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PREFACI

Aquesta tesi ha estat realitzada principalment al Departament de Biologia Estructural de
I'Institut de Biologia Molecular de Barcelona (IBMB-CSIC), en el grup de virologia
estructural, sota la direccié de la doctora Nuria Verdaguer. L'interés principal del grup de
investigacié esta centrat en la caracteritzacié estructural de proteines d’origen viral,

especialment capsides virals i comlpexos de replicacio.

Per a poder obtenir aquesta informacié estructrual, la principal tecnica utilitzada al nostre
p q , 12 princip

grup ¢és la cristal-lografia de proteines, que permet obtenir informacié de Pestructura d’una

proteina (o conjunt de proteines) a una resolucié propera a la atomica.

En el cas concret del treball presentat en aquesta memoria, s’ha aplicat aquesta tecnica a
unes particules pseudovirals derivades del virus de la bursitis infecciosa per tal d’obtenir
Pestructura tridimensional de la proteina de la capside, la VP2. Aixi mateix, també es va
determinar I'estructura cristal-lografica de la VP1, la RNA polimerasa dependent de RNA

del mateix virus.

En aquesta memoria s’inclouen també alguns dels assajos d’activitat que es van realitzar per
a confirmar les observacions derivades de I'analisi de les estructures determinades. Els
assajos d’activitat presentats s’han realitzat al laboratori del doctor José Francisco
Rodriguez, al Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC).






RESUM

La malaltia de la bursitis infecciosa, o malaltia de Gumboro, és una patologia aviaria
d’origen viral que afecta principalment les cries d’aus. En les granges de cria d’aviram, el
virus que la origina, 'IBDV, provoca una elevada mortalitat en els pollastres.

La determinacié de Iestructura tridimensional a alta resolucié de la proteina de la capside
d’aquest virus, la VP2, ha permeés caracteritzar alguns dels elements que medien
I'assemblatge 1 Pestabilitat de la capside viral. També s’han identificat els residus implicats
en la formacié de cossos d’inclusid, que confereixen resistencia a les particules virals en

Pentorn extracel-lular.

Draltra banda, la determinacié de Pestructura tridimensional de la polimerasa del virus, la
VP1, ha aportat noves dades sobre la iniciacié de la polimeritzacio i sobre la regulacié de la
seva activitat per part de la VP3, la proteina encarregada de la coordinacié del cicle viral.

SUMMARY

The infectious bursal disease, also known as Gumboro disease, is an avian pathology that
affects broilers and chicks. In chicken farms, this virus, called IBDV, is responsible for
high mortalities.

The tridimensional structure determination at atomic resolution of this virus capsid protein,
VP2, allowed us to characterize some of the elements that mediate the capsid assembly and
stabilization. Furthermore, the residues implicated in the formation of inclusion bodies,
that provide extra resistance to the virus in the extracellular stage, have been identified.

Moreover, the tridimensional structure determination of the viral polymerase, VP1 protein,
brought some light on the mechanisms involved in polymerization initiation and regulation
of the activity mediated by VP3, the viral cycle coordination protein.
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1. INTRODUCCIO

El virus de la bursitis infecciosa
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1.1 LA BURSITIS INFECCIOSA

L’any 1962, en una granja de pollastres de la localitat de Gumboro, Estats Units, es va
enregistrar el primer cas conegut de la malaltia de la bursitis infecciosa o IBD (de I'angles
Infections Bursal Disease) (Cosgrove, 1962). Aquesta malaltia, altament contagiosa, afectava a

pollets 1 pollastres joves, als quals provocava la mort o deixava greument immunodeprimits.

Des de llavors, la IBD s’ha convertit en un dels principals maldecaps de la industria avicola
mundial (Muller et al., 2003; van den Berg et al., 2000).

L’agent causant d’aquesta malaltia aviaria és el virus de la bursitis infecciosa, o IBDV (de
Panglés Infections Bursal Disease 1 irus). Aquest virus infecta unes c¢l-lules immunologiques
immadures, els precursors dels limfocits B, els quals usa com a hostes per a la seva
replicacié (Becht and Muller, 1991). En les aus, aquestes cel-lules es concentren sobretot en
la bossa de Fabrici (BF, en endavant) 1 per aquesta rad les lesions caracteristiques d’una
infeccié6 d’IBDV sén fruit de la necrosi d’aquest organ (Kaufer and Weiss, 1980), com es

mostra a la figura 1.

