pertenece a un grupo de cuatro genes virales
cuya transcripcion se da en etapas tempranas de la infeccién y es independiente
de la sintesis de otras proteinas virales (Johnson & McCrae, 1989). Esta proteina
se expresa en bajas concentraciones en células infectadas (Ericson et al., 1982).
Recientemente se ha determinado que el ARNm del gen 5 se encuentra asociado
a fracciones subpolisomales lo que sugiere que los bajos niveles de NSP1 son
resultado de un ineficiente inicio de la traduccion (Mitzel et al., 2003).

La proteina NSP1 se distribuye de manera difusa en el citoplasma. Usando
una serie de construcciones de la proteina, se determind que los aminoacidos 84
al 176 son necesarios para su distribucioén intracelular, la cual es independiente
de la presencia o ausencia de otras proteinas (Hua et al., 1994). Esta distribucion

asi como la localizacién de la proteina en extractos celulares que corresponden al
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citoesqueleto sugiere que la proteina se encuentra asociada a algin componente
del mismo, sin embargo esta interaccién no se ha demostrado.

La proteina NSP1 tiene la capacidad de unirse especificamente a los ARNm
virales (Brottier et al., 1992). Usando una serie de deleciones de NSP1 vy
analizando su capacidad de unirse al ARNm, se ha determinado que los primeros
81 aminoéacidos del extremo amino participan en esta union, co-localizando con el
dominio de unién a zinc (Hua et al., 1994)

1 491aa
I V7 7 i
1 1 | T | = | 1 |
L Vi Vi Vi 7 NE f
Figura 13, Posibles dominios funcionales de NSP1; R, participa en la unién a ARN; LI, posible

dominio de localizacion intracelular; NE, esta region no es esencial para la viabilidad del virus en
cultivos celulares.

Se han descrito variantes de rotavirus con genotipos atipicos generados por
duplicacidnes o deleciones en la secuencia de los segmentos que codifican para
las proteinas VP6, NSP1, NSP2, NSP4 o NSP5 (Desselberger et al., 1996). Estos
cambios casi siempre ocurren rio abajo del marco abierto de lectura (ORF) por lo
que codifican para la proteina completa, excepto en algunos re-arreglos en los
que se altera el marco abierto de lectura generando delesiones en el extremo
carboxilo (Tian et al., 1993, Hua & Patton 1994). Estas cepas fueron obtenidas de
animales inmunodeficientes y nifios inmunocomprometidos y se purificaron en
cultivos celulares, donde presentaron un fenotipo de placas pequefas pero con
titulos virales similares a los silvestres. Por lo anterior, se ha sugerido que NSP1
podria ser dispensable (al menos su extremo carboxilo) para la replicacién viral en
celulas en cultivo.

La proteina NSP1 ha sido implicada como factor de virulencia en ratones
(Broome et al., 1993) sin embargo, estos datos no son concluyentes ya que esto
no sucede en conejos y lechones (Ciarlet et al, 1998, El-Attar et al.,, 2001,
Bridger et al., 1998). Adicionalmente, se ha propuesto que NSP1 podria participar
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contrarrestando la respuesta celular antiviral ya que interacciona con el factor
regulatorio de interferon 3 (Graff et al., 2002), el cual induce la respuesta de
interferon « e interferon @ (Braganca et al., 1998). Esta interaccion apoya el papel
de la proteina como modulador de la respuesta inmune, sin embargo, el papel de
interferén en una infeccién con rotavirus no es claro y existen datos que sugieren
que interferon no es un mediador importante de proteccion en ratones (Angel et
al., 1999).

9. Antecedentes de una posible interaccién de NSP1 y NSP3

Existen algunos antecedentes en la literatura que sugieren una interaccion
entre las proteinas no estructurales NSP1 y NSP3 de rotavirus. En 1992, Mattion
et al., estudiaron el estado oligomérico de la proteina NSP3 en lisados de células
de insecto SF9 infectadas con baculovirus recombinantes para expresar el gene
de NSP3. Encontraron que NSP3 forma oligomeros de diferentes pesos
moleculares, uno mayoritario de 100 kDa y uno de 80 KDa. En este mismo
estudio, se analizo el efecto de otras proteinas virales no estructurales sobre el
estado oligomérico de NSP3 por lo que, se realizaron co-infecciones con otras
proteinas virales recombinantes en bacuolovirus. En la co-infeccion de NSP1 y
NSP3 no se observod la formacion de heteroligémeros, sin embargo NSP1 afecta
la proporcion de los oligomeros de NSP3. Estos datos sugieren algun tipo de
interaccion de manera directa o indirecta entre las dos proteinas de manera
independiente del ARNm viral.

Un antecedente mas directo sobre la posible interaccion entre estas proteinas
es el estudio realizado por Gonzales et al., en 1998, donde se estudiaron las
interacciones in vivo de proteinas no estructurales de rotavirus usando el
sistema de dos hibridos de levadura. En este estudio, se encontro que NSP1
interacciona con las proteinas NSP3, NSP2, NSP5 y NSP6, donde la interaccion
mas fuerte se da con NSP3, segin un ensayo semi-cuantitatvo de PB-

galactosidasa. Sin embargo, estas interacciones solo se observaron usando Ia
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construccion de NSP1 fusionada al dominio de union de ADN del regulador
transcripcional de galactosa y no con la construccion de NSP1 fusionada al
dominio de activacion del regulador transcripcional de galactosa. Estos resultados
no son concluyentes y se requiere la confirmacién de esta interacciéon. En el
mismo estudio y usando el sistema de los dos hibridos de levadura se intentd
localizar el dominio de unién de NSP3 en NSP1, por lo que se realizaron
deleciones en los extremos amino y carboxilo de ambas proteinas. Sin embargo,
a excepcion de la delecién en los ultimos 6 aminoacidos del extremo carboxilo de
NSP3, todas las demas deleciones resultaron en pérdida de la interaccién con la
otra proteina. El mismo efecto se observd cuando se hicieron deleciones en la
proteina NSP3. '

La interaccion entre NSP3 y NSP1 también fue sugerida por Graff et al., en el
2002 donde usando el sistema de dos hibridos de levadura se determin6 que
NSP1 interacciona con el factor regulatorio de interferon IRF-3. La interaccion
NSP1-IRF-3 también se analizé por co-precipitacion de NSP1 obtenida de células
infectadas con rotavirus y GST-IRF-3 recombinante, con suero anti-GST
observandose que ademas de la co-precipitacién de NSP1 también co-precipité
a NSP3. Estos datos no confirman la interaccion, ya que NSP1 como NSP3
interaccionan con el ARNm viral por lo que la interaccion entre estas puede estar
mediada por el ARNm viral. Adicionalmente, tampoco se puede descartar que la
interaccion sea a través de IRF3 (con el que interacciona NSP1) o a través de
otra proteina celular.

23



V. METODOLOGIA

La composicion de los reactivos utilizados en la metodologia se encuentran

descritos en el anexo C.

Produccién del virus

Se cultivo la linea celular MA-104 de células fetales de rifi6n de mono usando
Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM) con suero fetal bovino (SFB) al 10 %.
Antes de la infeccion las células confluentes contenidas en frascos F175 fueron
lavadas 2 veces con MEM sin SFB. El virus se activo con tripsina [10,g/mL final]
para lo cual se coloco en un tubo Falcon: 2.5 mL de virus YM (sin titular) y 12.5
uL de tripsina [2 mg/mL] los cuales se mezclaron suavemente y se incubaron a
37°C por treinta minutos. El virus activado (0.5 mL) se adicion6 a cada frasco
F175 conteniendo 24.5 mL de MEM s/SBF y 10,,L de tripsina [2 mg/mL].

Las células se incubaron a 37°C y 5 % de CO, durante 48 horas,
observandose un efecto citopatico caracterizado por células refringentes vy
desprendimiento de las mismas. El virus producido se coseché y se obtuvo un

lisado celular que se colectd y se almacen6 a -20°C en alicuotas de 30 mL.

Electroforesis del ARN genémico de rotavirus

El ARNcd viral se extrajo con fenol-cloroformo y se detectd el patron
electroforético del ARNcd de rotavirus por electroforesis y tincion con nitrato de
plata. Para la extraccion se mezclaron 200 ;L del lisado de células infectadas
con rotavirus con 50 L de buffer disruptor 5x, 200 L de fenol saturado y 200 ul
de cloroformo. Esta mezcla se agité en vortex moderado por dos minutos y se
centrifugé a 17,500 g durante cinco minutos. La fase acuosa (90 ul) se transfirio a
un tubo de microcentrifuga de 0.6 mL y se adicionaron 10 4L de azul de
bromofenol.

El analisis del ARNcd se realizéd por electroforesis en gel de poliacrilamida al

12 %, que se corrié a 6.3 mA durante 15 horas. Posteriormente el gel se coloco
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en una solucion fijadora de etanol 10 %-acido acético 0.1 % durante 30 minutos
con agitacion suave y se transfiri6 a una solucién de nitrato de plata 0.18 %
durante 30 minutos. El gel se lavé brevemente con agua dos veces y se sumergio
en 200 ml de solucidn reveladora de formaldehido 0.8 % e hidréxido de sodio 3 %
hasta que se observd el patrdn de bandas. La reaccién se detuvo retirando la

solucién reveladora y adicionando acido acético al 5 %.

Obtencién de ARNcd de rotavirus YM

Para la obtencién del ARNcd primero se semipurificaron las particulas virales
por centrifugacién diferencial y se extrajo el genoma viral con fenol-ciorofdrmo y
SDS. A una alicuota de 30 mL del lisado celular que contenia al virus se le
adicionaron 10 mL de triclorofluorometano para liberar al virus que interacciona
con membranas y se agitdé en vortex por 30 segundos. Posteriormente la
muestra se centrifugoé a 19,600 g en un rotor Beckman AJ20 durante 20 minutos
para precipitar los desechos celulares y el sobrenadante se transfirio a tubos
Ultra-Clear en volimenes de 5 mL c/u, en los que se ultracentrifugd a 59,255 g
en un rotor SW 55 ti durante 90 minutos a 4°C para precipitar las particulas
virales. El botdn conteniendo el virus se resuspendié en 150 uL de agua por cada
tubo. A 200 pL del virus se adicionaron en 50 uL de buffer de disrupcion 5x, 200
uL de fenol, 200 uL de cloroformo y se agitd 2 minutos en vértex moderado.
Finalmente se centrifugd a 11,750 g durante 5 minutos y la fase acuosa
contendiendo el ARN genomico viral fue almacenada a -20°C.

Purificacion del ARN de rotavirus YM en minicolumna

El ARNcd genémico de rotavirus se purificd por extraccion con fenol/cloroformo
y cromatografia de adsorcion en columnas RNAeasy .

En un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL se colocaron: 100 uL de virus YM, 100
uL de fenol y 100 uL de cloroformo, la mezcla se agitd por 1 minuto en vortex y se

centrifugé por 3 minutos a 11,750 g colectando y midiendo la fase superior. En



preparacion para la adsorcion del ARN a la resina de la minicolumna se
mezclaron 100 pL de la fase acuosa con 350 plL de buffer de lisis RLT y 250 plL
de etanol absoluto y se mezclaron. Esta solucién se colocd suavemente en una
minicolumna RNAeasy, la cual estaba colocada en un tubo de recoleccién de 2
mL y se centrifugé por 15 segundos a 8,160 g. La minicolumna se transfirié a un
nuevo tubo de recoleccion de 2 mL y se le adicionaron 500 uL de buffer RPE y se
centrifugd por 15 segundos a 8,160 g. En el Ultimo lavado se agregaron 500 ul de
buffer RPE sobre la columna, y se centrifugd por 2 minutos a 16,000 g La
minicolumna se colocé en un nuevo tubo de recoleccién de 1.5 mL y se
afiadieron 30 pl de agua destilada libre de RNasas directamente sobre la
membrana incubando 2 minutos a temperatura ambiente. El genoma viral se
recuperé cuando la minicolumna se centrifugd 1 minuto a 10 000 g. El ARN
purificado se analizé corriendo 5 pl de la muestra en un minigel de agarosa al 1

% a 100V, incluyendo un control de 500 ng de marcador de 1 Kb.

