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RESUMEN

Los virus han desarrollado una gran variedad de estrategias para controlar la maquinaria
de sintesis de proteinas a favor de su ciclo de replicacion. Los transcritos virales deben
competir con los transcritos celulares por los ribosomas para ser traducidos eficientemente.
Los rotavirus se replican exclusivamente en el citoplasma celular, y la sintesis de proteinas
virales se favorece a lo largo del ciclo replicativo, desde el comienzo de la infeccion hasta
la conformacion de las particulas virales. En esta tesis estudiamos a la proteina NSP3 de
rotavirus, que funciona como regulador traduccional de la expresion génica del hospedero
y del virus. Determinamos la importancia de la estabilidad y la dimerizacion de NSP3 sobre
su funcion inhibitoria de la traduccion celular. Se generaron mutaciones puntuales sencillas
y dobles en el dominio coifed coil de NSP3, se midio la acumulacion y la dimerizacion por
Western blot (disociativo y no disociativo), y la funcion inhibitoria de la traduccion celular
por marcaje metabdlico con [**S]metionina y [*S]cisteina. Encontramos mutaciones que
afectan el proceso de dimerizacion de NSP3 y disminuyen su estabilidad (W170A, K171E,
R173E y R187E:K191E) o aumentan la estabilidad y en consecuencia la acumulacion de la
forma dimérica (Y192A). No obstante, observamos también que algunas mutantes
severamente afectadas en la formacion de dimeros solo revierten parcialmente la funcion
maxima de NSP3 silvestre (90% de inhibicion de la traduccion celular versus
aproximadamente 50% de la mutante W170A). Nuestros resultados sugieren que los
intermediarios de la dimerizacion de NSP3 son funcionales, y que el dimero se degrada con
mayor rapidez que el monomero, posiblemente como consecuencia de su

poliubiquitinacion.
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ABSTRACT

Viruses have developed a wide variety of strategies to control the protein synthesis
machinery in favor of its replication cycle. In addition, viral transcripts must compete with
cellular transcripts for ribosomes to be translated efficiently. Rotavirus replicates exclusively
in the cellular cytoplasm, and the synthesis of viral proteins must be favored throughout the
replication cycle from the beginning of the infection until the formation of the viral infectious
particles. In this thesis, we studied the rotavirus NSP3 protein, which functions as a
translational regulator of both viral and host gene expression. We determined the
importance of the stability and dimerization of NSP3 on its inhibitory function of cell
translation. Single- and double-point mutations were designed in the coifed coif domain of
NSP3, and the accumulation and dimerization were determined by Western blot
(dissociating and non-dissociating), as well as the inhibitory function on host cell translation
by metabolic labeling with [**S]methionine and [**S]cysteine. We found mutations that
affected the dimerization process of NSP3 and decreased its stability (W170A, K171E,
R173E and R187E: K191E). In contrast, a single mutation (Y192A) enhanced the stability
and the yield of the dimeric form of NSP3. However, some mutants severely affected in the
dimerization process were only partially affected on the host cell inhibitory function of wild-
type NSP3 (90% inhibition of cell translation versus approximately 50% of the mutant
W170A). Therefore, these results suggest that NSP3 dimerization intermediaries are
functional. Additionally, we found that the NSP3 dimer degrades faster than the monomer,

possibly as a consequence of its palyubiquitination.
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INTRODUCCION

Rotavirus

En 1973, los rotavirus fueron reconocidos como el mayor causante de gastroenteritis en
ninos (Bishop, R. F., G. P. Davidson, |. H. Holmes, & B. J. Ruck, 1973; Flewett, T. H., A. S.
Bryden, & H. Davies, 1973). Antes de la introduccion de las vacunas, se estimod que a nivel
mundial rotavirus causaba 453 000 muertes de nifios cada afio y 36% de las
hospitalizaciones por diarrea. Entre 2006 y 2007 se introdujo la vacunacion contra el
rotavirus en México, y se obtuvo una reduccion del 56 % (2008-2010) de la mortalidad
relacionada a diarrea en nifnos menores a 5 anos (Richardson, V., U. Parashar, & M. Patel,
2011%

Los rotavirus (RV) tiene tropismo por los enterocitos con capacidad de infectar otros
tipos celulares, e inducen diarrea por mala absorcion en el intestino delgado, al modificar el
transporte de electrolitos y/o glucosa-aminoacidos. Ademas, inducen la produccion de
moléculas neuroactivas que causan isquemia y de la proteina viral no estructural 4 (NSP4)

que se comporta como enterotoxina (Hagbom, M., & L. Svensson, 2016).

Los rotavirus pertenecen al género Rotavirus dentro de la familia Reoviridae
(subfamilia Sedoreovirinae), en base a la proteina VP6 se han descrito ocho especies del
género Rotavirus (Rotavirus A — Rotavirus H). Basado en el porcentaje de identidad
genodmica de los genes virales se propuso un método de clasificacion de acuerdo a los
segmentos genomicos: VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6, y
los genotipps se representan por Gx-P[x]-1x-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, donde
G(Glycosilated), P(Protease sensitive), I{Inner capsid), R(RNA-dependent RNA
Polymerase), C(Core protein), M(Methyltransferase), A(Interferon Antagonist), N(NTPase),
T(Translation enhancer), E(Enterotoxin) y H(PHosphoprotein). Particularmente para NSP3,
se han reportado al menos 13 genotipos distintos con un umbral de corte de 85% de
identidad nucleotidica (Desselberger, U., 2014; Matthijnssens, J., M. Ciarlet, S. M.
McDonald, H. Attoui, K. Banyai, J. R. Brister, et al., 2011).

12



Genoma, particula y ciclo de replicacioén viral.

El genoma de los rotavirus de la especie A (RVA) consiste de 18,500 pb y se divide en 11
segmentos de RNA de cadena doble {dsRNA), que codifican para seis proteinas
estructurales y seis proteinas no estructurales como se observa en la figura 1A y en la tabla
1 {(Matsuo, E., & P. Roy, 2009).

VP4 vp7
RNA ; \
Segment Protein ‘

!
. s’{t %‘f ‘

il

2~n «— VP3 h.
3::’ — tVP1 ]
4 VP4 M-
9&:\
Pi
5— Sm—— NGP1
86— —— <+—VP§ (B)
B #\8R
g—"'_‘- 3
VP7
10— =—=— <— NSP4
44— [Be====l 4— NSP5.6

(M)

Fig. 1 Arquitectura de las particulas de los rotavirus. (B) Particula de triple capa TLP, {C) Corle transversal
de la TLP, (D) Capa interna de la particula viral compuesta por VP2 y el genoma viral asociado a VP1 y VP3,
(E) Particula de doble capa DLP, transcripcionalmente activa, y (F) canal de salida de los RNA mensajeros
virales que resultan de la asociacion entre VP8 {azul) y VP2 {verde). Imagen tomada de H. Jayaram, et a/ 2004

(Jayaram, H., M. K. Estes, & B. V. V. Prasad, 2004).

La particula completa de rotavirus mide 100 nm, no posee envoltura lipidica y esta
formada por tres capas concéntricas de proteinas estructurales, que se denomina particula
de triple capa (TLP, por sus siglas en inglés trple-layered particle) (Figura 1B). El nlicleo
del virion esta formado por 120 moléculas de la proteina VP2 organizadas en 60 dimeros y
alberga a los 11 segmentos de RNA gendmico, y se asocian a VP1 {(RNA polimerasa
dependiente de RNA} y VP3 (guanilil-metil-transferasa), que forman el complejo de
transcripcion viral (Figuras 1C y 1D) (Desselberger, U., 2014; Estrozi, L. F., E. C. Settembre,
G. Goret, B. McClain, X. Zhang, J. Z. Chen, et al., 2013; Greengard|, P., 1992).
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La capacidad infecciosa de rotavirus se adquiere por un corte proteolitico de VP4
por tripsina, que resulta en dos proteinas adicionales (VP5 y VP8) que fungen como
receptores virales; una vez dentro de la célula se pierde la ultima capa de proteinas, dando
lugar a la particula de doble capa (DLP por sus siglas en inglés Double-Layered Particle)
(Greengardl, P., 1992).

El virus ingresa a la célula por endocitosis mediada por receptor, y la ultima capa de
proteinas se desprende de la TLP por una baja concentracion de Ca®" en los endosomas
(Figura 2B), y se libera la DLP. En el citoplasma, las DLP se vuelven transcripcionalmente
activas para sintetizar los RNA mensajeros virales mediante VP1 y VP3, y los transcritos
virales sirven para la sintesis de proteinas, y de molde para la replicacion del genoma viral
(Guglielmi, K. M., 5. M. McDonald, & J. T. Patton, 2010).

La proteina NSP3 reconoce especificamente a los RNA mensajeros mediante la
secuencia UGACC en el extremo 3, y se piensa que estimula su traduccion
circularizandolos de manera analoga a la que realiza PABP en RNAmM celulares
poliadenilados. Ademas, NSP3 impide la traduccion de los mensajeros celulares
poliadenilados unidos a PABP al desplazar competitivamente a esta proteina que se
relocaliza en el nucleo (Figura 3D) (Desselberger, U., 2014; Navarro, A., L. Williamson, M.
Angel, & J. T. Patton, 2016). El RNAcs(+) y algunas proteinas virales se localizan en
cuerpos de inclusion citoplasmaticos llamados “viroplasmas”, donde se lleva a cabo la
replicacion viral y la conformacion de las DLP de novo (Figura 2F) (Desselberger, U., 2014).
Los viroplasmas se caracterizan por contener NSP2 y NSP5 que reclutan a otras proteinas
virales (VP1, VP2, VP3 y VP6), y se ha propuesto que los viroplasmas se comienzan a
formar alrededor de las DLP durante la transcripcion del genoma viral (Trask, S. D., S. M.
McDonald, & J. T. Patton, 2012).

Las DLP recién formadas pueden tener actividad transcripcional secundaria y
ademas migran al reticulo endoplasmico (RE), donde adquieren una membrana transitoria
a la cual se incorpora la ultima capa de proteinas (VP4 y VP7). Posteriormente, las TLP
recién formadas se liberan por lisis celular o en vesiculas derivadas del RE (Figura 2J)
(Desselberger, U., 2014). En la tabla 1 se indican las funciones para cada una de las

proteinas virales y el segmento genomico correspondiente.
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Figura 2. Ciclo de replicacion de los rotavirus. (A) Interaccion del receptor viral (VP4) por el receptor celular
en la célula hospedera. (B) Internalizacion de la particula viral por endocitosis y pérdida de las proteinas
presentes en la capa externa de la TLP (VP7 y VP4). (C) La DLP se vuelve transcripcionalmente activa y produce
los RNAcs(+) que serviran como molde para la sintesis de proteinas virales y la replicacion del genoma. (D)
Produccion de las proteinas virales regulada por NSP3 unido a los mensajeros virales en el extremo 3, y que
interacciona con el factor elF4G para circularizar el RNAm viral. (E) NSP1 posee un dominio del tipo RING,
similar a ligasas de ubiquitina E3 y que promueve la degradacion de factores celulares involucrados en la via
del interferon (IFN). (F) Formacion de los viroplasmas compuestos por el RNA viral y las proteinas virales VP1,
VP2, VP3, VP86, NSP2, NSP5 y NSP6. En los viroplasmas se lleva a cabo la replicacion del genoma viral y el
ensamblaje de las DLP. (G) Migracion de la DLP hacia el reticulo endoplasmico rugoso (RER), por la unién
entre VP4 y NSP4 anclada en la membrana del RE. (H) Adquisicién de una membrana lipidica transitoria en la
DLP dentro del RER. (I) Pérdida de la membrana lipidica transitoria y adquisicion de las proteinas VP7 y VP4
para formar la TLP. (J) Liberacion de la particula viral madura por vesiculas o lisis celular. Imagen modificada
de L Hu, et al (Hu, L., S. E. Crawford, J. M. Hyser, M. K. Estes, & B. V. Prasad, 2012).
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Tabla 1. Segmentos genomicos, funcion y proteinas codificadas por los rotavirus A.

Gen Tamaifio (pb) Proteina Tamarfio (kDa) Funciones
1 3302 VP 125 RdRP, unién al RNAcs, complejo con VP3
Capa interna del virion, unién al RNA viral, necesaria para la actividad de la
2 2687 VP2 o4
RdRP
3 2552 VP3 88 Guanililmetiltransferasa, unién al RNAcs, fosfodiesteresa y complejo con VP1
Antigeno de neutralizacion, receptor viral, aumento de infectividad por
4 2362 VP4 86 ; . :
proteasa, virulencia, fusion con la membrana celular, componente de la TLP.
5 1581 NSP1 58 Antagonista del IFN, ligasa E3, union al RNA viral
Proteina mas abundante, antigeno de neufralizacion, necesaria para la
] 1356 VP8 44 .
transcripcion
Unidn al extremo 3° del RNA mensajero viral, unidn a proteinas celulares
¥ 1074 NSP3 34 (elF4G, RoXaN y HSP90), regulador traduccional del virus, desplaza a PABP
de elF4G.
Glicoproteina, antigeno de neutralizacion, Ca?* dependiente, componente de
8 1062 VPT7 37
la TLP.
Unidn al RNA viral, NTPasa, NDP cinasa, helicasa, componente esencial para
9 1069 NSP2 36 . . .
los viroplasmas, interaccion con NSP5
Glicoproteina anclada al RER, viroporina, receptor para la DLP en el RER,
interaccion con los viroplasmas, regulador de la autofagia, enterotoxina,
10 751 NSP4 20
(secretada), modulacién del Ca* intracelular, replicacion del RNA, factor de
virulencia
i 5 Fosfoproteina, glicoproteina, unidn a RNA viral, cinasa, componente esencial
11 666 para los viroplasmas, interaccion con VP2
NSPG** 12 Interaccion con NSP5, localizacion en los viroplasmas

Tabla modificada de Desselberger U., 2014. *VP4 por accion de la fripsina genera a las proteinas VP5 y VP8, **N8P6 producto del segundo
marco abierto de lectura (ORF) en el segmento 11, RARP (Polimerasa de RNA dependiente de RNA), RNAcs (RNA de cadena sencilla), TLP
{Particula de Triple Capa}, IFN ({interferdn), elF4G (Factor de inicio de la traduccion eucarionte 4 gamma), RoXaN (Rotavirus X protein
associated to NSP3), HSP90 (Proteina de chogue témico 90), PABP (Proteina de unidn a poli-A), NTPasa (Nucledtido trifosfatasa), NDP
{Nucledtido difosfato), RER (Reticulo Endoplasmico Rugoso), DLP {Particula de doble capa).

Proteina No Estructural 3 de rotavirus (NSP3 — Non Structural Protein 3).

El producto del gen 7 de rotavirus A es la proteina NSP3 con 314 aminoacidos y se
conforma como un homodimero con capacidad para interactuar especificamente con los
RNAm virales, con las proteinas celulares elF4G, RoXaN y Hsp90 (Dutta, D., S.
Chattopadhyay, P. Bagchi, U. C. Halder, S. Nandi, A. Mukherjee, et al., 2011; Mattion, N.
M., J. Cohen, C. Aponte, & M. K. Estes, 1992; Poncet, D., S. Laurent, & J. Cohen, 1994;
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Vitour, D., P. Lindenbaum, P. Vende, M. Becker, D. Poncet, & M. M. Becker, 2004). La cepa
SA-11 del rotavirus A posee un gen para NSP3 con 1,104 bases y en los extremos 3’y &5’
tiene regiones no traducidas de 25 y 131 nucledtidos, respectivamente. Ademas, entre los
distintos genotipos propuestos para NSP3 se observa una identidad nucleotidica de entre
46 y 85% (lto, H., M. Sugiyama, K. Masubuchi, Y. Mori, & N. Minamoto, 2001; Matthijnssens,
J., M. Ciarlet, M. Rahman, H. Attoui, K. Banyai, M. K. Estes, et al., 2008; Matthijnssens, J.
etal., 2011).

Los monédmercs de NSP3 tienen una masa molecular de 34 kDa y presentan una
organizacion de la cadena polipeptidica compuesta por tres dominios distinguibles (Figura
3); el dominio de union al RNA (RBD) se encuentra en el extremo amino terminal
(aminoacidos 4-149), y mediante el extremo carboxilo terminal se une al factor elF4G (GBD,
aminoacidos 206-314), entre ambos segmentos de la proteina se encuentra la regién
minima para dimerizar (HID, aminoacidos 150-205). Ademas, es posible predecir por
herramientas de bioinformatica una region extensa de tipo coiled coil que se encuentra
traslapada con los dominios HID y GBD y comprendida entre los aminoacidos 159 y 245
(Piron, M., T. Delaunay, J. Grosclaude, & D. Poncet, 1999). Por otra parte, las proteinas
Hsp90 y RoXaN también se unen a esta region entre los aminoacidos 225-258 y 167-237,
respectivamente (Dutta, D. et al., 2011; Vitour, D. et al., 2004).

| RoXahl (163-237) |
Dimerizacién (150-205 pl HSPI0 (225-058)

——— Cuiled-cail ( 159-245) ————]

I
@]

N- ARN (4-149)

elF4G (206-315)

Figura 3. Organizacion estructural del monémero de NSP3. La proteina tiene 315 aminoacidos y 34 kDa de
masa molecular. El extremo amino terminal une a la secuencia consenso en los rotavirus A (5-GACC-3') en el
extremo 3' del ARNm viral, y mediante el extremo carboxilo terminal NSP3 interacciona con elF4G en el mismo
sitio que PABP. En la parte central de la proteina se encuentra la regién minima para dimerizar y los dominios
de unién a Hsp90 y RoXaN. Ademas, NSP3 tiene una secuencia larga del tipo coiled coil. Los nimeros indican

las posiciones de los aminoacidos que delimitan cada dominio en NSP3.

La estructura cristalografica de NSP3 de la cepa SA11 fue resuelta parcialmente
para el extremo amino terminal (residuos 4-164) y el carboxilo terminal (residuos 206-315).
El extremo amino terminal fue cristalizado unido a un pentaribonucleotido (5’-UGACC-3)

del RNAm viral y se conforma como un dimero asimétrico que tiene una interface alargada
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de naturaleza polar {Deo, R. C_, C. M. Groft, K. R. Rajashankar, & S. K. Burley, 2002) (Figura
4A). Mientras que el extremo carboxilo terminal se cristalizd con un péptido de elF4G
{residuos 132-160), y se muestra como un dimero simétrico con dos sitios hidrofdbicos para
unir a elF4G. La estructura cristalografica correspondiente a la region de dimerizacion no
ha sido reportada, no obstante una parte de la regidn coiled coil (residuos 206-251), es
posible observarla en la estructura resuelta para el extremo carboxilo terminal {Figura 4B)
(Groft, C. M., & S. K. Burley, 2002).

N-terminal C-terminal
4-164 207-315

Figura 4. Estructuras cristalograficas del extremo animo terminal (A) vy carboxilo terminal (B} de NSP3.
{A) Homodimero asimétrico del extremno amino terminal (residuos 4-164) inducido por la secuencia consenso
de RNA viral (5-GUGACC-3) que se muestra como sticks de color rojo (PDB: 1KNZ). (B) Homodimero simétrico
del extremo carboxilo terminal (residucs 206-315) en complejo con un péptido de elF4G (ribbons de color rgjo)
(PDB: ILJ2). Las estructuras cristalograficas de NSP3 se representan como rilxbons azules gue muestran a cada
mondmero, respectivamente. Imagen modificada de Liva Hu, et al 2012 (Hu, L. et al., 2012).

NSP3 CONTROLA LA TRADUCCION CELULAR Y VIRAL.

Inhibicién de la traduccién celular por NSP3.

La mayoria de los virus son considerados parasitos intracelulares obligados y la produccion
de las proteinas virales requieren en gran medida de la maquinaria de sintesis proteica

celular. Por lo que, los virus han desarrollado estrategias que secuestra a los ribosomas en
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los ARN mensajeros virales tanto espacio como temporalmente (Walsh, D., M. B. Mathews,
[. Mohr, O. Larsson, B. Tian, N. Sonenberg, et al., 2012). Las estrategias de control estan
dirigidas a todas las fases de la traduccion celular (iniciacion, elongacion y terminacion) del
hospedero. Sin embargo, los transcritos virales deben competir con los celulares, que
mayoritariamente se traducen por la via dependiente del cap en el extremo 5 del ARNm, y
por la presencia de poliadenilacion en el extremo 3'. Ademas, mediante el bloqueo de la
traduccion celular se contrarresta la respuesta inmune celular, sobretodo en las etapas

intermedias del ciclo replicativo viral (Au, H. H., & E. Jan, 2014).

NSP3 inhibe la traduccion celular al interaccionar con el factor de inicio de la
traduccion eucarionte 4G (elF4G, por sus siglas en ingles eukaryotic Initiation Factor 4
Gamma), y los mensajeros celulares unidos a PABP son desplazados de los complejos
traduccionales. elF4G es una proteina que se expresa en todas las células y controla el
inicio de la traduccion dependiente del cap e IRES. Ademas, participa en la maduracion del
RNAm (splicing), en la estabilidad/degradacion nuclear del RNAm y posiblemente en la
traduccion nuclear (Das, S., & B. Das, 2016). Los mensajeros celulares son reconocidos y
protegidos en sus extremos 5’ y 3’ respectivamente por las proteinas elF4E y PABP, lo que
ocasiona que el ARNm sea reclutado en la subunidad ribosomal menor 40S en busqueda
del coddn AUG para el inicio de la traduccion celular. Adicionalmente, estas interacciones
son dirigidas por elF4G que funciona como andamiaje entre elF4E y PABP, lo que favorece
la circularizacion y la proteccion del ARNm para asegurar la traduccion (Groft, C. M., & S.
K. Burley, 2002; Piron, M., P. Vende, J. Cohen, & D. Poncet, 1998).

Durante el ciclo de replicacion de rotavirus existe una disminucion evidente de la
traduccion celular, mientras que la sintesis de proteinas virales aumenta desde los tiempos
tempranos de la infeccion (1-2 hpi) (Montero, H., M. Rojas, C. F. Arias, & S. Lopez, 2008;
Piron, M. et al., 1998), este fenotipo ha sido vinculado directamente a NSP3. La inhibicién
de la traduccion celular inducida por NSP3 ha sido ampliamente estudiado tanto en el
contexto de la infeccion viral como en sistemas de expresion heterdlogos. Los primeros
reportes indicaron que NSP3 es capaz de interaccionar con elF4G tanto en experimentos
in vitro e in vivo, lo cual resulta en el desplazamiento de PABP y por consiguiente del ARNm
celular del complejo elF4F que participa en el inicio de la traduccion celular, en el cual
participan otras proteinas (elF4E, elF4G, elF4A y PABP). Ademas, no se encontrd un

disminucion para la interaccion entre elF4G y elF4E (proteina de unidn al cap en 5°) o
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protedlisis de elF4G, similar a lo encontrado para algunos otros virus de mamiferos (Piron,
M. et al., 1998). Algunas proteasas de virus (HIV-1, picornavirus, poliovirus, etc.) separan
los extremos amino y carboxilo terminal de elF4G para inhibir la sintesis de proteinas
celulares al impedir la circularizacion y posterior traduccion del ARNm. Durante la infeccion
con rotavirus no se han detectado cortes proteoliticos de elF4G ni perdida en la asociacion
con elF4E o elF4A (Castello, A., E. Alvarez, & L. Carrasco, 2011; Novoa, ., & L. Carrasco,
1999; Piron, M. et al., 1998; Walsh, D. et al., 2012). Adicionalmente, en la infeccion por
rotavirus se activa la cinasa PKR, y el factor elF2a es fosforilado; un mecanismo
ampliamente relacionado con la inhibicion global de la sintesis de proteinas celulares
(Montero, H. et al., 2008; Rojas, M., C. F. Arias, & S. Lopez, 2010).

El dominio de union para elF4G en NSP3 fue localizado en el extremo carboxilo
terminal entre los residuos 206 y 313 (Piron, M. et al., 1999); la estructura cristalografica de
esta region reveld un homodimero con dos sitios hidrofébicos para la union a elF4G con
leucinas y residuos aromaticos, donde las isoleucinas 140 y 142 de elF4G hacen contactos
con los residuos de fenilalanina (F296 y F299) y las tirosinas (Y308 y Y310) en NSP3.
Ademas, interacciones del tipo van der Waals intervienen entre NSP3 y elF4G
particularmente los residuos Y308, M298 y L302. El nucleo hidrofébico se establece entre
los aminoacidos 1140, 1142, 1152, 1156 y M157 de elF4G con F296, F299, Y308 y Y310 en
NSP3 para brindarle estabilidad al homodimero. NSP3 comparte el sitio de union a PABP
en elF4G, y se ha demostrado que elF4G interacciona con mayor afinidad con NSP3 que
con PABP por ensayos de calorimetria de titulacion isotérmica (Groft, C. M., & S. K. Burley,
2002).

En el sistema de expresion heterélogo con el virus vaccinia se estudio la importancia
de los dominios de union a RNA, dimerizacion y de union a elF4G en el establecimiento del
efecto inhibitorio traduccional. Mediante ensayos de marcaje metabdlico de proteinas con
%3, se encontrd que tanto el extremo carboxilo terminal como la parte central son
importantes para tener un maximo efecto sobre la inhibicion de la sintesis de proteinas
celulares y virales (vaccinia), por otra parte, la delecion del dominio de union al ARN viral
no resultd en una reversion de la funcion de NSP3 (Padilla-Nariega, L., O. Paniagua, & S.
Guzman-Ledn, 2002). Mediante este sistema se han evaluado diversas proteinas de unién
a RNA de rotavirus fuera del contexto de la infeccion viral, ya que tiene las ventajas de que

es inducible por IPTG, asi como la incorporacion en el sistema de una secuencia del tipo
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IRES del virus de la encefalomiocarditis (EMC), lo que asegura la expresion de la proteina
de interés a pesar de que la traduccion dependiente del cap se encuentre comprometida
(Elroy-Stein, O., T. R. Fuerst, & B. Moss, 1989; Padilla-Noriega, L. et al., 2002; Pinha-
Vazquez, C., M. De Nova-Ocampo, S. Guzman-Leon, & L. Padilla-Noriega, 2007).

La localizacion intracelular de las proteinas celulares es determinante para su
funcion, no obstante, durante la infeccidon con rotavirus la proteina PABP se localiza
predominantemente en el nucleo de la célula infectada, debido al desplazamiento de su
sitio de union en elF4G por NSP3 (Harb, M., M. M. Becker, D. Vitour, C. H. Baron, P. Vende,
S. C. Brown, et al., 2008; Montero, H. et al., 2008). El transporte nuclear-citoplasmico de
PABP es acoplado a otras proteinas y factores de inicio de la traduccion, debido a que
carece de sefiales de localizacion y exporte nuclear. PABP interacciona con la proteina
paxilina a traves de los dominios LD o mediante intermediarios de RNA para poder
localizarse en sitios especificos de la célula o para ser exportada del nucleo (Harb, M. et
al., 2008; Woods, A. J., M. S. Roberts, J. Choudhary, S. T. Barry, Y. Mazaki, H. Sabe, et al.,
2002; Woods, A. J., T. Kantidakis, H. Sabe, D. R. Critchley, & J. C. Norman, 2005). Los
virus utilizan diversas estrategias para apoderarse de la maquinaria de sintesis de
proteinas, alterar la funcion de PABP es un blanco funcional para llevar a cabo esta funcion.
Diversos virus codifican proteasas (picornavirus, calicivirus, hepatitis A, HIV-1 y 2) que
cortan a PABP, o bien algunos otros que maodifican la distribucién de la proteina con el
objetivo de favorecer directa o indirectamente la replicacion viral (rotavirus, dengue,
citomegalovirus, vaccinia virus, influenza, VHHS8) (Smith, R. W. P., & N. K. Gray, 2010). La
relocalizacion de PABP en el nucleo celular se presenta cuando los dominios de union a
RNA (RRM, por sus siglas en ingles RNA-recognition motif) pierden la union con el ARNm
celular y por tanto interaccionan con la importina alfa (Kumar, G. R, L. Shum, & B. A.

