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Caṕıtol 5

Discussió

5.1 Estructura del connector

El connector és una estructura troncocònica de 75 Å d’alçada rodejada de
dotze lòbuls en la part més ampla amb un diàmetre total de 146 Å i de 77 Å
en la part més estreta. Està format per 12 còpies de la protëına p10 posades
en forma de vòrtex al voltant d’un canal central de manera que l’extrem
contrari al lòbul de cada protëına està situat radialment sobre el lòbul de
tres protëınes p10 més enllà (fig. 3 de l’article 3, plana 95).

El domini lobular té un plegament tipus SH3, que consta de 6 làmines β
en forma gairebé esfèrica i està emmarcat per dues hèlixs. La zona central
del connector està formada per 3 hèlixs α per a cada protëına i la zona distal
(respecte els lòbuls) per unes nanses, unes fulles β curtes i una petita hèlix.
Les hèlixs del domini central estan inclinades uns 45◦ respecte del radi del
connector i aquesta inclinació augmenta fins a ser perpendicular al radi en el
domini distal, donant l’aparença de turbina a l’estructura (fig 5.1).

El canal central té un diàmetre variable des de 35 Å en la part estreta
del connector i s’eixampla en la part ampla, tot i que no podem assegurar
quin és el seu diàmetre ja que la densitat no és clara en aquesta zona. Les
reconstruccions de microscòpia electrònica veuen aquesta zona com uns lòbuls
interns que donen al canal una forma ciĺındrica de diàmetre aproximadament
constant. L’interior del canal és majoritàriament negatiu excepte per uns
anells paral.lels formats per lisines separats aproximadament 20 Å. Hi ha
3 d’aquests anells tot i que el tercer estaria en la zona de baixa densitat
esmentada abans.

La unitat asimètrica del cristall de grup espacial I422 conté tres protëınes
p10 (cadenes A, B i C). A la cadena A s’observen 253 residus, des del 17 al
284 (de 291, fig 1 de l’article 3, plana 93), exceptuant la seqüència que va
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108 Caṕıtol 5. Discussió

Figura 5.1: Monòmer. Representació estéreo en cintes d’un

monòmer, amb la classificació dels elements d’estructura secundària.

des del 230 al 244, que correspon als lòbuls interns abans mencionats. A la
cadena B se n’observen 255, des del 16 al 284, exceptuant del 231 al 244 i a
la cadena C, se n’observen 251, des del 18 al 283 i exceptuant del 231 al 245
(fig. 5.2).

La unitat funcional (el connector sencer) es construeix a partir de la
simetria de l’eix d’ordre 4 que el travessa longitudinalment pel centre del
canal. El nombre de residus observats a la unitat funcional és de 3036,
de 3492. La majoria dels residus que falten corresponen als extrems N i
C-terminal, per on es va tallar la seqüència per propiciar la cristal.lització.
El nombre total d’àtoms observats en la unitat funcional és de 24696, a
més de 1976 molècules d’aigua directament lligades a l’estructura per ponts
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Figura 5.2: Secció lateral. Representació en cintes de dos

monòmers oposats amb un DNA en esferes. Les dues lisines de cada

monòmer estan representades independentment i també, amb ĺınia dis-

cont́ınua l’espai que ocuparien els residus mòbils que no s’han pogut re-

soldre. La forma d’aquesta ĺınia discont́ınua està basada en el model de

microscòpia electrònica, on es veu que ha de formar un lòbul interior. La

distància entre cada grup és d’uns 20 Å, que és el pas de rosca del DNA.

d’hidrogen i 16 molècules d’MPD situades en la part central de l’estructura
(fig. 3.10, plana 55).

Comparant amb l’altra estructura del connector ja publicada [48, 47],
no s’observen grans diferències en la forma global del connector. També
coincideixen les zones desordenades dels lòbuls interns. De totes maneres,
segurament a causa de la menor resolució d’aquesta estructura (3.2 Å), no
han observat dues caracteŕıstiques molt importants pel model del mecanisme
del connector.