Transcripcion reversa de los genes que codifican a NSP1 y NSP3

Los oligonucledtidos utilizados para la transcripcion reversa y la amplificacion
de los genes que codifican a NSP1 y NSP3 del rotavirus YM se disefiaron
utilizando el programa DNAMAN y en base a la secuencia del gen 5 reportada
por Kojima (Kojima et al., 1996, num. de acceso en el Genbank D38154) y en la
secuencia del gen 7 de rotavirus YM que nos fue proporcionada por la Dra.
Susana Lopez (Instituto de Biotecnologia, UNAM). Las secuencias completas de
ambas proteinas se encuentran en el anexo B.

Para amplificar el gene 5 se utilizaron los siguientes oligonucledtidos
sintetizados por Invitrogen:

e YMTS5 (secuencia 5" a 3"): CAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA TGG
CTA CCT TCA AAG. Este oligonucleétido contiene la secuencia del promotor de
la ARN polimerasa T7 (CAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG) necesario para la



transcripcion/traduccion in vitro, también contiene el codén de inicio ATG y la
secuencia inicial del gen 5 de YM del nucledtido 1 al 13. Tm 59.2°C.

e YMX35 (secuencia 3’-5"). CGT TAC TCA ACA TCA GAT AGA C. Este
oligonucleétido contiene la secuencia complementaria de los Ultimos 22
nucledtidos del gen 5 del rotavirus YM. Tm 46°C.

Para la amplificacion del gen 7 de rotavirus YM se utilizaron los siguientes
oligonucleotidos sintetizados por Roche:

e YMT75 (secuencia 5" a 3"): CAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA TGG
AGT CTA CTC AGC. Este oligonucleétido contiene la secuencia del promotor de
la ARN polimerasa T7 (CAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG) necesario para la
transcripcidn/traduccion in vitro, y ademas contiene el codén de inicio ATG y la
secuencia inicial del gen 7 de YM del nucleétido 1 al 13. Tm 70.2°C.

+ YMX3 (secuencia 3-57): GAC TAT TCA TAC GTA CAT TCA TAG.
Corresponde a la secuencia complementaria a los nucleétidos 921 a 943 del
gen 7 de YM. Tm 50.5°C.

El ADN complementario (ADNc) de los genes 5 y 7 se produjo a partir de
ARNcd gendmico del rotavirus YM. Para producir ADNc se usd una mezcla de
transcripcién reversa de 10 pl totales, conteniendo 2.5 pL RNAcd de YM, 0.5 pL
H20 y 0.5 pL de cada uno de los oligonucleétidos correspondientes al segmento a
amplificar [10 pM]. La mezcla se incub6 a 94°C por 3 minutos y al bajar la
temperatura a 55°C se adicionaron 5 uL de la mezcla de RT conteniendo: 2 ulL
de buffer de sintesis de ADNc 5x, 0.5 pL DTT [0.1 M], 0.5 uL RNAase Out, 0.5
puL H20, 1.0 pL de la mezcla de desoxinuclettidos trifosfatados (ANTPs) [10 mM] y
0.5 plL de la transcriptasa reversa Thermo Script. La mezcla se incubd a 55°C
durante 60 minutos y después por 5 minutos a 85°C para inactivar la enzima. A
la mezcla se le adiciond 0.5 pL de RNAsa H para degradar el ARN dejando libre al
ADNc y se incubd por 20 minutos a 37°C. El ADNc obtenido se utilizé como
molde para amplificar los genes 5 o 7 del rotavirus YM por reaccion en cadena de
polimerasa.



Amplificacién de los genes que codifican a NSP1 y NSP3

La amplificacién del ADNc de los segmentos 5 y 7 de rotavirus YM se realizo
por reaccion en cadena de la polimerasa. La reaccion se llevo a cabo usando un
volumen final de 20 plL que contenia: 0.8 uL del ADNc del segmento a amplificar,
12.8 pL H0O, 04 pL dNTP's [10.0 mM], 0.8 pL de cada uno de los
oligonucleodtidos 5" y 3" correspondientes, 2.0 uL buffer A 5x y 2 uL de buffer B 5x
(para obtener una concentracion final de 1.5 mM de Mg*™?), y 0.5 uL de la enzima
Elongasa [1 U/pL]. El programa utilizando en el termociclador fue 30 segundos de
desnaturalizacion a 94 °C, 30 segundos de alineacion a 50°C y 60 segundos de
extension a 68°C, durante 30 ciclos. Al final de la reacciéon 2 ul del ADNc
amplificado se analizaron en un minigel de agarosa al 1 % en buffer TAE 1X
conteniendo 30 pL de bromuro de etidio [0.5 mg/mL], que se corrié 100 V, durante
1 hora. Se usaron 5 pL de marcador de peso molecular de ADN lineal de 1 Kb

para estimar el nimero de pares de bases del ADN producido.

Purificacion del ADN obtenido por PCR en minicolumna Wizard

El ADN producido por PCR se purifico en una minicolumna Wizard, la cual se
basa en la afinidad de la resina por los acidos nucleicos para la purificacion. Se
colocaron 100 uL del buffer de purificacion directa en un tubo de microcentrifuga
de 1.5 mL, mas 60 uL de ADN y 1.0 mL de resina, se homogenizaron en vortex
por 1 minuto y la mezcla de ADN/resina se depositdé en la minicolumna pasandola
lentamente a través de ella. Posteriormente se depositaron 2 mL de isopropanol
grado HPLC al 80 % para lavar la columna y se centrifugé por 2 minutos a 13,800
g La minicolumna se transfirié a otro tubo de microcentrifuga y se agregaron 30
uL de agua y se centrifugé por 20 segundos a 13,800 g para eluir los fragmentos
de ADN unidos a la resina. EI ADN purificado se cuantificé por electroforesis
utilizando un minigel de agarosa al 1% que se corrié a 100 V durante 1 hora. A
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partir del marcador de ADN de 1 Kb se estimé el rendimiento de la reaccion. El
ADN purificado se almaceno a —20°C.

Transcripcion/traduccion in vitro de NSP1y NSP3

Para la transcripcién / traduccién in vitro de la proteinas NSP3 y NSP1 se uso
un sistema basado en la ARN polimerasa T7 y reticulocitos de conejo. Para la
expresion de NSP3 se usd un sistema de transcripcion/traduccion acoplada con
el sistema TNT T7. En un tubo de 200 uL a 4°C se adicionaron para un
volumen final de 20 pL: 1.0 pL agua libre de nucleasas, 400 ng de ADN
purificado del gen 7 de rotavirus, 15 puCi (1 pL) de metionina Redivue® *S
[15uCi/uL]. La mezcla Master TNT Quick, (conteniendo el lisado de reticulocitos
asi como los factores de necesarios para la transcripcion/ traduccion) se retir6é de
-70°C, se descongelo rapidamente y justo después de la descongelacién se
adicionaron 16 pL de la mezcla Master TNT Quick al tubo y se incubaron por 90
minutos a 30°C. Se tomaron 5 pL de cada una de las reacciones y se mezclaron
con 5 pL de buffer de muestra 1x, los cuales se analizaron por electroforesis en
gel de poliacrilamida-SDS al 12 %. El gel se procesé para su analisis por
autorradiografia y se expuso en un casete de Fosforimager analizando la imagen
obtenida en el analizador FX usando el sofware Quantity One.

Para la produccion de NSP1 se usé un sistema de transcripcion y traduccion
simultanea TNT T7 optimizada para productos de PCR. En un tubo de 200 uL a 4
°C se colocaron para un volumen final de 20 uL: 150 ng de ADN del gene 5 del
rotavirus YM, 15.0 uCi (1 pL) de metionina **S Redivue. La mezcla Master Quick
PCR se descongelo y rapidamente se adicionaron 16 ulL de esta a cada tubo. Las
muestras se incubaron por 90 minutos a 30°C y después se tomaron 5 ulL de
cada reaccion y se mezclaron con buffer de muestra 1x los cuales se analizaron
por electroforesis usando un gel al 12 % de poliacrilamida-SDS. El gel se proceso
para su analisis por autorradiografia.
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Inmunoprecipitacion de NSP3

La inmunoprecipitacion de NSP3 se realizé primero precubriendo a la proteina
A-sefarosa con los anticuerpos policlonales anti-NSP3 y posteriormente retirando
el exceso de anticuerpo. Posteriormente se hizo reaccionar al complejo proteina
A-sefarosa-anticuerpo con las proteinas radioactivas en presencia de detergentes
suaves.

En tubos de 1.5 mL se colocaron 20 pL de proteina A- sefarosa, 0.5 mL de PBS
frio, 5 puL de Triton X-100 al .01 % y 1 pL del anticuerpo monoclonal anti-VP6
IE11 (control negativo) o 1 pL de suero hiperinmune anti NSP3. Las muestras se
incubaron por 3 horas a 4°C con agitacion constante. Posteriormente las muestras
se miérocentrifugaron a 16,000 g durante 1 minuto a 4°C. Los complejos
anticuerpo-proteina A-sefarosa se lavaron dos veces con 1 mL de buffer no
desnaturalizante y nuevamente se microcentrifugaron a 16,000 g durante 1
minuto a 4°C. A cada tubo se le adicionaron 10 pL de albumina bovina 10%.

En otro tubo de 1.5 mL se colocaron 5 plL. de NSP3 con 0.3 mL de buffer de lisis
no desnaturalizante para cada muestra y 12 plL de inhibidor de proteasas
Complete 25x. Esta solucion se adicion6 a cada uno de los tubos con el complejo
proteina A—sefarosa—anticuerpo mezclando suavemente y se incubaron por 3
horas y media a 4°C con agitacion. Después de la incubacion se centrifugd 1
minuto a 16, 000. Las perlas de sefarosa se lavaron 3 veces con 1 mL de buffer
de lavado B (astringencia media) frio y una vez con PBS frio, centrifugando a
16,000 g vy retirando el sobrenadante con vacio cada vez. A cada uno de los tubos
se le adicionaron 40 pL de buffer de muestra Laemli 1 x y las muestras se
analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 %. Se usaron como
control marcadores con '*C de bajo peso molecular marcados. El gel se proceso
para su analisis autoradiografico y se determind la presencia de complejos entre
NSP3 y los anticuerpos monoclonales inmunoprecipitados usando el analizador
de imagenes FX.

30



Co-inmunoprecipitacion de NSP3 y NSP1 usando el anticuerpo policlonal anti-
NSP3

La co-inmunoprecipitacidon de las proteinas NSP1 y NSP3 se realizd
precubriendo a la proteina A-sefarosa con los anticuerpos policlonales anti-NSP3
del rotavirus YM producidos en ratén o del rotavirus SA11 producidos en conejo.
Posteriormente se retird el exceso de anticuerpo y se hizo reaccionar el complejo
proteina A-sefarosa-anticuerpo con NSP3 y NSP1, marcadas radiactivamente. El
procedimiento se describe a continuacién de manera general, sin embargo en
algunos ensayos se modificd la naturaleza de los anticuerpos con los que se
inmunoprecipité a NSP3. También se modificaron las condiciones de astringencia
de los lavados que se realizan después de la incubacion del complejo proteina A-
sefarosa-anticuerpo con las proteinas de interés.

En tubos de 1.5 mL se colocaron 20 pL de proteina A- sefarosa, 0.5 mL de PBS
frio, 5 pL de Triton X-100 al 0.1 % y 1 pL del anticuerpo monoclonal 255/60, o del
anticuerpo usado para inmunoprecipitar a NSP3 de rotavirus YM. Estos
anticuerpos pueden provenir del suero hiperinmune anti-NSP3 de rotavirus YM o
del suero hiperinmune anti-NSP3 de rotavirus SA11 o del ACM anti-NSP3 PNS31
del rotavirus YM. Las muestras se incubaron por 180 minutos a 4°C vy
posteriormente se microcentrifugaron 1 minuto a 16,000 g. Los complejos
anticuerpo-proteina A-sefarosa se lavaron dos veces con 1 mL de buffer de lisis
no desnaturalizante y se microcentrifugaron durante 1 minuto a 16,000 ga 4°C. A
la pastilla que quedo después de retirar el sobrenadante en cada tubo se le
adicionaron 10 pL de albumina bovina 10%.