Glaunsinger, 2011).

Los transcritos celulares en células infectadas con rotavirus se acumulan en el
nucleo celular, y cuando se bloquea la expresion de NSP3 con RNA de interferencia este
fendmeno se revierte, por lo que esto puede ser atribuido a NSP3. Ademas, los transcritos
celulares sufren de hiper-adelinacion, sin cambio aparente en la cantidad de transcritos
celulares, mientras que la cantidad de ARNm disminuye en el nticleo de la célula infectada
(Rubio, R. M., S. I. Mora, P. Romero, C. F. Arias, & S. Lopez, 2013).
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NSPF3 se une a otra proteina celular denominada RoXaN, que fue descrita en un
estudio sobre el interactoma de NSP3. Mediante una biblioteca de DNA complementarios y
el ensayo del doble hibrido, se identifico a RoXaN (Rotavirus X protein associated to NSP3)
que consta de 977 aminoacidos y 110 kDa. RoXaN tiene un dominio tipo LD (LDxLLxxL),
mediante el que interacciona con NSP3 por interacciones ionicas/hidrofébicas (Vitour, D. et
al., 2004). Ademas, NSP3 forma un complejo ternario con elF4G1 y RoXaN, que se ha
reportado es determinante para la relocalizacion de PABP en el nuclen. Mutaciones en
NSP3 o RoXaN que afectan la interaccion provocan que el complejo ternario se disocie y
por consiguiente PABP no se acumula en el nucleo celular (Harb, M. et al., 2008).
Adicionalmente, RoXaN fue detectada como una proteina que une a secuencias del tipo
ARE (AU-rich element) en el RNA, y que regulan la estabilidad de diversos transcritos
celulares (Leppek, K., & G. Stoecklin, 2014).

La circularizacion de los RNA mensajeros celulares a través de los extremos 5’ (cap-
elF4E) y 3’ (poliadenilacion-PABP) favorece su traduccion. Sin embargo, los mensajeros de
rotavirus no estan poliadenilados en 3’; en su lugar, poseen una secuencia conservada
(UGACC) que especificamente reconoce NSP3 (Gratia, M., P. Vende, A. Charpilienne, H.
C. Baron, C. Laroche, E. Sarot, et al., 2016; Vende, P., M. Piron, N. Castagnée, & D. Poncet,
2000). NSP3 tambien es capaz de favorecer la traduccion de RNAm con extremos similares
a los mensajeros de rotavirus en células infectadas por rotavirus, y en células no infectadas
que expresan a NSP3, por lo que se ha propuesto como un reemplazo de PABP para los
RNAm virales (Gratia, M., E. Sarot, P. Vende, A. Charpilienne, C. H. Baron, M. Duarte, et
al., 2015). Controversialmente, al reducir la expresion de NSP3 por RNA de interferencia
no se afecta la sintesis de proteinas virales, y la produccion de particulas virales infecciosas
se incrementa (Montero, H., C. F. Arias, & S. Lopez, 2006).

NSP3 se conforma como un homodimero estable asistido por HSP90.

NSP3 es capaz de formar un homodimero y en la parte central de la proteina (aminoacidos
150-206), se delimitd la region minima para la dimerizacion (Mattion, N. M. et al., 1992;
Piron, M. et al., 1999). Ademas, se han detectado formas de oligomerizacion de la proteina
por encima del tamano esperado para el dimero ( > 72 kDa) tanto en sistema de traduccion

in vitro como en mutantes que tienen duplicados algunos dominios de la proteina que se

22



obtuvieron por repetidos ciclos de infeccion de rotavirus (Arnold, M. M., C. S. Brownback,
Z.F. Taraporewala, & J. T. Patton, 2012; Mattion, N. M. et al., 1992). Por lo tanto, la proteina
tiende naturalmente a dimerizar, lo cual se ha atribuido directamente a la presencia de una
secuencia del tipo coiled coil que se encuentra localizado entre la region minima para
dimerizar y el dominio de union a elF4G (aminoacidos 159-245), por lo que la importancia
de esta region particular de la proteina ha sido complicado de abordar experimentalmente
(Harb, M. et al., 2008; Piron, M. et al., 1999).

Inhibidores de HSP90 (17-AAG) tienen un efecto antiviral para rotavirus (Dutta, D.,
P. Bagchi, A. Chatterjee, M. K. Nayak, A. Mukherjee, S. Chattopadhyay, et al., 2009), por lo
que esta chaperona deberia tener un papel importante en el plegamiento de las proteinas
virales. Posteriormente se encontré que HSP90 participa directamente en el plegamiento
de NSP3, debido a que el bloqueo de la actividad de HSP90 a través del inhibidor 17-DMAG
resulta en menor nivel de expresion de NSP3 detectada por Western blot, por otro lado,
cuando se afiade el inhibidor del proteasoma (MG132) y 17-DMAG la expresion de NSP3
se recupera (Dutta, D. et al., 2011). Esto indica que HSP90 también evita la degradacion
de NSP3 por la via del proteasoma, resultados adicionales de nuestro laboratorio indican
que el maximo inhibitorio traduccional de NSP3 esta relacionado con la acumulacion del
dimero de NSP3 (Reyna-Rosas, manuscrito en preparacion). La inhibicion de la funcion de
HSP90 impide que PABP se acumule en el nucleo celular, indicando que la formacion del
dimero de NSP3 es necesaria para el desplazamiento de PABP de los complejos
traduccionales (Dutta, D. et al., 2011).

El dimero de NSP3 ademas regula la formacion del complejo ternario con elF4G y
RoXaN, debido a que cuando se expresan mutantes incapaces para interaccionar con
cualquiera de estas proteinas celulares, la localizacion de PABP en el nucleo no se lleva a
cabo. Por otro lado, en nuestro laboratorio se estimo que la estequiometria de interaccion
entre NSP3 y elF4G es 2:1 (Reyna-Rosas, manuscrito en preparacion; Harb et al., 2008).
Las formas oligoméricas de NSP3 son detectadas por separacion de proteinas en
condiciones no desnaturalizantes (baja concentracion de SDS y ausencia de agente
reductor) y posterior deteccion por ensayos tipo Western blot (Arnold, M. M. et al., 2012;
Contreras-Trevifio, H. I., E. Reyna-Rosas, R. Leon-Rodriguez, B. H. Ruiz-Ordaz, T. D.
Dinkova, A. M. Cevallos, et al., 2017; Dutta, D. et al., 2011; Mattion, N. M. et al., 1992).

Ademas, duplicaciones en el gene de NSP3 resultan en homodimeros de mayor peso
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molecular (124 kDa), y también se han observado formas superiores al dimero en células
de insecto, probablemente trimeros y tetrameros (Arnold, M. M. et al., 2012; Mattion, N. M.
etal., 1992).

Previamente, en ensayos de traduccion in vitro de reticulos fueron encontradas
formas tempranas del plegamiento de NSP3, que tienen la capacidad de co-
inmunoprecipitar con Hsp90 en los tiempos de expresion donde la forma dimerica y madura
de NSP3 no es evidente. Por lo que, estos resultados sugieren que interacciones tempranas
de NSP3 y Hsp90 se disgregan al someterlas a electroforesis no disociativas, y que los
intermediarios de dimerizacion de NSP3 migran en el mismo peso molecular que los
maondmeros. Ademas, cuando se bloquea la actividad de |la chaperona con 17DMAG los
monomeros recién sintetizados de NSP3 no interaccionan con Hsp90, y se degradan

rapidamente por la via del proteasoma (Dutta, D. et al., 2011).

En nuestro laboratorio se ha encontrado que la aparicion de los dimeros de NSP3
en el sistema del virus vaccinia requiere aproximadamente 8 horas para mantenerse
constante, este resultado no correlaciona totalmente con el establecimiento del maximo
efecto inhibitorio de la traduccion celular, ademas la adicion de 17DMAG solo afecta la
formacion de dimeros estables sin afectar la funcion inhibitoria de la traduccion celular

(Reyna-Rosas, en proceso).

Cuando se expresan por separados los extremos amino y carboxilo terminal poseen
la capacidad de formar dimeros en presencia de un oligonucledtido y un fragmento de
elF4G, respectivamente (Deo, R. C. et al., 2002; Groft, C. M., & S. K. Burley, 2002).
Ademas, ensayos de marcaje metabdlico de proteinas de células infectadas con el virus
vaccinia recombinantes con el gen de NSP3, indican que tanto el dominio de dimerizacion
como el dominio de unién a elF4G son indispensables para la inhibicion de la traduccion
celular, mientras que el extremo amino terminal no afecta la funcion inhibitoria de NSP3
(Padilla-Noriega, L. et al., 2002).

Por otro lado, una mutante de rotavirus (SA11-4Fg7re) que codifica para una
proteina NSP3 de mayor tamafio (67 kDa) tiene algunos dominios duplicados de la proteina
silvestre, conserva tanto la capacidad para oligorimerizar y para unir al RNAm viral, RoXaN

y a elF4G. No obstante, esta variante de NSP3 es incapaz de inhibir la traduccion celular y
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de inducir la relocalizacion de PABP en el nucleo, sin afectar la replicacion del virus

determinado por la presencia de particulas virales infecciosas (Arnold, M. M. et al., 2012).

NSP3 forma un complejo ternario con las proteinas celulares elF4G y RoXaN.

El desplazamiento de PABP tras la expresion de NSP3 resulta de la formacion del complejo
ternario con elF4G y RoXaN. elF4G es una proteina que se expresa en todas las células y
controla el inicio de la traduccion dependiente del cap e IRES. Ademas, se han demostrado
funciones nucleares como la participacion en la maduracion del RNAm (splicing), la
estabilidad/degradacion nuclear del RNAm y posiblemente en la traduccion nuclear (Das,
S., & B. Das, 2016). También interactia con otras proteinas celulares (elF4A, elF4E, PABP,
elF3, CBP80 y la cinasa Mkn1) y virales [proteasa 2A (picornavirus), NS1 (influenzavirus),
NSP3 (rotavirus)]. La proteina posee tres dominios diferenciales; mediante el extremo
amino terminal une a PABP y elF4E, y en el carboxilo terminal une a elF4A e indirectamente
al ribosoma (a través de elF3). La parte central de la proteina, llamada MF4G (Middle
Domain of elF4G), se une también a elF4A. En mamiferos se han identificado dos
segmentos de reconocimiento a RNA (RRM-RNA recognition motifs) ubicados en el
extremo amino terminal (Bradley, C. a, J. C. Padovan, T. L. Thompson, C. a Benoit, B. T.
Chait, & R. E. Rhoads, 2002; Prévdt, D., J.-L. L. Darlix, & T. Ohlmann, 2003).

RoXaN (Rotavirus X protein associated to NSP3) consta de 977 aminoacidos y 110
kDa, y se une a NSP3 mediante el dominio repetido del tipo LD (LDxLLxxL), semejante a
los que se encuentran en la proteina paxilina (Vitour, D. et al., 2004). Mutaciones en NSP3
o RoXaN que afectan la interaccion provocan que el complejo ternario se disocie y por
consiguiente PABP no se acumula en el nucleo celular (Harb, M. et al., 2008).
Adicionalmente, RoXaN fue detectada como una proteina que une a secuencias del tipo
ARE (AU-rich element) en el RNA, y que regula la estabilidad de diversos transcritos
celulares (Leppek, K., & G. Stoecklin, 2014).

Hsp90 favorece el plegamiento de diversas proteinas celulares y virales.

La familia de las chaperonas celulares, donde se incluye a Hsp90, participa en la

estabilizacion, regulacion y activacion de = 2000 proteinas “cliente” (cinasas, factores de
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transcripcion, receptores hormonales, RNA polimerasa, etcétera) (Eckl, J. M., & K. Richter,
2013; Makhnevych, T., & W. A. Houry, 2012). En células humanas se expresan dos
isoformas de la chaperona: HSP90a (inducible/mayor abundancia) y HSP90B
(constitutiva/menor abundancia). Las proteinas “cliente” de Hsp90 primero se pliegan
parcialmente por otra chaperona (Hsp70), y posteriormente son transferidas por co-
chaperonas a través de dominios del tipo tetratricopéptidos (TPR) (Sreedhar, A. S., E.
Kalmar, P. Csermely, & Y.-F. Shen, 2004).

Hsp90 funciona como un dimero unido por los extremos carboxilo terminal, donde
el extremo amino terminal de un mondmero de Hsp90 une e hidroliza ATP, y el extremo
carboxilo terminal reconoce a las proteinas cliente y estimula la actividad de Hsp90
concomitantemente con las co-chaperonas. El plegamiento asistido por Hsp90 comienza
cuando la proteina “cliente” es reconocida como mondmero, y posteriormente se une ATP
para adoptar una conformacion cerrada mediante la interaccion de los extremos amino
terminal. Inmediatamente se hidroliza el ATP, y la proteina “cliente” plegada y las co-
chaperonas se liberan, finalmente el dimero de Hsp90 se abre para asistir en el plegamiento

de otras proteinas (Figura 5) (Prodromou, C., 2016).

La formacion de dimeros estables de NSP3 es asistida por Hsp90; al inhibir
mediante farmacos especificos (17-DMAG) a la chaperona, NSP3 es inestable y se degrada
por el proteasoma. El mondmero de NSP3 interactia con Hsp90 mediante los residuos 225-
258 (HSP90-BD). Cuando se expresa una mutante de NSP3 con una delecion en el dominio
de union a Hsp90, PABP no es desplazada de su sitio de union con elF4G y posterior
acumulacion en el nucleo celular, por lo que la funcion de NSP3 es afectada (Dutta, D. et
al., 2011; Harb, M. et al., 2008).
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Figura 5. Funcién y regulacién de HSP30. Previo al reconacimiento de la proteina cliente de HSP30 (Apo-
HSP30}, el dimero se une a fravés de la interaccion entre el carboxilo terminal en una conformacidon abierta.
Posterior a la union de la proteina cliente y a la unidn de ATP, el dimero adopta la conformacion cerrada. Al
hidrolizar al ATP se libera la proteina cliente plegada. Las co-chaperonas AHA1, HOP, CDC37 yfo p23
acelerarybloquean la actividad de HSP30. Finalmente, el ADP unido en el amino terminal se libera para regresar
a la conformacion abierta y ser reciclada. Imagen tomada Hartl, Bracher and Hayer-Hartl, 2011}

NSP3 posee una region larga del tipo coiled coil.

Los dominios coiled coil estan compuestos de hélices alfa y son una de las principales
estructuras utilizadas para la oligomerizacion. La estructura primaria de los dominios coifed
coil presenta residuos hidrdfobos (H) y polares (P), y se compone por repeticiones de cada
siete residuos (HPPHPPP),, donde n es el nimero de repeticiones a lo largo del coiled coil.
Las posiciones en estos dominios se denotan como: (a-b-¢c-d-e-f-g), para una hélice y (a'-
b'-¢’-d-e'-f'-g’)y para la ofra. Regularmente, las posiciones a y d son ocupadas por
residuos hidrofédbicos, mientras que las posiciones e y g por residuos con carga o
hidrofilicos (Figura 6). Los residuos hidrofabicos determinan la asociacion entre hélices
formando una super hélice. Mientras que las interacciones iGnicas en las posiciones ey g
contribuyen a la estabilidad del coifed coil, y dependiendo de la carga en las cadenas
laterales, se involucran en la especificidad de la oligomerizacidon (homo- o hetero-
oligomerizacién) (Woolfson, D. N., G. J. Bartlett, M. Bruning, & A. R. Thomson, 2012).
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La estabilidad conferida por los caifed cof esta determinada por 4 factores: el
numero de heptarepeticiones {n), |a hidrofobicidad de los residuos en el nicleo de las
hélices {a y d), interacciones electrostaticas entre los residuos polares (e v g), vy 1a
disposicion de los residuos restantes (b, ¢ y ). Un aumento en el nimero de alfa hélices
presentes en la proteina, proporciona mas oportunidades de interacciones ionicas e
hidrofobhicas simultaneas, y generalmente se traduce en un aumento de la estabilidad de |a
proteina. La formacion de homodimeros se favorece cuando existen cargas opuestas,
mientras que la formacion de heterodimeros es preferida cuando tiene |la misma carga.
Similar a |a selectividad en |la oligomerizacion, la orientacion de las hélices se controla por
las interacciones electrostaticas entre las posiciones e y g. La fuerza de atraccion entre las
posiciones e:e' y g:g’ resulta en la formacion de heterodimeros antiparalelos, mientras que

la atraccion entre e:g’ y g:e’ lleva a la orientacion paralela {Pechar, M., & R. Pala, 2013).

MNSP3 posee una region larga entre los aminoacidos 158 v 240 predicha como caifed
covf mediante el algoritmo Lupas, |la cual se subdivide en dos segmentos con mayor
probabilidad de conformar caifed cafs {Lupas, A., 1897; Piron, M. et al., 1888). En esta
reqion estan contenidos completaments los dominios de dimerizacion, de union a RoXaN y
H5P30, y un segmento del dominio de unidn a elF4G que es visible en la estructura
cristalografica del extremo carboxilo terminal (Groft, C. M., & 5. K. Burley, 2002; Piron, M.
et al., 1889). Mediante el ensayo del doble hibrido, se expresd una mutante de NSP3 donde
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se eliminaron los primeros 162 aminoacidos (residuos 163-213) y se encontrd que es capaz
de multimerizar con otro segmento de NSP3 (88-313), mientras que una mutante que inicia
en la segunda region predicha para formar un coiled coil (206-313) no interacciona con la
proteina que conserva ambos segmentos. Ademas, se encontrd que la posicion 192 (Y)
tiene el valor menas probable para formar un coiled coil (Piron, M. et al., 1999). Por lo que,
la dimerizacion de NSP3 mediante la region coiled coil estaria directamente relacionada
con el primer segmento predicho y estaria delimitada entre los residuos 159 y 191 que

contiene cuatro hélices alfa suficientes para la dimerizacion de NSP3.

La proteolisis es un mecanismo de control de calidad para las proteinas.

La estructura tridimensional de las proteinas es adquirida posterior a la sintesis en el
ribosoma, y es fundamental para la adquisicion de la funcion, que debe ser conservada
durante todo la existencia de la proteina. Aunque la secuencia de aminoacidos determina
el plegamiento y la conformacion final, dentro del ambiente intracelular el proceso de
plegamiento de proteinas es energéticamente costoso, debido a que un conjunto de
chaperonas requiere de la hidrdlisis de ATP para asistir y acelerar el plegamiento. Las
chaperonas reconocen regiones hidrofobicas expuestas en las proteinas recién
sintetizadas, y previenen sobretodo su agregacion (Figura 7). No obstante, a pesar de la
elevada efectividad de las chaperonas ocurren errores durante el plegamiento y ademas en
ciertas proteinas se requiere cierta flexibilidad conformacional, que resulta en una menor
estabilidad. Ademas, existen algunos factores que afectan el plegamiento de una proteina
como las mutaciones, la temperatura, los radicales libres, los metales pesados y
condiciones de estrés. Por lo tanto, los eucariontes han desarrollado la proteostasis,
estrategias para el control de calidad de las proteinas con plegamiento incorrecto. En este
sistema de regulacion, ademas de la actividad de las chaperonas, participan dos vias de
degradacion de proteinas: el sistema ubiquitina-proteasoma y la protedlisis vacuolar
inducida por autofagia (Amm, ., T. Sommer, & D. H. Walf, 2014).
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Figura 7. Protedlisis de proteinas. El control de calidad de las proteinas detecta el plegamiento incorrecto y
activa mecanismos de degradacion como el proteasoma y la autofagia. El sistema ubiguitina-proteasoma es la
via mayoritaria para degradar proteinas y reciclar los aminoécidos. (Tomado de: (Diaz-Villanueva, J., R. Diaz-
Molina, & V. Garcia-Gonzalez, 2015)

Cuando las proteinas concluyen su funcion, su tiempo de vida celular o han sido mal
plegadas, se modifican con ubiquitina (polipéptido de 76 aminoacidos) a través de la
actividad coordinada de tres enzimas. El primer paso es la activacion dependiente de ATP
de la ubiquitina por la enzima E1, para formar un enlace tioéster entre |la glicina del carboxilo
terminal en la ubiquitina y la cisteina del sitio aclivo en la enzima E1. Posteriormente, la
ubiquitina activada se transfiere a la enzima E2 a través de un enlace tiocéster adicional.
Finalmente, la enzima E3 (ligasa) transfiere a la ubiquitina hacia la proteina sustrato,
formando un enlace covalente isopeptidico con los residuos de lisina. Varias rondas de
ubiquitinacién se realizan sobre otros residuos de lisina presentes en la proteina sustrato y
en la misma molécula de ubiquitina por enzimas E4. Una vez que se han afiadido al menos
cuatro cadenas de ubiquitina, el sustrato es rapidamente reconocido y degradado por el

proteasoma, mientras que las cadenas de ubiquitina son recicladas para etiquetar a otras
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proteinas (Figura 8) (Geng, F., S. Wenzel, & W. P. Tansey, 2012; Incbe, T., & A.

Matouschek, 2014).
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Figura 8. Sistema ubiquitina-proteasoma. La proteina que sera degradada por el via del proteasoma debe
ser etiquetada con ubiquitina. La adicién de la ubiquitina ocurre por una cascada enzimatica realizada por las
enzimas E1 aE4. El proceso puede ser regulado por enzimas que retiran la ubiguitina (DUbs). Tomado de Geng
etal., 2012

El proteasoma (26S) es un complejo de proteasas con multiples sitios cataliticos
ubicado en el citoplasma y nucleo de la célula eucarionte. Consiste de un nucleo catalitico
central (subunidad 208) y dos complejos reguladores (subunidad 19S) en los extremos. La
subunidad 20S es un cilindro en forma de barril compuesto de cuatro anilles agrupados:
denominados alfa y beta con siete subunidades cada uno. Los dos anillos externos son
cataliticamente inactivos y regulan la entrada de la proteina que sera degradada, mientras
que la actividad proteclitica radica en los siguientes dos anillos, dende los sitios cataliticos
se forman por residuos de treonina (en el extremoc amino terminal) y la degradacion requiere
de la hidrolisis de ATP. En total, tres tipos de actividades protecliticas han sido reportadas:
tipo tripsina, tipo quimiotripsina y tipo caspasa. Las dos subunidades 19S se encargan del
reconccimiento de la ubiquitina, desubiquitinacion, desnaturalizacion de la proteina y de la
translocacion del sustrato al nicleo catalitico (Figura 9). Ademas, el proteasoma participa
en la regulacién del cicle celular, apoptosis, procesamiento antigénico, transduccion de
sefales, regulacién transcripcional, reparacién del DNA, y regulacion de receptores (Diaz-
Villanueva, J. et al., 2015).
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Figura 9. Reconocimiento y degradacion de proteinas por el proteasoma. El sustrato modificado por el
complejo de enzimas E son reconocidas por el proteasoma, y sufren un desdoblamiento inicial. Posteriormente
son introducidas en el nicleo catalitico (208) para generar cortes protecliticos y la liberacion de péptidos

peguefos. Tomado de Inobe, T., & A. Matouschek, 2014.

NSP3 es una proteina estable que se degrada por la via del proteasoma.

La degradacion de una proteina por el proteasoma sirve como control de calidad cuando el
plegamiento ha fallado, o bien cuando la funcién se ha cumplido. En las células infectadas
con rotavirus y tratadas con el inhibidor de HSPS0 {17DMAG), se acumula menor cantidad
de NSP3, asi mismo células que expresan a NSP3 en presencia de 17DMAG, PABP no se
relocalizan en el nucleo y disminuye la sefial de fluorescencia para NSP3. Ademas, cuando
se utiliza el inhibidor del proteasoma (MG132) el nivel de expresion y la funcién de NSP3
se reestablecen {Dutta, D. et al., 2011). Por otro lado, NSP3 tiene un tiempo de vida media
de 200 minutos determinado por ensayos de pulso y caza con [**S]metionina mas
[**S]cisteina, y por comparacion con NSP1 {t 4= 90 minutos), es considerada una proteina

estable {Pifia-Vazquez, C. etal., 2007). Estos resultados indican que la estabilidad de NSP3
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se correlaciona con la formacion y acumulacion del dimero de NSP3, y por consiguiente

con la funcion inhibitoria de la traduccion celular.
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JUSTIFICACION

La funcién inhibitoria de la traduccion celular por NSP3 se deriva fundamentalmente de las
propiedades de sus segmentos central y carboxilo terminal, las cuales son responsables de
la formacion del complejo ternario con las proteinas celulares elF4G y RoXaN,
respectivamente, excluyendo la participacion del dominio amino terminal de union a RNA
viral. Estos segmentos de la proteina afectan de alguna forma la funcion celular de elF4G
y se encuentran involucrados en la translocacion nuclear de PABP-C. Particularmente,
propiedades inherentes al segmento central como la dimerizacion y la estabilidad de la
proteina no se han estudiado en el establecimiento de la funcion inhibitoria por NSP3. La
region coiled coil presente en NSP3 llamé nuestra atencion dado que es un segmento de la
proteina que involucra interacciones con RoXaN, elF4G y HSP90, y contiene la region
minima para dimerizar. En este estudio se abordd un enfoque de mutagénesis para estudiar
el efecto de diversos cambios puntuales (cuatro sencillos y uno doble) en la region coiled
coil de NSP3, expresada en el sistema del virus vaccinia recombinante. La capacidad para
inhibir la traduccion celular por NSP3 silvestre y sus mutantes se determind en condiciones
de maximo efecto (inductor y tiempo de expresion), mediante un ensayo de marcaje
metabdlico de proteinas. El nivel de acumulacion y la capacidad de dimerizacion se
determinaron por Western blot (disociativo y no disociativo, respectivamente), en presencia
o ausencia de un inhibidor del proteasoma (MG132) para explorar la capacidad de
dimerizacion y la estabilidad de la proteina. Ademas, se establecid un ensayo de bloqueo
de sintesis de proteinas combinado con Western blot para estimar el tiempo de vida de la
forma dimérica de NSP3. Estos enfoques permitieron explorar la importancia de la
estabilidad y la dimerizacion de NSP3 en su funcion inhibitoria de la traduccion celular.
Sorprendentemente, se encontrd un papel funcional de los intermediarios de dimerizacion
de NSP3.
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HIPOTESIS

La inhibicion de la traduccion celular por NSP3 no depende Unicamente de la interaccion
con elF4G, al desplazar de los complejos traduccionales a los RNA mensajeros celulares
unidos a PABP-C, sino también de propiedades intrinsecas de NSP3 como su estabilidad
y capacidad de dimerizacion. Por lo tanto, mutaciones simples o dobles en |a region extensa
del tipo coiled coil, seran capaces de afectar la dinamica de dimerizacion y la estabilidad de

las formas oligoméricas de NSP3 (dimeros y monomeros).
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OBJETIVOS

General

Estudiar la importancia de la region del tipo coiled coil de la proteina no estructural 3 (NSP3)

de rotavirus en su funcion inhibitoria de la traduccion celular y oligomerizacion.

