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Presentacio

En aquest treball es descriu I'estructura afinada del connector del bacteriofag
®29, resolta per cristallografia de raigs X i es proposa un mecanisme de
funcionament d’aquesta proteina.

Els bacteriofags sén virus que ataquen els bacteris i el connector és una
proteina de grans dimensions situada en un vertex de la capsida d’aquests
virus que juga un paper central en la formacié del bacteriofag, en 'empaque-
tament del seu DNA i en la infecci6 dels bacteris.

El connector és part d’'una bomba que transporta DNA. Té un mecanisme
basat en asimetries dels components d’aquesta bomba que faciliten la rotacié
del connector amb un consum molt baix d’energia, i a la vegada una gran
eficiencia en el seu proposit. La seva estructura no s’assembla a cap altra
proteina coneguda de funcions similars i, per tant en aquest treball no només
es presenta una estructura important, per mida i funcié, siné que s’aporten
idees noves de com s’estructuren les proteines per a complir les seves funcions.

Si volem entendre els virus, haurem de coneixer la seva estructura en
termes dels atoms i de les molecules que els formen.



Organitzacié d’aquest treball

Aquest treball esta dividit en les seglients parts:

e Introduccié: El connector del fag ®29 [plana 3] Descripcié gene-
ral dels estudis que s’han fet sobre l'estructura i mecanisme de virus
bacteriofags, enfocat al tema de la seva maduracio, empaquetament del
DNA i infecci6 de les cellules, i al paper que té el connector en tots
aquests processos.

e Objectius [plana 17] Objectius proposats alhora d’afrontar aquest tre-
ball.

e Materials i Métodes: La Cristallografia de proteines [plana 21]
Descripcio dels metodes utilitzats per a resoldre ’estructura. En aquest
treball es va intentar afrontar la resolucié de I'estructura de diverses
maneres. No totes van resultar favorables, per la qual cosa s’ha fet
una descripcié de com es va intentar, junt amb els resultats que es van
obtenir. Altres estan encara en desenvolupament i es descriu l'estat
actual en aquest capitol.

e Resultats: [plana 75] Articles publicats i acceptats. Altres treballs en
preparacié no s’han inclos aqui ja que es pretén continuar desenvolupant
el tema en un futur. Aquests resultats preliminars estan descrits a
Materials i Metodes.

Aquesta tesi esta basada en els segiients treballs:

— Purification, crystallization and preliminary X-ray diffraction stu-
dies of the bacteriophage ¢29 connector particle.
A. Guasch, A. Parraga, J. Pous, J.M. Valpuesta, J.L.. Carrascosa,
and M. Coll.
FEBS Lett, 430:283-287, 1998. [plana 77]

— Crystallographic analysis reveals the 12-fold symmetry of the bac-
teriophage ¢ 29 connector particle.
A. Guasch, J. Pous, A. Parraga, J.M. Valpuesta, J.L. Carrascosa,
and M. Coll.
J Mol Biol, 281(2):219-225, 1998. [plana 83]

— Detailed architecture of a DNA translocating machine: The high-
resolution structure of the bacteriophage ®29 connector particle.
J. Pous, A. Guasch, B. Ibarra, F.X. Gomis-Riith, J.M. Valpuesta,



iv

N. Sousa, J.L. Carrascosa and M. Coll.
J Mol Biol 315, 663-676, 2002. [plana 91]

e Discussié [plana 107] Resum de de l'estructura i mecanisme proposat
per 'empaquetament del DNA pel connector. Discussié de les possibi-
litats d’aquest model de mecanisme respecte altres proposats.

e Conclusions [plana 115] Conclusions que responen als objectius plan-
tejats al comencar el treball i a altres que s’han anat plantejant durant
el procés de resolucié de 'estructura i d’interpretacié del mecanisme.
Conclusions independents de cada article.
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Capitol 1