En otro tubo de 1.5 mL se mezclaron 5 pL de NSP3 y 10 pL de la proteina
NSP1 con 0.3 mL de buffer de lisis no desnaturalizante para cada muestra, y 12
pL de inhibidor de proteasas Complete 25 x. Esta ultima solucion se adicion6 a
cada uno de los tubos que contenian el complejo proteina A— sefarosa—anticuerpo
y se incubaron por 210 minutos a 4°C con agitacion. Después de la incubacion las
muestras se centrifugaron 1 minuto a 16,000 g y se retiré el sobrenadante. En

este punto las perlas de sefarosa se lavaron usando 1 mL de buffer de lavado, el
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cual puede ser de baja, media o alta astringencia por la naturaleza de los
detergentes que contienen (tabla 2). Después de lavar 3 veces con el buffer
seleccionado, se lavd una vez con PBS frio y se centrifugo a 16 000 g, se retird
el sobrenadante. A cada uno de los tubos se le adicionaron 40 uL de buffer de
muestra Laemli 1x. Las muestras se analizaron por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12 %-SDS corridos a 200 V por 6 horas. Como control se usaron
marcadores con “C de alto peso molecular. El gel se procesé para su andlisis
autorradiografico y usando el analizador de imagenes FX se determin6 por

densitometria la presencia de la proteina NSP1 co- inmunoprecipitada con NSP3.

Tabla 2. Composicién de los buffers usados en los ensayos de co-
precipitacion

Buffer de lavado Composicion ]

A. Buffer de baja astringencia 1% Nonidep P40 y 1% desoxicolato
de sodio

B. Buffer de astringencia media 1% Triton X-100, 1% desoxicolato
de sodio y 0.1 % SDS

C. Buffer de alta astringencia 1% Triton X-100 y 0.3 % SDS

Produccién de NSP1-His6 (con cola de histidinas)

Para la producciéon de NSP1 unida en su extremo carboxilo a una cola de 6
histidinas se usé el sistema TNT T7 para ADN. Para la producciéon de esta
proteina se uso la construccion pET 28-RRV5 producida por Wilbert O. Zarco en
el laboratorio. Esto permiti6 expresar a NSP1 con una cola de histidinas en su
extremo carboxilo terminal y adicionalmente poseer el promotor de la polimerasa
T7 para su expresion in vitro. En un tubo de 200 uL a 4°C se colocaron para un
volumen final de 20 pL: 150 ng de ADN del plasmido pET28-RRV5, 15.0 uCi de

metionina *°S Redivue. La mezcla Master Quick se descongel6 y rapidamente se
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adicionaron 16 plL de esta al tubo que contenia el ADN. Las muestras se
incubaron por 90 minutos a 30° C y después se tomaron 5ul de cada reaccion y
se mezclaron con buffer de muestra 1x. Posteriormente, se analizaron por
electroforesis usando un gel de poliacrilamida-SDS al 12 %. El gel se proceso
para su andlisis por autorradiografia.

Anélisis de las fracciones solubles e insolubles de NSP1 y NSP3

En el analisis de las fracciones solubles e insolubles de NSP3 y NSP1 se
usaron 15 uL de cada proteina producida in vitro. Estos volimenes se colocaron
separadamente en 2 tubos de 600 plL y se centrifugaron a 16,000 g durante 5
minutos. Después de centrifugar, las fracciones solubles de las proteinas se
trasfirieron a tubos eppendof de 200 uL y se les adicionaron 50 uL de buffer de
lisis no desnaturalizante. A los tubos conteniendo las pastillas de proteinas
insolubles se adicionaron 50 pL de buffer de lisis no desnaturalizante y ambas
fracciones se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 12 %.

El gel se procesd para su analisis por autorradiografia.

Co-inmunoprecipitacion de NSP3 y NSP1 usando el anticuerpo anti-His en
condiciones de astringencia baja

La co-inmunoprecipitacion de NSP3 y NSP1-His6 se realizo6 precubriendo a la
proteina A-sefarosa con el anticuerpo policlonal anti-His (H-15:s5¢-803).
Posteriormente, se retird el exceso de anticuerpo y se hizo reaccionar el complejo
sefarosa-proteina A-anticuerpo con NSP1 en presencia de NSP3, ambas
marcadas radiactivamente. En tubos de 1.5 mL se colocaron 20 pL de proteina A-
sefarosa, 0.5 mL de PBS frio, 5 pL de Triton X-100 0.01 % y 1 pL de anticuerpo
monoclonal anti-VP6 255/60 (control negativo), y del anticuerpo anti-His o el
anticuerpo anti-NSP3. Las muestras se incubaron por 3 horas a 4°C,
posteriormente se centrifugaron 1 minuto a 16,000 g y los sobrenadantes se
desecharon. Los complejos anticuerpo-proteina A-sefarosa se lavaron 2 veces
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con 1 mL de buffer de lisis no desnaturalizante y se microcentrifugaron por 1
minuto a 16,000 g, adicionando a la pastilla del segundo lavado 10 pulL de
albumina bovina al 10%.

En otro tubo de 1.5 mL se colocaron 5 uL de NSP3 y 10 pL de NSP1 con 0.3
mL de buffer de lisis no desnaturalizante para cada muestra y 12 uL de inhibidor
de proteasas Complete 25 x. La solucion anterior se adiciond a cada uno de los
tubos con el complejo proteina A—-sefarosa—anticuerpo -y se incubaron por 210
minutos a 4°C con agitacion. Después de la incubacién, la muestra se centrifugo 1
minuto a 16,000 g, se retird el sobrenadante y las pastillas con las perlas de
sefarosa se lavaron 3 veces con 1 mL de buffer de lavado de baja astringencia
frio. A continuacion, las perlas se lavaron una vez con PBS frio, se centrifugaron
a 14,000 g y posteriormente se retiro el sobrenadante con vacio. A cada uno de
los tubos se le adicionaron 40 uL de buffer de muestra 1 x y se corrieron
electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 12 %-SDS, usando como
control marcadores con '“C de alto peso molecular. El gel se proceso para su
andlisis autoradiografico y se analizé con el equipo FX para determinar la
presencia de NSP1 y NSP3.

Entrecruzamiento quimico de NSP3 y NSP1 usando glutaraldehido

Se realizaron ensayos de entrecruzamiento quimico usando glutaraldehido
como agente entrecruzante. El glutaraldehido es un di-aldehido capaz de formar
compuestos heterociclicos de las bases de las proteinas que se encuentren a una
distancia menor de 12 A (Meade et al., 2003). En un tubo de microcentrifuga de
0.6 mL se colocaron 5 pL de la proteina NSP3 y 10 pL de NSP1 y se les
adicionaron 220 pL de buffer de entrecruzamiento para un volumen final de 235
pL. A esta mezcla se adicionaron 0.75 pL de glutaraldehido al 5 % para una
concentracion final de 0.15% y se incubd durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Como control de la reaccion se usaron 10 pL de cada proteina, los
cuales se colocaron en un tubo de 0.6 mL y se adicionaron 220 pL de buffer de

entrecruzamiento asi como 0.75 pL de glutaraldehido al 5 %. Para detener la
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reacciones, se adicionaron 15 L de glicina 2 M, pH 7.3 (concentracién final 113
mM) y se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
adicionaron 130 pL de buffer de muestra Laemli 3x. Las muestras se hirvieron
durante 5 minutos, y se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS al 12 % usando marcadores '“C de alto peso molecular. El gel se procesé
para su analisis autoradiografico y se analizé con el equipo FX para determinar la
presencia de NSP1 y NSP3.

Determinacion de los pesos moleculares de las proteinas NSP3 y NSP1.

El peso molecular de los oligbmeros formados por NSP3 y NSP1 se analizd
por electroforesis en condiciones nativas. Tanto NSP3 como NSP1 fueron
analizadas en una serie de geles con concentraciones de poliacrilamida de 8%,
10 % y 12% en condiciones nativas y se calcularon los coeficientes de retardo
(Kr) los cuales fueron obtenidos de la pendiente negativa de 100 (log Rf *100)
versus el porcentaje del gel. Se usaron las siguientes proteinas como marcadores
de peso molecular: ureasa (545 KDa hexamero, 272 KDa trimero), albumina
serica bovina (132 KDa dimero y 66 KDa monémero) ovalbiumina (45 KDa),
anhidrasa carbonica bovina (29 KDa) y a-lactoalbimina (14.2 KDa). De la grafica
del log Kr de estos marcadores versus el peso molecular de estas proteinas se
obtuvo una curva estandar en la cual se interpolaron los datos obtenidos de las
proteinas y de esta manera se determin6 el peso molecular de NSP1 y NSP3.
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VI. RESULTADOS

1. Obtencién y purificacién de ARNcd de rotavirus

Inicialmente comprobamos la identidad del rotavirus porcino YM por
electroforesis de ARN gendmico viral, ya que el patron de migracion
electroforético obtenido por este método es una especie de "huella digital” Gnica
para cada cepa viral y diferencias hasta de un nucleétido pueden ser detectadas
en la longitud por esta técnica (Dunn et al., 1993). Para obtener ARN gendmico
de rotavirus se infectaron células MA-104 con rotavirus YM vy el ARNcd se
semi-purifico con fenol-cloroformo-SDS. Después de la extraccién, el ARNcd
genomico se analizd por electroforesis en gel de poliacrilamida y tincién con
sales de plata y se compar6 el patron electroforético del ARNcd viral producido
con el patrén del ARNcd de la cepa parental, encontrandose que los patrones
son idénticos, como se observa en la Figura 14. El patron electroforético de
rotavirus contiene 11 genes numerados de acuerdo a su movilidad
electroforética, sin embargo por las condiciones utilizadas en el ensayo en el gel

se observan dos pares de bandas que co-migraron (2-3 y 8-9).

1 2 segmentos

Figura 14. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 % y tincién con sales de plata de ARNcd
genomico del rotavirus YM. Carril 1, YM producido para este estudio; carril 2, rotavirus YM cepa
parental.
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Después de comprobar la identidad del ARNcd obtenido mediante la
infeccion de células con rotavirus, éste se purific6 usando la resina RNeasy
(Qiagen). EI ARNcd purificado se analizd por electroforesis en gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio (Figura 15) obteniendo un patrén en el que se
aprecian los distintos grupos de genes caracteristicos de rotavirus YM (1-4, 5-6,
7-9y 10-11).

Los ARNcd gendmicos de rotavirus migran mas en geles de agarosa que los
correspondientes al ADN de los controles por ejemplo el segmento genémico 1
de rotavirus tiene 3302 bases pero migra como ADN de 2.3 kilobases, mientras
que el segmento gendmico 11 de rotavirus tiene 667 bases pero migra
aproximadamente como ADN de 0.4 kilobases.

1 2 grupos de
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa y tincién con bromuro de etidio de ARNcd del rotavirus YM
purificado. Carril 1, marcador de peso molecular de ADN de 1 Kb; carril 2, ARNcd del rotavirus YM.

2. Expresion de NSP1 y NSP3 de rotavirus
El ARNcd purificado se usé como molde para amplificar a los genes que
codifican a NSP1 y NSP3 respectivamente. La amplificacion se realizé por

transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de polimerasa (RT-PCR),
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y se usaron oligonucleétidos especificos que contenian las secuencias del gen
de interés y del promotor de la ARN polimerasa T7, lo que permitié¢ que los
genes puedan ser transcritos y traducidos in vitro. Los productos amplificados se
analizaron por electroforesis en gel de agarosa y se determiné su peso molecular
usando un marcador de ADN lineal de 1 Kb. Los pesos moleculares de los genes
amplificados corresponden con los esperados (Figura 16) es decir 1 Kb para el

gene de NSP3 (939 pares de bases) y 1.5 Kb para el gene de NSP1 (1567
pares de bases).

NSP3 NSP1
1a 2a b 2b

; Kb
Kb S

0.5

Figura 16. Amplificacion por RT-PCR de los genes que codifican a NSP3 y NSP1 del rotavirus YM.

Carriles 1a y 1b, marcador de peso molecular de 1 Kb; Carril 2a, ADN amplificado del gen que codifica a
NSP3; Carril 2b, ADN amplificado del gen que codifica a NSP1.