Particulares

1. Determinar el efecto de mutaciones puntuales sencillas y dobles en la region coifed
coil de NSP3 sobre la funcion inhibitoria de la traduccion celular.

2. Determinar el efecto de mutaciones sencillas y dobles sobre la estabilidad y la
dimerizacion en presencia o ausencia del inhibidor del proteasoma MG132.

3. Estimar el tiempo de vida media de la forma dimérica de NSP3 por bloqueo de la

sintesis de proteinas en presencia y ausencia del inhibidor del proteasoma MG132.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos y anticuerpos

El inductor IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) con niumero de catalogo 70571
fue obtenido de Research Organics. El inhibidor del proteasoma (MG132 Cat. C2211) y la
cicloheximida (CHX Cat. C76698) fueron comprados a Sigma-Aldrich.

El suero hiperinmune que reconoce a NSP3 sensible y especificamente, fue producido en
nuestro laboratorio, Para lo cual, el gen 7 del rotavirus SA11 (GenBank M87502) fue
amplificado por RT-PCR con los oligonucledtidos SA1175 y SA1173, y clonado entre los
sitios Ncol y Xhol del plasmido pET28b, dando lugar al pET28-NSP3. La construccion
afiadio un extremo de hexahistidina en el extremo carboxilo terminal de NSP3. Las células
competentes de E. coli BL21-DE3 (a una D. O. de 0.5) se transformaron con pTE28-NSP3
y se indujo la expresion de NSP3 con IPTG (1 mM) durante 5 horas a 37°C. Transcurrido el
tiempo, las células bacterianas fueron disgregadas por sonicacion en PBS (libre de Ca*' y
Mg”) en presencia de inhibidores de proteasas (Complete EDTA-free, Roche, Basel,
Suiza). El lisado bacteriano fue centrifugado a 10,000 g por 30 minutos a 4°C. La proteina
NSP3 en la pastilla fue solubilizado por 14 h a 4°C en el amortiguador A (8 M urea, 0.1 M
NaH.PQOy4, 0.01 M Tris-HCI pH 8.0) con 5 mM de imidazol e inhibidores de proteasas. La
mezcla anterior se centrifugd a 10,000 g (30 minutos y 4°C), y el sobrenadante fue mezclado
con agarosa Ni-NTA (Qiagen, Hilden, Germany, cat 30210) durante una 1 hora a
temperatura ambiente en el amortiguador B (8 M urea, 0.1 M NaH2PO4, 0.01 M Tris-HCI
pH 6.5) adicionado con 20 mM de imidazol e inhibidores de proteasas. Posteriormente, se
centrifugo a 5,000 g (5 minutos a temperatura ambiente) y se lavo la resina dos veces en el
amortiguador B mas imidazol (5 mM). Se eluyd tres veces por 5 minutos a temperatura
ambiente con el amortiguador C (8 M urea, 0.01 M NaH:PO4, 400 mM imidazol pH 8.0). El
eluato se centrifugo a 5,000 durante 5 minutos. Finalmente, el eluato fue dializado contra el
amortiguador D (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0), y concentrado con Amicon Ultra
4 (Merck Milipore, Darmstadt, Germany). El perfil proteico fue determinado por SDS-PAGE,
tincion de Coomassie y analisis densitométrico por comparacion con estandares de BSA.
Este procedimiento de purificacion de NSP3 fue establecido en el laboratorio por Maritrini

Gonzalez Colén y realizado por Maximino Santiago Méndez.
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El suero anti-NSP3, se generd al inmunizar ratas por via intraperitoneal en cinco dosis (200
ug/dosis), con intervalos de 15 dias. La primera dosis fue administrada con adyuvante de
Freund (Sigma-aldrich, Saint Louis, Mo), el resto de las dosis no fueron suplementadas con
adyuvante. Quince dias posteriores a la ultima dosis, las ratas se anestesiaron con
pentobarbital sédico y se obtuvo la sangre por puncion cardiaca. El suero fue obtenido por
coagulacion y los animales se sacrificaron con dioxido de carbono. El manejo de los
animales se llevo de acuerdo a las guias para cuidado de animales de laboratorio
aprobadas por el Comité de Etica del Instituto de Investigaciones Biomeédicas, Universidad
Nacional Autonoma de México. La produccion del suero hiperinmune anti-NSP3 fue

realizada por Maximino Santiago Méndez.

El anticuerpo secundario anti rata (IgG) acoplado a peroxidasa fue comprado a Santa Cruz
Biotecnology (Dallas, Tx, Cat. SC2956).

Lineas celulares, virus y plasmidos

Las lineas celulares CV-1 y BSC-1 (Cercopithecus aethiops) fueron donadas por R. Rosales
(UNAM, Ciudad de México) y la linea celular HeLa se obtuvo del laboratorio del Dr. Alfonso
Gonzalez-Noriega (Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, Ciudad de México). Las
lineas se subcultivaron y sembraron en medio minimo esencial Eagle (VEM) suplementado
con suero fetal bovino al 7% (Biowest, México). El virus vaccinia parental vT7lacOl y el
plasmido VOTE.1 fueron donados por el Dr. B. Moss (National Institutes of Health,
Bethesda, MD). El virus vaccinia recombinante que expresa NSP3 silvestre de la cepa
RRV7 se generd previamente en nuestro laboratorio a partir del virus vT7lacOl y el plasmido
VOTE.1-RRV7 (Padilla-Noriega, L. et al., 2002).

Disefno de mutantes en NSP3 y mutagenesis del plasmido VOTE.1-RRV7

La region coiled coil (159-245) de NSP3 de la cepa RRV de rotavirus, y de todos los
genotipos reportados para NSP3 (T1-T12) se alinearon con Clustal OMEGA
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Matthijnssens, J. et al., 2011; Sievers, F., & D.

G. Higgins, 2014). Se identificaron residuos conservados en esta region como candidatos
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para mutagenizar (W170, K171, R173, R187, K191 y ¥192), y que ademas estuvieran en
las posiciones a, d, e y g de la hepta-repeticion caracteristica en los coifed coif. Los residuos
con carga positiva (K-lisina o R-arginina) se cambiaron por residuos con carga negativa (E-
acido glutamico), y los residuos voluminosos e hidrofobicos (W-triptdfano y Y-tirosina) se
moadificaron por un residuo pequeno (A-alanina). Se disefiaron oligonucledtidos para
generar las siguientes mutaciones: W170A, K171E, R173E, R187E:K191E y Y192A (Tabla
2). La mutagénesis sitio dirigida se realizdé en el plasmido VOTE.1-RRV con el kit
QuickChange® Site-Directed Mutagenesis (Agilent Techonologies, santa Clara, CA. Cat.
200518) acorde a las indicaciones del fabricante. Los plasmidos mutantes fueron
confirmados por secuenciacion en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA (Instituto
de Biotecnologia, UNAM). Los plasmidos se amplificaron en células competentes de E. coli
y el DNA plasmidico fue purificado con el kit QIAGEN Plasmid Purification (Duesseldorf,
Germany, Cat No. 12145). El procedimiento de mutagénesis fue realizado con ayuda del

Dr. Renato Ledon Rodriguez.
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Tabla 2. Oligonuclectidos para mutagénesis puntual y miltiple en el dominio coiled coil de NSP3

Mutacion

Sentido

Antisentido

R187E:K191E

5’ -GAGTCACTGARACATGAGGTTAATGAGGAGTAT
AATCATTGGG-3'

5" -CCCRATGATTATACTCCTCATTALRCCTCATGTT
TCAGTGACTC-3"

GGTTCTTAALGC-3 "

K171E 5 '~ GGRAAGTAGATACAATTGATGCCARATCRAGATA | 5'-CTAACTGTTCATATCTTGACTCCCAATCAATTG
TGAACAG-3' TATCTACTTCC 37
RA7AE 5'—GATACAATTGATTGGRAATCAGAGTATGAACAG | 5'-CTCTTTTCTAACTGTTCATACTCTGATTTCCAR
TTAGARARGAG-3" TCAATTGTATC 3’
WA70A 5’ GGAAGTAGATACAATTGATCCCAARTCAAGATAT | 5'-CTGTTCATATCTTGATTTGGCATCAATTGTATC
GRACAG-3" TACTTCC-3'
Y192A 5’ CATCGGGTTAATGAGAAGECCAATCATTGGETT | 5’ GOTTTAAGAACCCAATGATTCECCTTCTCATTA
CTTARRGC-3" ACCCGATG- 3¢
K191E:Y192A | 5' GAAACATCGGGTTAATGAGGAGGCTAATCATTG | 5’ GCTTTAAGAACCCAATGATTAGCCTCCTCATTA

ACCCGATGTTTC-3"

W170AK171E

5’ GGRAGTAGATACRATTGATGCCGAGT CARGATAE
TGARACAGTTAG-3”

5" CTAACTGTTCATATCTTGACT CGGCATCAATTG
TATCTACTTCC-3 '

R173E:Y174A

5’ CAATTGATTGGRARATCAGAGGCCGAACAGTTAG
LABAAGRG-3'

5" -CTCTTTTCTAACTGTTCGGCCTCTGATTTCCAR
TCAATTG-3'

K198E:R200E:
K201E

5" CATTGGGTTCTTGAGGCTGAGGAGGTAAATGAR
BATATG-3'

5'CATATTTTCATTTACCT CCTCAGCCTCAAGARCC
CARTG-3 "'

Las posiciones de los residuocs mutagenizados se indican en cada una de las mutantes. La aminoacidos con
carga positiva lisina (K) o arginina (R) se modificaron por acido glutamico (E). Los aminoacidos voluminosos y
aromaticos triptéfano (W) y tirosina (Y) fueron cambiados por alanina (A). Los tripletes de bases que fuercn
medificades con respecto a la secuencia del gen 7 de rotavirus (RRV) se indican en coler rojo.

Generacion de virus vaccinia recombinantes para expresar NSP3 mutantes.

Los virus vaccinia recombinantes se obtuvieron a través de recombinacion homologa entre

el virus vaccinia que expresa la polimerasa del fago T7 (vT7lacCl) y el plasmido VOTE.1-
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NSP3 con las mutaciones descritas anteriormente. Células CV-1 fueron infectadas con
vT7lacOl a 0.05 de MOl y a las 2 hpi se transfectaron con 1000 ng totales de cada plasmido
en presencia 250 uL de lipofectamina (LFA-2000). Los virus se cosecharon a las 36 hpi por
desprendimiento con gendarme de la monocapa celular. Posteriormente, los virus
recombinantes se seleccionaron en células BSC-1 en presencia de acido micofendlico
(MPA), que impide la replicacion del virus vaccinia parental vT7lacOl. En total se realizaron
tres plaqueos consecutivos con MPA y en cada uno se colectaron 5 placas a las 72 hpi. El
virus recuperado en el tercer plaqueo, se amplificé de manera secuencial en células HelLa
en presencia de MPA, infectando 2.5x10°, 7.5x10° y 1.62x10 células con 5, 15 y 25 mL de
diluciones 1:1 del virus, respectivamente. El virus se colectd a las 48-72 hpi en cada paso
de amplificacion y se almacend a -70°C. Tras la ultima amplificacién, a través del ensayo
de formacion de placas en células BSC-1 se tituld el virus recuperado (procedimiento
descrito enseguida). Los stock virales se obtuvieron infectando monocapas de células HeLa
a una multiplicidad de infeccién (MOI) igual a 3, y se incub6 hasta observar el efecto
citopatico (48-72 hpi). Transcurrido este tiempo, las monocapas se desprendieron con
gendarme y se congelaron/descongelaron tres veces para liberar al virus. El titulo viral final
se determin6 por el ensayo de formacion de placas en células BSC-1 a las 60 hpi (Figura
10).

Transfeccion pVOTE/Infeccion vT7
Virus recombinates (VRRV7)

EXPRESION INDUCIBLE (IPTG)

Figura 10. Esquema secuencial de la generacion de virus vaccinia recombinantes. Las células CV-1 (5
x10°%) se infectaron con el virus vaccinia vT7 a una MOI igual a 0.05. A las 2 hpi se lipofectaron los plasmidos
correspondientes a cada mutacion (10 ug totales) y se incubaron por 48 horas. Posteriormente, los virus
resultantes se seleccionaron por plaqueo selectivo en células BSC-1 en presencia de acido micofendlico. Las
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placas obtenidas se amplificaron gradualmente en células BSC-1 (25, 75 y 162 cm?). El stock viral se obtuvo en
células Hela (162 cm?) infectadas a una MOl de 3, y se tituld en células BSC-1.

Titulacién del virus vaccinia.

Células BSC-1 (0.5x10° células) se sembraron en cajas de 6 pozos (10 cm?) con MEM
adicionado con 7% de SFB, y se incubaron a 37°C y 5%CO: durante 24 horas. El virus
vaccinia a titular se disgrego con vortex y jeringa, posteriormente se mezcld en una relacion
1:1 con tripsina al 0.25 % (200 uL totales), y se incubd por 30 minutos a 37°C mezclando
con vortex cada 10 minutos. El virus activado se diluyo 20 veces (1960 uL de MEM 2.5% +
40 uL de virus) y se mezcld al menos 15 veces. Se hicieron diluciones seriadas en base 10
(1800 uL de MEM 2.5% y 200 uL de virus diluido) hasta lograr las diluciones 1x107, 1x10°®
y 1x10°. Las monocapas de células se infectaron con 500 uL de estas diluciones y se
incubaron por 2 horas a 37°C y 5% de CO», mezclando cada 15 minutos durante la primera
hora. A las 2 hpi se colocaron 3 mL de MEM 2.5% y se incubaron hasta las 60 hpi.
Transcurrido este tiempo, se retiro el inoculo viral y las monocapas de células y se tifieron
con cristal violeta en 5% de metanol por 5 minutos. Se retird la tincidon por aspersion y las
monocapas se dejaron secar al aire en campana de flujo laminar. Las placas en cada

dilucion se contaron y se calculd la concentracion del stock viral (factor de dilucion x 2).

Expresion de NSP3wt y NSP3 mutantes en el sistema del virus vaccinia.

Células BSC-1 (0.5x10° células) se sembraron en cajas de 6 pozos (10 cm?) con MEM
adicionado con 7% de SFB, y se incubaron a 37°C y 5% de CO; durante 24 horas. El virus
vaccinia se activo por 30 minutos con tripsina (0.125%) a 37°C, y se mezclo en vortex cada
10 minutos. La dilucién del virus fue la necesaria para lograr una concentracion de 1x108
UFP/mL, de modo que al infectar una monocapa de 1 x 10° células se alcance una MOl de
5 con 500 uL de volumen final. Transcurridas las 24 horas de incubacion para las células,
el MEM al 7% se retird y se colocaron 500 uL de virus vaccinia activado a una concentracion
de 1 x 10" UFP/mL. Las células con el virus se incubaron por 2 horas a 37°C y 5% de CO;
mezclando cada 15 minutos durante la primera hora de infeccion. A las 2 hpi se retird el
indculo viral y se afadieron 2.5 mL de MEM al 2% de SFB con el inductor IPTG (0.4 mM),

incubando hasta 16 horas mas (18hpi). En los experimentos donde se utilizé el inhibidor del
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proteasoma (MG132, disuelto en DMSO), éste fue afiadido a las 2 hpi a una concentracion

de 0.5 mM en conjunto con el inductor, y se mantuvo hasta el momento de la cosecha.

Marcaje metabdlico con [*°*S]metionina y [**S]cisteina de células infectadas

con virus vaccinia recombinantes.

La incorporacion de Met-Cys marcadas con *°S se utilizé para evaluar la funcion inhibitoria
de la traduccion celular de NSP3 silvestre y sus mutantes. A las 17.5 hpi el medio se retird
y se realizaron dos lavados con MEM libre de metionina y cisteina; y se incubaron por 30
minutos a 37°C y 5% de CO-, para depletar de metionina y cisteina. A las 18 hpi se anadieron
0.2 mCi por pozo de los aminoacidos marcados y se incubd por 1 hora mas. Transcurrido
el tiempo, las células se lavaron dos veces con 1 mL PBS 1X frio y se cosecharon con
gendarme en PBS (1 mL). Se obtuvieron dos alicuotas (0.5 mL) y se centrifugaron a 13,000
g por 10 minutos a 4°C. Una alicuota se resuspendio en 20 uL de amortiguador de lisis (50
mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM MgCI2, 0.4 U/mL DNase I, 0.01 mg/mL RNase A y Complete®
233 [Roche, cat. 04693116001]), incubando por 10 minutos a temperatura ambiente. Se
anadieron 20 uL de buffer Laemmli 2X (62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 20% glicerol, 4% SDS y
2% B-mercaptoetanol), y se incubaron a 95°C por 5 minutos. Los lisados celulares se
separaron por SDS-PAGE (12%) durante 16 horas (4 mA constantes y aproximadamente
100 volts iniciales), terminada la electroforesis los geles se secaron por 2 horas a 70°C y se
expusieron por 48 horas en pantallas para autoradiografia. Las pantallas se leyeron en el
Thypoon FLA 9500 (GE Healthcare Life Sciences) y se llevd a cabo el analisis
densitométrico con el programa Image J. La alicuota restante se sometio a SDS-PAGE al
12% en las mismas condiciones y los geles se procesaron para la tincion con nitrato de

plata, de acuerdo a lo reportado previamente (Chevallet, M., S. Luche, & T. Rabilloud, 2006).

Acumulacion de NSP3 silvestre y mutantes por Western blot disociativo.

El pellet celular (1.25 x10° células) se lisé por 10 minutos a temperatura ambiente con 20
uL del buffer de lisis. Se afadieron 20 uL de buffer Laemmli 2X y se incubaron por 5 minutos
a 95°C. Las proteinas celulares fueron separadas por SDS-PAGE al 12% por 16 horas (4

mA y 100 volts) y fueron transferidas a una membrana de PVDF durante 90 minutos (180
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mA). La transferencia se llevo a cabo en un sistema semiseco (Hoefer TE 70, Hollistan, MA,
USA) en buffer de transferencia (0.025 M Tris, 0.2 M glicina, 0.001% SDS y 20% de
Metanol). Las membranas se bloquearon por 60 minutos a temperatura ambiente y
movimiento constante con TBS (0.1 M Tris-HCI pH 7.4, 0.14 M de NaCl y 2.6 mM de KCI)
adicionado con leche libre de grasa Svelty ® al 5%. Las membranas se lavaron tres veces
con TTBS (0.1 M Tris-HCI pH 7.4, 0.14 M de NaCl, 2.6 mM de KCI y 0.0005% de Tween
20). El suero hiperinmune se diluyd (1:20,000) en TTBS-1% de leche y se incubd con la
membrana durante toda la noche a 4°C en agitacion constante. La membrana se lavo tres
veces con TTBS. El anticuerpo secundario (anti-lgG de rata) acoplado a peroxidasa se
diluyd (1:20,000) en TTBS-1% de leche y se incubd por dos horas a temperatura ambiente
y agitacion constante. La membrana se lavo tres veces con TTBS. La unién de los
anticuerpos fue revelada por quimioluminiscencia con sensibilidad de femtogramos con el
kit SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (ThermoFisher Scientific,
Rockford, IL, Cat. 34095), acorde a las instrucciones del fabricante. El analisis

densitomeétrico de las radiografias se lleva a cabo con el software libre Image J.

Capacidad de dimerizacion por NSP3 silvestre y mutantes por Western blot no

disociativo.

Posterior a la lisis, los paquetes celulares (1.25x10° células) se mezclaron con buffer de
Laemmli no disociativo, que excluye el agente reductor y reduce ocho veces el SDS (62.5
mM Tris-HCI pH 6.8, 20% glicerol, 0.5% SDS), y se incubaron por 30 minutos en hielo. Los
lisados de células completas se sometieron a SDS y se procedio al Western blot para
detectar a NS5P3, como se describe anteriormente. En el analisis densitométrico se
diferenciaron las bandas del dimero (68 kDa) y del mondmero (34 kDa) para su

cuantificacion.

Estimacion del tiempo de vida media de NSP3 silvestres por Western blot no

disociativo.

La expresion de NSP3 silvestre y mutantes se llevo a cabo por 12 horas (14 hpi), el medio

con el inductor se retird y las células se lavaron dos veces con MEM 2.5% SFB. Se
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colocaron 2 mL de medio nuevo (MEM 2.5% SFB) con cicloheximida (100 ug/mL), y se tomo
como el tiempo cero o inicial de la cinética. Las células se cosecharon a las 0 (12hpi), 0.5
(12.5 hpi), 1.0 (13hpi), 2.0 (14hpi) y 4.0 horas (16 hpi) posterior a la adicion de la
cicloheximida. Los lisados celulares se procesaron por Werstern blot no disociativo (WB-
ND). En los experimentos donde se utilizo MG132 (0.5 mM), se anadio a las 2 hpi y se

mantuvo por 10 horas mas.
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RESULTADOS

Mutaciones en la region coiled coil de NSP3 de rotavirus.

En total se disefaron oligonuclettidos para generar diez mutantes de NSP3 en los residuos
conservados del coifed coil, mutaciones sencillas (W170A, K171E, R173E y Y192A) y
multiples  (W170A:K171E, R173E:Y174A, R187E:K191E, KI191E:K192A, vy
K198E:R200E:K201E). Las mutaciones se realizaron en el plasmido VOTE.1-RRV7
mediante el kit QuickChange Site-Directed Mutagenesis, de acuerdo a las especificaciones
del fabricante. Células de E. coli se transformaron con los productos de PCR producidos,
unicamente se obtuvieron transformantes para las mutaciones W170A, K171E, R173E,
R187E:K191E y Y192A. Se decidio trabajar con estas cinco mutantes para generar los virus
vaccinia correspondientes. Las mutaciones se confirmaron por secuenciacion de los
plasmidos generados en la unidad de secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM (Figura 11).

NSP3RRV TGATTGGARATCAAGATATGALCAGT TAGARARGAGATTT GAGTCACTGAAAC ATCGGGTT AAT GAGARAGTATARTCATT GGGTTCTT ARAGT
YT19ZR TGATTGGRRATCAASATATSAACAGT TAGARARAGAGATTT GAGTCRACT GRAACATC GGGTT AAT GAGAAGGC CAATC ATT GGETT CTTARRGC
R173E TGATTGGARATCAGAGTATSALRCAGT TAGARARAGAGATTT GAGTCACTSARACATC GGGTT AAT GAGRAGTATART CATTGGETTCTT ARAGE
W170R TGATGCCARATCAAGATATSALRCAGT TAGARARGAGATTT GAGTCACTGAARCATC GGGTT AAT GAGRAGTATART CATTGGETT CT T ARAGE
E171E TGATTGEEAGTCAAGATATGALCAGT TAGARARGAGATTT GAGTCACTGAAAC ATC GG GTT AAT GAGRAGTATARTCATT GGGTTCTT ARAGT
R187E:K191E TGATTGGRRATCAASATATSAACAGT TAGARARGAGATTT GAGTCACTGAAAC ATGAGGTT AAT GAGEGAGTATAATCATT GGETTCTT ARAGC

ok T B e hEEE AR AR Rk Gk kR AR kR Ak A kAR

Figura 11. Alineamiento de las secuencias modificadas por mutagénesis en pVOTE-RRVY. Los plasmidos
pVOTE para cada mutante se amplificaron en bacterias competentes y el DNA plasmidico se purifico. Las
secuencias en formatoc FASTA se alinearcn con el gen 7 de RRV. En rojo se muestran los nucledtidos
modificados para cada una de las mutaciones. Los nucledtidos marcados con * son idénticos a la secuencia
silvestre.

Expresion de NSP3 silvestre y mutantes en el sistema del virus vaccinia.

Los virus vaccinia recombinantes para expresar las mutantes de NSP3 generados fueron:
VRRV7w17oA, VRRV7K171E, VRRVTRﬂsE, VRRV7R187E;K191E Y VRRVTWQZA. La seleccion ¥
amplificacion de los virus vaccinia recombinantes es un proceso largo que implica varias
etapas, por lo cual fue necesario verificar la expresion de NSP3 (silvestre y mutantes) en
este sistema. Ademas, se explord que el suero hiperinmune de nuestro laboratorio fuera

capaz de reconocer a las mutantes generadas. Células BSC-1 se infectaron con los virus
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vaccinia vI7lactl, vREV7 . WEVZ . vVBRV 7 0= vRRVZ 40 VRRVY jigeiimi- ¥
vRREY 1920, 8 una MCH = 5 en presencia de IPTG (2 mM)} por 18 horas. A las 16 hpi les
celulas se desprendiercn con gendarme. ¥ 2.5 x10° célule s infectadas se sometieron a SDS-
PAGE &l 12% v =e analizaren por Western blat para MSP3. En la figura 12 s2 muestra Ia
confirmacon de la expresicn en &l sisiema del virus vacooinia de NSP3 silvesire v mutantes
n lg maxima dosis d= PTG (2 mi), ademas el suem hipennmune 85 capaz de eoonooer
de forma especifice v sensible a las mutantes de NESP3. Mo se detecto sefial para NSP3 en
celulas ne infeciadas o infediadas oen 2l virus vacooiniz w1 71acCH gque no sxpresa 8 NEP3

wNSP3

Flgura 12. Expresién de NSP3 slivestre ¥ las mutantes en el dominle cotfed cof. Séllas BSS-1 [1x19% 5c
infectmmn o na (M) con be wius yaccinia ecombinantes que oxpresan a la pokelna silbvostre v las mutantcos 2
oon B oocpa parental TRl [WT7) Lae lizsdas oolulaes 2o analEacon par WEB dizaciati=a con ¢l 2o
hipomnmune contra MSP 3. El fiiGngul noge ndica [a banda que correspondea NSP3can 3 kD,

Efecto del inductor {IPTG) sobre el efecto inhibitorio de la traduccion por
NSP3.

Se determing |2 cantidad minima del inducter (IPTG) necesarnia para establecer &l efento
inhibitoric de la traduccien por NSP3. Be expresc a NEPS sivestre durante 18 horas oon
distintas concentracicnes de PTG (55 100, 300y 800 ). Bl efecic maxmo nhibicno s=
observa desde 100 uhM v s2 mantene constante hasta 900 ph (maxima concentracion

svalueda) Ademds, =l nivel de sintesis de M3P3 durante una hora es constanie parg les
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dosis 300 y 900 uM, por lo que, en los experimentos posteriores se eligio una dosis de 400
uM para asegurar tanto el efecto maximo inhibitorio como la sintesis constante de NSP3
(Figura 13). Por antecedentes del laboratorio se sabe que en tiempos largos de expresion
(>12 horas), la sintesis de NSP3 disminuye con respecto a tiempos tempranos, esto se da

por la aparicion del efecto inhibitorio de la traduccion celular por NSP3 (Figura 14).
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Figura 13. Efecto del inductor (IPTG) sobre el efecto inhibitorio de la traduccién celular por NSP3. Células
BSC-1 se infectaron con los virus vaccinia vT7 y vNSP3. A las 2 hpi se anadieron 33, 100, 300 y 900 uM de
IPTG en MEM 2.5% de SFB. La incorporacion de [**S]metionina + [**S]cisteina se midié durante una hora a las
18 hpi. Las proteinas separadas por SDS-PAGE se analizaron por autoradiografia y el triangulo negro indica la

posicion para NSP3 en la electroforesis.
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Figura 14. Cinética del efecto inhibitorio de la traduccién celular por NSP3. Células BSC-1 infectadas con
los virus vaccinia vT7 y vNSP3. La expresion de NSP3 se indujo en los tiempos indicados (8, 12 y 16 horas)
con 2000 uM de IPTG en MEM 2.5% de SFB. La incorporacion de [**S] Met-Cys se midié durante una hora a
las 18 hpi. Las proteinas separadas por SDS-PAGE se analizaron por autoradiografia y el triangulo negro indica

la posicion para NSP3 en la electroforesis.
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Las mutantes de NSP3 difieren en la inhibicion de la traduccion celular con

respecto a la proteina silvestre.