El connector del fag $29

1.1 El fag $29

Bacteriofag i fag sén els noms que es donen als virus que ataquen els bacteris.
Van ser descoberts a principis del segle XX quasi simultaniament per Twort
(1915) i per d’Herelle (1917) [7]. La simplicitat del sistema i la seva manipu-
lacié facil va fer dels fags un dels primers objectius a estudiar als inicis de la
Biologia Molecular, als anys 40 per Max Delbriick i Salvador Luria. Se sos-
pitava que els fags eren una mena de gens despullats. Aixi, la millor manera
de coneixer com era un gen i com es duplicava seria 'estudi de les propie-
tats d’aquests virus [57]. Simultaniament van comencar els esforgos per a
visualitzar la seva estructura. La primera imatge de microscopia electronica,
obtinguda per Ernst i Helmut Ruska, va néixer amb els primers microscopis
electronics comercials el 1940 (fig. 1.1) [61].

Figura 1.1: Primera micrografia de
fags. El 1940, H. Ruska va publicar la pri-
mera micrografia d’'un bacteri infectat per bacte-
riofags. Aquesta va ser presa a una magnificacié
de 15000 % amb el Siemens-Halske Ubermikroskop,
construit per E. Ruska i collaboradors (magnifica-
cié maxima de 30000 i 13 nm de resolucid) instal-
lat en el laboratori de la fabrica a Berlin. L'autor
menciona que les particules esferiques observades

al voltant del bacteri es destrueixen després d'una
exposicié allargada al feix d’electrons [61].

Com que els bacteris no tenen una membrana citoesqueletica tan sofis-
ticada com la dels eucariotes, els seus virus no poden entrar per endocitosi.
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Necessiten un sistema més complex per introduir-hi el DNA [38]. A grans
trets, un fag esta format de dues grans parts: una capsida que conté els seus
gens i un gran apendix de forma més o menys tubular que s’encarrega de
conduir el DNA dins la cellula en la infeccié (fig. 1.2).

Figura 1.2: Bacteriofag T4. Esquema del
bacteriofag T4, semblant al $29. Es poden veure
les parts principals: la capsida, la cua, la base i les
fibres de la base

El fag ®29 és un virus de DNA de doble cadena que infecta Bacillus
subtilis. Conté uns 20 gens en una capsida de forma icosaedrica allargada
(prolate) al voltant d'un eix 5 [61]. Aquesta capsida té uns 540A de llargada
i uns 420A d’amplada. En un dels extrems d’aquest eix es troba el connector
(o portal), duns 80A de llargada, a continuacié la cua, d’uns 5004, i la
resta del mecanisme d’infeccié. Tot i ser un virus relativament petit, té la
mateixa estructura que altres de més grans, com el A i el T4. Les diferencies
estan principalment en el nombre de proteines que formen la capsida i la cua,
pero la forma global es conserva. Aquestes proteines s’ordenen idénticament,
simplement formant cossos de mida diferent [38], per repeticié. El $29 és,
per tant, un bon model per coneixer ’estructura i mecanisme d’una familia
de virus similars molt extensa (taula 1.1).

Nom bacteri Bases (Kpb)

T2, T4, T6 | Escherichia coli 170

T7 Escherichia coli 40 Taula 1.1: Bacte-
A Escherichia coli 48.5 ridfags.  Alguns dels
29 Bacillus subtilis 19 bacteriofags similars al
P22 Salmonella typhimurium | 43.5

T3 Escherichia coli 40 ®29 [37, 38, 61, 55, 17].
SPP1 Bacillus subtilis 46

" Escherichia coli 39
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1.2 El connector i la proteina p10

El bacteriofag ®29 esta compost de només 6 proteines estrucurals. Dues
d’aquestes proteines formen el coll, la p10ila pl1 [8]. La proteina p12 forma
uns apeéndixs al coll, i la p9 la cua [30].

El connector del fag ®29 (portal protein, head-tail connector, upper collar)
esta format per 12 copies de la proteina pl0 de 36 kDa cadascuna [25, 3].
Esta situat en un dels dos vertexs d’ordre 5 que hi ha als extrems allargats de
la capsida. Forma part d’un motor rotatiu que empaqueta el DNA genonic,
de doble cadena.