Los ADN amplificados se purificaron usando minicolumnas Wizard para
eliminar compuestos y sales que pudieran afectar la expresion proteica. Una vez
purificado el ADN se uso para expresar a NSP3 y NSP1 in vitro utilizando un
sistema de transcripcién/traduccion acoplado. El sistema depende de la ARN
polimerasa del bacteriéfago T7 para transcribir el gen de interés, y de un lisado

de reticulocitos que contiene la maquinaria necesaria para traducir ei ARNm
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producido. Este sistema se usd para producir a NSP3 y NSP1 marcadas
radiactivamente con metionina *S, las cuales se analizaron por electroforesis y
autorradiografia encontrandose dos proteinas mayoritarias cuyos pesos
moleculares aparentes son de 34 KDa y 53 Kda los cuales corresponden con los
pesos moleculares de NSP3 y NSP1, respectivamente (Figura 17). En el gel
también se observaron otras proteinas de menor peso molecular en menor
concentracion, las cuales podrian ser productos de terminacién prematura en la
sintesis o degradacién por protesas, sin embargo, la presencia de estos
productos no es importante porque los resultados de la inmunoprecipitacion se
analizaron por electroforesis. Esto permite distinguir a las proteinas de interés
por su migracion electroforética. En este sentido, es importante hacer notar que
en ensayos posteriores se logré disminuir la proporcion de estos productos
minoritarios. Por otro lado, la cantidad de las proteinas mayoritarias producidas
no fue la misma en los dos ensayos, ya que NSP3 se expresd en este y en

ensayos posteriores en mayor cantidad que NSP1 (Figura 17).

KDa 1 2 3

45

30

20

Figura 17. Transcripcién/traduccion in vitro de las proteinas NSP1 y NSP3 del rotavirus YM.
Carril 1, marcador de peso molecular; Carril 2, 5 pL del producto del gen que codifica a NSP3;
Carril 3, 10 uL del producto del gen que codifica a NSP1.
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3. El suero hiperinmune y los ACMs anti-NSP3 inmunoprecipitan a NSP3

Siendo el objetivo del proyecto determinar si existe interaccion entre NSP3 y
NSP1 se decidi6 estudiar esta interaccion por co-inmunoprecipitaciéon, para lo
cual primero se analizé la capacidad tanto del suero hiperinmune como de los
anticuerpos monoclonales (ACMs) anti-NSP3 para inmunoprecipitar a NSP3. Se
encontro que tanto el suero hiperinmune como los cinco ACMs precipitan a
NSP3 de rotavirus YM producida por transcripcion y traduccion in vitro, aunque
los ACMs precipitan con mayor eficiencia a NSP3 por lo que consideramos que

ambos pueden ser usados en los ensayos de co-precipitacion (Figura 18).
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Figura 18. Inmuoprecipitacion de NSP3 del rotavirus YM con suero hiperinmune de raton anti-
NSP3 de YM y con los ACMs anti-NSP3: PNS31, PNS32, PNS34, PNS35, PNS36, en condiciones
de astringencia media. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, inmunoprecipitacién de NSP3
con anti VP6 1E11 (control negativo); carril 3, inmunoprecipitacion de NSP3 con suero hiperinmune anti—
NSP3; carriles 4-8, inmunoprecipitacion de NSP3 con PNS31 (carril 4), PNS32 (carril 5), PNS34 (carril 6),
PNS35 (carril 7), y PNS36 (carril 8). El carril 9 muestraa NSP3 sin inmunoprecipitar.
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4. Co-precipitacion de NSP1 y NSP3 de rotavirus YM

4.1 Co-precipitacion de NSP1 usando suero hiperinmune anti-NSP3 de
rotavirus YM

Los ensayos de co-inmunoprecipitacion proteica se realizaron partiendo de
que NSP3 al ser inmunoprecipitada por los anticuerpos anti-NSP3 podra co-
precipitar a NSP1 si interacciona con ella. Inicialmente se uso el suero
hiperinmune de ratén anti-NSP3 de rotavius YM en 2 condiciones de
astringencia en los lavados (buffer A para astringencia baja y buffer B para
astringencia media). Los resultados obtenidos se analizaron por electroforesis y
autorradiografia, encontrandose que NSP3 fue inmunoprecipitada por el suero
hiperinmune anti-NSP3 de manera eficiente y similar a los resultados obtenidos
anteriormente. Sin embargo, NSP1 no fue co-inmunoprecipitada por el suero
hiperinmune anti-NSP3 o al menos no fue detectable en ninguna de las
condiciones de astringencia usadas (Figura 19). En las condiciones de baja
astringencia, se observd una banda inespecifica de NSP3 en el carril del control
negativo en donde no se usaron anticuerpos anti-NSP3 (carril 3). la misma banda
aunque en menor concentracion también se observd en las condiciones de
astringencia media (carril 7). En experimentos posteriores se logré disminuir la
sefial del fondo al pre-centrifugar la proteina NSP3 producida in vitro para
eliminar a la proteina insoluble (ver adelante). En este ensayo no fue posible
demostrar la co—inmunoprecipitaciéon de NSP1 con el anticuerpo policlonal anti-
NSP3, aunque hay que hacer notar que la cantidad de NSP1 usada fue baja en
relacion a la cantidad de NSP3.
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Figura 19. Co-inmunoprecipitacion de NSP1 y NSP3 por el suero hiperinmune de ratén anti-
NSP3 del rotavirus YM en condiciones de astringencia baja y media. Carril 1, marcador de
peso molecular; carril 2, NSP3 sin inmunoprecipitar; carriles 3 y 7, co-precipitacion de NSP3 y
NSP1 con anti VP6 1E11 (control negativo); carriles 4 y 8, inmunoprecipitacion de NSP3 con
suero hiperinmune anti -NSP3; carriles 5 y 9, co-precipitacion de NSP3 y NSP1 con suero
hiperinmune anti-NSP3; carriles 6 y 10, inmunoprecipitacion de NSP1 con suero hiperinmune
anti-NSP3; carril 11, NSP1 sin inmunoprecipitar.

Una de las posibles razones por las cuales no se observé la co-precipitacion
es que NSP1 interaccione con NSP3 de manera no equimolar (1:1) por lo que
la cantidad de proteina usada en el ensayo no sea suficiente para su deteccion.
Para explorar esta posibilidad, se decidi6 aumentar la cantidad de NSP1 en el
ensayo. Sin embargo como el sistema usado para producir esta proteina in vitro
presentaba baja eficiencia, se cambié por un sistema de transcripcién/traduccion
para productos de PCR, el cual produjo una mayor cantidad a NSP1 que el

anterior, como se observa en la Figura 20.
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Figura 20. Produccién de la proteina NSP1 usando el sistema de transcripcién/traduccion
optimizado para productos de PCR. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, NSP3 (5
pL); carril 3, NSP1 (10 pL).

La presencia de NSP3 en los controles negativos y los estudios de Mattion y
colaboradores que sugieren que NSP3 puede formar agregados (Mattion et al.,
1992) nos llevé a explorar la posibilidad de que NSP3 estuviera formando
multimeros insolubles, los cuales pueden afectar la interaccion proteica. Se
analizaron las fracciones solubles e insolubles de las proteinas por
centrifugacién y electroforesis y se observé que la fraccién mayoritaria tanto de
NSP3 como de NSP1 producidas in vitro se encuentra en la fraccién soluble del
lisado de reticulocitos (Figura 21) lo que sugiere que ambas proteinas estan

disponibles para interaccionar.
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Figura 21. Analisis de las fracciones solubles e insolubles de NSP3 y NSP1. Carril 1, marcador
de peso molecular; carril 2, 10 uL de NSP3 sin tratamiento; carril 3, fraccion soluble de NSP3;
carril 4, fraccion insoluble de NSP3; carril 5, 10 pL de NSP1 sin tratamiento; carril 6, fraccién
soluble de NSP1; Carril 7, fraccién insoluble de NSP1.

En el siguiente ensayo se decidié aumentar la cantidad de NSP1 y usar
condiciones de astringencia baja en los lavados, con el propésito de no afectar
la estabilidad de las interacciones NSP1-NSP3 y afectar de esta manera la
interaccion. Los resultados obtenidos de la co-precipitacién fueron analizados por
autorradiografia y muestran que NSP3 fue eficientemente inmunoprecipitada en
el ensayo, aunque las condiciones de baja astringencia en los lavados causaron
un aumento considerable del fondo en los controles negativos (Figura 22, carril
3). En este ensayo también observamos que NSP1 fue co-inmunoprecipitada
junto con NSP3 (carriles 5 y 6). En contraste, el suero hiperinmune anti-NSP3 no
fue capaz de inmunoprecipitar a NSP1 sola (carril 7).
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Figura 132. Co-inmuoprecipitacion de NSP3 y NSP1 con suero hiperinmune anti-NSP3 del
rotavirus YM en condiciones de baja astringencia. Carril 1, marcador de peso molecular; carril
2, NSP3 sin inmunoprecipitar; carril 3, inmunoprecipitacion de NSP3 y NSP1 con anticuerpo
anti-VP6 1E11 (control negativo); carril 4, inmunoprecipitacién de NSP3 con suero hiperinmune
anti-NSP3; carriles 5 y 6, inmunoprecipitacion de NSP1 y NSP3 con suero hiperinmune anti-
NSP3; carril 7, co-inmunoprecipitacion de NSP1 con suero hiperinmune anti-NSP3; carril 8,
NSP1 sin inmunoprecipitar. Se sefiala con tridngulos sélidos a NSP1 co-inmunoprecipitada con
anticuerpos anti-NSP3 y con un tridngulo vacio su ausencia cuando NSP3 no esta presente en
el ensayo.

Con el fin de resolver el alto fondo que se obtuvo de NSP3 en presencia de un
anticuerpo contra una proteina no relacionada usado como control negativo se
decidié usar condiciones de mayor astringencia en los lavados (en presencia de
SDS al 0.3%) condicién en la que se eliminé el fondo (Figura 23, carril 3) y se
confirmé que NSP1 es co-precipitada con el suero hiperinmune anti-NSP3 y
aunque la cantidad de NSP1 co-precipitada (carril 5) fue muy poca comparada
con la inmunoprecipitada de NSP3 es claro que el suero anti-NSP3 no fue capaz
de inmunoprecipitar a NSP1 sola (carril 4). Este resultado indica que NSP1 y
NSP3 interaccionan, sin embargo la cantidad NSP1 precipitada es minima y por
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lo tanto se decidi6 tratar de aumentar la sensibilidad del ensayo modificando
algunas de sus condiciones de manera que se favoreciera la sefal de la

interaccion.
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Figura 23. Co-inmunoprecipitacion de NSP3 y NSP1 del rotavirus YM con suero hiperinmune
anti-NSP3 del rotavirus YM en condiciones de alta astringencia. Carril 1, marcador de peso
molecular; carril 2, NSP3 sin inmunoprecipitar; carril 3, inmunoprecipitacién de NSP3 y NSP1 con
anticuerpo anti-VP6 IE11 (control negativo), carril 4, inmunoprecipitacion de NSP1 con suero
hiperinmune anti-NSP3; carril 5, inmunoprecipitacion de NSP1 y NSP3 con suero hiperinmune
anti-NSP3; carril 6, inmunoprecipitacion de NSP3 con suero hiperinmune anti-NSP3; carril 7,
NSP1 sin inmunoprecipitar.