_ Fol-licles

a) ‘

AW\ \ W\ / Bursade /
AN \\ ;." Fabrici/

Figura 1: La bossa de Fabrici i la infeccié per IBDV. a) Esquema de la situaci6 de la bossa de Fabrici en
les aus. Als dos panells del centre es comparen (b) el tall histologic d’'una bossa sana i (c) el d’'una bossa
danyada a causa de la infecci6 per IBDV. Es mostra també la micrografia d’una preparacié de virions ’IBDV
tenyits amb acetat d’uranil (d). La barreta negra representa 100 nm.

ILa malaltia es presenta de dues formes clarament diferenciades, segons el nivell de

maduresa del sistema immunologic de les aus infectades:
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1) En cries de més de tres setmanes d’edat, la necrosi desemboca en una greu inflamacié
que provoca hemorragies i lesions a la BF 1 als altres organs limfoides, fet que causa una
mortalitat de fins al 30-50%.

2) En pollets de menys de tres setmanes amb baixos nivells d’anticossos materns, no es
doéna aquesta resposta immune, per la qual cosa la necrosi degenera en I'atrofia de la BF i la
consegient immunosupressio de les aus afectades (Muller et al., 2003).

Per tant, els pollets infectats, si no moren, queden severament immunodeprimits, amb una
producci6 deficient d’anticossos i amb una resposta pobra als programes de vacunacio.
Aix0 els deixa practicament indefensos davant d’altres agents patogens. Aquesta capacitat
immunosupressora del virus, combinada amb la seva rapida difusio, ’'han convertit en un
dels agents patogens amb més impacte negatiu en la industria avicola.

S’han identificat dos serotips diferents d’IBDV (McFerran et al., 1980); el serotip 1 té com
a hoste natural el pollastre, mentre que hoste del serotip 2 es considera que és el gall d’indi
(Lasher and Shane, 1994). Tot 1 aix0, gracies als estudis de deteccié en serum d’anticossos
neutralitzants contra IBDV, s’ha descobert i descrit que tots dos serotips poden infectar no
només aviram domestic, sindé també un gran nombre d’aus salvatges, tant d’habits
migratoris com sedentaris (Ogawa et al., 1998; Wilcox et al., 1983). Aixo, a part de tenir un
paper rellevant en la dispersié i epidemiologia del virus, pot comportar greus conseqiiencies
en la viabilitat de les poblacions d’algunes aus salvatges. I.’amplia distribuci6 geografica que
ha adquirit aquest virus, present en tots els continents (com es pot observar a la figura 2),
es va fer especialment patent amb la deteccié6 d’anticossos especifics contra IBDV en
serum de pingtiins de colonies antartiques (Gardner et al., 1997).

La situacio, a més, es veu empitjorada per aparici6 a finals dels anys 80 de soques altament
virulentes (vvIBDV) (Chettle et al., 1989) que arriben a causar mortalitats de fins al 70% i
que s’han escampat rapidament per tot el mén (van den Berg et al., 2000).
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Figura 2: Distribucié de PIBDV en el mén. En el mapa es destaquen els paisos on s’han
descrit casos d’infecci6 per IBDV. Adaptat de Van den Berg et al., 2000.

I’IBDV, que es transmet per via fecal-oral (Weiss and Kaufer, 1994), és molt resistent a la
inactivacié per calor, per dessecament o per agents quimics (Edgar and Cho, 1976). Aixo,
junt amb la seva amplia distribucid, fa que la industria avicola consideri essencial la
vacunacié de Paviram (Lutticken, 1997). De fet, aquest és I'inic tractament de que es

disposa actualment per a fer front a aquest virus.

Els plans de vacunaci6 actuals es basen en I"ds combinat de vacunes inactivades (generades
amb virus inactivats) i vacunes vives (generades amb virus atenuats). Aquestes vacunacions
intensives, pero, presenten una scrie de problemes, com ara lalliberacié de virus
infecciosos a I'entorn, el dany de la bursa, la immunosupressié dels pollets vacunats, els
problemes per diferenciar els animals vacunats dels infectats, etc. (Guittet et al., 1992;
Yamaguchi et al., 2000). Urgeix, doncs, trobar mesures alternatives per a combatre 'IBDV.

La caracteritzaci6 molecular de les diferents proteines codificades pel genoma d’aquest
virus, aixi com de la seva funcid, poden aportar informacié clau que permeti el disseny de

noves terapies antivirals.