Aquest motor esta format pel connector, un RNA de 174 bases i una altra
proteina (pl1), aquests dos tltims amb simetria 6 segons les reconstruccions
de criomicroscopia [47].

Les 12 proteines es disposen en forma troncoconica amb un canal d’un
diametre suficient per tal que passi DNA de doble cadena, que el travessa al
llarg del seu eix.

Tots els bacteriofags disposen de connector, amb simetries no totalment
determinades, perd sempre 12 o 13 [17, 10]. Pel que se sap fins ara, usant
criomicroscopia, tots tenen unes dimensions globals similars, fet consistent
amb que tots tenen la mateixa funcié de conduir el DNA.

1.2.1 Estructura del connector

Els estudis de I'estructura tridimensional del connector es van comengar amb
difraccié d’electrons de cristalls bidimensionals [11]. En aquests estudis del
coll sencer (proteines pl0 i pll) s’observava ja la seva forma de tronc de
con amb un canal central. La part més ampla estava composta de 12 lobuls.
A partir d’aquests lobuls 'estructura de cada subunitat s’estretava, com un
con, aparellant-se cadascuna amb la veina, alhora que es recargolava cap al
cim de la seglient subunitat. A la part estreta, doncs, s’observaven només 6
subunitats, probablement en la zona corresponent a la proteina p11 (fig. 1.3)
[9].

Els millors estudis de 'estructura del connector s’han fet a partir de
cristalls bidimensionals [54]. Les técniques usades eren la criomicroscopia
[54, 53] o bé la microscopia de forga atomica [39].

La resolucié 1til en criomicroscopia era d’uns 9A. Els cristalls bidimen-
sionals tenien una cella de 165Ax165A en el grup espacial P42;2 (fig. 1.4),
on els connectors es disposen amb l'eix 12 al llarg del quaternari, i alternats,
un cap amunt, un altre cap envall, segons obliga I’eix helicoidal. Es continua
veient la vorticitat de la seva estructura, pero la gran diferencia és que les
12 subunitats estan separades perfectament i ja no hi ha una transicié de
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Figura 1.3: Perspectives del
coll del fag ®29. A la dreta, vista
d'un tall de I'estructura des de la part
més ampla, la corresponent a la pro-
teina pl0. A I'esquerra, reconstruccid
a partir dels valors més alts de la den-
sitat, i en direccié contraria. La forta
vorticitat de |'estructura és apreciable,

aixi com el canvi de simetria 12 en la
part ampla, a 6 en la més estreta. [9].

simetria 12 a 6. Aquests estudis estan fets només amb el connector, sense la
proteina pll, per la qual cosa és molt possible que allo observat amb simetria
6 representés aquesta part. (Comparar fig. 1.3 i fig. 1.5)

Figura 1.4: Cristall bidimensional. Pro-
mitjat de 5 imatges, amb la simetria P42;2 im-
posada. La cella de 165Ax165A esta indicada en
blanc. [53].

Figura 1.5: Represen-
tacié tridimensional del
connector a 9A. Represen-
tacié tridimensional del connec-
tor a 9A, en varies vistes.

Tot i que la resolucié en el pla perpendicular a l'eix 12 és prou alta, no
és aixi en profunditat, ja que en inclinar les mostres per obtenir dades en
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aquesta direccié es perd resolucid. Les resolucions finals es redueixen a uns
10A en el pla horitzontal i a uns 17A en el vertical.

El connector té una algada de 75A i conté dos dominis: un d’ample (135A
d’amplada i 40 d’al¢ada) que s’inserta a dins de la procapsida, i un de d’estret
(62A d’amplada per 24 d’algada) que interacciona amb les altres proteines
que formen el coll i que connecta amb la cua. El domini ample té forma
d’anell de 80A de diametre i estd envoltat de 12 lobuls de 27A cadascun.
A Dinterior també hi ha 12 petits 1obuls de 15A que connecten amb els
anteriors. El domini estret conté, per la part de fora i a mitja algada, 12
petits apendixs. Se suposa que la vall que es forma entre aquests apendixs
i els lobuls formen un encaix on s’hi posen les proteines que formen un dels
vertexs de simetria 5 de la capsida, impedint d’aquesta manera moviments
longitudinals del connector, pero no de giratoris. Ambdues parts envolten
un canal que comenca amb 58A de didmetre en el domini ample i acaba amb
36A en el domini estret (fig. 1.6) [53].