La primera caracteŕıstica correspon a la forma de domini SH3 dels lòbuls
externs. Tal com manifesten en la seva discussió, creuen que aquesta zona
és flexible, ja que observen desviacions a la simetria 12 en aquesta zona. En
el nostre cas la simetria és perfecte, i la zona està a més molt ben definida.
Per això vàrem poder-la traçar correctament i determinar que tenia estruc-
tura tipus SH3, altament hidrofòbica, que és la propietat ideal per a que el
connector roti lliurement dins de la càpsida (fig. 5.2).

L’altra caracteŕıstica es troba en el canal central. Probablement pels
mateixos motius que abans, no han observat els anells de càrrega positiva
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situats cada 20 Å. Si bé la situació de les lisines que formen els anells és
la mateixa en la seva estructura, no tenien bona densitat en les cadenes
laterals, per la qual cosa no es devien tenir en compte en calcular la càrrega
de la molècula. Aquesta caracteŕıstica provoca una diferència radical en el
seu model del mecanisme del connector.

5.2 Mecanisme del connector

Hi ha dos aspectes principals en el procés de l’empaquetament del DNA
dins de la càpsida dels bacteriòfags. Un és el pas del DNA a través de la
maquinària empaquetadora i l’altre l’alta concentració que ha d’assolir el
DNA dins d’aquesta càpsida. Aquesta alta concentració genera una pressió
molt alta i també una gran densitat de càrrega. Per tant, la maquinària
empaquetadora ha d’ajuntar caracteŕıstiques d’altres protëınes processives
del DNA [29] amb un sistema capaç alhora d’alliberar les tensions que es
poguessin acumular en un DNA que s’ha d’empaquetar en un espai molt
limitat.

El diàmetre del canal del connector té la mida justa per tal que passi una
cadena doble de DNA. En algunes zones una mica més amples del canal hi
ha l’espai just per què hi càpiga també una capa de molècules d’aigua.

La paret interior és majoritàriament negativa, a l’igual que ho és la su-
perf́ıcie exterior d’una cadena de DNA. La repulsió de càrregues evita que
el DNA quedi lligat a l’interior del connector, ajudant-lo també que travessi
suaument el connector i el manté centrat al llarg de l’eix de simetria.

L’excepció a aquesta paret negativa són unes lisines que formen dos anells
de densitat positiva (i potser un tercer) separats 20Å, que és el pas de rosca
del DNA (figura 5b del tercer article, plana 97). Si orientem un dels fosfats
del DNA davant d’una de les lisines, es pot formar un pont d’hidrogen entre
aquest parell. A més es pot formar, en el mateix anell, un altre pont entre
àtoms equivalents de la segona cadena del DNA. No diametralment, sinó a
5 monòmers de distància. A la vegada s’observa una situació idèntica en el
segon anell.

Si el connector està girant respecte al DNA, en qualsevol moment hi haurà
aquestes quatre interaccions entre connector i DNA. És possible que també
n’hi hagi dues més al tercer anell de lisines no ordenades que també es troba
a uns 20 Å del segon anell.

L’interior del canal conté dotze hèlixs inclinades de tal manera que que-
darien perpendiculars a l’esquelet de sucres i fostats del DNA que travessaria
el canal. Es creu que aquesta qualitat evita que la protëına penetri dins del
solc major del DNA i facilita aix́ı que pugui lliscar al llarg de la protëına. A
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part d’aquesta coincidència, el connector té una estructura molt diferent que
altres protëınes processives, per la qual cosa el seu mecanisme ha de ser d’un
tipus nou.

Figura 5.3: Un model per a l’empaquetament. Model

proposat a [48] per l’acció del connector. El pRNA i l’ATPasa estan

formats per 5 subunitats (pentàgon). Les 12 esferes grans exteriors i les

interiors petites representen, respectivament, els dominis amples i estret

del connector. (Veure texte, plana 111)

A partir de l’estructura cristal.logràfica ja s’ha proposat un model de l’em-
paquetament del DNA [48]. La falta de simetria 12 perfecte de l’estructura
del connector que presenten fa creure que el processament del DNA es basa
en la flexibilitat del connector.