Tras la exploracion de la concentracion y tiempo de exposicion al IPTG, donde el maximo
efecto inhibitorio de la traduccion fue constante, como se ha reportado resultados previos
en nuestro laboratorio (2000 uM de IPTG por 16 horas), se establecio la concentracion
maxima de IPTG en 400 uM durante 16 horas para los siguientes experimentos. Por lo
tanto, se expresaron las mutantes de NSP3 durante 16 horas y se midid el nivel de
traduccion celular mediante la incorporacion de [**S] Met-Cys (30 minutos). Las células
fueron lavadas con PBS frio, se mezclaron con buffer de lisis y Laemmli 2X. Los lisados
celulares se separaron en geles de acrilamida al 12% y se registré la sefial por
autoradiografia. Se tomé como referencia el estatus traduccional de las células infectadas
con el virus vaccinia control (vT7lacOl).

Las células infectadas con el virus control muestran un patrén de expresion tipico
de la infeccion del virus vaccinia que corresponden a tiempos tardios (>12 hpi), lo que difiere
importantemente de las células no infectadas (Figura 15). Mientras que las células
infectadas con los virus vaccinia para expresar a NSP3, presentan una sefal evidente en
34 kDa que corresponde especificamente a NSP3, y que previamente fue determinado por
ensayos de inmunoprecipitacion con un suero hiperinmune para NSP3 (Padilla-Noriega, L.
et al., 2002).

La sintesis de proteinas se reduce en las células infectadas con el virus vaccinia
vT7lacOl en comparacion con las células no infectadas, sin embargo, la disminucion es
mayor cuando la proteina NSP3 esta presente con un 87% de inhibicion traduccional, por
lo que el efecto de NSP3 es dominante sobre los mecanismos inhibitorios del virus vaccinia.
Mientras que al comparar las mutantes de NSP3 con la proteina silvestre se observaran
diferentes efectos: K171E inhibe la traduccion celular de forma similar a la proteina silvestre
(87%), W170A y Y192A tiene un efecto inhibitorio parcial (49% y 64%, respectivamente),
por otro lado, R173E y R187E:K191E tienen un efecto inhibitorio minimo (33% y 24%,
respectivamente). Por lo que, la mutacion K17 1E no afecta la funcion inhibitoria de NSP3 y
las mutantes R173E y R187E:K191E pierden parcialmente la capacidad inhibitoria de la

sintesis de proteinas celulares (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de las mutaciones sobre el efecto inhibitorio de la traduccion celular por NSP3. Células
BSC-1 infectadas con los virus vaccinia vT7, vNSP3, vW170A, vK171E, vR173E, vR187E:K191E y vY192A. La
expresion de NSP3 silvestre y las mutantes se indujo durante 16 horas con 400 uM de IPTG en MEM 2.5% de
SFB. La incorporacién de [S*°] Met-Cys se midié durante una hora a las 18 hpi. Las proteinas separadas por
SDS-PAGE se analizaron por autoradiografia. El triangulo negro indica la posicion para NSP3 en la

electroforesis (34 kDa).

Relacion dosis-efecto inhibitorio de la traduccién celular para las mutantes de
NSP3.

El sistema del virus vaccinia es regulable mediante la cantidad de inductor (IPTG)
administrado, por lo que decidimos explorar si al modificar la concentracion de IPTG, existe
un comportamiento distinto en las mutantes de NSP3 con respecto a la proteina silvestre.
En células BSC-1 se expresaron las proteinas NSP3 silvestre y sus mutantes por 18 horas
en concentracion crecientes de IPTG (25, 100, 400 y 2000 uM), y se evaluo la funcién por
marcaje metabodlico tras la incorporacion de [*S] Met-Cys y la obtencion de la
autoradiografia. Se encontro que las mutantes presentan el mismo comportamiento que
NSP3 silvestre, dado que el efecto maximo se observa con 100 uM de IPTG y permanece

casi constante a partir de esa concentraciéon del inductor (Figura 16). Estos resultados
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indican que la comparacién del efecto de la proteina silvestre con las mutantes se puede

realizar en un intervalo amplio de concentracicnes del inductor a partir de 100 uM, utilizando

un tiempo fijo para cosechar, tal como 18 hpi. Ademas, los resultados sugieren que las

diferencias encontradas entre NSP3 silvestre y sus mutantes sonh consecuencia de la

mutacion realizada, y no de la cantidad de NSP3 expresada.
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Figura 16. Relacién de la cantidad del inductor (IPTG) y la funcién inhibitoria de la traduccién celular por

NSP3 vy sus mutantes. Células BSC1 infectadas con los virus vaccinia recombinantes vNSP3 Wt, -W170A, —
K171E, -R173E, -R187E:K191E y —Y192A se sometieron a dosis crecientes de IPTG (25-2000 uM). La

incorporacién de [S*] Met-Cys se midié durante una hora a las 18 hpi. Las proteinas separadas por SDS-PAGE

se analizaron por autoradiografia.
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La mutacion en el residuo W170A afecta la formacion de dimeros de NSP3

estables y conserva parcialmente la funcion inhibitoria de la traduccion.

La mutacion W170A afecta totalmente la formacion de dimeros estables de NSP3, y
conserva cierta capacidad para inhibir la traduccion celular (= 50%). Se comparé la
capacidad de dimerizacion de esta mutante con la proteina silvestre y la mutante que
presenta el mayor nivel de acumulacion (Y192A). Existe un aumento en los dimeros y
monomeros de NSP3 (silvestre y Y192A) conforme se incrementa la dosis del inductor, y
para la mutante W170A solo aumentan los monémeros, sin dimeros detectables en este
ensayo (Figura 17). Sorprendentemente, esta mutante es capaz de inhibir la traduccion
celular, aunque en menor grado que la proteina silvestre. Estos resultados muestran la
posibilidad que la sefal detectada como monémero de NSP3 (34 kDa) sea una mezcla
entre mondmeros e intermediarios de la dimerizacién, que mediante esta técnica no es
posible diferenciarlos. Dutta y colaboradores encontraron en experimentos de traduccion in
vitro que los mondmeros de NSP3 son muy inestables y degradados por la via del
proteasoma, mientras que los dimeros son relativamente mas estables (Dutta, D. et al.,
2011). En base a estos resultados hipotetizamos que la banda de NSP3 aparentemente
monomeérica esta constituida principalmente por intermediarios de dimerizacion.

NSP3 Wt NSP3W170A NSP3 Y192A
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Figura 17. Relacion de la cantidad del inductor (IPTG) y la capacidad de dimerizacion de NSP3. Células
BSC1 infectadas con los virus vaccinia recombinantes vNSP3 Wt, -W170A y —Y192A se sometieron a dosis
crecientes de IPTG (25-2000 uM). A las 18 hpi los lisados celulares se sometieron a WB-ND para determinar la

cantidad de dimeros y monomeros/intermediarios de dimerizacion en cada condicion.
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Optimizacion de la concentraciéon y tiempo de exposicion al inhibidor del
proteasoma (MG132).

NSP3 es una proteina que se degrada por la via del proteasoma, y cuatro de las mutantes
acumulan NSP3 en menor grado que la silvestre (mostrado en la figura 19), por lo que fue
de interés evaluar la susceptibilidad de estas mutantes al inhibidor del proteasoma MG132.
Generalmente, el inhibidor se utiliza a una concentracion de 50 uM durante 2 horas previo
a la obtencion de lisado celular, sin embargo, en estas condiciones se encontro el efecto
contrario al esperado (menor acumulacion para la proteina silvestre y las mutantes). Es
posible explicar esta disminucion en la acumulacion de NSP3 tras la adicion de MG132 en
altas concentraciones, en base a que el virus vaccinia depende del proteasoma para llevar
a cabo su replicacion eficientemente (Satheshkumar, P. S., L. C. Anton, P. Sanz, & B. Moss,
2009).

Se exploraron distintas concentraciones de MG132 (0.05, 0.5 y 5 uM) durante 2 y
16 horas previas a la cosecha, y se encontrd que la concentracion de 0.5 uM por 16 horas
ocasiona un mayor nivel de acumulacion en el monamero/intermediario de dimerizacion de
NSP3, tanto en la proteina silvestre como en la mutante W170A (Figura 18). La forma
dimérica de NSP3 se afecta en mucho menor nivel que la forma monomérica/intermediario
de dimerizacion, sin embargo, fue interesante observar que por encima de la forma dimérica
se detectan formas de mayor peso malecular tras la administracion de MG132, esto sugiere
poli-ubiquitinacion del dimero de NPS3. En la mutante W170A, se confirma que tienen un
defecto en la aparicion del dimero estable y en la estabilidad del mondmero o del
intermediario de dimerizacion, debido a que en esta mutante en presencia de MG132 se
aumenta considerablemente la forma monomeérica/intermediario de dimerizacion de NSP3
(Figura 18).

53



2 hrs 16 hrs 2 hrs 16 hrs
0.00 0.05 0.50 5.00 0.05 0.50 5.00 0.00 0.05 0.50 5.00 0.05 0.50 5.00 MG132 (uM)

<€<— Dim

<€— Mon + | Dim.

vNSP3 Wt vNSP3 W170A

Figura 18. Optimizaciéon de la concentracion del inhibidor del proteasoma (MG132). Células BSC-1
infectadas con los virus vaccinia vNSP3 Wt y vNSP3 W170A con 400 uM de IPTG (16 horas) se expusieron a
distintas concentraciones de MG132 (0.00, 0.05, 0.50 y 5.00 uM) durante 2 y 16 horas previas a la cosecha.

Los lisados celulares se analizaron por Western blot ND.

El proteasoma regula el nivel de acumulaciéon de NSP3 y sus mutantes.

Las mutaciones fueron disefiadas para afectar la dimerizacion de NSP3 sin modificar ningun
residuo dentro del dominio de union a HSP90, sin embargo, como se reporté previamente
NSP3 se degrada por la via del proteasoma cuando se afecta la dimerizacion al bloquear
la actividad de HSP90 mediante geldaminicina (Dutta, D. et al., 2011). Por lo tanto, result6
de interés evaluar la susceptibilidad de las mutantes al inhibidor del proteasoma MG132
mediante el nivel de acumulacién de NSP3 y las mutantes a una concentracion de 0.5 uM
durante 16 horas como previamente fue estandarizado (Figura 19). Células BSC-1 fueron
infectadas con los virus vaccinia correspondientes para expresar a NSP3 silvestre y las
mutantes durante 16 horas (400 uM IPTG y 0.5 uM MG132), los lisados celulares fueron
separados en geles desnaturalizantes y transferidos a membranas de PVDF para el
tratamiento posterior con el suero hiperinmune contra NSP3. Los niveles de acumulacién
fueron medidos por densitometria y corresponden a tres repeticiones bajo las mismas
condiciones. En ausencia del inhibidor (MG132) se detecta que cuatro mutantes se
acumulan en menor grado que la proteina silvestre (W170A, R173E, K171E vy
R187E:K191E), mientras que la mutacion en Y192 se acumula en mayor nivel. El

tratamiento con MG132 muestra un mayor efecto sobre la proteina silvestre de NSP3 y para
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las mutantes W170A K171E yY192A; enelcasode R173E yR187E.K191E no se observan
diferencias muy notables para la acumulacién en ambas condiciones (MG132+ y M(5132-),
Estos resultados indican que la degradacion por la via del proteasoma depende de diversos
factares coma la velocidad y el maxime nivel de acumulacién para cada mutante, debido a
que se ha establecido en nuestra laboratorio que el nivel de acumulacién maxima para
NSP3 silvestre es de 12 horas, por lo que esto demuestra un mecanisma complejo de
acumulacién en el que diversos factores participan como interacciongs con las proteinas de
unitn a NSP3, sintesis, plegamiente y degradacion (proteostasis). Ademas, otra posibilidad
adicional es que las mutaciones facilitan la degradacion por la via del proteasoma, por un
grado mayor de ubiquitinacion yo aumento en la afinidad del proteasoma por NSP3,
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Figura1%. Participacion del proteasoma en la acumulacion de NSP3 silvestre y mutantes. Células BSC-1
con |os virds vaccinia recombinantes para expresar a NSP3 Wt, W1704, K171E, R173E, R187E:K191Ey Y1924
durante 16 horas con 400 ulM de IPTG en ausencia de MG132 (panel A superior y barras grises) o presencia
de (0.5 mi de MG 132 {panel B inferior y barras blancas). Panel &, imagen represeniativa de |os lisados celulares
sometidos a Western blot disociativo con el suero hiperinmune para NSF3. Fanel B, representacion de la

densitometria de tres experimentos independientes.
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Las mutantes de NSP3 evidencian la importancia de la region coiled coil en la

oligomerizacion.

Debido a que las mutaciones fueron disefiadas para afectar la continuidad de la
heptarepeticion y por consiguiente la dimerizacion de NSP3, fue de interés determinar el
nivel de acumulacion de los dimeros estables mediante Westemn blot no disociativo (WB-
ND). El WB-ND es una estrategia experimental donde las condiciones de lisis celular y
electroforesis son modificadas para la separacion de los dimeros estables de NSP3.
Posterior a la adician del buffer de lisis, las células se mezclan en vortex y se incuban por
30 minutos a 4°C, contrario a las condiciones desnaturalizantes por calor (95°C por cinco
minutos). Ademas, se excluye el agente reductor (betamercaptoetanol) y el tensoactivo
(SDS) se redujo cinco veces. Las condiciones no disociativas permiten separar
notablemente a los dimeros de NSP3 (= 70 kDa) de los mondmeros e intermediarios de la
dimerizacion (34 kDa), esta técnica fue utilizada con NSP3 por Chawla-Sarkar ((Dutta, D.
et al., 2011). Los intermediarios de la dimerizacion de NSP3 se definen como las formas
monomericas que se encuentran en proceso de dimerizacion y tienen interacciones
tempranas con elF4G o HSP90, mientras que los mondmeros recién sintetizados (bona
fide) son altamente inestables y se degradan rapidamente por el proteasoma cuando se

bloquea la actividad de HSP90 (Reyna-Rosas, publicacion en proceso; Dutta et al., 2011).

El nivel de dimeros estables de NSP3 acumulado durante 16 horas post-induccion
resultd severamente afectado para las mutantes W170A, R173E y R187E:K191E, poco
afectado para la mutante K17 1E, mientras que existe una mayor acumulacion en la mutante
donde se modifico la tirosina 192 por alanina (Figura 20). Basado en resultados de tres
repeticiones se encontrd particularmente la mutante mas afectada (W170A) una
disminucion del dimero nueve veces menor que la proteina silvestre, y 16 veces menor que
Y192A. Cabe mencionar que el nivel de acumulacion de los mondmeros/intermediarios de
la dimerizacion es similar a los dimeraos estables, lo que indica que la acumulacion de la
forma estable de NSP3 depende del equilibrio entre la sintesis y la degradacion de NSP3,
asi como la capacidad intrinseca del dominio coiled coif para la oligomerizacion. Ademas,
ni el nivel de acumulacion total de NSP3 ni el de los dimeros estables correlacionan
totalmente con la capacidad para inhibir la sintesis de proteinas celulares, debido a que la

mutante Y192A a pesar de tener mas acumulacion de la proteina y de la forma dimérica,
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no tiene mayor capacidad para inhibir la traduccion que la proteina silvestre, por

contraparte, se comporta funcionalmente igual a la mutante W170A. (Figura 15).
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Figura 20. Capacidad de dimerizacion de las mutantes de NSP3. Células BSC-1 fueron infectadas con los
virus vaccinia recombinantes (MOl 5) en presencia del inductor IPTG (400 uM) durante 16 horas. A las 18 hpi
los lisados celulares fueron obtenidos y sometidos a electroforesis no desnaturalizantes. (A) Imagen
representativa de tres experimentos independientes de Western blot con el suero hiperinmune para NSP3 donde
las bandas superiores corresponden a los dimeros de NSP3 (68 kDa) y las bandas inferiores a los
mondmeros/intermediarios de dimerizacion (34 kDa). (B) Representacion grafica de los tres experimentos
independientes para la densitometria de los ensayos de WB-ND de los dimeros (barras blancas), y de los

mondmeros/intermedios de la dimerizacion (barras grises) para NSP3 silvestre y las mutantes.

Participacion del proteasoma en la acumulacion de los dimeros vy

monomeros/intermediarios de la dimerizacion de NSP3.

La acumulacion total de NSP3 silvestre es notoriamente afectada cuando se bloquea la
dimerizacion de la proteina con el uso del inhibidor de HSP90 (geldanamicina), lo que
resulta en su rapida degradacion dependiente del proteasoma (Dutta, D. et al., 2011), por
lo que resulté de interés evaluar el efecto del inhibidor del proteasoma MG132 en la
acumulacion de los dimeros estables y de los monomeros/intermediarios de la dimerizacion
de NSP3. El inhibidor MG132 (o el diluyente DMSO) se utilizo durante todo el tiempo de
induccion con IPTG (16 horas) a una dosis mas baja (0.5 uM) de lo convencional, y segun
la estandarizacion que se mostré anteriormente (Figura 18). Los lisados celulares
infectados con los virus vaccinia correspondientes a NSP3 silvestre y las mutantes fueron
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sometidos al WB-ND, y se cuantificaron los resultados por densitometria de tres

experimentos independientes.

En comparacion a lo encontrado con el diluyente DMSO, el tratamiento con MG132
aumenta considerablemente tanto las formas diméricas estables, asi como los
monomeros/intermediarios de la dimerizacion para la proteina silvestre y la mutante Y192A
(Figura 21 paneles C y D). En contraste, el inhibidor MG132 no tiene efectos sobre las
mutantes W170A, K171E, R173E y R187E:K191E para la acumulacion de los dimeros y de
los mondmeros/intermediarios de la dimerizacion de NSP3 (Figura 21). Como previamente
se encontro acumulacion total, la proteina silvestre y las mutantes presentan mayor nivel al
inhibir el proteasoma con MG132 (Figura 19), éstas diferencias pudieran ser explicadas por
un efecto in vitro, dado que con el fin de preservar las formas oligoméricas de NSP3, el WB-
ND utiliza bajas concentracion de SDS, e involucra un tiempo de incubacion por 30 minutos
en hielo para detectar y separar las formas diméricas de los mondmeros/intermediarios de
la dimerizacién. Sin embargo, bajo estas condiciones es imposible inhibir por completo la
actividad enzimatica celular, por lo que aquellos sistemas involucrados en la degradacion
de proteinas como ubiquitin-ligasas, proteasas, chaperonas, el proteasoma, etc., se
encuentran activos aun en los lisados celulares, particularmente para la mutante R173E se
puede ejemplificar que los niveles detectados en este ensayo son menores para todas la

formas de NSP3 analizadas.
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Figura 21. Capacidad de dimerizacion de las mutantes de NSP3 en presencia de MG132. Células BSC-1
fueron infectadas con los virus vaccinia recombinantes (MOI 5) en presencia del inductor IPTG (400 uM) y en
presencia de MG132 (B y D) durante 16 horas. A las 18 hpi los lisados celulares fueron obtenidos y sometidos
a electroforesis no desnaturalizantes. (A y C) Imagenes representativas de tres experimentos independientes
de Western blot con el suero hiperinmune para NSP3 donde las bandas superiores corresponden a los dimeros
de NSP3 (68 kDa) y las bandas inferiores a los monémeros/intermediarios de dimerizacion (34 kDa). (B y D)
Representacion grafica de los tres experimentos independientes para la densitometria de los ensayos de WB-
ND de los dimeros (barras blancas), y de los monémeros/intermedios de la dimerizacion (barras grises) para

NSP3 silvestre y las mutantes.

Por otro lado, en todos nuestros experimentos con distintos enfoques fue
consistente la aparicion de una banda de menor tamafo ( 30 kDa) a los
monoémeros/intermediarios de la dimerizacion de NSP3, particularmente en la proteina
silvestre y en la mutante Y192A, esta banda se exacerbd con la adicion del inhibidor del
proteasoma MG132. Lo cual indica que esta forma de menor peso molecular a los
monomeros de NSP3 resulta de vias alternas de degradacion que no involucran

directamente al proteasoma, posiblemente la via de las caspasas que corta fragmentos de
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las proteinas en sus extremos para inactivar o degradarlas, tal es el caso del factor elF4G
que es cortado en tres fragmentos (Bushell, M., D. Poncet, W. E. Marissen, H. Flotow, R.
E. Lloyd, M. J. Clemens, et al.,, 2000; Hsu, Y. Y., Y. N. Liu, W. W. Lu, & S. H. Kung, 2009).

Los dimeros de NSP3 se degradan por el proteasoma.

Previamente se mostro que, para cuatro de las cinco mutantes evaluadas, el tratamiento
con el inhibidor del proteasoma MG132 no correlaciona totalmente con los resultados para
la acumulacion de NSP3 total (Figuras 19 y 21), asi como con la acumulacion de los dimeros
y mondmeros/intermediarios de la dimerizacion (Figura 20). Dado que el proteasoma es el
mayor determinante de la protedlisis de NSP3, decidimos evaluar con mayor detalle la
cinética de degradacion de los dimeros y monémeros /intermediarios de la dimerizacion de
NSP3 silvestre, con el objetivo de identificar diferencias entre la estabilidad y la capacidad
para que las formas oligoméricas de NSP3 sean degradadas, asi como la participacion del

proteasoma en esta dinamica.

Se expresd a NSP3 silvestre en células BSC-1 infectadas con el virus vaccinia
correspondiente (MOl = 5) en presencia y ausencia de MG132 durante 12 horas (14 hpi).
Dos horas previas a la cosecha (12 hpi) se afiadio cicloheximida (concentracion final 100
ng/mL) con el objetivo de bloquear la sintesis de proteinas celulares, y seguir la degradacion
temporal de NSP3 silvestre (0 a 240 minutos). Los lisados celulares fueron colectados a los
0, 30, 60, 120 y 240 minutos y analizados mediante WB-ND para estimar los tiempos de
vida media de cada forma oligomérica de NSP3 silvestre. Los resultados muestran que la
cantidad de la forma dimérica acumulada disminuye mas rapidamente que los
monameros/intermediarios de dimerizacion, con tiempos de vida media de 60 y 134
minutos, respectivamente. Por otro lado, al comparar estos resultados en presencia de
MG132 encontramos que ambas formas de NSP3 permanecen estables hasta los 120
minutos, particularmente, el tiempo de vida media para los mondmeraos/intermediarios de la
dimerizacion se incrementa 1.8 veces que en ausencia del inhibidor del proteasoma (Figura
21). Estos resultados dan indicios que los dimeros de NSP3 también se degradan por la via
del proteasoma, lo que posiblemente explica las formas de tamafio superior al dimero (> 68

kDa) encontradas previamente para NSP3 silvestre y la mutante Y192A, los cuales podrian
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corresponder a dimeros poliubiquitinados que se acumulan por el bloqueo proteasomal por
MG132.
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Figura 22. Cinética de la degradacion de las formas oligoméricas de NSP3. Células BSC-1 fueron
infectadas con los virus vaccinia recombinantes (MOl 5) en presencia del inductor IPTG (400 uM) y en
presencia/ausencia de MG132 durante 12 horas. Dos horas previas a la cosecha (14 hpi) se afadio
cicloheximida, los lisados celulares fueron obtenidos y sometidos a electroforesis no desnaturalizantes. (Panel
A) Imagenes representativas de tres experimentos independientes de Western blot con el suero hiperinmune
para NSP3 donde las bandas superiores corresponden a los dimeros de NSP3 (68 kDa) y las bandas inferiores
a los monémeros/intermediarios de dimerizacion (34 kDa). (Panel B) Representacion grafica de los tres
experimentos independientes para la densitometria de los ensayos de WB-ND de los dimeros (linea oscura), y
de los monémeros/intermediarios de la dimerizacion (linea gris) para NSP3.

Localizacion intracelular de PABP tras la expresion de NSP3 en el sistema del

virus vaccinia.

Se ha demostrado que la relocalizacion nuclear de PABP es producto de la expresion de
NSP3, y no se observa cuando se afecta la formacion del complejo ternario elF4AG-NSP3-
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RoXaN, o al bloquear la dimerizacion de NSP3 con el uso del inhibidor de HSP90 (17DMAG)
(Dutta, D. et al., 2011; Harb, M. et al., 2008). Adicionalmente, los RNA mensajeros celulares
se acumulan en el nucleo de la célula infectada por rotavirus (Rubio, R. M. et al., 2013). Se
evalud la localizacion intracelular de PABP al expresar a NSP3 en nuestro sistema, ya que
es una consecuencia relevante para la funcion inhibitoria de la traduccion celular. Células
MA104 se infectaron con los virus vT7lacOl y vRRV7,: (MOl 0.1 y 0.8), y a las 24 hpi se
fijaron para realizar inmunolocalizacion con los anticuerpos para NSP3 y PABP. Se sabe
que en células no infectadas la localizacion de PABP en células no infectadas es
predominantemente citoplasmica (Burgess, H. M., & N. K. Gray, 2012). Contrario a lo
esperado, la expresion de NSP3 en el sistema del virus vaccinia no induce la relocalizacion
nuclear de PABP (Figura 22). El complejo elF4F (elF4E, elF4G y PABP) es secuestrado en
las fabricas virales del virus vaccinia. elF4E y elF4G se localizan en el interior y PABP en
la periferia de las fabricas virales (Walsh, D., C. Arias, C. Perez, D. Halladin, M. Escandon,
T. Ueda, et al.,, 2008). La compartimentalizacion de elF4G en estas estructuras se da por la
interaccidn con la proteina de union al DNA de cadena sencilla, 13 del virus vaccinia
(Zaborowska, |., K. Kellner, M. Henry, P. Meleady, & D. Walsh, 2012). Adicionalmente, se
expresd a NSP3 en presencia de arabindsido de citosina (AraC); un inhibidor de la
replicacion de la sintesis de DNA del virus vaccinia que se usa como atenuador de la
infeccion viral (Chou, W., T. Ngo, & P. D. Gershon, 2012). Sin embargo, al adicionar AraC
también se afecto la sintesis de NSP3 (Figura 23), cuya sefal inmunofluorescente se
observé muy atenuada. A pesar de la atenuacion de la expresion de NSP3, se aprecia que
en las células en las que es posible detectar la expresion de NSP3 en el citoplasma, también

presentan sefal de PABP en citoplasma, similar a lo que ocurre en ausencia de Ara C.