Figura 1.6: Encaix del
connector en la capsida.
Situacid hipoteética del connec-
tor dins del vertex de la capsida.
Aquesta s’encaixa en el solc en-

L C A PSIDA

hf: -:. *ﬁl’! t F:' i }Il-nmlnl ample

tre els lobuls i els apéndixs, de Libuls 3 6“ }]]u:tu:-_l astret
manera que podria rotar, pero \]M;d}:

ni entrar en la capsida, ni sortir- -

ne. [53].

Connectors complexats amb anticossos especifics a diferents zones de la
seva sequiencia d’aminoacids van ser estudiats amb microscopia electronica
(inmunoelectronica) 1 promitjat d’'imatge [52] (fig. 1.7). Aquests anticossos,
quan es lligaven als connectors, mostraven les parts de la seqiiencia proteica
exposades a l'exterior. Segons els autors del treball, la seqiiencia del con-
nector comenca en els apendixs de la part central, per dirigir-se després a
I’extrem del domini estret. D’alguna manera no especificada, a causa de que
no es van poder addicionar anticossos, la seqiiencia continua per dins del
canal fins als 1obuls del domini ample, per acabar un altre cop a prop dels
apendixs de l'inici. Aquesta disposicié és coherent amb altres dades conegu-
des, com que la part inicial de la seqiiencia és un domini amb afinitat pels
acids nucleics [16, 15, 51]. En determinar I'estructura per difraccié de raigs
X varem veure que aquesta interpretacié no és la correcta (fig. 5.1, plana
108). Nomsés els anticossos relacionats amb la zona d’unié amb el pRNA i
I'extrem N-terminal van determinar dominis correctes (fig. 1.7, d i e).
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Figura 1.7: El connector amb anticossos. Microscopia
electronica del connector complexat amb anticossos. Vistes laterals pro-

mitjades del connector amb alguns anticossos [52]. A la imatge a la linia
continua delimita la projeccié lateral promitjada del connector, i la dis-
continua, la d'un anticos. L'anticos de la imatge a s'unia a la sequéncia
d'aminoacids 78-92. El de la b a 167-190. El de la c a 275-292. El de la
d a 1-14. El de I'e a la zona d'unié amb el pRNA. La imatge f és la de
control. Veure el text per una discussié sobre aquests resultats.

L’afinitat pel DNA de la part externa del connector s’ha demostrat mit-
jangant microscopia electronica i electroforesi [51]. DNA de longitud conegu-
da es posava en presencia de connectors aillats. En observar amb microscopia
electronica la longitud del DNA (fig. 1.8), es podia veure que aquest era més
curt, pero a més a més es veien petites zones amb superenrotllament. Si es
mesurava la massa d’aquest DNA per electroforesi, resultava ser la del DNA
més la de tants connectors com nusos o zones superenrotllades es veien en les
imatges. La longitud resultant del DNA implicava que la quantitat de DNA
superenrotllat era massa gran com per cabre dins del canal del connector, de
manera que 'inica explicacié és que el DNA estigués embolicant el connec-
tor, mostrant aixi ’elevada afinitat que aquest té pel DNA en la seva zona
externa.

La microscopia de for¢a atomica (AFM) dels mateixos cristalls bidimen-
sionals havia mostrat altres caracteristiques del connector, com la seva sen-
sibilitat a la forga aplicada (fig. 1.9). Un resultat molt espectacular d’aquest
estudi és que augmentant i decreixent la forga, dins d'uns certs limits, el
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Figura 1.8: DNA su-
perenrotllat al connec-
tor. Complexos de connector-
DNA a una magnificacié de
x160000. Les boles blanques
sén connectors amb el DNA
superenrotllat al voltant seu.