En contrast al que han proposat altres autors (plana 14), han observat
per microscòpia electrònica que el pRNA té simetria 5, enlloc de 6. L’ATPasa
p16 que estaria unida al pRNA també estaria composta de 5 unitats. Aquest
conjunt podria estar unit al vèrtex de la càpsida del Φ29, formant un tap
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inferior que evitaria que el connector s’escapés de la càpsida. L’element
giratori seria únicament el connector. L’asimetria entre el conjunt pRNA-
p16 i el connector permetria que aquest girés amb poca energia aportada
per la hidròlisi de l’ATP. Aquesta hidròlisi actuaria seqüencialment en cada
subunitat de la p16, cada cop que un dels 12 monòmers del connector estigués
enfront. La part interactuant entre el connector i la p16 està en el domini
estret del connector. L’energia empenyeria el connector fent-lo rodar en dues
etapes. En la primera només giraria 12 ◦ el domini estret del connector. En
la segona, el seguiria el domini ample i acompanyaria alhora en DNA, que
avançaria dos parells de bases (fig. 5.3).

Figura 5.4: El nostre model per a l’empaquetament. Model

proposat en aquest treball per a l’empaquetament del DNA. El pRNA i

l’ATPasa estan formats per 6 subunitats (cercles grans). El connector

està representat pels 12 sectors circulars i les lisines són les 12 estrelles.

Els 10 cercles interns representen els fosfats del DNA que entra pel canal

del connector. Per a una explicació, veure el text (plana 112) i la figura

6 de l’article 3 (plana 100)

En el nostre model, considerem que el pRNA i la p16 tenen ambdós



5.2 Mecanisme del connector 113

simetria 6, tal com prediuen estudis de microscòpia electrònica, bioqúımics,
funcionals i la longitud de la seva seqüència (plana 14). Com que el pRNA
i la p16 han de desaparèixer en finalitzar l’empaquetament del DNA (plana
15), seria més senzill si el complex no estigués unit a la càpsida. Podria ser
que la p11 els desplacés en el moment d’unió de la cua del fag. El connector,
el pRNA i la p16 formarien el conjunt rotatori (fig. 5.4).

El DNA té els fosfats repartits circularment cada 36◦ (simetria 101), i
el connector té les lisines cada 30◦ (simetria 12). La rotació necessària del
connector per a que passi d’un grup d’interaccions a les següents és de només
6◦. Després d’aquesta rotació es tornarà a repetir la situació inicial, però ara
els enllaços seran amb fosfats del següent nivell, 3.6 Å per sota. L’atracció
per ponts d’hidrogen és prou propera com per a que durant la rotació de 6◦

es puguin començar a formar enllaços amb els fosfats que estan pujant. A la
vegada, els fosfats que s’allunyen aniran perdent aquesta interacció.

Una volta de 360◦ del connector representaria la translació de 60 parells
de bases. S’ha mesurat que el DNA travessa el connector a una velocitat
d’uns 140 parells de bases per segon [49], enlentint-se a mesura que queda
més comprimit dins de la càpsida. El connector rotaria aix́ı a una mica més
de dues revolucions per segon, encapsulant els 19000 parells de bases del
genoma del Φ29 en menys de 3 minuts.

El connector encaixa bé en el vèrtex de la càpsida (fig 3c del tercer article,
plana 95). El tronc central del connector té una estructura hidrofòbica que
permetria que rotés lliurement, aprofitant la diferència de simetries entre
aquest i el vèrtex de la càpsida. El disc ample, amb els dotze lòbuls formant
estructures tipus SH3, seria qui mantindria el connector en el seu lloc, evitant
que pogués desplaçar-se longitudinalment.

L’avantatge d’aquest model és que no cal cap variació en l’estructrura del
connector. No són necessaris ni canvis en cadenes laterals, ni moviments dels
dominis. Un connector ŕıgid pot complir la seva funció molt més ràpid, com
una turbina. L’estructura observada és molt compacte i no sembla quedar
lloc per canvis relatius entre monòmers. Aquesta afirmació està reforçada pel
fet que el connector ha empaquetat en un grup espacial amb alta simetria,
amb l’eix 12 situat al llarg d’un de quaternari. Si el connector fos flexible, les
diferències entre monòmers no haguessin prodüıt un grup espacial d’aquesta
mena. Els monòmers estan separats per un angle de 30 graus exactes.