Es muy importante contextualizar este resultado, ya que los reportes en la literatura
postulan que un factor importante para la funcion inhibitoria de la traduccion celular por
NSP3, es la relocalizacion de PABP en el nicleo celular. En este estudio demostramos que

NSP3 inhibe la traduccion celular a pesar de que PABP permanece en el citoplasma celular.
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Células MA104

vT7 MOI 0.2 vT7 MOl 0.8 vRRV7 MOI 0.2 vRRV7 MOI 0.8

Figura 23. Distribucién intracelular de PABP y NSP3 en el sistema del virus vaccinia. Células MA104

PABP NSP3

DAPI

MERGE

mock, infectadas con los virus vaccinia vT7 y vRRV7 a distintas MOl (0.2 y 0.8). A las 18 hpi las células se
fijaron y se incubaron con los anticuerpos primarios anti-NSP3 de conejo y anti-PABP de raton. Posteriormente
se incubaron con los anticuerpos secundarios anti-IlgG de conejo Alexa Fluor 514 y anti-IgG de raton Alexa Fluor

594. Los nucleos celulares fueron teiidos con DAPI. Amplificacion 40X.
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Células MA104 en presencia de Ara C (40 pg/mL)
vI7 MOI 0.2 vT7 MOI 0.8 vRRV7 MOI 0.2 vRRV7 MOI 0.8

Figura 24. Efecto del arabinésido de citosina sobre la distribucién intracelular de PABP y NSP3. Células

PABP NSP3

DAPI

MERGE

MA104 mock, infectadas con los virus vaccinia vT7 y VRRV7 a distintas MOI (0.2 y 0.8) en presencia del
atenuador de la infeccion de vaccinia Ara C (40 pg/mL). A las 18 hpi las células se fijaron y se incubaron con
los anticuerpos primarios antiFNSP3 de conejo y anti-PABP de ratén durante 1 hora. Los anticuerpos
secundarios anti-lgG de conejo Alexa Fluor 514 y anti-lgG de raton Alexa Fluor 594. Los nlcleos celulares

fueron tefidos con DAPI. Ampliacion 40X.

Localizacién intracelular de PABP y RoXaN en células MA104

Maya Harb, y colaboradores en el 2008 reportaron que existe un intercambio
nuclear/citoplasmico entre PABP y RoXaN en células MA104 infectadas con rotavirus.
Como se menciono anteriormente, PABP es predominantemente citoplasmico, y RoXaN en
células MA104 no infectadas se localiza principalmente en el nucleo celular, mientras que
en células infectadas con rotavirus su localizacion es citoplasmico/nuclear. En base a estos
antecedentes evaluamos la localizacion intracelular de PABP y RoXaN en células MA104

por ensayos de inmunolocalizacion con anticuerpos especificos para cada proteina. De
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acuerdo a lo esperado, PABP se localiza en el citoplasma; no obstante, RoXaN es
nuclear/citoplasmico con un enriquecimiento (mayor sefial) en el reticulo endoplasmico y/o
periferia nuclear (Figura 24). Ademas, se evaluaron otras condiciones para intentar
reproducir lo reportado previamente (linea celular BSC-1 y ausencia de SFB). Sin obtener

diferencias importantes.

RoXaN PABP DAPI

Figura 25. Localizacién intracelular de RoXaN y PABP. Células MA104 fueron sembradas en laminillas e
incubadas a 37°C y 5% durante 24 horas en MEM 10% SFB. Se retir6 el MEM 10% SFB y se incubaron por 12
horas con MEM sin SFB. Se fijaron con PFA 4% y bloquearon con BSA 1%. Los anticuerpos anti-RoXaN y anti-

SFB
(+)

SFB
()

PABP se incubaron por 12 horas a 4°C. Durante 1 hora se colocaron los anticuerpos secundarios anti-rabbit
Alexa Fluor 514 y anti-mouse Alexa Fluor 594. Los nucleos celulares fueron tefiidos con DAPI. Amplificacion
40X.

Modelo propuesto para la funcion inhibitoria de la traduccion celular.

En nuestros resultados, las mutantes de NSP3 presentaron distintos niveles de
acumulacion de la forma dimérica de NSP3 con respecto a la proteina silvestre,
particularmente cuatro mutantes presentaron niveles bajos de acumulacion de la forma
dimérica con el caso extremo de W170A, que presenta una reduccion de nueve veces con
respecto a la proteina silvestre y de casi 16 veces con respecto a la mutante Y192A.
Sorprendentemente, ambas mutantes poseen el mismo nivel de inhibicién de la traduccion,
sin correlacionar con la acumulaciéon de los dimeros estables, cuestionando que la forma
dimérica sea el unico determinante y la encargada de establecer en primera instancia el
efecto inhibitorio de la traduccion celular. Adicionalmente, consideramos que la sefal de 34

kDa en WB-ND corresponde en su mayoria a los intermediarios de la dimerizacion, debido
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a que los resultados mostrados por Dutta y colaboradores en 2009 establecen que los
mondmeros de NSP3 recién sintetizados se degradan rapidamente, por lo que las
interacciones tempranas de NSP3 con elF4G y HSPO0 podrian incrementar su estabilidad.
En base a estos resultados proponemos que los intermediarios de la dimerizacion
detectados con el WB-ND como mondomeros son competentes para establecer el efecto
inhibitorio traduccional. Por lo que el efecto inhibitorio traduccional de NSP3 parece
depender tanto de los dimeros estables como de los intermediarios de la dimerizacion. En
base a estas consideraciones la funcion de NSP3 comienza con las interacciones
tempranas con Hsp90 que la convierten en intermediario de dimerizacidn vy
subsecuentemente con elF4G, previo a la liberacion de la forma dimérica al concluir su
interaccion con Hspl0 (Figura 25). Cabe mencionar que no tenemos ningun indicio de que
los dimeros pudieran perder la actividad inhibitoria de la traduccidn celular previamente

adquirida por los intermediarios de dimerizacion.
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Figura 26. Modelo propuesto para la inhibicién traduccional de NSP3 previo a la formacion del dimero.
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DISCUSION

El papel de NSP3 como regulador a nivel traduccional de la expresion genica de rotavirus,
se ha descrito con diversos enfoques. No obstante, en la mayoria de los casos, la inhibicion
de la traduccion celular por NSP3 se ha inferido indirectamente; por la union de NSP3 a
elF4G1 in vitro y en el sistema de dos hibridos en levadura (Piron et al., 1998). El sistema
del virus vaccinia permite expresar de forma regulada a NSP3, y medir el impacto de esta
proteina sobre la traduccion de RNA mensajeros poliadenilados (virales y celulares)
(Padilla-Noriega, L. et al., 2002). Es ampliamente aceptado que NSP3 inhibe la traduccion
por interrumpir las interacciones entre los extremos 3" y 5 en el RNA mensajero, dichas
interacciones se regulan particularmente por elF4E (5°) y PABP (3’), que se anclan en la
proteina andamio elF4G. NSP3 se une a elF4G en el mismo sitio que la proteina PABP, y
con mayor fuerza (10 veces) (Piron, M. et al., 1998), por lo que se piensa que lineariza al
RNA mensajero unido a PABP. En contraste, resultados recientes proponen que NSP3 es
un sustituto de PABP, debido a que favorece la traduccion de los RNA mensajeros virales

y celulares, en distintas magnitudes (Gratia, M. et al., 2015).

El mayor determinante para establecer el efecto inhibitorio de la traduccion celular,
es la union de NSP3 con elF4G; como consecuencia de esta interaccion la proteina PABP
se relocaliza en el nucleo de células infectadas con rotavirus o que expresan a NSP3.
Expresion de mutaciones en el dominio de union a RoXaN, la inhibicion de la actividad
HSP90 o la expresion de una mutante de NSP3 con dominios del extremo carboxilo
duplicados (SA11-4Fg7re), demostraron incapacidad para relocalizar a PABP (Arnold, M.
M. et al., 2012; Dutta, D. et al., 2011; Harb, M. et al., 2008).

En nuestro laboratorio se establecio el sistema de expresion del virus vaccinia para
NSP3 y otras proteinas de rotavirus. Este sistema inducible y por ensayos de marcaje
metabolico con [*°S] Met-Cys, se demostro que la funcion inhibitoria de NSP3 depende de
los dominios de unién a elF4G y de dimerizacion, sin afectar la ausencia del dominio de
union al RNA viral. En estas condiciones NSP3 inhibe hasta 25 veces la traduccion de
proteinas celulares y del virus vaccinia, cuando la expresion de NSP3 se favorece por la
presencia de una secuencia tipo IRES (Internal Ribosomal Entry Site), y en presencia de

NaCl (Padilla-Nariega, L. et al., 2002), que se sabe que favorece la expresion de genes con
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IRES (Elroy-Stein, O. et al., 1989). En este estudio se explord reducir la cantidad de inductor
sin afectar el efecto inhibitorio y el nivel de expresion. El maximo efecto inhibitorio se
alcanza desde 300 uM de IPTG (83 %) y permanece constante hasta la concentracion mas
elevada del inductor (900 uM). Posteriormente, se fijé 400 uM como estandar para los
experimentos subsecuentes. La diferencia con el estudio previo del laboratorio en cuanto a
la magnitud del maximo efecto inhibitorio de la traduccion celular (96 %) la atribuimos a la
ausencia de condiciones hiperténicas (NaCl) en el presente estudio, lo que favorece la
expresion de RNAm con IRES (Padilla-Noriega, L. et al., 2002).

Se ha propuesto que la dimerizacion de NSP3 resulta en una conformacion ideal
para la formacidn del complejo ternario elF4G-NSP3-RoXaN, y ejercer la funcion inhibitoria
de la traduccion (Harb, M. et al., 2008), sin embargo en el sistema de traduccion de
reticulocitos se reportd que la forma dimérica de NSP3 por WB aparece a los 30 minutos
de incubacion con la chaperona HSP90, y se determind que tras la inhibicion de esta
chaperona con un derivado de geldanamicina (17DMAG), se bloguea la funcion de NSP3
que relocaliza PABP al nucleo (Dutta, D. et al., 2011). Por lo tanto, el proceso de
dimerizacion resulta ser un paso determinante, al menos en una de las funciones de NSP3.
En base a estos antecedentes usamos un enfoque de mutagénesis dirigida para estudiar la
importancia de la region coiled coif en el proceso de dimerizacion y adquisicion de la funcion
de NSP3. La funcion que estudiamos es la capacidad de NSP3 para inhibir la traduccion
celular, y no la relocalizacion de PABP al nucleo, como es estudios previos de la
dimerizacion de esta proteina (Dutta et al., 2011). La region coiled coil de NSP3 (residuos
159-245) contiene los dominios de dimerizacion y el de unién a RoXaN, ademas se
encuentra una parte de los dominios de unién a HSP90 y a elF4G. El patron de
heptarepeticion caracteristico en los coifed coil, se ha predicho en diversos estudios
mediante el algoritmo reportado por Lupas (Lupas, a, 1996; Piron, M. et al., 1999; Vitour,
D. etal., 2004).

Los residuos que se modificaron en el coiled coil de NSP3 se eligieron en base a su
grado de conservacion entre todos los genotipos reportados para la proteina y que ademas
estuvieran en alguna posicion importante para mantener el patron heptarepetido (a, d, g y
e). Los residuos con carga positiva se cambiaron por residuos con carga negativa (K171E,

R173E, R187E y K191E), y residuos voluminosos aromaticos se modificaron por un residuo
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pequefio hidrofdbico (W170A y Y192A). Las mutantes de NSP3 afectaron la funcion
inhibitoria, dimerizacion y acumulacion de la proteina. Las mutaciones afectaron la funcién
inhibitoria de la traduccion en diversos grados; W170A y Y192A parcialmente, R173E Y
R187E:K191E severamente, mientras que K171E se comportd similar a la proteina
silvestre. Por otro lado, la acumulacion de la proteina disminuye con cuatro mutaciones
W170A, K171E, R173E y R187E:K191E; en contraste, existe una mayor acumulacion (=
20%) con la mutante Y192A. La dimerizacion se observa severamente afectada por la
mutacion W170A, disminuye parcialmente con K171E, R173E, R187E:K191E mientras que
con la mutacion Y192A existe un aumento en la cantidad de dimeros detectados por WB-
ND. Ademas, como se menciona previamente, existe una relacion entre la concentracion
del inductor (IPTG) y el tiempo de induccion con la funcion de NSP3, por lo que, en esta
tesis evaluamos la capacidad de las mutantes para inhibir la traduccidn celular a diversas
concentraciones del inductor (25, 100, 400 y 2000 pM) y tiempos de expresion (8, 12 y 16
horas) para asegurar el maximo nivel inhibitorio por las mutantes. Se establecieron 16 horas
y 400 uM de IPTG para los experimentos posteriores y en estas condiciones se logra un

85% de inhibicion como maximo efecto.

Las mutantes de NSP3 estandarizadas presentaron distintos grados para inhibir la
traduccion celular, encontramos que la mutante K171E inhibe de forma similar a la proteina
silvestre (= 84%). Dos mutantes W170A y Y192A inhiben parcialmente la funcion de NSP3
con un nivel maximo inhibitorio entre 49 y 64%, respectivamente. El resto de las mutantes
presentan el mayor efecto sobre la funcion inhibitoria de NSP3 con tan solo 33% (R173E)
y 24% (R187E:K191E) de inhibicion. En cuanto a la funcion de NSP3, no encontramos una
relacion total entre el residuo modificado, la posicion dentro del coifed coif y el efecto sobre
la funcion inhibitoria de la proteina. Por lo que, los resultados comprueban la hipotesis de
que la region integra y completa del coifed coif es fundamental para la funcion inhibitoria de
la traduccion de NSP3.

En las estructuras colied coil los residuos no polares se encuentran en las posiciones
a y d, formando el nucleo y se involucran en la estabilidad de la proteina. Mientras que
residuos con carga electrostatica se encuentran en las posiciones g y €, determinando la
especificidad y orientacion para formar oligdmeros. El resto de las posiciones (b, ¢ y f) se

encuentran expuestos y suelen ser polares (Jody, M. M., & A. K. M., 2004). En el caso de
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NSP3 postulamos que las interacciones en el coilfed coil son importantes para la
dimerizacion de la proteina. Consistente con nuestra hipotesis, cuatro de los residuos
mutados W170A, K171E, R173E y R187E:K191E afectaron la formacion de dimeros
estables y se encuentran en las posiciones d, €, g, g y d, respectivamente. Por contraparte,
existe una mayor acumulacion de dimeros estables con la mutacion Y192A (posicion e). La
proteina monomérica de NSP3 es altamente inestable y se degrada por la via del
proteasoma (Dutta, D. et al., 2011). El uso del inhibidor del proteasoma MG132 (Figura 3)
durante el tiempo de expresion de NSP3 silvestre y de algunas mutantes, mostrd un
aumento en la acumulacion total de la proteina (=50%), sin embargo, en dos mutantes
(R173E y R187E:K191E) el efecto fue relativamente menor (x10%). De acuerdo a lo
mostrado en la figura 5, el efecto de MG132 es consistentemente mas evidente sobre la
forma monomérica detectada por el WB-ND. Mientras que el dimero estable solo aumenta
en aguellas proteinas que no presentan un defecto en la acumulacion/dimerizacion de la
proteina (Wt y Y192A). Comparando los resultados de inhibicion de la traduccion con los
de acumulacion de las formas dimérica y monomérica/intermediario de dimerizacion, estos
resultados demuestran que no hay una correlacion directa entre la cantidad de NSP3
dimérica sumada a la cantidad de mondmero/intermediario de dimerizacion gue se
acumulan y la magnitud del efecto inhibitorio de la traduccion celular. La falta de correlacion
directa entre la acumulacion solamente del dimero estable con la funcion inhibitoria de la
traduccion es evidente al comparar la cantidad de NSP3 dimérica de la mutante W170A con
la de la proteina silvestre (nueve veces menos) o con la mutante Y192A (16 veces menos),
mientras que las diferencias en cuanto a inhibicion de la traduccion son mucho menores (la
mitad de inhibicion con respecto a la proteina silvestre y aproximadamente igual que la
mutante Y192A), estas diferencias hacen evidente que la inhibicion traduccional por NSP3
es mas compleja (tiempo de expresion y equilibrio en la sintesis/degradacion), y que la
integridad del dominio coifed coil es determinante para |la estabilidad de la proteina asi como
para las interacciones tempranas de NSP3, particularmente aquellas donde se involucran

los intermediarios de la dimerizacion como se muestra en la figura 26.

Mediante Western blot no disociativo (WB-ND) caracterizamos la cinética de
degradacion del dimero y monomero de NSP3 silvestre, y sorprendentemente encontramos

que la forma dimérica de NSP3 decae rapidamente (t/2 = 60 minutos), mientras que el
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monomero lo hace con menor rapidez (t'2 ~ 134 minutos). Estos resultados indican que la
degradacion del dimero es mucho mas rapida que del intermediario de
dimerizacion/monomero, y al evaluar el efecto de MG132 sobre esta cinética encontramos
que la forma dimérica es mas sensible al efecto de la droga. Proponemos que la banda del
WB-ND que migra como monomero esta constituida principalmente por intermediarios de
dimerizacion, ya que otros grupos han demostrado que el mondmero autentico sintetizado
in vitro es altamente inestable al proteasoma, por lo que es imposible que tenga una vida
media de 134 minutos. Por otro lado, se confirma que el dimero de NSP3 se degrada por
la via del proteasoma (Figura 22). Ademas, es notable que cuando se expresa a NSP3
silvestre y la mutante Y192A (mayor acumulacion) en presencia de MG132, claramente se
observan complejos de mayor peso molecular al dimero de NSP3, que podria representar

al dimero poli-ubiquitinado (Figuras 21 y 22).

La relocalizacion nuclear de la proteina celular PABP se ha utilizado para evaluar
indirectamente la funcion inhibitoria de NSP3. Por lo que fue de interés explorar este
fenotipo en el sistema del virus vaccinia recombinante. Encontramos que PABP se ubica
(“es anclada™) en las fabricas virales de vaccinia en conjunto con otros factores de la
traduccion celular (elF4E y elF4G), y proteinas de union al DNA viral (Walsh, D. et al., 2008;
Zaborowska, I. et al., 2012). Ademas, el virus vaccinia posee dos enzimas (D9 y D10) que
retiran la estructura tipo cap en los RNA mensajeros celulares, y que bloquean la respuesta
antiviral celular por inhibir la traduccion celular (Silverman, Robert H. 2015). No obstante, el
efecto inhibitorio causado por NSP3 es mayor a lo observado con la infeccion del virus
vaccinia parental (vT7), y este efecto predomina durante todo el tiempo que se induce con
IPTG. La falta de relocalizacion nuclear de PABP, tras la expresion de NSP3 en el sistema
del virus vaccinia demuestra que este fenotipo no es indispensable para establecer la
funcion inhibitoria de la traduccion celular. Ademas, encontramos que la localizacidn
intracelular de RoXaN en células MA104 y BSC-1 es nuclear-citoplasmica, con
enriquecimiento aparente en el reticulo endoplasmico, no obstante, se reporto previamente
que RoXaN se localiza exclusivamente en el nicleo de células MA104. Las diferencias
observadas se podrian deber a una menor especificidad del anticuerpo utilizado en nuestro

estudio en comparacion con los estudios previos (Vitour et al., 2004).
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Previamente se ha propuesto que los determinantes principales para la funcion
inhibitoria de NSP3 son: 1) la interaccion con elF4G; y 2) el dimero estable de la proteina.
No obstante, es evidente en nuestros resultados que a pesar de encontrarse afectada la
dimerizacion y la acumulacion de la proteina en dos mutantes (W170A y K171E), estas
conservan la capacidad de inhibir la traduccion celular, en distinta magnitud. Esto sugiere
que la forma detectada como mondmeros de NSP3 en el WB-ND esta constituida
fundamentalmente por intermediarios de la dimerizacion, donde estos ultimos podrian
participar en el establecimiento de la funcion. El modelo que mejor ajusta a nuestros
resultados es que durante la sintesis de NSP3, elF4G es secuestrado y se bloquea la
interaccion selectiva por los mensajeros poliadenilados, dando preferencia a la traduccion
viral. Proponemos que durante la sintesis de NSP3, es estabilizada por interacciones
tempranas con elF4G y Hsp90, dando como resultado los intermediarios de dimerizacion,
esto explica un mecanismo para poder estabilizar a NSP3 y garantizar que al menos la

mayoria de las moléculas de elF4G sean inhabilitados para la traduccion celular.
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CONCLUSIONES

¢ La integridad del segmento coiled coif de NSP3 de rotavirus es relevante para el
establecimiento de la funcion inhibitoria de la traduccion celular.

e La modificacion de residuos en el dominio coiled coil de NSP3 puede reducir
(W170A, K171E, R173E, R187E:K191E) o aumentar (Y192A) la cantidad de
dimeros estables.

e La funcion inhibitoria de la traduccion celular por NSP3 se adquiere previo a la
formacion de dimeros estables, y podria estar determinada por la aparicion de los
intermediarios de la dimerizacion.

e El dimero estable de NSP3 es probablemente poli-ubiquitinado y se degrada con
mayor velocidad que el monomero-intermediarios de la dimerizacion por la via del
proteasoma.

¢ La relocalizacion nuclear de PABP no es necesaria para la funcion inhibitoria de la
traduccion celular de NSP3.
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PERSPECTIVAS

® Explorar la cinética de formacion de los intermediarios de dimerizacion de NSP3.

e Determinar el perfil de interaccion de los intermediarios de dimerizacion con Hsp90,
RoXaN y elF4G.

e Explorar la importancia de la tirosina (Y) en la posicion 192 sobre la estabilidad de
NSP3 a través de una posible fosfarilacion.

e |dentificar posible poliubiquitinacion del dimero de NSP3 y su relacion con la funcién
inhibitoria de la traduccion celular.

e Explorar el papel de las caspasas sobre la dimerizacion y estabilidad de las distintas
formas de NSP3 (dimeros, intermediarios de dimerizacion y mondémeros).

e Explorar la importancia de la localizacion de PABP en el nucleo celular para el
establecimiento inhibitorio traduccional de NSP3.
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Abstract

Species A rotavirus non-structural protein 3 (NSP3) is a translational regulator that inhibits
or, under some conditions, enhances host cell translation. NSP3 binds to the translation initi-
ation factor elF4G1 and evicts poly-(A) binding protein (PABP) from elF4G1, thus inhibiting
translation of polyadenylated mRNAs, presumably by disrupting the effect of PABP bound
to their 3'-ends. NSP3 has a long coiled-coil region involved in dimerization that includes a
chaperone Hsp80-binding domain (HS90BD). We aimed to study the role in NSP3 dimeriza-
tion of a segment of the coiled-coil region adjoining the HS90BD. We used a vaccinia virus
system to express NSP3 with point mutations in conserved amino acids in the coiled-coil
region and determined the effects of these mutations on translation by metabolic labeling of
proteins as well as on accumulation of stable NSP3 dimers by non-dissociating Western
blot, a method that separates stable NSP3 dimers from the monomer/dimerization interme-
diate forms of the protein. Four of five mutations reduced the total yield of NSP3 and the for-
mation of stable dimers (W170A, K171E, R173E and R187E:K191E), whereas one
mutation had the opposite effects (Y192A). Treatment with the proteasome inhibitor MG132
revealed that stable NSP3 dimers and monomers/dimerization intermediates are suscepti-
ble to proteasome degradation. Surprisingly, mutants severely impaired in the formation of
stable dimers were still able to inhibit host cell translation, suggesting that NSP3 dimeriza-
tion intermediates are functional. Our results demonstrate that rotavirus NSP3 acquires its
function prior to stable dimer formation and remain as a proteasome target throughout
dimerization.
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Introduction

Species A rotavirus (RVA) is a double-stranded RNA virus of the Reoviridae family. RVA is a
major cause of gastroenteritis in infants and in the young of several animal species. The
genome of this virus has 11 segments that code for 12 proteins: six structural that form the tri-
ple-layered capsid (VP1-VP4, VP6 and VP7) and six non-structural (NSP1-NSP6) that partici-
pate in viral replication and host cell infection [1, 2].

RVA is useful as a model to study the relevance of the poly-(A) tail in translation of cellular
mRNAs because rotaviral mRNAs lack this feature. Upon internalization into the host cell
cytoplasm, the outer layer of the virion is lost, and the double-layered particle functions as a
transcription machine that simultaneously produces the 11 viral mRNAs capped at the 5’-end
and with the 3™-end sequence-UGACC. The viral mRNAs are either translated in the cyto-
plasm or used as templates to synthesize the dsRNA genome in cytoplasmic inclusion bodies
known as viroplasms [3].

NSP3 of RVA is a 34-kDa protein with two major separate domains: an RNA-binding
domain at the amino-terminus (RBD, amino acids 4-149) that binds to the 3’-terminal
sequence-UGACC of viral mRNAs; and a translation initiation factor elF4G1-binding domain
(GBD, amino acids 206-313) localized at the carboxy-terminus. The NSP3 RBD and GBD are
connected via a segment of the protein that is sufficient for interaction in a yeast two-hybrid
system (HID [two-hybrid interaction domain], amino acids 150-206) [4]. The structures of
the RBD and GBD have been separately determined by X-ray crystallography, and interest-
ingly, the RBD is an asymmetric homodimer with a single RNA-binding tunnel, whereas the
GBD is a symmetric homodimer with two hydrophobic elF4G1 binding sites [5, 6]. Based on
the ability of NSP3 to bind RVA mRNAs in vitro and to evict PABP from elF4G in vitro and in
vivo, Poncet and colleagues proposed two mechanisms by which NSP3 inhibits the translation
of cellular mRNAs and also enhances the translation of rotaviral mRNAs. First, binding of
NSP3 to elF4G1 participating in translation initiation would inhibit polyadenylated mRNA
translation by disruption of the 5" to 3’ mRNA interaction that occurs via elF4G1 bound to
elF4E and PABP [7]. Second, NSP3 simultaneously binding to the 3’ end of RVA mRNA and
elF4G1 would enhance translation of rotavirus mRNAs, thus functioning as an analogue of
PABP [8]. Recently, a third function of NSP3 as a surrogate of PABP was proposed based on
the finding that NSP3 enhances translation of transfected polyadenilated and nonpolyadeni-
lated mRNAs and favor eIF4E-elF4G interaction [9].

The effect of RVA NSP3 on host cell translation has been studied with different methods
that are difficult to compare. In an in vitro assay with rabbit reticulocytes programmed with
endogenous mRNAs from Hela cell extracts and complemented with purified recombinant
NSP3,63.313, the truncated protein, containing the GBD, inhibited cellular translation [10].
Moreover, in an in vivo expression system of mammalian cells infected with a recombinant
vaccinia virus for expression of NSP3, the full-length and a truncated protein, containing the
GBD, inhibited host cell translation [11]. By contrast, using an in vivo approach based on tran-
sient cytoplasmic NSP3 expression programmed by electroporation with synthetic polyadeny-
lated and nonpolyadenilated mRNAs, NSP3 enhanced translation of the transfected mRNAs
regardless of their 3’ end [9]. This in vivo approach based on electroporation of synthetic
mRNAs was also used to demonstrate that NSP3 enhances translation of RVA-like mRNAg, i.
e., capped and with the 3™-end sequence-UGACC [12]. It is unclear why NSP3 inhibits host
cell translation under some conditions but enhances host cell translation under other
conditions.

Interestingly, expression of recombinant NSP3 redirects cytoplasmic PABP to the nucleus,
a phenotype that has been proposed to contribute to host cell translation inhibition [13]. One
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study showed that interaction of NSP3 with eIlF4G1 and the cellular protein RoXaN are both
required for nuclear localization of PABP [14]. RoXaN is an AU-rich element (ARE)-binding
protein and is thus expected to bind AREs at the 3" untranslated region of many short lived
mRNAs that serve as regulatory elements for mRNA degradation and translation [15]. Expres-
sion of a deletion NSP3 mutant, unable to bind eIF4G1 due to the lack of part of the carboxy-
terminus GBD, restored cytoplasmic localization of PABP. In addition, expression of two
NSP3 point mutations in the RoXaN-binding domain (RoBD, amino acids 163-237), that
affected the ability to bind RoXaN as determined by co-immunoprecipitation, led to reduced
nuclear localization of PABP compared to the wild type protein [14].