[51].

connector recuperava la seva forma [39]. Tot i que PTAFM pot donar lloc a
artefactes a causa d’aquesta forca, també és possible que el connector sigui
elastic per ell mateix, un tema que encara esta per determinar.

Figura 1.9: Connectors visualitzats
amb AFM. Topografia dependent de la forca
dels connectors del 29 adquirida amb AFM. En-
tre a i b la forca aplicada era entre 50 i 100 pN.
A b es va incrementar a uns 150 pN. La part que
estava estesa, corresponent a l'extrem estret del
connector quedava enfonsada a causa de la forca
aplicada. Aquest procés, reversible, es repeteix en
la mateixa imatge: entre c i d la forca era de 50-
100 pN i 150 pN entre d i e. A e la forca es
va incrementar a 300 pN i I'ordre cristal'li es va
trencar [39].

Recentment s’ha publicat un model a partir de difraccié de raigs X, sense
afinar les coordenades [48], i afinades [47]. En ell ja s’hi podent observar
algunes de les caracteristiques del connector a nivell atomic. Aquests estudis
han estat fets en parallel als nostres i han donat resultats molt similars, tot
i que a una resolucié menor i amb algunes diferencies estructurals causa-
des probablement per aquesta resolucié menor. En la discussié es fara una
comparacié amb el nostre model (pag. 107).

1.2.2 El connector en la formacié del fag

Les parts que formen un fag es construeixen independentment, formant les
peces principals per separat [60, 7], que després s’acoblen. A la figura 1.11
es mostra el cami tipic per molts fags d’aquest acoblament.
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Figura 1.10: Model d’AFM del cristall
2D. a Perspectiva del model d’AFM promitjat per
correlacié i amb simetria 4 aplicada dels connectors
de la figura 1.9. Les marques blanques represen-
ten la cella unitat. b Vista lateral del connector
combinant dades prévies amb les d’aquesta recons-
truccié. ¢ Promitjat rotacional amb simetria 12.
La barra representa 50A, i els grisos representen
una escala de 30A. Les mides del connector sén
76 + 0.5A d’'alcada, 64 + 4A de diametre en la
part estreta i 133 & 3A en I'ample. El canal té
un diametre de 12 4 0.3A a 37 & 4A en les parts
estreta i ampla, respectivament [39].

Siatuking Prewn
o b Pagmaris Dq-dm 1. n-wm Pm: Tali

Cost pestain / Tlll'l

SLATERING Gron -

Ponsl pegrain el w'-»-w

Injsciien groteiea) [
R T
Prages:

reaew Procmad g Proteas i e D]

s ——
rretems N Fesin doeg T (FRwr Adation)
L :“"/r Tebartpaath o Twl Comphten
; Basalate g From Proniiag
= Plarkies ati

T

Figura 1.11: Acoblament del fag. Etapes en I'acoblament dels fags de doble cadena
de DNA. El connector esta representat per un cercle petit negre en la base de la capsida.
Es creu que aquesta creix a partir del connector i que el creixement s'acaba després de que
s'hagi introduit el DNA. A continuacié es junta amb la part inferior, que s'ha ensamblat
apart. [7].

El connector té un paper central en la formacié de la capsida. La com-
plicada geometria de la capsida requereix d’ajuda externa per formar-se, ja
que les proteines s’han de disposar en una simetria icosaedrica exacte, i un
petit error en la curvatura pot donar lloc a un objecte de forma diferent,
que pot ser no es tancaria mai, i que no podria contenir el DNA. Es molt
comu obtenir ordenaments tubulars amb les proteines de la capsida quan se
les intenta unir sense presencia del connector [38].