Reconstruccions de microscòpia electrònica prediuen que el pRNA podria
estar localitzat a l’extrem estret del connector. En l’estructura obtinguda,
observem que aquest extrem està coronat per una curta hèlix α rica en glu-
tamines i asparagines exposades. Aquesta configuració li dota de potencials
ponts d’hidrogen que podrien lligar-se amb el pRNA. El pRNA té simetria
6 i, lligat a l’extrem distal, formaria amb el connector una estructura ŕıgida
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on el pRNA seria qui reconeix i condueix el DNA cap a l’entrada del con-
nector. Alhora, el pRNA faria el paper equivalent dels lòbuls del connector i
n’evitaria moviments longitudinals d’aquest. L’encaixaria, però no el fixaria
en el vèrtex de simetria cinc de la càpsida.

La protëına ATPasa p16 és l’últim component necessari en el mecanisme
d’empaquetament del DNA. Aquesta protëına intervé en l’empaquetament
del DNA dins de la càpsida, subministrant energia, però desapareix en el
virus format, ja que per a la infecció és suficient l’energia adquirida pel DNA
en comprimir-se en la càpsida.

Es coneix que connectors sense els primers 13 residus de l’extrem N-ter-
minal no es lliguen amb p16. Aquest extrem està situat en la zona central del
connector, per la qual cosa aquesta protëına estaria formant un anell al vol-
tant del tronc del connector i establiria alhora contacte amb el pRNA, situat
inmediatament a sota. El bloc giratori estaria llavors format pel connector,
el pRNA i la p16. L’energia subministrada per la p16 faria girar tot el bloc
gràcies a l’impuls provëıt per la p16 interaccionant amb la càpsida.

Considerant que la p16 és un hexàmer, són necessàries dues rotacions de
6◦ per deixar el sistema en un estat igual a l’inicial, respecte de la cadena de
DNA que està travessant el connector. Llavors, per a cada hidròlisi d’ATP el
DNA avançaria dos parells de bases i coincidiria amb les dades experimentals.

Ambdós models prediuen un avanç de dos parells de bases de DNA cada
12◦ de rotació del connector, per la qual cosa l’eficiència i el consum d’ATP
dels dos models és similar.

El fet que el conjunt rotatori estigui format només pel connector, o bé pel
conjunt de connector, pRNA i p16, dependrà de si futurs estudis confirmen
la simetria d’aquests dos últims. De totes maneres ja està establert que es
tracta d’un sistema motor a base de peces concèntriques i asimètriques que
li permeten superar la gran pressió de l’empaquetament del DNA amb un
consum redüıt d’energia.

El paper dels anells de lisines com a guies del DNA també s’haurà de de-
mostrar en futurs experiments. L’avanç del DNA en aquest model proposat
per nosaltres resultaria també producte d’un conjunt d’asimetries que s’ani-
rien ajustant seqüencialment i permetrien l’aparició i desaparició de ponts
d’hidrogen donant una aparença que s’estan movent circularment.
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Conclusions

6.1 Conclusions globals

Sobre l’estructura del connector:

• L’estructura del connector s’ha resolt i afinat a 2.1Å a partir d’uns
cristalls amb simetria I422 i mostra una estructura amb una forma
global similar a les reconstruccions de microscòpia electrònica, però
amb detalls a nivell atòmic: Un grau més alt de vorticitat de les 12
còpies de la protëına p10, un canal interior majoritàriament de càrrega
negativa, però amb uns anells de càrrega positiva separats una distància
igual al pas de rosca del DNA, i una zona externa amb afinitat al pRNA
i a l’ATPasa.

Sobre l’extensió de fases:

• L’extensió de fases a partir d’un model de microscòpia té el problema
de la baixa resolució d’aquest model. A aquesta resolució, els efectes
del solvent podrien ser prou grans com per impedir un bon ajust de les
reflexions. Caldria estudiar una manera d’afegir aquesta contribució,
sense haver de fer servir un model d’alta resolució.

Sobre la derivació dels cristalls:

• L’estructura del connector ha mostrat un canal de càrrega negativa i
molt uniforme de grans dimensions. Si bé els ions pesants podien entrar
per aquest canal, no tenien un lloc únic on fixar-se, per la qual cosa
quedaven desordenats dins del cristall.