4.2 Co-precipitacion de NSP1 usando el ACM anti-NSP3 de rotavirus YM
Con el proposito de favorecer la eficiencia para detectar la interaccion
proteica, se cambié el suero hiperinmune de ratén anti-NSP3 de rotavirus YM
por el ACM PNS31 anti-NSP3 de YM, que de acuerdo al ensayo previo
inmunoprecipita a NSP3 con mayor eficiencia que el suero hiperinmune anti-YM.
Inicialmente no se habia usado este ACM, por la posibilidad de que este

reconozca el mismo sitio en NSP3 necesario para interaccionar con NSP1. Los

46



resultados obtenidos en la co-precipitacion de NSP1 y NSP3 muestran que NSP1
es inmunoprecipitada junto con NSP3 de manera concordante con los resultados
anteriores en condiciones de alta astringencia (Figura 24). Estos resultados
confirmaron la interaccion entre NSP3 y NSP1 ya que NSP1 claramente co-
precipita junto con NSP3 (carril 5) y el anticuerpo PNS31 no es capaz de
inmunoprecipitar a NSP1 sola (carril 6) ni inmunoprecipita con un ACM no
relacionado (carril 3). Sin embargo, la cantidad de NSP1 precipitada no aumenté
a pesar del uso de anticuerpos mas eficientes para inmunoprecipitar a NSP3
como es el caso del ACM PNS31.
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Figura 24. Co-inmunoprecipitacion de NSP3 y NSP1 del rotavirus YM con el ACM PNS31 en
condiciones de astringencia baja. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, NSP3 sin
inmunoprecipitar; carril 3, co-inmunoprecipitacion de NSP3 y NSP1 con anti-VP6 1E11 (control
negativo); Carril 4, inmunoprecipitacion de NSP3 con ACM anti-NSP3; carril 5, co-precipitacion de
NSP1 y NSP3 con ACM anti-NSP3; carril 6, inmunoprecipitacion de NSP1 con ACM anti-NSP3;
carril 7, proteina NSP1 sin inmunoprecipitar. Se sefiala con un triangulo solido a NSP1 co-
inmunoprecipitada con el ACM anti-NSP3 y con un triangulo vacio su ausencia cuando no esta
presente NSP3 en el ensayo.
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4.3 Co-precipitacion de NSP1 usando suero hiperinmune anti-NSP3 de
rotavirus SA-11

Se analizé la capacidad de un suero hiperinmune anti-NSP3 producido contra
NSP3 del rotavirus SA-11 para inmunoprecipitar a NSP3 de rotavirus YM, ya que
el suero producido contra NSP3 del rotavirus YM presentaba baja capacidad de
inmunoprecipitacion de NSP3. Inicialmente se uso porque no se contaba con el
suero anti-NSP3 de SA11 al comenzar este trabajo. Los resultados obtenidos
muestran que suero hiperinmune anti-NSP3 de rotavirus SA-11 precipita una
mayor cantidad de NSP3 que el suero hiperinmune anti-NSP3 de rotavirus YM e
inclusive precipita.una mayor cantidad de NSP3 que el ACM PNS31, como se
observa en la Figura 25, por lo que se decidi6 usarlo en un ensayo de co-
precipitacion.

Figura 25. Inmunoprecipitacion de NSP3 con suero hiperinmune de conejo anti-NSP3 de
rotavirus SA-11 en condiciones de astringencia media. Carril 1, marcador de peso molecular; carril
2, proteina NSP3 sin inmunoprecipitar; carril 3, inmunoprecipitacién de NSP3 con el suero pre-
inmune de conejo; carril 4, inmunoprecipitacién de NSP3 con anticuerpo anti VP6 1E11 (control
negativo); carril 5, inmunoprecipitacion de NSP3 con suero hiperinmune de ratén anti-NSP3 de
YM; carril 6, inmunoprecipitacién de NSP3 con suero hiperinmune de conejo anti-NSP3 de SA-11;
carril 7, inmunoprecipitacion de NSP3 con el ACM anti-NSP3 PNS31.
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En la co-precipitacion de las proteinas virales usando el suero hiperinmune de
conejo anti-NSP3 de rotavirus SA-11 se observd, como en el ensayo previo, una
alta eficiencia para precipitar a NSP3 vy se detectd la co-inmunoprecipitacion de
NSP1 (Figura 26, carriles 5 y 6) claramente discernible por comparacién con el
control que solo contenia a NSP1 (carril 7), sin embargo el nivel de NSP1 co-
precipitada es bajo y comparable con la cantidad de NSP1 inmunoprecipitada
con el suero hiperinmune anterior o con la del ACM PNS31.
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Figura 26. Co-precipitacion de NSP3 y NSP1 del rotavirus YM con suero hiperinmune de conejo
anti-NSP3 de SA11 en condiciones de baja astringencia. Carril 1, marcador de peso molecular;
carril 2, NSP3 sin inmunoprecipitar; carril 3, co-precipitacion de NSP1 y NSP3 con anticuerpo anti -
VP6 255/60 (control negativo); carril 4, inmunoprecipitacion de NSP3 con suero hiperinmune anti-
NSP3 de SA11; carriles 5 y 6, co-precipitacion de NSP3 y NSP1 con suero hiperinmune anti-
NSP3 de SA11; carril 7, inmunoprecipitacion de NSP1 con suero hiperinmune anti-NSP3 de SA11;
carril 8, inmunoprecipitacién de NSP3 con ACM anti-NSP3; carril 9, NSP1 sin inmunoprecipitar. Se
sefiala con triangulos sélidos a NSP1 co-inmunoprecipitada con anticuerpos anti-NSP3 y con un
triangulo vacio su ausencia cuando no esta presente NSP3 en el ensayo.
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Los datos de las co-inmunoprecipitaciones usando anticuerpos anti-NSP3
se analizaron por densitometria, encontrando que se imunoprecipité el 3.5 % de
NSP1 total usada en los ensayos (Figura 27) en contraste con el 87% que se
precipité de NSP3 en el mismo carril. EI andlisis densitométrico se realizd con
el promedio de los resultados mostrados en las figuras .

NSP1 co- NSPitotal NSP3  NPS3 total
precipitada precipitada

Figura 27.Representacion grafica de la cantidad de NSP1 y NSP3 inmunoprecipitadas usando
anticuerpos anti-NSP3.

4.4 Co-precipitacion de NSP3 usando suero hiperinmune anti-histidinas

A pesar de las diferentes modificaciones al ensayo de co-precipitacién no se
obtuvo una sefial importante de la interaccion entre NSP3 y NSP1 por lo que se
cambio el enfoque usado anteriormente y se decidi6 inmunoprecipitar a la
proteina NSP1, sin embargo en el laboratorio no se cuenta con un anticuerpo
anti-NSP1 por lo que se expreso a NSP1 a partir una construccion en la que el
marco abierto de lectura del gene de NSP1 del rotavirus RRV se insert6 en el
plasmido vector pET28. Este sistema incorpora al extremo carboxilo de la

proteina de interés una serie de seis histidinas, y en el otro extremo del gene de
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interés incorpora al promotor de la polimerasa T7 lo que permite su expresion in
vitro y el uso de un anticuerpo anti-histidinas para inmunoprecipitar a NSP1. En
el laboratorio se contaba con esta construccién (anexo d), por lo que usando el
sistema de transcripcion y traduccién acoplada para productos de PCR se obtuvo
una proteina a la que se le nombro NSP1-His6. La proteina expresada se analizd
por electroforesis usando un marcador de peso molecular marcado con "“C, y se
encontro que este es ligeramente mayor que NSP1 del rotavirus YM. Por
tratarse de NSP1 derivadas de dos cepas virales distintas (RRV y YM) no es
claro si la diferencia de peso molecular se debe a la cepa viral o a la adicién de
6 histidinas a NSP1 de RRV (Figura 28).
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Figura 28. Expresion de NSP1-His6 del rotavirus RRV y NSP1 del rotavirus YM. Carril 1,
marcador de peso molecular; carril 2, NSP1-His6 del rotavirus RRV expresada in vitro; carril 3,
NSP1 del rotavirus YM expresada in vitro.
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La proteina NSP1-His6 se inmunoprecipitd en los ensayos de co-
precipitacion en condiciones de astringencia media con un anticuerpo comercial
anti-histidinas, el cual precipité eficientemente a NSP1 aunque también se
observé un ligero fondo de otras proteinas con un peso molecular menor a NSP1
(Figura 29, carril 4). En la co-inmunoprecipitacion de NSP3 con el suero anti-
histidinas en presencia de NSP1-His6 se observd la co-precipitacion de NSP3
(carril 5) en contraste con la ausencia de NSP3 cuando no esta presente NSP1
(carril 6). Sin embargo nuevamente la cantidad de proteina co-precipitada (en
este caso NSP3) es muy poca con respecto a la cantidad de NSP1 precipitada

en el ensayo y comparado con lo precipitado por el anticuerpo anti-NSP3 usado
como control (carril 7).

xR, B3 e, o o
Figura 29. Co-precipitacion de NSP3 y NSP1 con el anticuerpo policlonal anti-histidinas en
condiciones de astringencia media. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, NSP1 sin
inmunoprecipitar; carril 3, inmunoprecipitacion de NSP3 y NSP1 con anti-VP6 1E11 (control
negativo); carril 4, inmunoprecipitacion de NSP1-Hisé con anticuerpo anti-His; carril 5, co-
inmunoprecipitacion de NSP3 y NSP1 con anticuerpo anti-His; carril 6, inmunoprecipitacién de
NSP3 con anticuerpo anti-His; carril 7, inmunoprecipitacion de NSP3 con ACM PNS31 anti-NSP3;
carril 8, NSP3 sin inmunoprecipitar; carril 9, NSP1 sin inmunoprecipitar
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Los resultados de la co-inmunoprecipitacion de NSP3 con un anticuerpo que
inmunoprecipita a NSP1 sugieren fuertemente la interaccién entre NSP1 y
NSP3, sin embargo contrario a lo que se esperaba la fraccion de NSP3
inmunoprecipitada fue de 2.6% (Figura 30) en comparacion con el 67 % de
NSP1-His6 que es capaz de precipitar el anticuerpo anti-His. Estos datos
representaron un resultado sorpresivo ya que el anticuerpo anti-NSP3 (grafica
R1) tampoco fue capaz de co-precipitar un porcentaje alto de NSP1. Los
resultados sugieren que la cantidad de proteina que se co-precipita en ambos
casos no es consecuencia de la estequiometria de la reaccion, que debiera ser
igual al ser determinada con cualquiera de los dos anticuerpos, y el bajo
porcentaje de co-precipitacion proteica se debe a alguna otra caracteristica o
condicién del ensayo.
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Figura 30. Representacion grafica de la cantidad de NSP3 y NSP1 precipitadas con un anticuerpo
anti histidinas.

5. Entrecruzamiento quimico de NSP3 y NSP1

Con base en los resultados anteriores se decidid tratar de estabilizar la
interaccién de NSP1 y NSP3 con el fin de aumentar la sensibilidad del ensayo
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por lo que se realizaron ensayos de entrecruzamiento quimico usando
glutaraldehido como agente entrecruzante. El primer ensayo se realizé usando
glutaraldehido al 0.15 % y las muestras se analizaron por electroforesis en gel dé
poliacrilamida al 12% obteniéndose agregados que se retuvieron en la parte
superior del gel; también se observaron 2 bandas tenues de compuestos
minoritarios que migraron aproximadamente a 30 y 16 KDa, ninguno de los

cuales corresponde al tamafio de NSP1 y NSP3.

Compuestos
mayoritarios

Figura 31. Ensayos de entrecruzamiento quimico de las proteinas NSP1 y NSP3 de rotavirus YM
usando glutaraldehido 0.15 %. Carril 1, marcador de peso molecular; tratamiento con
glutaraldehido 0.15 % de: NSP1 (carril 2);, NSP1 + NSP3 (carriles 3 y 4); NSP3 (carril 5).

Se modificaron las condiciones del ensayo de entrecruzamiento quimico
disminuyendo tanto la concentracion del agente entrecruzante como la de las
muestras para favorecer la formacion de los compuestos deseados. Sin
embargo, nuevamente el andlisis muestra la formacién de complejos, los cuales
son retenidos en la parte superior del gel (Figura 32) y adicionalmente se

observaron, como en la figura R16, una pequefia cantidad de compuestos
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minaritarios de bajo peso molecular. El peso molecular de los agregados es
superior a 200 KDa ya que las proteinas de menor peso molecular pueden ser
resueltas en las condiciones de analisis usadas.

20
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Figura 32. Ensayos de entrecruzamiento quimico usando glutaraldehido 0.015 %. Carril 1,
marcador de peso molecular. En presencia de glutaraldehido: carril 2, NSP1; carriles 3 y 4,
NSP1 + NSP3; carril 5, NSP3.