NSP3 has a long coiled-coil region (amino acids 159-245) predicted by the Lupas algorithm
[4, 16] that is relevant for the dimerization of the protein. A segment of this region is sufficient
to multimerize in a yeast two-hybrid system (HID, amino acids 150-205) [4]. Another seg-
ment is needed for binding to a chaperone, the Hsp90 binding domain (HS90BD, amino acids
225-258) [17]. Overlapping with the HS90BD, the coiled-coil participates in the dimer inter-
face of the GBD, as determined by X-ray crystallography (amino acids 205-245) [6]. Coiled-
coils are structural motifs common in dimers in which two alpha helices wrap around each
other in a left-handed helix to form a supercoil. Coiled-coils have a periodicity of seven (hep-
tad repeat), usually denoted (a-b-c-d-e-f-g),, in one helix and (a’-b’-c’-d’-e’-f-g’),, in the other,
where “a” and “d” are typically nonpolar residues found at the core of the interface of the two
helices and “e” and “g” are solvent-exposed polar residues that provide specificity between the
two helices through electrostatic interactions. The remaining positions, “b”, “c” and “f”, lie
away from the coiled-coil interface, and tend to be occupied by polar residues [16].

Chawla-Sarkar and colleagues demonstrated that NSP3-Hsp90 interaction is essential for
NSP3 dimerization and for the acquisition of function. As determined by in vitro transcrip-
tion-translation assays, the expression of NSP3 in the presence of the Hsp90 inhibitor 7-N,N-
dimethylethylenediamine-geldanamycin (17DMAG) prevented dimer formation, as did
expression of NSP3 lacking the HS90BD. In cells infected with RVA, treatment with 17DMAG
impaired the nuclear localization of PABP [17]. Moreover, Chawla-Sarkar and colleagues iden-
tified intermediates in the process of dimerization of NSP3 assisted by Hsp90. In vitro trans-
lated NSP3 molecules interacting with Hsp90 were immunoprecipitated with anti-Hsp90. In
spite of being dimerization intermediates, the NSP3 molecules interacting with Hsp90 were
detected as monomers by non-dissociating electrophoresis [17]. Based on the demonstration
that NSP3 dimerization intermediates migrate as monomers by non-dissociating Western blot
(WB-ND), we refer to the apparently monomeric forms of the protein detected by this method
as monomers/dimerization intermediates, Further incubation of immunoprecipitated
NSP3-Hsp90 complexes with fresh translation mixture showed that NSP3 molecules were con-
verted to stable dimers free of Hsp90, as determined by WB-ND. Interestingly, in the presence
of 17DMAG, in vitro translated NSP3 monomers were readily degraded, suggesting that bona
fide NSP3 monomers are short lived [17].

The recent finding of polyadenylated mRNA translation enhancement by RVA NSP3 chal-
lenges our notion about the role of this protein, that has long been considered an inhibitor of
host cell translation [9, 12]. We hypothesized that the process of dimerization is a key in
understanding the mechanism by which NSP3 affects host cell translation. In this study, we
used a vaccinia virus system to express wtNSP3 and NSP3 carrying point mutations in a seg-
ment of the coiled-coil region and evaluated their dimerization status, effects on cellular trans-
lation, and stability to the proteasome. Our results demonstrate that NSP3 acquires its
function prior to stable dimer formation.
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Materials and methods
Reagents and antibodies

The inductor isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG, cat. 70571) was obtained from
Research Organics (Cleveland, OH). Proteasome inhibitor MG132 (cat. C2211) and cyclohexi-
mide (cat. C7698) were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). The horseradish peroxi-
dase conjugated chicken anti-rat IgG (cat. SC2956) was obtained from Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, TX). The hyperimmune anti-NSP3 rat serum was produced in our
laboratory.

Cells, viruses, and plasmids

Cercopithecus aethiops CV-1 and BSC-1 cell lines were obtained from R. Rosales (Universidad
Nacional Auténoma de México, Mexico City, Mexico). The human HeLa cell line was
obtained from A. Gonzalez-Noriega (Universidad Nacional Autonoma de México, Mexico
City, Mexico). The vaccinia virus vI'7lacOI and plasmid p.VOTE.1 were obtained from B.
Moss (National Institutes of Health, Bethesda, MD). Vaccinia virus vRRV7 containing RRV
gene 7 for expressing wild type NSP3 was previously produced in our laboratory [11]. CV-1,
BSC-1 and HeLa cells were cultured in Eagle’s minimum essential medium (MEM) supple-
mented with 7% of fetal bovine serum (Biowest, Mexico).

Mutagenesis and recombinant vaccinia virus construction

Site-directed mutagenesis for expression in the VOTE (vaccinia virus/lac operon/T7 RNA
polymerase/EMC IRES) mammalian cell expression system [18] was performed with the
QuickChange Site-Directed Mutagenesis kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. The plasmid p.VOTE-RRV7 [11] for the expression of
the NSP3 gene of the simian RV A strain RRV (GenBank AY065842) was mutagenized using
five oligonucleotide pairs to produce the plasmids p.VOTE-RRV7-W170A (ROXF7170,
GGAAGTAGATACRATTGATGCCAAATCAAGATATGAACAG; ROXR7170, CTGTTCATAT
CTTTGATTTGGCATCAATTGTATCTACTTCC), p.VOTE-RRV7-K171E (ROXF7171, GGAA
GTAGATACAATTGATTGGGAGTCAAGATATGAACAGTTAG;ROXR7171, CTARCTGTTCAT
ATCTTGACTCCCAATCAATTGTATCTACTTCC), p.VOTE-RRV7-R173E (ROXF7173, GAT
ACAATTGATTGGAAATCAGAGTATGAACAGTTAGAAAAGAG; ROXR7173, CTCTTTTCTAACT
GTTCATACTCTGATTTCCAATCAATTGTATC), p.VOTE-RRV7-R187E:K191E (ROXF7187,
GAGTCACTGAAACATGAGGTTAATGAGGAGTATAARTCATTGGG;ROXR7187, CCCAATGAT
TATACTCCTCATTAACCTCATGTITTCAGTGACTC), and p.VOTE-RRV7-Y192A (ROXF7192,
CATCGGGTTRAATGAGAAGGCCAATCATTGGGTTCTTAAAGC; ROXR7192, GCTTTAAGARACC
CAATGATTGGCCTTCTCATTARCCCGATG). The NSP3 gene inserts in the corresponding plas-
mids were sequenced in both directions. The plasmids were then used to generate five recombi-
nant vaccinia viruses by homologous recombination in CV-1 cells infected with the parental
vaccinia virus vI'7lacOl, as previously described [19]: YNSP3w704, VNSP31715 VNSP3R 735,
VNSP3g s75:k1015 and VNSP3y g4, In the VOTE system, the lacl gene is transcribed from a vac-
cinia early/late promoter, resulting in constitutive expression of the E. coli lac repressor, which
binds to two E. coli lacO operators, one adjacent to a vaccinia virus late promoter to prevent
transcription from the bacteriophage T7 RNA polymerase gene and the other next to a T7 pro-
moter to prevent transcription of the NSP3 gene. Upon induction with IPTG, the repressor is
inactivated, allowing expression of the T7 RNA polymerase, which then transcribes the NSP3
gene. Finally, the translation of the NSP3 mRNA is enhanced by an encephalomyocarditis virus
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internal ribosome entry site (IRES). Vaccinia virus stocks were produced in HeLa cells and
titrated for plaque forming units in BSC-1 cells, as previously described [19].

Metabolic labeling of proteins in vaccinia virus-infected cells

We performed metabolic labeling with [*°S]-methionine plus [*°S]-cysteine in cells infected
with vaccinia viruses as previously described [19] with some modifications. BSC-1 cells in
MEM containing 7% FBS were plated in 6-well plates (5 x 10°/well) and incubated 12-24 h at
37°C. The cells were infected with the recombinant vaccinia viruses with a multiplicity of
infection (MOI) of five. At two hours post-infection (hpi), the inducer IPTG (0.4 mM, unless
otherwise specified) and the proteasome inhibitor MG132 (0.5 uM) or its diluent dimethyl
sulfoxide (DMSO) alone were added as indicated and maintained during expression. At 17.5
hpi, the cells were starved for 30 min at 37°C with methionine- and cysteine-free DMEM
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Labeling was performed by adding 20 pCi/well of [*’S]-methio-
nine and [**S]-cysteine mixture (EasyTag™ EXPRESS35S Protein Labeling Mix, Perkin Elmer,
Norwalk, CT) in 500 pL of methionine- and cysteine-free DMEM. The cells were incubated
for 1 h at 37°C and harvested by washing twice with cold PBS and scraping in 1 mL of cold
PBS. The cells were divided in two 0.5-mL aliquots and centrifuged at 13,200 g for 5 min. The
cell pellets were suspended in 20 pL of lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 5 mM MgCl,, 0.4
U/mL DNase I, 0.01 mg/mL RNase A and Complete™ protease inhibitor [Roche]), and incu-
bated for 10 min at room temperature, The cell lysates were mixed with 20 pL of 2x Laemmli
sample buffer (62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 20% glycerol, 4% SDS and 2% B-mercaptoethanol)
and heated in boiling water bath for five minutes. Labeled proteins were separated in 12%
SDS-PAGE and analyzed by autoradiography and densitometry. Molecular weight assessment
was based on predominant late vaccinia virus proteins detected in cells infected with vI'7lacOI
[20]. Analysis to determine the effect of NSP3 on host cell translation was done by quantitating
the densitometry profile (excluding the NSP3 band) of three independent experiments per-
formed on different days. Identical aliquots were processed as loading controls by running
SDS-PAGE and analyzing the protein content by silver staining, using a variant protocol opti-
mized for protein quantification [21].

Western blot (WB) and non-dissociating Western blot (WB-ND)

BSC-1 cells were infected with vaccinia viruses and treated or not with MG132 as described
above. At 18 hpi, the cells were harvested by washing twice with cold PBS and scraping in 1
mL of cold PBS. The cells were divided in four 0.25-mL aliquots and centrifuged at 13,200 g
for 5 min. The cell pellets were suspended in 20 pL of lysis buffer and incubated for 10 min at
room temperature. For dissociating conditions (WB), the cell lysates were mixed with 20 pL of
2x Laemmli sample buffer and heated in boiling water bath for five minutes. For non-dissoci-
ating conditions (WB-ND), the cell lysates were mixed with 20 pL of 2x non-dissociating sam-
ple buffer (62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 0.8% SDS, 20% glycerol) and incubated for 30 minutes
on ice. The proteins were separated in 12% SDS-PAGE (run in a cold room for WB-ND) and
transferred to polyvinylidene fluoride membranes (BioRad, Hercules, CA, cat. 162-0177). One
lane of prestained protein markers (New England Biolabs, Ipswich, MA, cat. P7708S) was used
to estimate the size of proteins. The membranes were blocked with 5% non-fat dry milk in
Tris-buffered saline (T'BS) at room temperature for one hour. The membranes were incubated
overnight at 4°C with anti-NSP3 (1:20,000) in 1% non-fat dry milk in T-TBS (0.05% Tween-20
in TBS), followed by incubation with horseradish peroxidase-conjugated anti-rat IgG (1:
20,000) in 1% non-fat dry milk in T-TBS for two hours at room temperature. Finally, the blots
were developed with SuperSignal West Femto chemiluminescence substrate (Pierce, Rockford,

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0181871 July 24, 2017 5/18



@PLOS | ONE

Functionality of species A rotavirus NSP3 dimerization mutants

IL) according to the manufacturer’s instructions. A detailed protocol for determining the half-
life of the dimeric form of NSP3 by cycloheximide blocking and WB-ND is available at dx.doi.
org/10.17504/protocols.io.iiwccfe. Densitometry analysis of three independent experiments
performed on different days was done by determining the pixels of the low molecular weight
band consisting of NSP3 monomers/dimerization intermediates and the high molecular
weight band consisting of NSP3 stable dimers, excluding the smear of putative poly-ubiquiti-
nated dimers that migrates above the dimer band. Identical aliquots were processed as loading
controls by running SDS-PAGE and analyzing the protein content by silver staining using a
variant protocol optimized for protein quantification [21].

The half-lives of monomeric and stable dimeric NSP3 were determined by incubation in
the presence of a protein synthesis inhibitor and quantification of protein decay by WB-ND.
This method differs from half-life determination by pulse-chase assays in that the whole accu-
mulated NSP3 contributes to the signal detected by WB rather than the recently synthetized
protein labelled with radioactive amino acids during the pulse. BSC-1 cells were infected with
vNSP3, adding IPTG and MG132 or its diluent as indicated above. At 14 hpi, the medium was
removed, the cells were washed twice with MEM containing 2.5% SFB, and cycloheximide
(100 pg/mL) was added in MEM containing 2.5% SFB. The cells were harvested immediately
as described above (time 0) or incubated for 30, 60, 120 and 240 minutes and then harvested.
The cells were processed by WB-ND with anti-NSP3 serum.

Nucleotide sequence analysis

Nucleotide sequences of the NSP3 gene from several RV A strains were aligned with Clustal
Omega [22].

Results

Production of RVA NSP3 with point mutations in the coiled-coil region for
expression in the vaccinia VOTE system

To begin to study the role of the coiled-coil region of RVA NSP3 in dimerization, we per-
formed site-directed mutagenesis of conserved amino acids in a segment of the coiled-coil
region adjoining the HS90BD. We used the vaccinia virus VOTE system to express the NSP3
gene of the simian RVA strain RRV [11, 18]. The VOTE system depends on infection of mam-
malian cells by recombinant vaccinia viruses carrying the gene of interest, allowing high levels
of IPTG-inducible expression. Mutagenesis was first performed using the plasmid p.
VOTE-RRV7 previously constructed for the expression of full-length NSP3 of RRV (amino
acids 4-313) [11]. In this construct, the expressed protein lacks amino acids 1-3 due to initia-
tion at the second initiation codon because the first in-frame initiation codon is in a poor con-
text. After performing mutagenesis in the plasmids, five recombinant vaccinia viruses for
expression of the mutant proteins (VNSP3y 704, VNSP3 k171, VNSP3R 1735, VNSP3R1s76: 1918
and vNSP3y9,4) were produced in CV-1 cells infected with the parental vaccinia virus vI7la-
cOl, as described in materials and methods. Fig 1 shows the mutations produced in the context
of the amino acid sequence of the coiled-coil segment of NSP3 from RRV, which is compared
with the corresponding sequences of other RVA strains from different species. One mutation
was produced in a “d” residue of the heptad repeat (W170A). Based on its position, it was
expected to be at the core of the interface between the two helices of the dimer. Three muta-
tions were produced at “e” (K171E and Y192A) or “g” (R173E) residues and were accordingly
expected to affect the specificity between the two helices of the dimer. The double mutation
(R187E:K191E) at “g” and “d” residues was expected to affect simultaneously the interface of
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Fig 1. Mutations produced in the coiled-coil region of the RRV NSP3 gene and comparison with the sequence of other RVA
strains. (A) Schematic representation of NSP3 domains: RBD, RNA-binding; RoBD, RoXaN-binding; HID, two-hybrid interaction; HS90BD,
Hsp90-binding; GBD, elF4G1-binding. The lower line indicates the coiled-coil region, and the numbers refer to the NSP3 amino acid
sequence. (B) Alignment of the amino acid sequences of the coiled-coil region of the NSP3 gene of RRV and other RVA strains that infect
diverse animal species. The heptad repeat pattern (a-g), is shown above, where “a" and “d” are hydrophobic and “e” and “g" are charged
residues. The remaining positions, “b", “c” and “f", tend to be occupied by polar residues. Mutagenized residues are highlighted in red. The
lower lines indicate the segments of the coiled-coil region that overlap with NSP3 domains.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0181871.g001

the dimer and the specificity of the interaction. The double mutant R187E:K191E combined
two mutations that have been previously assessed individually in the NSP3 gene of the bovine
RVA strain RF, where they were shown to affect the interaction with RoXaN by co-immuno-
precipitation [14]. In this initial mutagenesis study, we targeted a few amino acids in the
lengthy coiled-coil of NSP3 expected to have a range of effects on dimerization, including a
double mutation known to affect the binding to a cellular protein. Our hypothesis was that
mutations in “d” residues would interrupt the repeated hydrophobic interactions at the helical
interface, thus having a stronger effect than mutations in “e” or “g” residues that affect interhe-
lical ionic interactions and contribute marginally to the stability of the dimer. None of the

mutations affected the HS90BD.

Effect of mutations in the coiled-coil region of RRV NSP3 on host cell
translation

We determined the effect of the RRV NSP3 mutations on mammalian host cell translation
using the vaccinia virus VOTE system [18]. Cells were infected with the recombinant vaccinia
virus followed at 18 hpi by pulse labeling with [**S]-labeled amino acids, SDS-PAGE of the
harvested cells, autoradiography and densitometry analysis. This method was used to deter-
mine the combined effect of NSP3 on cellular and vaccinia virus mRNAs that are both capped
and polyadenylated. We have previously used the VOTE system to demonstrate that NSP3
inhibits host cell translation [11]. However, in the present study, we avoided hypertonic
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conditions during metabolic labeling, reduced the concentration of the inducer, and shortened
the time of infection. Despite lowering the concentration of the inducer and shortening the
time of infection, we still achieved maximum inhibition of host cell translation (S1 and 52
Figs). Hypertonic condition with higher NaCl concentration in the culture medium favors the
expression of IRES-driven genes [23] and has a synergic effect with the inhibitory function of
NSP3 on host cell translation, thus explaining the difference in maximum host cell translation
inhibition obtained in this study (see below and S2 Fig) as compared to our previous studies
[11].

Cercopithecus aethiops BSC-1 cells were infected with the parental control virus vI'7lacOl
lacking the NSP3 gene or with viruses for expression of wtNSP3 or its mutants, and their
effects on host cell translation were determined in the presence of the inducer IPTG (0.4
mM). Cells infected with the parental virus vT7lacOI exhibited the characteristic pattern of
cellular and late vaccinia virus proteins, which differs from the cellular proteins synthesized
in mock-infected cells (Fig 2A, lanes 1 and 2). Cells infected with vNSP3 for the expression
of wtNSP3 or with any of the five viruses for the expression of NSP3 mutants showed a
prominent 34-kDa band that corresponds to the molecular weight of NSP3 (Fig 2A, lanes
3-8). In a previous study, we demonstrated that this 34-kDa band corresponds to NSP3 by
immunoprecipitation with hyperimmune anti-NSP3 serum [11]. Compared with BSC-1 cells
infected with the parental vI7lacOl virus, infection with the viruses for the expression of
wtNSP3 or its mutants had different effects on host cell translation. As determined by densi-
tometry analysis of three independent experiments (Fig 2B), expression of wtNSP3 inhibited
87% of host cell translation. The NSP3 harboring mutation K171E inhibited translation to a
similar extent as wtNSP3 (84%). The other four mutations inhibited host cell translation
moderately (64% Y192A and 49% W170A) or poorly (33% R173E and 24% R187E:K191E).
Similar results were obtained using increasing doses of the inducer IPTG (S1 Fig). As
observed in Fig 2A, the amount of wtNSP3 or its mutants synthesized de novo during the
[*°S]-labeled amino acids-pulse (1 h) was widely variable. However, the observed differences
were not the same as those of overall protein accumulated during the 18 h elapsed from the
time of infection (see below).

Accumulation of wtNSP3 and its mutants and susceptibility to a
proteasome inhibitor

We next sought to quantify the accumulation of wtNSP3 and its mutants at the post-infection
time point used to determine their effects on host cell translation. In addition, we wanted to
determine the effect of the proteasome on the accumulation of these proteins. We therefore
infected BSC-1 cells with viruses to express wtNSP3 and its mutants, followed by the addition
of the proteasome inhibitor MG132 or its diluent DMSO, and after 16 h of incubation with the
drug, the cells were harvested and analyzed by Western blot (WB) with anti-NSP3 serum (Fig
3A). As determined by densitometry analysis of three independent experiments, the amount
of accumulated NSP3 varied widely among the mutants (Fig 3B). In the absence of proteasome
inhibitor, four mutants accumulated lower NSP3 levels as compared to wtNSP3 (W170A,
K171E, R173E and R187E:K191E), and one mutant accumulated a higher level (Y192A). The
treatment with proteasome inhibitor MG132 increased the accumulated wtNSP3, and the
same happened to all of the mutant proteins, and under these conditions, only the mutant
Y192A accumulated a higher level of the mutant protein than wtNSP3, similar to the results
obtained in the absence of MG132. These findings indicate that wtNSP3 and all of its mutants
are susceptible to the proteasome to some degree. Moreover, susceptibility to the proteasome
is likely a contributing factor that determines the low levels of accumulation of four mutants
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Fig 2. Effect of point mutations in the coiled-coil region of RRV NSP3 on the inhibitory function of NSP3 in host cell translation.
BSC-1 cells were mock-infected, infected with the parental virus vT7lacOl, or with viruses for the expression of wild type NSP3 or its mutants
with a MOI of five. At two hpi the inducer IPTG was added (0.4 mM). The infected cells were pulse labeled with [**S]-methionine plus [**S]-
cysteine prior to harvesting at 18 hpi. The cells were then analyzed by SDS-PAGE and autoradiography (A). The molecular weights of four
predominant vaccinia virus proteins detected in lane 2 are indicated to the left. The solid triangle indicates the position of the NSP3 bands
(34 kDa). Based on densitometry analysis of three independent experiments, the graph bars (B) indicate the percentage of protein synthesis
in cells expressing NSP3 or its mutants compared with control cells that do not express NSP3 (vT7). Bars indicate standard deviation.

hitps://doi.org/10.1371/journal.pone.0181871.9002

(W170A, K171E, R173E and R187E:K191E) and high level of accumulation of one mutant
(Y192A).

Accumulation of the stable dimer and monomer/dimerization
intermediate forms of WINSP3

Because the mutations were designed to affect dimerization, we determined the accumulation
of stable dimers of wtNSP3 and its mutants. For this purpose we used non-dissociating West-
ern blot (WB-ND), a method previously described by Chawla-Sarkar and colleagues that uses
low concentrations of SDS to separate stable NSP3 dimers from monomers/dimerization
intermediates, these last two migrating as bona fide monomers that cannot be resolved [17].
BSC-1 cells were infected with viruses to express wtNSP3 and its mutants, and at 18 hpi the
cells were harvested and analyzed by WB-ND. The accumulation of stable dimers and mono-
mers/dimerization intermediates varied between wtNSP3 and its mutants (Fig 4A). Of interest,
smears directly above the dimeric wtNSP3 and NSP3y 4,4 bands were consistently observed
but were excluded from the densitometry analysis. Based on three independent experiments,
four of the NSP3 mutants accumulated lower levels of stable dimers as compared to wtNSP3
(W170A, K171E, R173E and R187E:K191E), and one mutant (Y192A) accumulated more (Fig
4B). The mutation that most severely affected the accumulation of stable dimers was
NSP3yy1704 (nine-fold lower than wtNSP3, and sixteen-fold lower than NSP3y,924), and iden-
tical differences were obtained in further experiments that determined the accumulation of

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0181871  July 24, 2017 9/18



. @
@ : PLos | ONE Functionality of species A rotavirus NSP3 dimerization mutants

A B
kDa DMSO 25 e
30 O MG132
8 2.04 T
- — -
o
25 T 154 T
5 |
MG132 (7]
30 s i
- I
o 2 o 1
25 - i ﬁ
0.0+ T T T T -- T
N\ '\Qv. N2 N S F
QG S SO M
R\ : A N & 2
< q;&l- PS;\Q;
N <&

Fig 3. Effect of point mutations in the coiled-coil region of RRV NSP3 on its accumulation and susceptibility to the proteasome.
Identical numbers of BSC-1 cells were infected with the parental virus vT7lacOl or with viruses for the expression of wild type NSP3 or its
mutants. The cells were incubated with a proteasome inhibitor (MG132) or with its diluent (DMSO). The infected cells were harvested at 18
hpi and analyzed by WB with anti-NSP3 serum (A). Based on densitometry analysis of three independent experiments, the graph bars (B)
indicate the accumulation of NSP3 in the presence of MG132 (white bars) or its diluent DMSO (gray bars) compared with the accumulation
of the wild type protein in the absence of MG 132 (Wt). Bars indicate standard deviation.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0181871.g003

these proteins in the presence and absence of a proteasome inhibitor (see below). Consistent
with the level of the stable dimeric form of the protein, the NSP3 mutants had variable levels of
accumulated monomers/dimerization intermediates, with low levels for the mutations
W170A, R173E and R187E:K191E, intermediate for the mutation K171E, and high for
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Fig 4. Effect of point mutations in the coiled-coil region of NSP3 on the accumulation of its stable dimeric and monomeric/
dimerization intermediate forms. Identical numbers of BSC-1 cells were infected with vaccinia viruses for the expression of wild type
NSP3 or its mutants. The infected cells were harvested at 18 hpi and analyzed by WB-ND with anti-NSP3 serum (A). The two bands
correspond to monomeric/dimerization intermediate (34 kDa) and dimeric (68 kDa) forms of NSP3. Based on densitometry analysis of three
independent experiments, the graph bars (B) indicate the accumulation of menomeric/dimerization intermediate and stable dimeric NSP3
compared with the accumulation of each one of these two forms of wiNSP3. Bar lines indicate standard deviation.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0181871.0004
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wtNSP3 and Y192A (Fig 4B). Notably, even though the mutant NSP3y 4, accumulated a
higher level of stable dimeric NSP3 than wtNSP3, inhibition of host cell translation was mod-
erately affected as compared to the severe host cell translation inhibition caused by wtNSP3
(Fig 2). By contrast, the mutant NSP3y,704 had a severely reduced level of stable dimeric
NSP3, but its function was moderately affected to a level that could not be distinguished from
that of the mutant NSP3y,4,4. Hence there was no correlation between the level of accumula-
tion of stable dimeric NSP3 and its inhibitory function on host cell translation among the
mutants. The finding that mutants severely impaired to form stable NSP3 dimers were still
able to inhibit host cell translation indicates that in addition to the stable dimeric NSP3, the
remaining NSP3 consisting of bona fide monomers and/or dimerization intermediates is
somehow functional.

Accumulation of the stable dimer and monomer/dimerization
intermediate forms of wtNSP3 and its mutants in the presence of a
proteasome inhibitor

We next compared the accumulation of monomeric/dimerization intermediate and stable
dimeric wtNSP3 and its mutants in the absence of MG132 with the accumulation of both
forms of the protein in the presence of MG132. BSC-1 cells were infected with viruses to
express wtNSP3 and its mutants, followed by the addition of the proteasome inhibitor MG132
or its diluent DMSO, and after 16 h of incubation with the drug, the cells were harvested and
analyzed by WB-ND (Fig 5A and 5B). Based on three independent experiments, treatment
with MG132 increased the level of the stable dimeric forms of wtNSP3 and NSP3y 4, (Fig
5D). Coincidently, treatment with MG132 increased the level of the monomeric/dimerization
intermediate forms of wtNSP3 and NSP3y,9,4 (Fig 5C). By contrast, treatment with MG132
had no effect on the accumulation of the stable dimeric and monomeric/dimerization interme-
diate forms of four mutant proteins (W170A, K171E, R173E and R187E:K191E). Considering
that all of the mutant NSP3 proteins were susceptible to the proteasome by WB (Fig 3), it is
possible that WB-ND underestimates the effect of the proteasome on monomeric/dimeriza-
tion intermediate and stable dimeric NSP3 because of an in vitro effect. WB-ND uses mild
conditions to prepare cell extracts with a lower SDS concentration and maintains samples in
the cold instead of boiling, and such conditions may not be able to fully prevent enzymatic
activities that have an effect on the stability of NSP3, such as ubiquitination, Hsp90-assisted
dimerization and proteasome degradation. Based on the observed differences in the apparent
stability to in vitro conditions of four NSP3 mutants (W170A, K171E, R173E and R187E:
K191E) that failed to accumulate higher levels of either dimeric and/or monomeric/dimeriza-
tion intermediate forms of NSP3 in the presence of the proteasome inhibitor we hypothesize
that the above mutations rendered proteins that are unstable in vitro.