Sobre el mecanisme d’empaquetament del DNA:
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• L’estructura del canal interior del connector forçaria a que el DNA
avanci centrat al llarg del seu eix, i sigui impulsat en la direcció correcta
gràcies a uns anells de càrrega positiva que establirien en seqüència
ponts d’hidrogen entre aquest i el DNA.
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6.2 Conclusions dels articles

• Article 1

– Els cristalls de la protëına p10 difractaven a molt baixa resolució,
eren molt inestables i aguantaven molt poc temps el feix de raigs
X a temperatura ambient. La congelació ràpida en propà ĺıquid i
la difracció sota un flux de nitrogen va permetre superar aquests
problemes, incrementant la resolució fins al voltant dels 3 Å.

– Els cristalls eren de dos tipus. Uns de grans dimensions, amb 4
connectors per unitat asimètrica, i uns altres amb mig connector
per unitat asimètrica. Aquesta segona forma va difractar a major
resolució, i en ella s’hi van introduir àtoms pesants per intentar
difracció anòmala.

• Article 2

– Els cristalls de la segona forma van permetre determinar, amb
la funció d’autorotació, que la simetria del connector és 12, és a
dir, el connector està format per 12 còpies de la protëına p10. Es
tracta del primer anàlisi estructural d’un connector de bacteriòfag,
per cristal.lografia de raigs X. Tots els estudis previs s’havien fet
per microscòpia electrònica.

– La funció d’autorotació va determinar, a més, que el connector
estava orientat amb el seu canal paral.lel a l’eix c dels cristalls del
tipus II, del grup espacial P42212.

• Article 3

– Els cristalls del tipus II van resultar ser macles formades per dos
conjunts de cel.les rotades 90◦. Amb un model de microscòpia
electrònica es va intentar el desmaclat de les dades, obtenint només
resultats de l’estructura a baixa resolució.

– Una nova forma cristal.lina, en el grup espacial I422 va difrac-
tar a major resolució (2.1 Å), i amb ella es van intentar diverses
derivacions.

– No es va poder localitzar cap del àtoms pesants introdüıts en els
cristalls, probablement a causa de que no tenen un lloc espećıfic
d’unió. Per això es va continuar intentant resoldre l’estructura per
extensió de fases a partir d’un model de microscòpia electrònica a
baixa resolució.
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– A causa de l’empaquetament del connector en el cristall, l’extensió
de fases només es podia fer aprofitant un eix de simetria no cristal-
logràfica d’ordre 3, resultant en un avanç molt lent de l’extensió
de fases. Amb aquest sistema es van poder començar a definir les
zones helicöıdals del tronc central del connector.

– Paral.lelament, un model sense afinar, a menor resolució va ser
publicat i, amb ell, es va poder acabar de resoldre l’estructura a
alta resolució.

– L’estructura del connector del fag Φ29, té una forma general tron-
cocònica, rodejada per uns lòbuls en la part més ampla, i traves-
sada per un canal longitudinal d’un diàmetre suficient per al pas
d’una cadena doble de DNA.

– L’interior del canal està molt carregat negativament, a l’igual que
la superf́ıcie exterior del DNA. Únicament uns anells de lisines,
separats igual que una volta de DNA, donen càrrega positiva al
canal.

– Aquests anells de lisina probablement guien el DNA al llarg del
seu pas, interaccionant amb el àtoms d’oxigen que estan units als
de fòsfor del DNA. En rotar el connector, aquestes interaccions
profereixen un moviment lineal al DNA al llarg del canal, sense
necessitat de tòrcer-lo. Molt semblant a la manera com avança
linealment un cargol sota l’acció d’una rosca giratòria.
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[57] J.D. Watson. The Double Helix, a personal account of the discovery of
the structure of DNA. W.W.Norton & Company, 1968.

[58] H. Wiedemann. Synchrotron radiation primer. Technical report, Stan-
ford Synchrotron Radiation Laboratory, 1998.

[59] A.J.C. Wilson. The probability distribution of X-ray intensities. Acta
Cryst, 2:318–321, 1949.

[60] W.B. Wood. Assembly of a complex bacteriophage in vitro. BioEssays,
14:635–639, 1992.

[61] M. Wurtz. Bacteriophage structure. Electron Microsc. Rev., 5:283–390,
1992.