En el cas de les capsides allargades (prolate), com la del $29, la forma
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icosaedrica només esta present en els extrems, en les tapes, essent la part
central un prisma de llargaria diferent segons de quin fag es tracti. Es coneix
que el virus pot suportar petits errors en l’estructura d’aquesta part central,
un possible origen de la diversitat d’aquests virus, pero no en les parts ico-
saeédriques, ja que han de contenir el mecanisme d’injecci6 [38]. Per aixo,
també, el creixement de la capsida ha de comencar en el vertex on se situa
el connector.

Es creu que la terminasa, que es troba l'inici del DNA que s’ha d’em-
paquetar, s'uneix al connector. La terminasa és una ATPasa i per tant,
segurament la iniciadora de tot el procés energetic en el transport del DNA
[27].

L’afinitat del DNA per la part exterior del connector i la seva facilitat
per embolicar-se al seu voltant (plana 9 i fig. 1.8) va portar a un model
[51] en que el DNA entraria a dins de la capsida embolicant-se al voltant
del connector. Aquest mecanisme s’ha deixat de suposar, ja que totes les
altres evidencies porten cap a un DNA passant a través del canal. El fet
que el connector no estigués junt amb la capsida segurament va ser el que va
provocar aquest efecte.

El DNA entra en el fag després de la formacié de la capsida, i abans de
la unié de la cua i de la base. Els models inicials apostaven per un motor
unidireccional brownia: El connector podria girar en una sola direccid, per
motius termics, i quedava travat en cas d’intentar moure’s en la direccié
contraria. En cada moviment favorable faria avancar el DNA en el seu interior
linealment cap a l'interior de la capsida. L’entrada del DNA no costaria
energia, pero, en canvi, el DNA adquiriria energia en comprimir-se dins de
la capsida. Aquest motor tindria la propietat de crear energia del no res,
contradient la segona llei de la termodinamica [38].

Els estudis d’empaquetament in vitro han mostrat que calen entre una i
dues molecules d’ATP per cada 2 parells de bases empaquetats [10]. Aquest
és un consum similar a altres sistemes de translocacid (transport). Tot i que
aquests altres sistemes necessiten consumir energia, per exemple, per trencar
ponts d’hidrogen, el consum es pot considerar baix, si tenim en compte la
gran pressié dins la capsida del DNA que va entrant i que empeny per sortir.

El DNA s’ha de traslladar per 'interior del connector, cap a dins de
la capsida. Moltes molecules processives se suposa que actuen avancant a
través de la helix del DNA. El resultat és que el van voltant. Un mecanisme
equivalent implicaria un connector, en relacié, quiet i un DNA que aniria
girant al voltant del seu propi eix. Un mecanisme aixi faria entrar el DNA
girant dins de la capsida. Alla dins, s’ha de plegar i embolicar, pero és forca
dificil, a causa del poc espai que hi ha pel DNA dins de la capsida, i a la
torsié extra que es generaria, que s’hauria de compensar amb un consum molt
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més elevat d’energia. Contrariament, un connector giratori permetria que
el DNA avancés sense girar [28]. Un connector d’aquestes caracteristiques,
lliure, podria impedir la formacié de la capsida, pero s’ha postulat que en
els primers moments de la maduraciéo de la capsida, el connector podria
estar-hi travat fins arribar a la maduracié de la capsida. En aquest moment
s’alliberaria el connector i entraria en marxa el mecanisme per fer entrar
el DNA, alhora que la capsida s’aniria expandint per la pressié d’aquest a
I'entrar (plana 12).

Aquesta seqiiencia d’acoblament ha estat demostrada, per exemple pel fag
T4 [31, 32]. Una capsida totalment madura també és capa¢ d’empaquetar
DNA [32].

1.2.3 La infeccio

Un cop formats connector i capsida, la cua i la base s'uneixen per formar el
fag complet. Les cues tenen longituds molt diverses. La del 29 és de les
més curtes. Generalment es creu que el connector o alguna altra proteina del
coll tanca el canal, i pot ser una segona en la base també, si la cua és de les
llargues [38].