Coincident with the high level of accumulation of the two forms of wtNSP3 and NSPY g4,
a minor 30-kDa band increased its yield in the presence of MG132 (Fig 5A and 5B). This
minor band is likely a degradation product of NSP3 that is recognized by the hyperimmune
anti-NSP3 serum. In addition, high levels of accumulation of stable dimeric wtNSP3 and the
mutant NSP3y, ¢, were accompanied by a smear with some discernible bands that migrate
just above the NSP3 dimers (Fig 5A and 5B). These smears were more prominent in cells
treated with MG132 of either wtNSP3 of NSP3y 4,4, thus suggesting that the smear consists of
polyubiquitinated dimers. These putative polyubiquitinated NSP3 dimers were apparently
absent in cells infected with four mutant viruses that exhibited reduced levels of accumulation
of the monomeric/dimerization intermediate and stable dimeric forms. The above data are
consistent with the notion that the low level of accumulation of the monomeric/dimerization
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Fig 5. Effect of point mutations in the coiled-coil region of NSP3 on the accumulation of its stable dimeric and monomeric/
dimerization intermediate forms in the presence and absence of MG132. Identical numbers of BSC-1 cells were infected with vaccinia
viruses for the expression of wild type NSP3 or its mutants. The cells were incubated with a proteasome inhibitor (MG 132) or its diluent
(DMSQ). The infected cells were harvested at 18 hpi and analyzed by WB-ND with anti-NSP3 serum (A and B). The two prominent bands
correspond to monomeric/dimerization intermediate (34 kDa) and dimeric (68 kDa) forms of NSP3; the minor band may correspond to a
putative degradation product (30 kDa). Based on densitometry analysis of three independent experiments, the graph bars compare the
accumulation of monomers/dimerization intermediates (C) or stable NSP3 dimers (D) in the presence of MG132 (white bars) or its diluent
(gray bars). Bars indicate standard deviation.

htps.//doi.org/10.1371/journal.pone.0181871.g005

intermediate and stable dimeric forms of the four NSP3 mutants (W170A, K171E, R173E and

R187E:K191E) is due to higher susceptibility to the proteasome as compared with wtNSP3. By
contrast, the high level of accumulation of NSP3y,q,, is likely due to lower susceptibility to the
proteasome as compared to wtNSP3.

Dimeric wtINSP3 is susceptible to proteasome degradation and has a
shorter half-life than monomers and/or dimerization intermediates

The results in Fig 5 paradoxically failed to show directly an effect of the proteasome on the
accumulation of the monomeric/dimerization intermediate and stable dimeric forms of four
NSP3 mutants in spite of the fact that proteasome degradation is the major determinant of the
level of accumulation of wtNSP3 [17]. We used a different approach to determine the protea-
somal susceptibility of the stable dimeric versus monomeric/dimerization intermediate forms
of wtNSP3 by determining the half-lives of these forms of the protein in cells treated with or
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Fig 6. Determination of the half-lives of stable dimeric and monomeric/dimerization intermediate forms of
wtNSP3 in the presence and absence of MG132. Identical numbers of BSC1 cells were infected with vNSP3 to
express wtNSP3. At two hpi, the cells were treated with MG 132 or its diluent DMSO, and at 14 hpi cycloheximide
(CHX) was added to inhibit translation. The cells were harvested 0, 30, 60, 120 and 240 min after adding CHX. The
harvested cells were analyzed by WB-ND with anti-NSP3 serum (A). The two bands correspond to the monomeric/
dimerization intermediate (34 kDa) and dimeric (68 kDa) forms of NSP3. Based on densitometry analysis of three
independent experiments, the graph lines (B) were used to determine the half-lives of the monomeric/dimerization
intermediate (134 min) and stable dimeric (60 min) forms of the protein in the absence of MG132. Both forms of the
protein were more stable in the presence of MG132. Bar lines indicate standard deviation.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0181871.0006

without proteasome inhibitor. We infected BSC-1 cells with vNSP3 to express wtNSP3 and
added MG132 or its diluent DMSO 12 h prior to the addition of cycloheximide (CHX) to
inhibit host cell translation at 14 hpi (time 0). Thereafter, a number of replicas were harvested
and analyzed by WB-ND to determine the decay of wtNSP3 in the absence of protein synthe-
sis. As shown in Fig 6A, the presence of MG132 stabilized wtNSP3 monomers/dimerization
intermediates and stable dimers. As estimated from the data of three independent experiments
(Fig 6B), in the absence of MG132, stable NSP3 dimers decayed sharply, with a half-life of 60
min, and monomers/dimerization intermediates decayed at a slower rate, with a half-life of
134 min. Surprisingly, stable dimers were more susceptible to the proteasome than mono-
mers/dimerization intermediates, as determined by comparison of their half-lives in the pres-
ence or absence of the proteasome inhibitor. These data indicate that both stable dimeric and
monomeric/dimerization intermediate forms of wtNSP3 are degraded via the proteasome, and
stable dimeric NSP3 has a shorter half-life than monomers/dimerization intermediates. It is of
note that even after 240 minutes in the presence of MG132 and CHX the amount of mono-
mers/dimerization intermediates increased slightly and stable dimers increased to a higher
extent, with a high standard deviation. If indeed the amount of NSP3 raises in the presence of
CHX, it may be due to the high efficiency of translation of its IRES-containing mRNA, before
the effect of CHX is fully stablished, combined with the extremely long half-lives of both forms
of the protein in the presence of a proteasome inhibitor,
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Discussion

Regulated expression of RVA NSP3 in the vaccinia virus VOTE system
is an effective approach to assay its inhibitory effect on host cell
translation

It is widely believed that RVA NSP3 inhibits host cell translation by disrupting the 5 to 3’
mRNA interaction of capped and polyadenylated cellular mRNAs. This mechanism is now
under scrutiny based on recent findings suggesting the opposite role of NSP3 as a surrogate of
PABP that enhances polyadenylated mRNA translation by stabilizing elF4E-elF4G interaction
[9, 12]. We hypothesized that the process of dimerization is a key to understand the mecha-
nism by which NSP3 affects host cell translation. To begin to study the process of NSP3 dimer-
ization, we performed mutagenesis of conserved amino acids in a segment of the coiled-coil
region of this protein. We used the vaccinia virus VOTE system, a method we previously used
to demonstrate that RRV NSP3 inhibits host cell translation. We confirmed that expression of
wtNSP3 inhibits host cell translation (Fig 2), achieving a maximum 10-fold reduction that is
below the 25-fold reduction obtained previously using hypertonic conditions during metabolic
labelling [11]. In spite of the quantitative difference on host cell translation inhibition com-
pared with prior studies, the VOTE system consistently achieved host cell translation inhibi-
tion similar to that obtained in RVA infected cells. Moreover, the VOTE system allows
temporal regulation of expression [18], a feature that makes it suitable to mimic some of the
conditions that occur in RVA infected cells. Notably, the conditions used in this study were
chosen to maximize the inhibitory effect of RRV NSP3 on host cell translation, but complete
shutoff of host cell translation did not occur.

Point mutations in the coiled-coil of RRV NSP3 affect dimerization and
stability to the proteasome

We observed in Fig 4 that four site-directed mutations reduced the level of NSP3 accumulation
in comparison with wtNSP3 by affecting primarily the yield of stable dimers and to a lower
extent the yield of monomers/dimerization intermediates (W170A, K171E, R173E and R187E:
K191E). All mutations targeted a short 23 amino acids segment predicted to affect interactions
between the two helices of a coiled-coil; hence, these mutations are likely affecting dimer for-
mation. Based on these data, we conclude that four mutations affected primarily dimer forma-
tion and had a minor side effect on the yield of monomers/dimerization intermediates,
possibly as a consequence of differential stability to the proteasome of the different forms of
the protein.

This study confirms and expands prior studies indicating that degradation via the protea-
some is the major determinant of NSP3 stability. We found that a proteasome inhibitor stabi-
lized both stable NSP3 dimers and monomers/dimerization intermediates (Fig 6), thus
demonstrating that stable NSP3 dimers and dimerization intermediates/monomers are targets
of the proteasome. Moreover, the proteasome inhibitor enhanced the accumulation of high
molecular weight forms of NSP3 migrating directly above the stable dimers (Fig 5), thus sug-
gesting that the smears consists of polyubiquitinated dimers of this protein. A second band of
approximately 30 kDa accumulated to a higher level in the presence of the proteasome inhibi-
tor (Fig 5), however it is not clear how the proteasome inhibitor could enhance the yield of a
putative degradation product of NSP3. Furthermore, our results indicate that stable NSP3
dimers have a shorter half-life than dimerization intermediates/monomers (Fig 6). The results
of others indicates that bona fide NSP3 monomers are highly susceptible to proteasome degra-
dation and are protected from such degradation as a consequence of binding to Hsp90, i. e.
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dimerization intermediates are more stable to the proteasome than bona fide monomers [17].
Taken together, these data suggest that NSP3 becomes a target of proteasome degradation
immediately after its synthesis and remain as a target after reaching the dimerization intermedi-
ate and stable dimer forms, i. e. throughout dimerization. In this study, the ratio of bona fide
monomers versus dimerization intermediates that blend together to form the corresponding
band in WB-ND is not known, however the finding that such band has a relatively long half-life
suggests that it is made mostly of dimerization intermediates, considering that this form of the
protein is more stable to the proteasome than bona fide monomers [17]. Of note, one of the
four mutations that affected dimer formation, R187E:K191E, included two mutations that have
been tested individually on binding of NSP3 to the cellular protein RoXaN by co-immunopre-
cipitation; however, the dimerization and stability of these mutant proteins to the proteasome
were not determined [14]. The potential effect of the coiled-coil mutations on the dimerization
and stability of NSP3 merits caution in the interpretation of co-immunoprecipitation assays
suggesting that these mutations affect the interaction of the mutant proteins with RoXaN.

In contrast with four mutations that affected NSP3 dimer formation, another mutation had
the opposite effect (Y192A), it increased the level of total NSP3 accumulation by enhancing the
yield of both stable dimers and monomers/dimerization intermediates (Figs 4 and 5). Consid-
ering that our results and those of others suggest that NSP3 becomes a target of proteasome
degradation as soon as it is synthesized and remains as a proteasome target throughout dimer-
ization, the observed effect of the mutation Y192 on the accumulation of all forms of the pro-
tein could be obtained if this mutation stabilizes bona fide monomers to the proteasome, thus
increasing the accumulation of all forms of the protein.

Our mutagenesis approach targeted a segment of the coiled-coil region to affect NSP3
dimerization. The finding that four of the five mutations assayed affected the dimerization
phenotype was unexpected considering the length of the coiled-coil region. Compensatory
effects of other coiled-coil interactions are likely to render the mutations inconsequential. An
alternative mechanism that would undermine stable dimer formation is a defect in the confor-
mational rearrangement that Hsp90 triggers in its client proteins using energy from ATP to
drive the process. Further studies are needed to assess whether NSP3 dimers are highly suscep-
tible to single amino acid mutations in their lengthy coiled-coil interface or a conformational
rearrangement during the course of dimerization is affected by such mutations.

The level of stable dimeric RRV NSP3 does not correlate with its
inhibitory function in host cell translation

We observed variable levels of accumulation of the stable dimeric forms of the five mutants of
NSP3 compared with wtNSP3. Four mutants yielded lower levels of stable dimer accumula-
tion, with the extreme case of mutation W170A, which exhibited a nine-fold difference with
wtNSP3 and a sixteen-fold difference with NSP3y,94 (Figs 4 and 5). It was surprising that the
inhibitory function of NSP3 did not correlate with the level of accumulation of the stable
dimeric form, as it was observed by comparison of the effect of mutations Y192A and W170A
that inhibited host cell translation similarly in spite of the vast difference in their levels of accu-
mulated stable dimeric protein. Because mutants with severe deficiency to form stable NSP3
dimers were still able to inhibit host cell translation significantly, we hypothesized that at least
a fraction of the protein detected by WB-ND as monomers/dimerization intermediates is com-
petent to inhibit host cell translation. In spite that we were unable to determine the ratio of
bona fide monomers versus dimerization intermediates that blend together to form the corre-
sponding band in WB-ND, the competence of three mutants with severely reduced levels of
stable NSP3 dimers (W170A, R173E, and R187E:K191E) to inhibit host cell translation,
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suggest that a significant fraction of the dimerization intermediates/monomers detected by
WB-ND are functional dimerization intermediates. This hypothesis is consistent with
observed long half-life of this form of the protein, as opposed to the short-lived bona fide
monomers [17]. Based on these findings, we hypothesize that NSP3 inhibits host cell transla-
tion by sequestering elF4G1 along with such dimerization intermediates rather than by dis-
rupting the 5’ to 3> mRNA interaction (Fig 7).

In this study, we demonstrate that RVA NSP3 acquires its function prior to stable dimer
formation and remain as a proteasome target throughout dimerization. Further studies of the
macromolecular complexes involved in NSP3 dimerization and in targeting for proteasome
degradation are needed to better understand these processes.

Supporting information

S1 Fig. Effect on host cell protein synthesis of wild-type RRV NSP3 and five site-directed
NSP3 mutants expressed with recombinant vaccinia viruses using different doses of the
inducer IPTG. BSC-1 cells were infected with the parental virus vI'7lacOl, or with viruses for
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the expression of wild type NSP3 or its mutants with a MOI of five. At two hpi, different doses
of IPTG were added. At 17 hpi the infected cells were pulse-labeled with [**S]-methionine plus
[*°S]-cysteine for one hour and harvested. The cells were then analyzed by SDS-PAGE and
autoradiography (A and B). The molecular weights of four predominant vaccinia virus pro-
teins detected in cells infected with vI'7lacOl are indicated to the left. The solid triangles indi-
cate the position of the NSP3 bands (34 kDa). Based on densitometry analysis of three
independent experiments, the graph bars (C) indicate the percentage of protein synthesis in
cells expressing NSP3 or its mutants compared with control cells that do not express NSP3
(vI'7). Bars indicate standard deviation.

(TIF)

S$2 Fig,. Effect on host cell protein synthesis of different times of induction of RRV NSP3
expressed with a recombinant vaccinia virus. BSC-1 cells were mock-infected, infected with
the parental virus v'I'7lacOl, or with vNSP3 for the expression of wild type NSP3 with a MOI
of five. At two, 6 or 10 hpi the inducer IPTG was added (0.4 mM). At 17 hpi the infected cells
were pulse-labeled with [*°S]-methionine plus [355]—cysteine for one hour and harvested. The
cells were then analyzed by SDS-PAGE and autoradiography (A). Mock-infected cells are indi-
cated in the first lane (M). The molecular weights of four predominant vaccinia virus proteins
detected in cells infected with vI'71acOI are indicated to the left. The solid triangle indicates
the position of the NSP3 band (34 kDa). Based on densitometry analysis of A, the graph bars
(B) indicate the percentage of protein synthesis in cells expressing NSP3 compared with con-
trol cells that do not express NSP3 (v17).

(TIF)
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RESUMEN

Elestudio de los mecanismeos utilizados por diversos virus para controlar la tfraducciéon de ki célula hospedera y favorecer
la expresion de proteinas virales hasido muy instructive para conocermecanismos celulares fundamentales queregulan
la traduccidn. La proteina NSP3 de los rotavirus de la especie A (RVA] es capaz de inhibir la traduccion de los RNAmM
celulares como consecuencia de su unién al factor de iniciacion de la fraducciéon elF4G v de estimular la traduccién
de los RNAmM virales como consecuencia de su unidn a ki secuencia UGACC de su extremo 3'. Se ha propuesto que
NSP3 inhibe la traduccién por interferir con la circularizacion de los extremos 5'-3" de los RNAmM celulares mediada por
elF4E-elFAG-PABP (proteina de unidén a poliA), vy simultdneamente se propone que NSP3 estimula la tfraduccion de
los RNAmM del RVA circularizéindelos de manera andloga a ki que realiza PABP en kos RNAmM celulares. Sin embargo,
la importancia de la dimerizacion de NSP3 asistida por la chaperona HSP0 en su funcién inhibitoria de la traduccién
celular se desconoce. Recientemente, se explord ka importancia de los intermediarios de la dimerizacion de NSP3
sobre su funcion inhibitoria de la traduccion, y se encontrd que mutaciones puntuales en la region coiled-coil afectan
la formacién de los dimeros y conservan parcialmente su funcion inhibitoria de la traduccion celular. Ademds, se
detectd que los dimeros de NSP3 se degradan con mayor rapidez que los intermediarios de la dimerizacién. Estos
datos demuestran que la funcion de NSP3 se adquiere previamente a la aparicion de ks dimeros, y sugiere que la
susceptibilidad al proteasoma de las distintas formas oligoméricas de NSP3 son relevantes en el establecimiento de
la funcién inhibitoria de k fraduccidn celular.

Palabras Clave: NSP3, intermediarios de dimerizacion, proteostasis, inhibicion traduccional.
Regulation of translation mediated by rotavirus protein NSP3

ABSTRACT

The study ofthe mechanisms used by different viruses to control host cell translation and favor the expression of viral proteins
has been very instructive to know fundamental cellular mechanisms that regulate translation. Species A rotavirus (RVA)
NSP3 protein is capable of inhibiting the franslation of cellular mRNAs as a consequence of its binding to the franslation
initiation factor elF4G and of stimulating the translation of viral MRNAs as a consequence of its binding to the UGACC
sequence at their 3'-end. It has been proposed that NSP3 inhikits transkation by interference with the circularization of
the 5'-3'-ends of cellular MRNAs medidated by elF4E-eIFAG-PABP (poly-A binding protein), and simultaneously it has been
proposed that NSP3 stimulates franslation of RVA mERNAs by circularization, in a way analegous to that performed by
PABP on cellular mRNAs. However, the importance of NSP3 dimerization assisted by chaperone HSP90 in its inhibitory
function of cell franslation is unknown. Recently, the importance of NSP3 dimerization intermediates on its inhibitory
function on host cell translation was explored, and it was found that point mutations in the colled-coil region affect
the formation of NSP3 dimers and partially preserve its host cell transkation inhibitory function. In addition, it was found
that NSP3 dimers degrade more rapidly than dimerization intermediates. These data demonstrate that the function of
NSP3 is acquired prior to the appearance of dimers and suggests that the proteasome susceptibility of the different
oligomeric forms of NSP3 are relevant in the establishment of the inhibitery function of cell franslkation.

Key Words: NSP3, dimerization intermediates, proteostasis, translation inhibition.

Nota: Ariculorecibido el 7 de diciembre del 2017 y aceptado
el 20 de junio de 2018.




2018 Contreras-Treviiio, H.I. ef ai.: Regulacion traduccional por NSP3 de rotavirus 125

INTRODUCCION
otavirus de la especie A

Losrotavirus de la especie A(RVA) son la causa mas

importante de las gastroenteritis virales en mamiferos
alrededor del mundo, y en el caso de los RVA en
humanos su relevancia en la prevalencia de esta enfermedad
es igual en paises desarrollados y en vias de desarrollo (Fields,
Knipe & Howley, 2013). Durante el afio 2000, se estima que
los RVA causaron 528,00 muertes en nifios menores de 5 afios,
y tras la aplicacion de vacunas {(RotaTeq y Rotarix) hubo una
reduccion a215,00 muertes estimadas durante el afio 2013 (Tate,
Burton, Boschi-Pinto & Parashar, 2016). L.os RVApertenecen al
género Rofavirus dentro de la familia Reoviridae, y comparten
sus caracteristicas morfologicas (Matthijnssens, et al., 2011).
El genoma viral se divide en 11 segmentos del RINA de doble
cadena y codifica para 12 proteinas; seis estructurales (VP 1-4,
6y 7) y seis no estructurales (NSP 1-6) (Desselberger, 2014).
La particula viral icosaédrica carece de envoltura lipidica y
mide 100 nm incluyendo las espiculas, esta compuesta de
tres capas concéntricas de proteinas (TLE, por sus siglas en
inglés Triple-Layered Particle), donde la capa externa se
compone por VP4 y VP7, la intermedia por VP6 y la interna
por VP2 (Jayaram, Estes & Prasad, 2004). El genoma viral se
encuentra asociado a VP1 (RNA polimerasa dependiente del
RNA) y a VP3 (la guanilil-metil-transferasa) dentro del virion
(Desselberger, 2014).

Las TLPs reconocen a los receptores celulares mediante VP4
que previamente es procesada por cortes proteoliticos con
tripsina para producir a VPS5 v VP8 (Dormitzer ef al, 2002a;
Dormitzer, Sun, Wagner & Harmison, 2002b). El virus es
internalizado por endocitosis o por penetracion directa, y la capa
mas externa se disocia por baja concentracion de Ca?* en los
endosomas, y se libera la particula de doble capa(DLP) (Ludert,
Michelangeli, Gil, Liprandi & Esparza,1987). Las DLP libres
en el citoplasma son transcripcionalmente activas mediante
VP1 y VP3. Los transcritos virales sintetizados emergen de
la DLP, y poseen estructura tipo cap en el extremo 5°, similar
a los RNA mensajeros celulares, y en el extremo 3’ tienen la
secuencia conservada UGACC presente en todos los genes
de los RVA (Desselberger, 2014). La proteina NSP3 recluta a
los RNA mensajeros virales y se une al factor de inicio de la
traduccion 4G (elF4G), lo que resulta en una inhibicion de la
traduccion celular v la facilitacion de la sintesis de proteinas
virales; esto probablemente por hmitar la circularizacion de
los RNAm celulares con cap y poliadenilados y favorecer la
circularizacion de los RNAm virales con cap y la secuencia
UGACC-3" (Piron, Vende, Cohen & Poncet, 1998; Poncet,
Aponte & Cohen,1993; Vende, Piron, Castagné & Poncet, 2000).
Ademas, enel citoplasma dela célulainfectada se forman cuerpos
de inclusion llamados viroplasmas compuestos por NSP2 y
NSP35, en los que se lleva a cabo la replicacion del genoma y
la morfogéenesis viral (Silvestri, Taraporewala & Patton, 2004).

Las particulas virales inmaduras de los viroplasmas migran
hacia el reticulo endoplasmico, a través de interaccionar con
NSP4 (Taylor, O'Brien & Yeager, 1996). Las particulas virales
en el reticulo endoplasmico adquieren una envoltura lipidica
transitoria y se integran a las proteinas externas del virion, VP4
y VP7 (Estes & Greenberg, 2013). La particula viral completa
es liberada por lisis celular o asociada a vesiculas procedentes
del reticulo endoplasmico (Crawford et al., 2017).

VIRUS Y TRADUCCION CELULAR

Losvirus se comportan como parasitos intracelulares obligados
debido a que utilizan gran variedad de funciones celulares
durante la replicacion viral. Los virus producen proteinas
multifuncionales, pero no han desarrollado una maquinaria de
sintesis de proteinas similar a los ribosomas. Durante el ciclo
de replicacion viral se modula la actividad de los ribosomas
para favorecer la traduccion de los RNA mensajeros virales y
sintetizar las proteinasinvolucradas en lareplicacion del genoma
y el ensamble de la particula viral (Walsh et al., 2012). Fallas
durante la traduccion afectan la replicacion viral por lo que los
virus han desarrollado estrategias para controlar la actividad
de los complejos de la traduccion. Ademas, el control de la
traduccion celular por los virus ha aportade informacion muy
relevante sobre los mecanismos de regulacion de la maquinaria
de sintesis de proteinas (Walsh ef af., 2012).

La traduccion celular es un mecanismo de regulacion post-
transcripcional de la expresion génica, v altera rapidamente
la abundancia espacio-temporal de las proteinas celulares.
El proceso de traduccion se divide en tres fases: iniciacion,
elongacion y terminacion, donde la iniciacion es el paso
con mayor regulacion e involucra el reclutamiento del RNA
mensajero a los ribosomas (Hinnebusch & Lorsch, 2012;
Iwasaki et al., 2016).

Previoalreclutamiento de los RN Amensajeros en losribosomas
celulares, se formael complejo de preiniciacion 43S compuesto
por la subunidad ribosomal menor 408, factores eucariontes de
inicio de la traduccion (elF) elF1, elF1A, elF5, el complejo
multiproteico elFF3 v el complejo ternario elF2-GTP-RNA de
transferencia miciador cargado con metionina (Met-tRNA,). El
RN A mensajero se une a elF4E mediante el cap en el extremo
5°, y a PABP mediante el extremo 3° poliadenilado, lo que
da como resultado la posible circularizacion de los RNAm
celulares con cap y poliadenilados (Wells, Hillner, Vale &
Sachs, 1998). El factor elF4G funciona como andamio entre
elF4E v PABP ademas de asociarse a una helicasa del RNA
{elF4A) (Jackson, Hellen & Pestova, 2010). Estas interacciones
promueven la traduccion del RNAmensajero, que por el efecto
protector de PABP es menos susceptible a la degradacion en el
citoplasma celular (Vicens & Westhof, 2014; Wells, Hillner,
Vale & Sachs,1998). También el factor 4G interacciona con
elF3 unido a la subunidad ribosomal menor 405 v se previene
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la formacion del ribosoma completo 808, hasta que el codon
de inicio de la traduccién en ¢l RNA mensajero sea ubicado
(Figura 1A) (Hinnebusch. 2014). El reconocimiento del codon
inicio da lugar a la hidrélisis de GTP del complejo ternario.
promovida por ¢IF3, liberando asi a los factores de inicio de
la traducciéon y permitiendo la union entre las subunidades
ribosomales (40 y 603) lo que permite el inicio de la sintesis
del péptido que luego se regula por factores de la elongacion
(EF-Elongation Factors). La formacion del enlace peptidico
es catalizada por el RNA ribosomal (RNAr). La sintesis del
péptido concluye cuando algiin codén de término (UAA. UAG
0 UGA) es detectado por el factor eRF1 (Eukaryotic release
factor 1). y la union entre el RNA de transferencia y el péptido
sintetizado es hidrolizada (Walsh & Mohr, 2011).

Diversos virus previenenel reclutamiento de los ribosomas hacia
los RN A mensajeros celulares. por secuestro y modificacionde
algunos lactores involucrados en la traduccion celular. EIRVA
reduce notablemente la sintesis de proteinas celulares desde
tiempos tempranos de la infeccion, favoreciendo la traduccion
de los mensajeros virales. NSP3 es el regulador de la expresion
génica de los RVA a nivel traduccional debido a que reconoce
especificamente a los mensajeros virales. y se une a elF4G en
el mismo sitio y con mayor afinidad que lo hace PABP (Figura
1B) (Fields. Knipe & Howley. 2013: Piron. Vende. Cohen &
Poncet.1998; Poncet. Laurent & Cohen, 1994).