6. Analisis del estado oligomérico de NSP3 y NSP1

Una de las posibles explicaciones para la formacién de agregados tan grandes
en presencia de glutaraldehido es que las proteinas se encuentren en estados
oligoméricos superiores a los reportados en la literatura. Por lo tanto se analizo el
estado oligomérico de las proteinas por electroforesis en condiciones nativas.
Para obtener el peso molecular aproximado de NSP1 y NSP3 se analiz6 la
migracién electroforética de las proteinas usando geles de poliacrilamida de
varias concentraciones y se midieron las distancias de migracion electroforetica
las cuales se compararon con las obtenidas por un conjunto de marcadores de
peso molecular conocido que fueron analizados en las mismas condiciones que

las proteinas de interés (Figura 33).
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Figura 33. Determinacién del peso molecular de las proteinas NSP3 y NSP1 en geles de
poliacrilamida nativos al 8 %,10 % y 12 %. En el carril 1a, NSP3; Carril 2a, NSP1; carril 1b, NSP3;
carril 2b, NSP1; carril 1¢, NSP3; carril 2¢c, NSP1.

En la Figura 34 se interpolaron los valores correspondientes para las
proteinas NSP1 y NSP3 en relacion a la migracién de los marcadores de peso
molecular en condiciones nativas (que no se observan en la Figura 33, por no ser
radioactivas). El valor aproximado para NSP3 fue de 100 KDa mientras que
en el caso de NSP1 no se determind su peso molecular porque los agregados
no entraron al gel en ninguna concentracion usada de poliacrilamida, lo que
indica que estos agregados poseen un peso molecular mayor a 200 KDa ya
que proteinas con menor peso molecular son resueltas en las condiciones de

analisis usadas.
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Determinacién del PM de NSP3 y NSP1
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Figura 34. Grafica para determinar el peso molecular de las proteinas NSP1 tgr) Y NSP3 {e.
por electroforesis en condiciones nativas. Las proteinas usadas como marcadores fueron: o-
lactoalbimina serica bovina (14.2 KDa), anhidrasa carbénica (29 KDa), albumina obtenido del
huevo de pollo (45 KDa), albumina serica bovina (66 KDa para monémero y 132 KDa para
dimero) y ureasa (272 para trimero y 545 para hexamero).

La existencia de estados oligoméricos superiores a dimero de al menos
NSP1, y probablemente de NSP3 podria afectar la interaccion proteica, por lo
que se decidi6 tratar de disminuir el estado oligomérico de estas proteinas. Se
usaron los agentes tensoactivos (Tritron X-100 y Nonidet P40) para determinar
si se trata de interacciones hidrofébicas entre los mondémeros. También se
usaron agentes reductores (B-mercaptoetanol y DTT) para determinar si las
interacciones entre monomeros son covalentes del tipo puentes de disulfuro.

Analizando el efecto de estos agentes tensoactivos y reductores, por
electroforesis en condiciones nativas se observé que, en el caso de NSP3, las

sustancias tensoactivas y las reductoras no afectaron el estado oligomérico de la
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proteina, aunque el agente reductor B-mercaptoetanol ocasioné que parte de la
proteina entrara al gel, sugiriendo la existencia de agregados proteicos
heterogéneos, causados por puentes disulfuro intramoleculares. En el caso de
NSP1 ninguna de las condiciones usadas afecté el estado multimérico de la
proteina como se observa en el gel (Figura 35).

NSP3 NSP1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 35. Electroforesis en gel de acrilamida al 12 % en condiciones nativas para determinar el
efecto de agentes reductores y tensoactivos sobre el estado oligomérico de NSP3 y NSP1. Carril
1, NSP3; carriles 2 al 5, NSP3 en presencia de: buffer A conteniendo Nonidep P40 1% y 1%
deoxicolato de sodio (carril 2), buffer B conteniendo 1% Triton X-100, 1% deoxicolato de sodio y
0.1 % SDS (carril 3), B-ME 1% (carril 4), DTT 10mM (carril 5). Carril 6, NSP1; carriles 7 al 10,
NSP1 en presencia de: buffer A (carril 7), buffer B (carril 8), B-ME 1 % (carril 9), DTT 10 mM
(carril 10).

Las condiciones analizadas no afectaron significativamente el estado
oligomérico o de agregacion de las proteinas por lo que se probaron mayores
concentraciones de los agentes reductores y se us6 otro agente tensoactivo

(SDS). Los resultados analizados por electroforesis en condiciones nativas
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muestran que NSP3 “entra en el gel” cuando se encuentra en presencia de -
mercaptoetanol (B-ME) al 5%. En el caso de NSP1 también el B-mercaptoetanol
causé que la proteina entrara ligeramente al gel (Figura 36). Estos resultados
sugieren que tanto NSP3 como NSP1 presentan estados oligoméricos superiores
0 agregados heterogéneos que son parcialmente resueltos con el uso de un

agente reductor en alta concentracion.

W

Figura 36. Efecto de agentes reductores y agentes tensoactivos. Carril 1, NSP3; carril 2, NSP3
en presencia de SDS 0.3%. carril 3, NSP3 en presencia de BME 5%, carril 4, NSP1; carril 5,
NSP1 en presencia de SDS 0.3%; carril 6, NSP1 en presencia de BME 5%.
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VII. ANALISIS DE RESULTADOS

La proteina NSP1 de rotavirus podria participar en la modulacién de la
respuesta del huésped ya que interacciona con el factor transcripcional IRF-3,
el cual juega un papel importante en la modulacién de los estados antivirales
en la célula. Por otro lado, NSP3 tiene un papel relevante en la infeccion
viral ya que inhibe la sintesis de proteinas celulares.

El modelo de replicacion viral de rotavirus aceptado en los Gltimos afios,
que esta basado en la distribucion de las proteinas virales y su interaccién
con otras proteinas virales y el ARNm viral en sistemas in vitro, plantea que el
ARNm viral se produce fuera de los viroplasmas y es trasportado hacia estas
estructuras por una o varias proteinas que se unen al ARNm viral. Entre las
proteinas que interaccionan con el ARNm viral estan NSP1 y NSP3. Estas
proteinas ademas de interaccionar con los extremos 5" y 3" el ARNm viral
respectivamente, se distribuyen en el citoplasma por lo que, se ha postulado
que ambas participan en el proceso de “canalizacién” de los ARNm virales
hacia los viroplasmas.

Esta “canalizacion” podria ser mediada por NSP1 y NSP3 de manera
individual o por una interaccion entre ellas. La interaccion ha sido sugerida
por varios estudios. El principal antecedente de la interaccion fue aportado por
Gonzales y colaboradores (1997). Este grupo encontrd que las
construcciones NSP1-dominio de activacién y NSP3-dominio de unién a ADN
presentaban interaccién; sin embargo, no sucedié lo mismo con las
construcciones inversas (NSP1-dominio de unién a ADN y NSP3-dominio de
activacion) por lo que los resultados de la interaccion no fueron concluyentes.
Los mismos autores analizaron la interaccién de construcciones truncadas de
NSP1 con NSP3 y viceversa pero no se demostré la interaccion de ninguna
de ellas, sugiriendo que si ésta existe, es altamente dependiente de la
conformacién. No fue posible determinar los dominios de la proteina que
participan en la interaccion con esa metodologia y es necesario que la
interaccién sea estudiada usando otra metodologia.
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Entre las diversas metodologias para estudiar las interacciones proteicas,
en el presente estudio analizamos la interaccion usando la co-precipitacion in
vitro. Esta técnica no detecta interacciones de baja afinidad o transitorias, que
pueden existir en la célula en un estado de equilibrio dinamico, lo que permite
determinar si dos proteinas interaccionan en forma especifica, minimizando la
posibilidad de obtener resultados falsos positivos. La co-precipitacion in vitro
también permitid estudiar la interaccién en ausencia de elementos que
pudieran afectar el estudio. La presencia del ARNm viral podria favorecer la
formacion del complejo tripartito NSP3/ARNmM/NSP1 generando falsos
positivos ya que ambas proteinas interaccionan con el. La metodologia
también permite descartar si el factor IRF-3 participa en la interaccion como
fue sugerido por Groff et al., 2003.

Para el estudio de la interaccion NSP3/NSP1, estas proteinas se
expresaron in vitro. En ambos casos se obtuvo a la proteina de interés junto
con proteinas de menor peso molecular, producidas probablemente por
terminacion temprana en la sintesis o por degradacion con proteasas. La
presencia de estas proteinas, no afectd nuestro estudio ya que tanto NSP1
como NSP3 fueron los productos mayoritarios en la expresién, adicionalmente
los resultados se analizaron por electroforesis, por lo que se determino con
precisian si la co-precipitacion correspondia a la proteina de interés.

En la expresion in vitro de las proteinas virales se obtuvo una mayor
cantidad de NSP3 que de NSP1. Esto coincide con lo observado en la
infeccion viral, donde la cantidad de NSP3 es alrededor de 3 veces mas que
la de NSP1 (McCrae et al., 1989). Estas diferencias entre las cantidades de
proteinas producidas in vitro sugieren un mecanismo de regulacién en la
expresion proteica similar al que ocurre en células infectadas.

Los mecanismos que regulan la expresion de los genes virales no se
conocen en su totalidad. Se ha postulado que existen secuencias ubicadas
en las regiones no traducibles (RNT) de todos los genes virales que participan
en la regulacion ya sea inhibiendo o promoviendo la expresion de los mismos.
La participacion de estas secuencias se ha demostrado en la expresion de
VP86, la cual es afectada por una secuencia “enhancer” en el extremo 3° de la
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RNT (Yang et al, 2004). Las proteinas producidas en este estudio no
contienen las RNT (solo se clono el marco abierto de lectura) lo que sugiere
que los elementos reguladores de la expresion de ambas proteinas, no solo
podrian estar dentro de las RNT sino también dentro del marco abierto de
lectura.

Estos resultados no permiten afirmar que las RNT no participan en la
regulacion proteica de NSP1 y NSP3 durante la infeccion viral, ya que no es
posible interpolar los datos obtenidos en este sistema con lo que ocurre en la
infeccion viral.

En los ensayos de co-precipitacion de NSP1 y NSP3 usando el suero
hiperinmune anti-NSP3 de rotavirus se encontro que una pequefa cantidad
de NSP1 co-inmunoprecipita junto con NSP3, lo que sugiere que NSP1 y
NSP3 interaccionan de manera directa sin requerir al ARNm viral y/o IRF-3 u
otro factor viral o celular. Los datos obtenidos al co-precipitar a NSP3
usando un anticuerpo anti-histidinas que interacciona con NSP1 fusionada a
una cola de histidinas también sugieren que NSP1 y NSP3 interaccionan.

La cantidad de NSP1 co-precipitada usando el suero hiperinmune anti-
NSP3 en condiciones fue minima, lo que no permite asegurar que las NSP1 y
NSP3 interaccionan. Sin embargo, esta cantidad fue detectada en
condiciones de alta astringencia en los lavados, lo que sugiere fuertemente
que la interaccion se presenta.

Como la cantidad de proteina inmunoprecipitada podria ser consecuencia
de que solo una fraccion de las proteinas se encuentre soluble y por lo tanto
solo esta fraccion pueda participar en la interaccion, se analizo la solubilidad
de las proteinas en los lisados. Ambas proteinas se ubican en la fraccion
soluble de los lisados, lo que sugiere que ambas proteinas estan disponibles
para interaccionar.

En la biusqueda de condiciones que aumentaran la sensibilidad en la
determinacion de la interaccion entre NSP1 y NSP3 se cambid el suero
hiperinmune de ratén anti-NSP3 del rotavirus YM por otro suero hiperinmune
de conejo anti-NSP3 del rotavirus SA-11 y por un ACM anti NSP3 del
rotavirus YM. Sin embargo, alin usando anticuerpos con excelente capacidad
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para inmunoprecipitar a NSP3 no se logré aumentar la cantidad de NSP1
inmunoprecipitada.

La cantidad de NSP1 inmunoprecipitada por los distintos sueros
hiperinmunes y el ACM anti-NSP3 fue constante, por lo que se considero la
posibilidad de que la cantidad de proteina inmunoprecipitada refleja una
relacidbn estequiométrica asimétrica, donde se requieran numerosas
moléculas de NSP3 para interaccionar con NSP1. Sin embargo, cuando se
co-precipité a NSP3 usando un anticuerpo anti-His y se encontré que la
cantidad de NSP3 fue igual de baja a la de NSP1 co-precipitada por el
anticuerpo anti-NSP3. Estos datos indican que la cantidad de proteina co-
precipitada no refleja ninguna relacién estequiométrica asimétrica, sino que
se debe a factores desconocidos.