En el moment de la infeccié s’ha de transmetre un senyal per tal que el
bloqueig desaparegui. En cues curtes, una modificacié en la proteina que
bloqueja (o en el connector) pot ser possible a causa de la proximitat entre
aquesta part del fag i la membrana cellular, pero no és possible en cues
llargues, ja que la distancia és molt gran. Les cues poden tenir longituds més
grans que la propia capsida, i en aquests casos, son flexibles.

En aquest segon cas, en unir-se el connector amb la cua, se suposa que el
bloqueig a l’alcada del connector s’allibera, la cua queda plena de DNA i és
la base qui I'atura fins que algun canvi en el moment de penetrar la cellula
desbloqueja el pas.

Experimentalment s’ha vist que les capsides dels fags A es poden unir
a cues que ja estan unides a la cellula [14]. En aquest cas el DNA hauria
d’estar travat per alguna proteina del coll, fins que s’unis la cua. Aquest
alliberaria el DNA, que penetraria a la cellula automaticament, ja que el
bloqueig de la base ja hauria estat alliberat previament.

1.3 Les simetries: cinc, sis, deu i dotze (o
tretze)

Com ja s’ha vist, la capsida d'un fag té forma d’icosaedre allargat. Per tant
té simetria 5 en els seus vertexs. Tots els connectors estudiats, ja sigui per
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microscopia o bé per raigs X tenen simetria 12 o 13. Per exemple, el del $29
té simetria 12 [8, 25, 3], aix{ com el del T3 [55].

L’inic que per ara s’ha demostrat que té simetria 13 és el de I’'SPP1
[17, 33]. Aquest resultat sempre ha estat una mica controvertit. Hi ha
indicis que la sobreexpressié dels connectors en sistemes heterolegs podria
donar lloc a ordenacions diferents. Per exemple en el fag T7 s’han observat
poblacions barrejades de connectors amb simetria 12 i 13. En connectors
de T3 i 29 extrets in vivo de les seves capsides, mai no s’ha observat cap
simetria diferent de la 12. No es coneix cap estudi d’aquestes caracteristiques
dels connectors de I'SPP1 [10].

De totes maneres, si I’'SPP1 és una excepci6 en els fags, pero en canvi,
I’estructura del connector és identica a la dels altres fags, exceptuant-ne la
seva simetria, voldra dir que el mecanisme dels connectors no pot estar basat
en cap lligam estructural entre ell i el DNA.

Un estudi a resoluci6 atomica de mostres que haguessin estat confirmades
com a funcionals (no artefactes de la sobreexpressid) es feia necessari, i aquest
va ser el primer pas un cop obtingudes les primeres dades de difraccié dels
cristalls (plana 83 i [25]).

La relacié de simetries entre el connector i la capsida és important per
entendre el mecanisme de bombeig del DNA en ambdues direccions. Si la
relacié és un ndimero enter, (p.e. 10:5, 15:5), podria implicar que proteines
veines trobarien facilitat en lligar-se o interaccionar entre elles [28]. El resul-
tat seria una estructura probablement massa rigida com per permetre una
rotaci6 rapida del connector (fig. 1.12). Per tant s’hauria de suposar un
mecanisme de bombeig del DNA a partir d’algun altre element que es trobés
en aquella zona. Hi ha estudis que mostren la necessitat de RNA en 'aco-
blament del DNA dins de la capsida, una estructura rigida seria possible en
aquest cas.

Si la relacié no és entera (p.e. 11:5, 12:5, 13:5), no es pot trobar cap
posicio relativa privilegiada entre el connector i la capsida. Una orientacio
que encari un parell d’interficies entre el connector i la capsida, allunyara
les d’un sector llunya. D’aquesta manera, o bé es deforma considerablement
I’estructura o bé simplement queda centrada al voltant de I'eix 5 de la capsida
i el connector quedara lliure per rotar en qualsevol direccio.