GEN v EsTRucTURA DE NSP3 (pominios)

La proteina no estructural 3 (NSP3, Non Structural Protein
3) es producto del gen 7 de los RVA (cepa SA1l). y muestra
identidad entre 46y 85 % paralos 12 genotipos propuestos para
NSP3 (Ito. Sugiyama, Masubuchi, Mori & Minamoto. 2001:

Matthijnssenseral.. 2011: Matthijnssensetal.,2008). Enlacepa
de RVA SA-11. lalongitud del genes 1,104 pb con regiones no
traducidas de 25y 131 nucledtidosen 57y 37, respectivamente:
vy codifica parauna proteinade 315 aminoacidos (Ito, Sugiyama.
Masubuchi. Mori & Minamoto, 2001). Variantes genéticas de
NSP3 presentan mutaciones no conservadas y duplicacion de
dominios generados por recombinacion, posicionados dentro
o fuera del marco abierto de lectura (ORF. del inglés Open
Reading Frame) de NSP3. La mayoria de estas variaciones se¢
producenin vitro por cultivo del virusaelevadas multiplicidades
deinfeccion(Arnold. Brownback. Taraporewala & Patton. 2012).
La proteina de 315 aminoécidos se divide en tres dominios
principales: en el extremo amino terminal (aminodcidos 4-149)
seune el RNAmyviral, enelextremo carboxilo terminal se une el
factor elF4G (aminoacidos 206-314). v en los aminodcidos 150
al 205 se localiza la region minima para la dimerizacion (Piron.
Delaunay. Grosclaude & Poncet. 1999). La parte central de la
proteina se conforma de una region larga del tipo coiled coil
(aminoacidos 159-245). y se caracteriza por un patron hepta-
repetido (HPPHPPP)_ con residuos hidrofobicos (H) y polares
(P) (Piron, Delaunay. Grosclaude & Poncet.1999). Ademas. en
el coiled coil se unen dos proteinas celulares: HSP90 y RoXaN
(aminoacidos 225-258 y 167-237. respectivamente) (Dutla et
al., 2011; Poncet, Laurent & Cohen. 1994). En la Figura 2 se
muestran los dominios y regiones de NSP3.

El dominio de union al RNA viral (aminoacidos 4-164) se
cristalizo en conjunto con un hexanucledtido (5-GUACC-3)
y se resolvio su estructura a una resolucion de 2.45 A, Asi se
determind que el dominio de union al RNA es un heterodimero
asimétrico con una interfaz extensa y caracteristicas polares
que forman un tiinel donde se une una sola molécula del RNA

Figura 1. Modelo de la iniciacién de la traduccién y del efecto de NSP3 para desplazar a PABP. (A) La circularizacién de los
RNA mensajeros celulares se favorece por la union de elF4E con el exiremo 5’ y PABP con el extremo 3’, mientras que elF4G
funciona como andamio al unirse a elF4E y PABP, y ademds recluta a una helicasa del RNA (elF4A). Finalmente, elF4G se une al
complejo de preiniciacién 43S (subunidad ribosomal 408, elF2, elF3 y elF5) para la busqueda del coddn de inicio 6ptimo para
la traduccion celular. (B) NSP3 se une a elF4G en el mismo sitio que PABP, lo que lineariza los RNAm mensajeros reduciendo
su eficiencia para ser fraducidos.
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RNA viral
(4-165)

Dimerizacion HSP90 elF4G
(165 — 206)

(225 - 258) (207 - 315)

-

(163 - 240)
RoXaN

Coiled coil (159 — 245)

A

Figura 2. Representacion esquemadtica de NSP3. NSP3 posee 315 residuos y 34 kDa de masa molecular. El exiremo amino
terminal (4-144) une especificamente al RNAm viral a través de la secuencia conservada en 3' (GACC) y el extremo carboxilo
terminal (207-315) se une al factor de inicio de la fraduccién 4G. La parte central (145-204) corresponde a la region minima
para dimerizar. Los dominios de union a las proteinas celulares HSP90 (225-258) y RoXaN (143-240) se encuentran inmersas en

una regién extensa del fipo coiled coil (159-245).

viral (Figura 3) (Deo. Groft. Rajashankar & Burley. 2002). Por
otro lado. el dominio de union a eIF4G (aminoacidos 206-315)
se cristalizo fusionado a GST con un péptido del factor 4G
(aminodcidos 132-160) v s¢ observa como un homodimero
simétrico con dos sitios disponibles para unir a eIF4G. El resto
de NSP3 no se ha cristalizado. no obstante, en la cristalografia
del extremo carboxilo se observa una region larga conformada
por alfa hélices que confirman la existencia de una parte de la
region coiled coil predicha por herramientas bioinformaticas
(Figura 4) (Groft & Burley. 2002).

L. A

Figura 3. Estructura cristalogrdfica del extremo amino
terminal de NSP3. El dominio de union al RNA viral (4-144)
se muestra co-cistralizado con el hexaribonucleotido
consenso (5'-GUGACC-3') presente en el extremo 3’ de
los mensajeros del RVA. Una sola molécula de RNAm viral
estabiliza al homodimero asimétiico. Monomeros de NSP3
(gris). Hexaribonucleétido (negro). PDB 1KNZ.

INTERACCIONES DE NSP3

El dominio de unién al RNA en el extremo amino terminal de
NSP3 (NSP3-N) reconoce la secuencia conservada UGACC
presente en la regidn 3 terminal no traducida (UTR. por sus
siglas en inglés Unstraslated Region) de los RNAm de RVA
(Poncet. Laurent & Cohen.1994). Las interacciones entre
NSP3-N/RNAmviralsonelectrostaticas conlos residuos Asp100
y LeulO4 en un mondmero. asi como Alal22" y Leul42 en
el otro mondmero, y es necesario que el extremo 3 del RNA
esté libre. La interaccion con los ultimos cuatro nucledtidos
es indispensable, dado que variaciones de tres nucleodtidos
pierdenafinidad por NSP3. Experimentos de dicroismo circular
(DC) muestran que NSP3 unido al RNA viral es estable por
un aumento del contenido de estructuras alfa hélice (Poncet.
Laurent & Cohen.1994). Por ensayos de entrecruzamiento
con luz ultravioleta (UV cross-linking. por sus siglas en
inglés). se demostro que los extremos del dominio de unién al
RNA cooperan con la unidn de las moléculas del RNA viral
(Piron, Delaunay, Grosclaude & Poncel,1999). Se piensa que
la interaccion entre NSP3 y los RNA mensajeros virales es
indispensable para la traduccion eficiente asi como ¢l codon de
inicio (AUG). y longitudes minimas en los extremos UTR 57y
37 (5 y 11 nucledtidos. respectivamente) (Gratia et al.. 2016).

El extremo carboxilo terminal de NSP3 (NSP3-C) interactiia
con elF4G., y evita que PABP sea reclutado en los complejos
traduccionales, v esta interaccion es 10 veces mas afin que
PABP-¢IF4G. por lo que in vitro NSP3 desplaza a PABP de su
union a elF4G (Groft & Burley, 2002; Piron, Vende, Cohen &
Poncet, 1998). La interfaz entre NSP3 y eIF4G se lleva a cabo
mediante interacciones hidrofobicasy polares (Figura 4) (Groft
& Burley. 2002). Ademas, un complejo ternario se forma entre
NSP3 conelF4G y RoXaN, y la proteina PABP es relocalizada
enel micleo celular. Mutaciones que afectan la interacciénentre
NSP3-¢IF4G son incapaces de inhibir la traduccion celular
y para relocalizar a PABP-C en el nucleo (Harb ef al., 2008:;
Padilla-Noriega, Paniagua & Guzman-Leén, 2002). Ademas,
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Figura 4. Estructura cristalogrdfica del extremo carboxilo terminal de NSP3. El dominio de union al factor elF4G (204-315) se
muestra como homodimero simétrico unido a un fragmento de elF4G (132-140). El dimero de NSP3 muestra dos posibles sifios
de unién a elF4G. Monémeros de NSP3 (gris). Fragmento de elF4G (negro). PDB 1CZQ.

la union de c¢IF4G hacia NSP3 favorece la traduccion de RNA
mensajeros celulares y virales (Keryer-Bibens ef al.. 2009:
Vende, Piron, Castagné & Poncet. 2000).

Adicionalmente. la chaperona HSP90 y la proteina celular
RoXaN (Rotavirus X Protein Associated to NSP3) interaccionan
con la region coiled coil en la parte central de NSP3, una regién
de la proteina que también contiene al dominio minimo de
dimerizacion (Figura 2). HSP90 se une a los monémeros recién
sintetizados y asiste a la dimerizacion de la proteina tras la
hidrélisis de ATP. La interaccion de HSP90 con NSP3 produce
intermediarios de la dimerizacién y evita la degradacién por
el proteasoma. El bloqueo de la actividad ATPasa de HSP90
por 17DMAG inhibe la dimerizacion v facilita la degradacion
de NSP3. y se impide la localizacién nuclear de PABP-C asi
como la interaccion con elF4G (Dutta ef al.. 2011) RoXaN es
una proteina de union al RNA, y fue descrita por la interaccion
con NSP3 mediante dominios LD similar a los presentes en
la proteina paxilina. Interacciones entre residuos con carga e
hidrofébicos participan en la interaccién entre NSP3 y RoXaN,
por lo que cambios en la naturaleza de estos residuos afectan
la formacion del complejo ternario elF4G-NSP3-RoXaN. asi
como larelocalizacion de PABP-C al micleo (Harb et al.. 2008;
Leppek & Stoecklin, 2014; Vitour ef al., 2004).

FUNCION INHIBITORIA DE LA TRADUCCION CELULAR DE NSP3
El control de la maquinaria de traduccion es indispensable
durante el ciclo de replicacién de los RVA: esto disminuye
la sintesis de proteinas celulares y promueve la traduccion
de proteinas virales. NSP3 inhibe la traduccion celular
al interactuar con ¢IF4G. lo que se piensa que inhibe la

circularizacion de los extremos 5°-3° de los RNAm celulares
mediada por cIF4E-cIF4G-PABP (Figura 1) (Piron. Vende.
Cohen & Poncet, 1998; Walsh & Mohr, 2011). La funcién
inhibitoriade NSP3 hasido evaluada ampliamente condiversas
estrategias experimentales. Las proteinas virales se acumulan
mientras la infeccion por RVA progresa. v existe una evidente
disminucion de la sintesis de proteinas celulares. Ensayos de
co-inmunoprecipitacién con anticuerpos anti-eIF4G muestran
que conforme aumenta la cantidad de NSP3 acumulada, la
asociacion entre PABP-C y elF4G disminuye gradualmente,
por lo que la inhibicién traduccional correlaciona con dicha
interaccién. Algunas proteasas virales (de picornavirus.
poliovirus, HIV-1. etc.) participan en la inhibicion de la
traduccion celular por cortar al factor 4G en los extremos
amino y carboxilo terminal, lo que afectala circularizacion del
RNAm. En infeccion con RVA no se han detectado productos
de corte proteolitico de e[F4G mientras que su asociacion con
elF4E y elF4 A no se modifica (Castello, Alvarez & Carrasco,
2011; Novoa & Carrasco, 1999; Piron, Vende. Cohen &
Poncet. 1998: Walsh et al.. 2012). Adicionalmente. los RVA
inducen la fosforilacion del factor eIF2a mediante la cinasa
PKR, lo que tipicamente se relaciona con un bloqueo general
de la sintesis de proteinas. no obstante, en estas condiciones
existe traduccién preferencial para algunos genes de respuesta
a estrés (Montero, Rojas, Arias & Lopez. 2008). Ademas, se
demostré que la expresion de NSP3 es suficiente para inhibir
la traduccion de RNAm, Ensayos de incorporacion de [*S]
Metionina + [**S]Cisteina en células BSC-1 infectadas con
virus vaccinia recombiantes para expresar a NSP3 silvestre
producenun abatimiento mayor al 90%de la traduccion celular
v de proteinas del virus vaccinia. Asimismo. los dominios de
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union a elF4G y de dimerizacion resultan ser indispensables
para la inhibicion traduccional, mientras que el dominio
de union al RNA viral no afecta la funcidon inhibitoria de
NSP3 (Padilla-Noriega, Paniagua & Guzman-Leon, 2002).
Recientemente se reportd que mutaciones puntuales en la
region coiled coil afectan la inhibicidn traduccional, v se
relacionan con la acumulacion y dimerizacion de la proteina
(Contreras-Trevifio et al., 2017).

Larelocalizacionnucelar de PABP-C se relaciona con la funcion
inhibitoria de la traduccion de NSP3, v resulta de la formacion
del complejoternario (elF4G-NSP3-RoXaN). Laproteina PABP
tiene una localizacion dinamica que se regula por interacciones
con los RNA mensajeros y/o otras proteinas celulares (paxilina
y ¢EF1), en particular PABP-C libre del RNA reconoce a la
importina-alfa mediante los dominios de reconocimiento del
RNA(RRM, por sus siglas eninglés RNArecognition motifs), y
causa que PABP-Cretorne alnticleo para unirse a los transcritos
celularesrecién sintetizados (Khacho etal , 2008; Kumar, Shum
& Glaunsinger, 2011; Woods, Kantidakis, Sabe, Critchley &
Norman, 2005). Una delecion del extremo carboxilo terminal
(NSP3A4G) y mutaciones puntuales que afectan la interaccion
con RoXaN (R187E y K191E) son incapaces de relocalizar a
PABP-C en el nucleo. Ademas, se observa que en ambos casos
NSP3 es completamente incapaz de co-inmunoprecipitar con
elF4G y RoXaN, por lo que la formacion del complejo ternario
es esencial para la relocalizacion al nucleo de PABP-C (Harb
et al., 2008). El reciente hallazgo de que una doble mutante
de NSP3, que combina las dos mutaciones que afectan la
interaccion con RoXaN (R187E:K191E), tiene un nivel de
acumulacion menor en comparacion con la proteina silvestre
revela que la dinamica de sintesis y degradacion de NSP3 es
potencialmente relevante para relocalizar PABP-C al nucleo
{Contreras-Trevifioetal., 2017). Por otro lado, larelocalizacion
nuclear de PABP-C no se presenta cuando NSP3 se expresa en
presencia de 17DMAG, un inhibidor de la chaperona HSP9O,
lo que indica que los dimeros de NSP3 son necesarios para
la funcion inhibitoria (Dutta et af, 2011). No obstante, una
mutacion en el residuo triptofano 170 por alanina es incapaz
de dimerizar y conserva un 50% de la funcion inhibitoria de la
traduccion celular conrespectoala proteina silvestre (Contreras-
Trevifio et al., 2017). En conjunto los datos anteriores sugieren
que dos de las funciones de NSP3, relocalizacion de PABP-C
¢ inhibicion de la traduccion celular, no responden de manera
ideéntica a mutaciones puntuales en la proteina.

La naturaleza del genoma de los RVA v sus estrategias de
replicacion han permitido obtener rearreglantes genéticas por
infecciones consecutivas en cultivos celulares, en particular un
virus rearreglante del RVA de la cepa SAl1 posee secuencias
nucleotidicas duplicadas en el gen que codifica para NSP3
(SA11-4Fg7re)y mantiene lacapacidadinfecciosa. Hstavariante
de NSP3 con 533 aminoacidos presenta dominios duplicados
(RINA, dimerizacion, union a RoXaN), v un peso molecular de

60 kDa, es incapaz de relocalizar a PABP-C mientras que la
union con RoXaN, con elF4G y la capacidad para dimerizar se
mantienen (Arnold, Brownback, Taraporewala & Patton, 2012).
La inhibicion de la traduccion celular durante la infeccion por
los RVA se atribuye a NSP3, debido al efecto que tiene NSP3
recombinante sobre la traduccion celular (Padilla-Noriega,
Paniagua & Guzman-Ledn, 2002), y con base en que el uso
de interferentes de RNA especificos para NSP3 afectan la
inhibicion traduccional por RVA, independientemente del
estado de fosforilacion del factor el F20 (Montero, Rojas, Arias
& Lopez, 2008). Durante el ciclo de replicacion de los RVA
existe un secuestro nuclear de los transcritos celulares y es
atribuido a NSP3, y se revierte cuando se bloquea la expresion
de NSP3 por RNA de interferencia, por lo que se ha propuesto
que ¢l bloqueo del transporte nuclear-citoplasmicos del RNA
y proteinas coopera con la funcion inhibitoria traduccional
de NSP3 (Rubio, Mora, Romero, Arias & Lépez, 2013). El
exporte nuclear del RNAm depende de modificaciones que
suceden en el nucleo y es asistido por la exportina 1 (CMR1),
adicionalmente se une a factores de inicio de latraduccion celular
como elF4E vy PABP-C resguardandolo de la degradacion en
el citoplasma. La proteina PABP-C emerge del nucleo unida
al RNAm, y a la proteina paxilina. Se ha reportado interaccion
entre PABP-C y RoXaN através de un intermediario del RNA,
ademas, RoXaN reconoce secuencias del tipo ARE (AU-rich
elements, por sus siglas en inglés) que regulan la estabilidad
de los RNA mensajeros celulares (Harb et al., 2008; Leppek
& Stoecklin, 2014; Vitour ef al., 2004). La proteina RoXaN es
mayormente nuclear; mientras que PABP-C es citoplasmica,
y durante la infeccidon con RVA existe un intercambio del
compartimento celular de estas dos proteinas (Harb et al,
2008). En conjunto, estos datos sugieren que NSP3 secuestra
en el citoplasma a un factor necesario para el exporte nuclear
de los mensajeros celulares, probablemente favoreciendo su
localizacion y degradacion.

Recientemente se reportd que la funcion inhibitoria de la
traduccion de NSP3 se adquiere previamente a la formacion
de los dimeros estables, y se propone que esto ocurre por un
secuestrode elF4G desde la sintesis de N3F3 enlosribosomas,
y a esta forma funcional se le denomina intermediario de
dimerizacion (Figura 5) (Contreras-Trevifio et al., 2017). Este
hallazgo implica que la chaperona HSP90, que forma parte
de los intermediarios de dimerizacion, juega un papel central
en la adquisicion de la funcion inhibitoria de la traduccion de
NSP3. Ademas, la distincion que se hace entre intermediarios
de dimerizacion y dimeros estables de NSP3 abre una nueva
avenida de investigacion sobre la relevancia de estas formas
de la proteina en relacion a las distintas funciones que realiza.
Adicionalmente, se han encontrado diferencias temporales
para cepas distintas de RVA, el efecto inhibitorio requiere
3.5 horas para la cepa RF con un efecto maximo del 90%,
mientras que RRV alcanza un maximo del 50% en 6 horas
{Gratia et al , 2015).
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Figura 5. Intermediarios de la dimerizacion de NSP3. Los
intermediarios de la dimerizacion de NSP3 se definen por su
interaccién conlachaperona HSP90. El hallazgo de mutantes
de NSP3 que no forman dimeros estables, pero confienen
el dominio de unién a HSP90 intacto, y la alta afinidad de
NSP3 por elF4G (10 veces mayor que la de PABP), sugieren
fuertemente que losintermediarios de dimerizacionsecuestran
a elF4G recién sintefizado.

EstmuLACION DE LA TRADUCCION VIRAL POR NSP3

El ciclo replicativo de los RVA ocurre en el citoplasma celulary
particularmente los RNAm virales son sintetizados dentro de la
particula viral por VP1 (polimerasa del RN A). Los transcritos de
los RVA poseen en el extremo 5 una estructura tipo cap similar
a los mensajeros celulares, mientras que el extremo 3° no tiene
poliadenilacién y en su lugar posee una secuencia conservada
en todos los genes de los RVA (UGACC) que es reconocida
por NSP3 (Poncet, Laurent & Cohen, 1994). NSP3 estimula
la traduccion de los mensajeros virales v ha sido debatida por
sus funciones aparentemente contrastantes. El contexto de
la infeccion viral enfrenta las funciones opuestas de NSP3
(inhibicion y estimulacion de la traduccion). de las cuales solo
la inhibicion de la traduccion celular. pero no la estimulacion
de la traduccion viral. es susceptible al nivel de expresion de
NSP3 enexperimentos de transfeccion con RN A interferente. No
obstante, enestas condicionesaumenta la liberacionde particulas
virales infecciosas que se relaciona con una mayor sintesis de
RNA viral y disminucion del efecto citopatico (Montero, Arias
& Lopez. 2006). Porotro lado. 1a estimulacion traduccional por
NSP3 se ha estudiado a través de genes reporteros (luciferasa)
con UTR de los RVA v se encontré que aumenta la actividad
de la luciferasa para los mensajeros virales poliadenilados con
magnitudes distintas. El reconocimiento del RNAm viral es
indispensable para la estimulacion traduccional, debido a que
deleciones o mutaciones puntuales (W87/A) en el extremo
amino terminal de NSP3 afectan la afinidad y por consecuencia
disminuye la sefial de la luciferasa. La cantidad del RNA inicial
introducido por electroporacion disminuye conforme el efecto
inhibitorio traduccional aumenta, ya que cuando la linea celular

usada en los experimentos (Cb20) expresa constitutivamente a
NSP3 favorece la traduccion 325 veces de los RNA mensajeros
similares al RVA a las 6 horas, a pesar de disminuir sicte veces
lacantidad del RN A inicial. Es notable que la cantidad de NSP3
acumulada es 6.8 veces menor comparada con la infeccion del
RVA en células MA 104 (8 hpi). ademas en tiempos tempranos
de la infeccion (1 6 2 hpi) existe una traduccion de los RNA
mensajeros virales, aunque NSP3 no sea detectable (Gratia ef
al., 2015: Vende, Piron, Castagné & Poncet, 2000). Los datos
anteriores en conjunto sugieren que las funciones antagdnicas
de NSP3 para inhibir o estimular la traduccién son criticamente
sensibles al nivel de expresion y tiempo en el que esto ocurre,
ademas de estar ligados de alguna manera a la replicacion viral.

Oucomerizacion b NSP3

El dimero de NSP3 se ha relacionado con la funcion inhibitoria
traduccional. y la chaperona HSP90 asiste en su formacion. La
parte central de NSP3 tiene una regién minima para dimerizar
(residuos 150-206), y fue identificada a través del sistema del
doble hibrido en levadura (Piron. Delaunay. Grosclaude &
Poncet.1999). Esta region se encuentra dentro del coiled coil,
donde ademas incluye un fragmento del dominio de union a
cIF4G, asi como los dominios de unién a RoXaN y HSP90.
NSP3 tiende a homo-oligomerizar cuando se expresaencélulas
infectadas por el RVA, células de insecto y en sistemas in vitro
de traduccion (Mattion. Cohen, Aponte & Estes.1992). HSP90
asiste a NSP3 en la dimerizacion a través de los residuos 225
al 258 de los monémeros recién sintetizados. y en un sistema
de traduccién in vitro con lisados de reticulocitos los dimeros
tardan 15 minutos en completar el proceso. Estas interacciones
tempranas entre HSP90 con los monémeros de NSP3 s¢ les
denomina intermediarios de la dimerizacion, debido a que los
inmunoprecipitados conanti-HSP90 producidos por traducciéon
in vitro se disocian de NSP3 conforme avanza ¢l tiempo (< 13
minutos). y enlisados inmunoprecipitados de células infectadas
con los RVA que fueron sometidos a electroforesis en ausencia
de un agente reductor (beta-mercaptoetanol). no se detectan
dimeros unidos a HSP90. La formacion de los dimeros de
NSP3 correlaciona con su capacidad para interaccionar con
elF4G y relocalizar a PABP-C en el niicleo (Duttaef al.. 2011).
Los fragmentos amino terminal (residuos 4-164) y carboxilo
terminal (residuos 206-315) se han cristalizado por separado.
y se observan como un homodimero asimétrico y simétrico,
respectivamente (Deo. Groft, Rajashankar & Burley, 2002;
Groft & Burley, 2002). La dimerizacion de NSP3 disminuye
con mutaciones en la region coiled coil, en particular la
mutacién en el triptéfano 170 por una alanina. modifica una
posicion imporiante para la oligomerizacion y estabilidad de
NSP3. y por contraparte al cambiar la tirosina 192 por alanina
aumenta la cantidad de dimeros estables de NSP3 (Contreras-
Treviiio ef al.. 2017). Ademas, la variante duplicada de NSP3
producida por el virus SA11-7Fgdre manticne la capacidad
para oligomerizar aunque es incapaz pararelocalizara PABP-C
(Arnold, Brownback, Taraporewala & Patton. 2012).
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INTERMEDIARIOS DE LA DIMERIZACION CON FUNCION
INHIBITORIA DE LA TRADUCCION CELULAR

Las mteracciones tempranas de NSP3 con HSP90 dan como
resultado a los intermediarios de dimerizacion, que fueron
detectados en ensayos de traduccion in vitro de lisados de
reticulocitos; estas interacciones son inestables frente a bajas
concentraciones de SDS (0.02%), ¥ muestran un patron
electroforético similar al mondmero (34 kDa) (Contreras-
Trevifio et al., 2017, Dutta et al , 2011). Ademas, mutaciones
puntuales en el coild coil de NSP3 afectan la formacion de
dimeros y presentan una funcion inhibitoria parcial (aprox. 50%6),
estos cambios estan fuera del dominio de uniona HSPQO, porlo
que estas mutantes de NSP3 deben producir mayoritariamente
intermediarios de dimerizacion, pero no dimeros maduros libres
de interacciones con la chaperonaH SP20 (Figura 5) (Contreras-
Trevifio et al., 2017).

Estagiupbap pe NSP3

Laproteostasis anivel celular funciona como un mecanismo de
regulacion para la funcion de diversas proteinas y comprende
desde la sintesis, el plegamiento y la degradacion (Hartl,
Bracher & Hayer-Hartl, 2011). El tiempo de vida media de
NSP3 determinado por ensayos pulse-chase es de 200 minutos
enelsistema de expresiondel virus vaccinia (Pifia-Vazquez, De
Nova-Ocampo, Guzman-Ledn & Padilla-Noriega, 2007), v es
susceptible a la degradacion por la via del proteasoma cuando
se inhibe a HSPOO (Contreras-Trevifio et al., 2017, Dutta et al ,
2011). Recientemente, se encontro que los dimeros de NSP3 se
degradan con mayor rapidez con respecto a los intermediarios
de dimerizacion, con un tiempo de vida media de 60 v 134
minutos, respectivamente (Contreras-Trevifio et af., 2017).

CONCLUSIONES

Latraduccion celular es uno de los procesos genicos con mayor
nivel de regulacion, por lo que los virus desarrollaron diversas
estrategias parautilizarlaen su beneficio. NSP3 se ha propuesto
como elreguladoranivel traduccional de la expresion génica de
los RVA, por su capacidad para interactuar con los mensajeros
virales y con proteinas celulares que participan en la traduccion
celular. Especificamente NSP3 posee la capacidad de estimular
la traduccion viral e inhibir la sintesis de proteinas celulares,
y sus RNA mensajeros carecen de una etiqueta fundamental
de los RNAm celulares, la cola de poli-A, por lo que estudiar
los mecanismos que regulan ambas funciones es un modelo
muy atractivo para conocer funciones celulares de regulacion
traduccional a detalle.

El mecanismo de inhibicién de la traduccidn celular de NSP3
era atribuido totalmente a la formacion de dimeros estables, asi
como 4 la interaccion con elF4G y RoXaN. No obstante, en
estudios recientes se ha demostrado que la funcion se adquiere
previo a la aparicion del dimero y las interacciones del RINA
mensajero celular con elF4G, esto sugiere que la adquisicion
de la funcion es un mecanismo mas complejo de lo que se

pensaba y que las propiedades intrinsecas de NSP3 y de la
chaperona HSP90 que asiste a su plegamiento v dimerizacion
son participes de ella.
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