La cantidad de proteina co-precipitada no permite concluir que las
proteinas interaccionan ni identificar el dominio de unién a NSP1 en NSP3, ya
que la sefial obtenida podria arrojar resultados falsos negativos. Sin embargo,
el uso del ACM anti-NSP3 permitid hacer inferencias sobre el posible sitio de
interaccion de NSP3 con NSP1. El anticuerpo monoclonal reconoce a los
tltimos 107 aminoacidos de NSP3 (Vidal et al., datos sin publicar).
Considerando que el anticuerpo con un peso de 150 KDa es mas grande que
NSP3 (34 KDa) el impedimento estérico del anticuerpo unido a NSP3 en su
extremo carboxilo dificilmente permitiria su interacciéon con NSP1. Como el
ACM no interfirié con la cantidad de proteina precipitada, es probable que si
NSP3 interacciona con NSP1 o haga a través del extremo amino terminal o
en la parte central de NSP3.

Dados los resultados obtenidos, se exploré6 la interaccion por
entrecruzamiento quimico. Sin embargo, en los ensayos de entrecruzamiento
quimico, todas las muestras fueron retenidas en la parte superior del gel, por
lo que no fue posible determinar la interaccion por este método.

La formaciéon de complejos de alto peso molecular en los ensayos de
entrecruzamiento, sugirid que NSP1 y/o NSP3 podrian formar oligbmeros de
alto peso molecular. Lo anterior se corroboré por electroforesis en condiciones
nativas, en donde se observo que NSP3 tiene un peso molecular aproximado
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de 100 KDa. Este resultado es similar al obtenido por Mattion et al., (1992)
cuando determino el estado oligomérico de NSP3 recombinante producida en
células de insecto en ausencia de agentes reductores. Sin embargo, Mattion
sugirid que NSP3 es un dimero y que el peso molecular obtenido es producto
de interacciones intermoleculares mediadas por puentes disulfuro. La
naturaleza dimerica de la proteina fue confirmada cuando se resolvié la
estructura tridimensional de los fragmentos amino y carboxilo de NSP3 por
cristalizaciéon (Deo et al., 2001, Groft et al.,, 2002). Sobre la base de estos
antecedentes y considerando que el extremo carboxilo de NSP3 presenta una
forma alargada como de bastén, proponemos que NSP3 con un peso
molecular aparente de 100 KDa es un dimero y el retraso en su migracién en
geles nativos se debe a la forma del extremo carboxilo.

En el caso de NSP1 no fue posible determinar su estado oligomérico, sin
embargo, esta proteina no es monomerica. El peso molecular del oligémero
es mayor a 200 KDa que es la capacidad de resolucién que tienen las
concentraciones de poliacrilamida usadas. Por lo que NSP1 puede tener un
arreglo tetramérico o de mayor nimero de unidades.

No existen estudios previos sobre el estado oligomérico de NSP1, sin
embargo el estado oligomérico de la proteina disminuy6é en presencia del
agente reductor B-ME, lo que sugiere que existen interacciones
intermoleculares mediadas por puentes disulfuro. No es posible descartar que
estos complejos de NSP1 solamente existan in vitro como un artefacto debido
a las condiciones reductoras usadas, las cuales son distintas a las celulares,
lo que podria permitir la formacion de puentes disulfuro intermoleculares.

Después de analizar distintos factores que pudieran afectar la interaccion,
creemos que el estado oligomérico de las proteinas virales, en especial de
NSP1 probablemente es lo que impide que NSP1 y NSP3 se encuentren
“disponibles” para interaccionar entre si. Es decir, la formacién los grandes
complejos oligoméricos o agregados de NSP1 podrian  impedir la
accesibilidad de su dominio de interaccion con NSP3. Esto explicaria las bajas
cantidades de proteina inmunoprecipitada y que los datos de co-precipitacion

no se ajusten a una relacion estequiométrica definida en la interaccion.
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Los datos obtenidos, no permiten concluir si las proteinas interaccionan, por
lo que es necesario abordar su estudio usando otra tipo de metodologia. Los
resultados obtenidos en los estudios de la interaccién, sugieren que esta es
altamente dependiente de la conformacion y que el estado oligomerico de las
proteinas parece ser importante, por lo que proponemos el estudio de la
interaccion por fluorescencia de transferencia de energia por resonancia
(FRET por sus siglas en ingles). Este método se basa en fusionar un
fluoroforo distinto a cada proteina estudiada, en donde la excitacion de uno
de ellos (donador de electrones de alta energia) permite la transferencia de
energia del otro fluoroforo que funciona como aceptor de electrones de baja
energia, si se encuentra a menos de 100 A, lo que ocasiona que se emita un
foton. Este método permite la deteccion de proteinas en tiempo real y en
células vivas a través de microscopia de florescencia.

Del posible papel que la interaccion juega en la infeccion y su participacion
en la replicacion viral o en la traduccion de las proteinas virales no tenemos
datos.

Aunque se ha planteado que estas proteinas participan en la canalizacién del

ARNm hacia los viroplasmas, estudios reciente basados en el uso de ARN
de interferencia y datos de la sintesis localizada del ARNm viral apuntan que
el ARNm viral es sintetizado in situ en los viroplasmas, por lo que no seria
necesaria la “canalizacion” a estas inclusiones. (Silvestri et al., 2004).

En este modelo, se ha planteado que después de la entrada del virus a la
célula y la perdida de la capa externa de la particula viral, se sintetiza el
ARNm viral, el cual es incorporado a los polisomas para producir las
proteinas virales. Algunas de las particulas bicapa, sirven como puntos de
acumulacién de las proteinas sintetizadas, y estas por un mecanismo
desconocido, son incorporadas a los viroplasmas. Los ARNm producidos por
las particulas bicapa en las inclusiones son capturados por una o mas
proteinas que se unen a ellos y estos sirven como fuente para la replicacion
del genoma viral. Segun este modelo, NSP1 y NSP3 no podrian participar en
la replicacion viral ya que la localizacion de ambas proteinas no co-localiza

con los sitios de replicacion viral.
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Se desconoce si NSP1 participa en la traduccion viral, contrario a NSP3, la
cual tiene un papel indispensable al “secuestrar” la maquinaria celular de
traduccién. Nosotros proponemos, en base a la funcion de NSP3, que NSP1
modula la funcién de NSP3 en la traduccién. Sin embargo, para entender el
papel de la posible interaccion entre estas proteinas, es necesario conocer las
funciones de ambas.

Durante la escritura de este trabajo, Barro y Patton (2004) han propuesto que
NSP1 promueve la dispersion del virus de célula a célula. Esta funciéon no
significa que la proteina no participe en otros procesos, como lo sugiere la
capacidad de interaccion de la proteina con ARNm viral en un sistema in vitro.
(Brottier et al., 1992).
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VIIl. CONCLUSIONES

A pesar del trabajo realizado, no fue posible demostrar la interaccion de las
proteinas NSP3 y NSP1 in vitro. Los resultados obtenidos en el estudio
sugieren que NPS1 y NSP3 interaccionan, pof lo que se requiere abordar el
estudio de la interaccion con otras metodologias.
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Anexo A. Materiales y reactivos

Material biolégico

Células de rindbn de mono, cepa MA104. Esta cepa procedente del
laboratorio del Dr. Luis Padilla fue obtenida originalmente de Richard G.
Wyatt del National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA.
Rotavirus cepa YM. Esta cepa procedente del lab. del Dr. Luis Padilla,
fue obtenida originalmente del Dr. Carlos Arias del Instituto de
Biotecnologia, UNAM, Cuernavaca, México.

Reactivos

Albumina de suero bovino. #C A-3059, Sigma, St. Louis, Missouri. E.U.A.
Anticuerpos policlonales y monoclonales anti-NSP3 obtenidos de ratén.
Estos fueron producidos en el laboratorio usando la proteina NSP3 del
rotavirus YM fusionada a Glutation S-transferasa expresada en E. coli
como antigeno para inmunizar a ratones. Las bacterias en las que se
expreso la proteina habian sido transformadas con el plasmido pGEX-YM7
donado por la Dra. Susana Lépez del Instituto de Biotecnologia, UNAM,
Cuernavaca, México. Los anticuerpos monoclonales se seleccionaron por
inmunotincion de células MA104 infectadas con el rotavirus YM (datos sin
publicar).

Anticuerpos policlonales de conejo anti-NSP3 del rotavirus SA11. Estos
anticuerpos fueron producidos en el laboratorio inmunizando conejos y
usando como antigeno a NSP3 del rotavirus SA11 fusionada a una cola
de histidinas en su extremo carboxilo. Esta proteina recombinante fue
expresada en E. coli y purificada por cromatografia de afinidad.
Anticuerpo monoclonal 1E11 especifico contra VP6 de rotavirus. El
anticuerpo monoclonal 1E11 anti -VP6 fue producido por el Dr. Luis
Padilla en el laboratorio del Dr. Harry Greenberg (Universidad de Stanford,
Stanford, California, E.U.A.) a partir de un ratén inmunizado con el
rotavirus de humano ST3 y seleccionado por un ensayo inmunoenzimatico
contra el rotavirus Wa.



Anticuerpo monoclonal 255/60 especifico contra VP6 de rotavirus. Este
anticuerpo fue producido en el laboratorio del Dr. Harry Greenberg de la
Universidad de Stanford, Stanford, California, E.U.A., a partir de un raton
inmunizado con rotavirus de simio RRV y seleccionado por un ensayo
inmunoenzimatico contra el rotavirus RRV (Greenberg et al., 1993, White
et al., 1984).

Anticuerpos IgG anti-His (H-15):sc803 de conejo. Con una concentracién
de 200 pg/ ml. #C c1103, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
California, E.U.A.

ADN polimerasa Taq Platinum™. #C 11304-011, Invitrogen, Carlsbad
California, E.U.A.

Cocktail de inhibidores de proteasas Complete™. #C 1697498,
Boehringer Mannheim, Alemania.

Isopropanol grado de pureza HPLC. #C AH323-4 Burdick & Jackson,
Muskegon, Michigan, E.U.A.

Marcador de peso molecular de proteinas para condiciones no
desnaturalizantes. #C MW-DN-500, Sigma, St Louis. Missouri, E.U.A.
Marcador de peso molecular proteico Rainbow marcado con '*C. #C CFA
755. Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Inglaterra,
Marcador de peso molecular de ADN 1 Kb. #C 10787-018, Invitrogen,
Carlsbad, California, E.U.A.

Marcador de peso molecular de 100 pbs. #C 15611-015, Invitrogen,
Carlsbad, California, E.U.A.

Medio minimo esencial de Eagle. #C 61100-061, Invitrogen, Carlsbad,
California, E.U.A.

Metionina **S Redivue™. #C AG1594 Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, Inglaterra.

Oligonuclettidos YMT75, YMX3, YMTS55 y YMX35 manufacturados por
Invitrogen, E.U.A.

Plasmido pET28c. #C 69866-3, Novagen, San Diego, California, E.U.A.,



Este plasmido permite obtener proteinas con una cola de histidinas en el
extremo carboxilo de la misma. El plasmido esta bajo el control de Ia
polimerasa T7 y confiere resistencia a kanamicina.

Plasmido pET28-RRV5. Esta construccién formada por el plasmido
pET28c y la secuencia de NSP1 del rotavirus de la cepa RRV fue
producida por Wilbert O. Zarco en el laboratorio del Dr. Luis Padilla del
Instituto de investigaciones Biomédicas, UNAM, México.

Plasmido pGEX, NA Genbank M2167, Amersham Biosciences. Este
vector de expresion permite obtener proteinas fusionadas a glutation S-
trasferasa en el extremo amino. Este vector esta regulado por el operador
de lactosa.

Plasmido pGEX-YM7. Esta construccién formada por el plasmido pGEX y
la secuencia de NSP3 permite expresar a NSP3 de rotavirus YM. La
construccion fue donado por la Dra. Susana Lopez del Instituto de
Biotecnologia, UNAM, Cuernavaca, México.

Proteina A- Sefarosa CL-4B. #C 17-0780-01 Sigma, Uppsala, Suecia.
Sistema ThermoScript para RT-PCR. #C 11146-024, Carlsbad, California,
E.U.A.