Per microscopia electronica s’ha observat que el canal interior del con-
nector, per on passa el DNA, té un diametre adequat per tal que passi una
cadena doble de DNA estirada o molt poc deformada. Una doble helix de
DNA en la conformacié tipica té una simetria 10; que en projeccié axial és
de 10 (fig. 1.13). Un altre cop es pot tornar a considerar la mateixa hipotesi:
la relacio entre simetries del connector i del DNA no permet una orientacio
estable relativa entre ells. En aquest cas també es podria considerar la idea
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Figura 1.12: Relacié entre l’energia d’in-
teracciéo i el nombre de subunitats. L'ener-
gia potencial positiva significa repulsié i la negativa
atraccié. Situacié hipotética entre un connector situat
concentricament dins del vertex d'una capsida. a In-
teraccié entre un dels [obuls i una de les proteines de la
capsida. b Interaccié entre tots els lobuls i la capsida en
un cas de simetria entera. En aquest cas, la relacié de
simetries és 6:6. Hi ha un minim que podria aturar la
rotacié. ¢ Quan la relacié és 6:5, la funcié és periodica
(27/30), i de molt poca amplitud. La interacci6 és molt
més fluixa, de manera que no hi ha barreres prou fortes
com per aturar el gir. El connector pot rotar amb poca

POTENTIAL ENERGY

ol3-

energia. [28].

que el connector no rota i és el DNA el que ho fa, pero aixo provocaria un
superenrotllament impossible a 'interior de la capsida, ja que en anar girant,
intentaria fer girar alhora tota la part ja encapsulada. De manera que la
hipotesi més simple torna a ser la d'un connector giratori i amb la nova peca
d’un DNA que va avancant linealment a través d’ell.

Figura 1.13: Simetria
del DNA. Projeccié verti-
cal de DNA per mostrar que, en
aquesta direccid, té simetria 10.

Altres parts importants en el mecanisme sén el pRNA i la proteina pl6.
Aquest parell es creu que formen part del sistema que fa entrar el DNA a la
capsida, pero que un cop entrat se separa del virus.

El pRNA (packaging RNA) té 174 bases repartides en una estructura
anular amb uns apendixs interiors i tot ell amb simetria 6. Esta collocat
probablement al voltant de la part més estreta del connector [12, 26]. La
proteina pl6 és I’ATPasa que proveeix d’energia tot el sistema [23]. Es creu
que I’ATPasa provoca canvis de forma als apendixs del pRNA que actuen de
rems fent girar el connector. El pRNA a més reconeix 'extrem del DNA viric
que s’ha d’empaquetar i el condueix a ’entrada del connector. La relacio de
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simetries entre connector i el pRNA és de 12:6, una relacié entera. Si 'impuls
que fa girar el connector prové del apendixs del pRNA, és important que les
simetries casin, ja que d’aquesta manera la forca impulsora dels 6 bracos se
sumara. L’efecte seria similar al cas b de la figura 1.12.

El resultat de totes aquestes peces és, doncs, un motor on pl6 proveeix
d’energia al pRNA i que aquest la fa servir per fer girar el connector gracies a
un encaiz de simetries com si es tractés d'una clau que fa girar un cargol. Per
I’altre extrem, la capsida i el connector no queden fixats gracies al desencaix
de simetries i es permet una rotacié lliure com un coixinet. El pRNA llavors
reconeix la proteina terminasa del DNA viric i I'acosta al connector, que el
conduira cap a dins de la capsida, ajudat per una altra asimetria entre DNA
i connector que a més obligaria al DNA a avancar només en una direccié i
sense recargolar-se.

Un cop empaquetat tot el DNA, el pRNA i la pl6 en deixar de ser tils
desapareixen, i a la part estreta s'uneixen la pll i tota la resta de la cua i
la base. La unio6 és estable, ja que pll té simetria 6 i pot encaixar bé amb
la part estreta del connector i formar el coll del fag tal com s’ha vist en els
estudis de microscopia electronica (fig. 1.3, plana 6).

L’estructura externa del connector és molt important per coneixer com es
produeix aquest efecte de rem entre el pRNA 1 el connector, pero la interna, la
més desconeguda a la microscopia electronica, és imprescindible per entendre
com el DNA pot lliscar unidireccionalment al llarg del connector cap a dins
de la capsida.