Sistema de purificacién de RNA por minicolumna RNAeasy. #C 74103
Qiagen, Alemania.

Sistema de purificacion de DNA por minicolumna Wizard. #C A7170,
Promega, Madison, Wisconsin, E.U.A.

Sistema de transcripcion/traduccion TNT T7 Quick Master. #C L1170,
Promega. Madison, Wisconsin, E.U.A.

Sistema de transcripcién/traduccién TNT T7 para DNA obtenido por PCR.
#C L 5540. Promega. Madison, Wisconsin, E.U.A.

Suero fetal bovino, #C 16000-044. Life Tecnologies, E.U.A.
Trifluorometano (Freon 11). #C L0288A, Cydsa, México.



Anexo B. Secuencia de los genes 5y 7 de rotavirus YM

La secuencia del gene 5 de rotavirus que codifica a la proteina no estructural

NSP1 fue reportada por Kojima K. et al. 1996

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

ggcttttttt
actataagag
ggaggccatc
atttgactta
gtagatgttt
taacaaagga
agaaaatagt
tgcecgecaatg
tgagtggtga
ctccatttte
atttcaacag
tttcaaaatc
ttaatatact
gtactatgtt
tcgaaatttt
ttacacagca
atcatagage
ttattgtatg
gagctttagt
gctatattag
gtatatttaa
atgaagtgaa
tactgactct
tcaggtatat
gtgcaagacg

aagatcacat

1561 tgtgacc

tatgaaaagt
gttgaataaa
acctccaaca
ctgtagaggc
tcttgatgac
ggacttagca
gaataaattc
gtataatcat
catttattat
atttgtaaat
aatgtcattt
aaggtttatc
ggaaaattta
tggtaaatgg
aaaaacatcg
taaactaaaa
tctagcaact
gaatgactrtt
caagtcaaat
agatgttttt
ttgcttagaa
ctgggatgtt
gaatgatgtt
gagaaacaca
gaagattgct

ttgccaccac

cttgtggaag
ttgaatcatg
aaatacaaag
tgttctatat
gaaccgcatt
aatttgatcg
attaataaca
ttattgatgc
atttttggtt
ttgatagata
ttaccattag
agtgaagaaa
cataatccaa
aatgaagcat
catgttgaat
gcagtatcaa
gaagtataca
agacttagaa
acccgcattg
gatgtgtgtg
tcagtagagt
gctaacgtat
ataacagcct
ccaacgacta
gattacgact

aagactcecct

ccatggctac
cagtcttgaa
gatggtgttt
atcatgtttg
tattgagaat
acatgtacaa
caaaacagca
caataacact
attatgatga
tatatgatag
tattacagca
agaggcagat
attttaaaat
gtacacttgt
tttatgatgt
aagtgatcaa
attgtagatg
atatttgtga
gacattgttc
acgaaaataa
tggatggegt
taattcaaaa
tgcattctat
cgtttacagt
cgggtctatc
gcactagagt

cttcaaagat
actaggagtt
agactgttgt
tcagtggtgt
gaggactttt
tgtgttgttc
taagtgtaga
acaatcttta
catgaaaaac
attgttgctt
agaatatgca
taatcattct
acaaattact
caaagatatt
ttcacccaga
accaaattac
gtgttcggta
taatgtatta
atcacaagag
gtggaacaca
tcactatgtt
tattgggaaa
gatttacgat
tgacaaatta
tgatgttgag
agcgcctagg

gecttgttatc
aatgatgcat
Caacatactg
aatcaatatg
aaaaatgaca
cctgtaaatc
aatgaacttg
tcaatagaat
gttaatcaga

gacgatgtga

tgcagaatgt
gccacttcaa
aatactagtt
aatttcatcta
Ccaaatacata
tctgtatcag
ctgcttaatc
attccacaaa
tggttrcgata
agacaacig
taattgaaga

cagcataaaa



La secuencia del gen 7 de Rotavirus YM que codifica para la proteina NSP3 fue

proporcionada por la Dra. Susana Léopez del Instituto de Biotecnologia, UNAM.
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ccttttaatg
gatggtaggt
ccacttcaac
tatactagag
taaaaacaac
gaaaatttgg
atagtggcta
ttctaaagga
tgaaaagaat
atgagagaca
tgatgagaag
aattagagaa
aataattggg
tcaaaatgtt
attgtaacaa
tcatcagtag
aactgatatt
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tgaccctcta
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attgatcaaa
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aaatagaacg
atggaaattg
gagatttgag
tgcagaaagce
atttcacagce
attggaaact
aatggtattt
gaacaacaac
cgatcttgaa
ttttaatgtt
gaatagtcac
tgagcacaat

gggcgttatg

gttgatgctc
acacctcttt
atgggtattc
gtttgattat
aagctatgac
agaaatagaa
ggatgtaaac
agatgagagt
tcatcatcaa
aggagaggtt
acactattga
tcactaaagc
gaagaaagtg
aacaaaacca
gacttacaga
aagatctatg
taaattcaat
tcattgatta
gaaaggactt
ataatataaa
agttaaaagc

tgacc

aagatggagt
tgaagctgca
aatatgatta
gtgatggatg
tattgatcaa
attggatgac
aaacttagaa
acttaatgct
tcattaagtg
gaagttgacg
ttggaaatct
agagagttag
aatgaaaata
gatagcagat
gcaaaattag
gaactgtcag
tgatgcaatc
gaaatttgat
gtgaggcaat
ctatattaac

taacactgtc

ctactcagca
gttgttgctg
caatgaggta
actctggtgt
gcgttaaatg
tgattctaaa
tgatgttatc
tgectttagtg
taccaggctt
actcatttgt
agatatgacc
tgaaaagtat
tgtactccct
cttcaacagt
ttcactagtg
acgatgttaa
aatcctatca
ccaagattac
gcaactatga
catctacaca

aaaaacctaa



Anexo C. Composicion de los reactivos usados para el estudio de la
interaccion

La preparacion de los reactivos esta reportada en Current Protocols on
Molecular Biology (Ausubel et al., 1996)

Azul de bromofenol 1 %

0.01 mg/mL azul de bromofenol en glicerol al 50%

Buffer de Lisis no desnaturalizante

1ml Titron X-100, Tris-HCL 50 mM (pH 7.4), NaCl 300 mM, EDTA 5 mM y 0.02%
azida de sodio

Buffer disruptor 5x
Tris-HCI 0.05 M (pH 6.8), EDTA 0.05 M, NaCl 0.05y SDS al 5 %

Buffer de entrecruzamiento

50 mM de NaH2P04, 100 mM NaCl, 0.1 % B-mercaptoetanol, 10 % glicerol pH 7.3

Buffer Laemli 1x

3.03 gr de tris base, 14.4 de glicina, 1 gr de SDS y 1000 mL de agua. pH 8.3

Buffer de lavado de baja astringencia
1 % Nonidep P40, 1 % desoxicolato de sodio, y Tris-HCI 0.05 M

Buffer de lavado de media astringencia

1% ftriton, 0.1 % SDS, 1% desoxicolato de sodio, 150 mM de NaClm 25 mM tris
pH7.4, 5mMEDTA

Buffer de lavado de alta astringencia
1% triton, 0.31 % SDS, 150 mM de NaCl, 25 mM tris pH 7.4, 5 mM EDTA




Buffer de muestra 1x

0.625 mL de tris HCI 0.5 M pH 6.8, 1 mL de SDS 10%, 0.5 % glicerol, 0.25 mL de
B-mercaptoetanol, 0.23 mL de azul de bromofenol 1 % y 2.3 mL de agua
destilada

Buffer de sintesis DNA 5x
250 mM trsi-HCI pH 8.4, 375 mM acetato de potasio, 40 mM acetato de magnesio

Buffer TAE 50x

224 g tris base, 57.1 mL acido acético glacial, 37.2 g Na 2:EDTA x 2 H>0, 900 mL
agua destilada

Coctel de inhibidores Complete 25 X

1 tableta disolver en 2 mL de agua destilada

Gel concentrador de poliacrilamida SDS-PAGE (para un gel de 16 x 4 cm)
Contiene un volumen final de 10mL suficientes: 4.6 mL de agua destilada, 3.5 mL
de acrilamida-bisacrilamida (30%-0.8%), 1.8 mL tris 0.5 M (pH 6.8), 50 uL
persulfato de amonio 10%, 50 pL SDS 10% y 5 uL TEMED

Gel separador de poliacrilamida SDS-PAGE (para un gel de 16 x 13 cm)

Contiene un volumen tontal de 20 mL suficientes: 9.3 mL de agua destilada, 6.5
mL de acrilamida-bis acrilamida (30%-0.8%), 7.5 mL tris 1.5 M (pH 8.8), 0.15 mL
SDS, 150 pL persulfato de amonio 10 % y 10 uL de TEMED

Gel concentrador de poliacrilamida en condiciones nativas

Los componentes y concentraciones son iguales a las descritas para el gel
concentrador de poliacrilamida SDS-PAGE sin SDS. Para el analisis del estado

oligomérico, solo se modificéd la cantidad de poliacrilamida en el gel separador.



Gel separador de poliacrilamida en condiciones nativas

Se usaron geles con diferentes concentraciones de poliacrilamida por lo que su
composicion se describe en de |a tabla 3.
Tabla 3. Composicién de los geles de poliacrilamida al 12%, 10% y 8%.

Solucién 12 % 10 % 8 %
Agua destilada 9.3 mL 10.3 mL 10.3 mL
tris 1.5 M (pH 8.8) 7.5 mL 7.5 mL 7.5 mL
acrimalida-bis acrilamida 12 mL 10 mL 8 mL
(30%.0.8%)

persulfato de amonio 10% 150 pL 150 pL 150 pL
TEMED 10 pL 10 pL 10 pL

Marcador de peso molecular de ADN lineal de 1Kb

100 plL solucion stock marcador, 100 pl agua destilada, 100 puL azul de

bromofenol 1%

Medio Esencial Minimo (MEM) con SFB 10 %
400 mL de medio esencial minimo, 12 mL de bicarbonato de sodio 7.5 %, 4 mL

de penicilina/estreptomicina 100x, 4 mL de glutamina 100x y 42 mL de SFB

PBS 1x
10 mL PBS A 10x, 10mL PBS B 10x, 10 mL PBS C 10x, 70 mL agua destilada

Proteina A-Sefarosa
1.5 g de proteina A-Sefarosa en 30 mL de tris 50 mM pH7.5

Verseno
0.2 g EDTAxNa, 100 mL PBS A 10x, 900 mL agua destilada



Anexo D. Produccion de la proteina NSP1-His

Para la amplificacion del gene que codifica NSP1 de rotavirus RRV se usaron
los oligonucleétidos RRV5-30 y RRVPT-53 los cuales se disefiaron basandose
en la secuencia reportada por Dunn et al., 1994. El oligonucleétido RRV5-30
contiene ademas de la secuencia complementaria del gen, un sitio de corte
reconocido por la endonucleasa Nco. Esto mismo sucede con el oligonucleétido
RRVPT-53 que contiene la secuencia complementaria del gen 5 y un sitio de
corte reconocido por la endonucleasa Xho. Usando estos sitios de corte, se
insertd la secuencia del gen 5 del rotavirus RRV en el plasmido pET28c. Este
plasmido cuyo mapa se encuentra descrito en la figura A1 contiene el promotor
de la polimerasa T7 lo que permite expresar la proteina en un sistema libre de
células y ademas codifica para una cola de seis histidinas la cual se une en el
extremo carboxilo de la proteina expresada. La cola de histidinas permite tanto
la purificacién de la proteina como su inmunoprecipitacion usando un anticuerpo
anti-histidinas. Adicionalmente, la expresibn de la proteina usando la
construccion pET28-RRV5 puede ser regulada mediante un operador de lactosa
cuando se expresa en bacterias. Esta construccion fue producida por Wilbert O.
Zarco en el laboratorio del Dr. Luis Padilla del Instituto de investigaciones
Biomédicas, UNAM, México (Zarco O. Wilbert, tesis de licenciatura, BUAP,
2004).

Terminador T7

His Tag &
tbs

\G"en 2 Operador lac

o Promotor T7

Origen A1

Kanamicina

pET-28b (+)
NOVAGEN

Ori pBR322
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