1.2 EL. VIRUS DE LA BURSITIS INFECCIOSA

I’IBDV esta classificat dins del genere Avibirnavirus, pertanyent a la familia dels Birnaviridae
(Leong et al., 2000). En aquesta mateixa familia s’hi engloben també altres virus amb
caracteristiques similars, com ara VIPNV  (Infectious Pancreatic Necrosis 1irus) 1 el BSNV



INTRODUCCIO

(Blotched Snakebead V'irus), que infecten peixos, el TV (Tellina Virus) 1 OV (Oyster 1Virus), que
infecten mol-luscs, el RBV (Rotifer Birnavirus), que infecta rotifers, o el DXV (Drosophila X

Virus), que té la mosca Drosophila melanogaster com a hoste (Comps et al., 1991; Da Costa et
al., 2003; Dobos et al., 1979).

Els virus de la familia dels Birmaviridae es caracteritzen per tenir una capside icosacdrica
d’uns 60 nm de diametre i sense envolta, aixi com un genoma de RNA bicatenari (dsRNA)
constituit per dos segments (anomenats A i B) (Dobos et al., 1979).

El fet de tenir el genoma dividit en dos segments permet l'intercanvi i combinacié de la
informacié genctica entre soques virals diferents quan es déna una coinfeccid (pel
mecanisme conegut en angles com a genetic reassortment, o intercanvi de segments). Aixo té
un paper molt important en I'evolucié dels birnavirus, la seva virulencia i el rang d’hostes
que poden infectar (Wei et al, 20006). D’altra banda, aquesta capacitat d’intercanviar
segments genomics implica un risc addicional en la utilitzacié6 de vacunes vives, ja que
aquestes poden actuar com a donants genctics i combinar-se amb altres soques més
patogeniques.

Draltra banda, recentment s’ha descrit que els virions d’IBDV contenen fins a quatre
segments de dsRNA genomic (I'equivalent a dos genomes sencers o variacions amb
diferents nimeros de cada segment genomic), és a dir, que es tractaria de virus poliploides
(Luque et al., 2009a).

1.2.1 Organitzacié gendomica del virus

En el cas d’'IBDV, els segments genomics A i B tenen 3.2 kb i 2.8 kb, respectivament
(Muller and Nitschke, 1987a), 1 estan flanquejats per regions no codificants (UTR) a
ambdos extrems 3’1 5’ (Boot et al., 1999; Nagarajan and Kibenge, 1997).

El segment A té dos marcs oberts de lectura (ORF, de langles open reading frame)
parcialment solapats (Spies et al., 1989): el primer codifica per una proteina no estructural,
la VP5 (17 kDa), implicada en patogenicitat. El segon ORF, més gran, codifica per una
poliproteina de 110 kDa. Aquesta poliproteina s’autoprocessara donant lloc a tres
polipeptids: la pVP2 (54 kDa — el precursor de la proteina de la capside), la VP3 (28 kDa —
la coordinadora del cicle viral) i la VP4 (26 kDa — la proteasa viral).

El segment B, en canvi, codifica per una sola proteina, la VP1 (97 kDa.), una RNA
polimerasa dependent de RNA — la responsable de la replicacié i transcripcié del genoma
viral (Duncan et al., 1991).
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Figura 3: El genoma de 'IBDV. a) Esquema de I'organitzacié genomica de 'IBDV i dels processos que
donen lloc a les cinc proteines virals per les que codifiquen els seus dos segments genomics. b) Analisi
electroforetic i tinci6 de plata de virions madurs ’'IBDV (adaptat de Lombardo et al.,, 1999). Les proteines
estructurals estan indicades a la dreta del panell: VP1 (kDa), pVP2 (kDa), VP2 (kDa), VP3 (kDa) i VP4 (kDa).

1.2.2 La VP5

També coneguda com a NS pel fet de ser una proteina no estructural, aquesta proteina de
145 aa és expressada durant la infeccié I’IBDV, pero no és incorporada en els virions
assemblats (Mundt et al., 1995). De fet, la generacié de mutants d’IBDV que no expressen
la VP5 ha permeés demostrar que aquesta proteina no és necessaria per a la replicacio 2 vitro
del virus (Mundt et al, 1997), pero que, en canvi, és molt important per a la seva
disseminaci6 z vivo (1, en conseqiiéncia, esta relacionada amb la patogenicitat ’'IBDV) (Yao
et al., 1998).

Durant la infeccid, la VP5 s’acumula a la membrana plasmatica, a la que es creu que s’uniria
per una helix transmembrana que s’ha predit que té a la regié central. Aquesta acumulacié
de VP5 altera la membrana plasmatica (Shai, 1995), tot causant alteracions en la morfologia
de la cel'lula i la induccié de la lisi cel'lular. Aixo facilita Ialliberacié de la progenie viral
(Lombardo et al., 2000).

1.2.3 La VP3

Aquesta és una proteina multifuncional de 256 residus (32 kDa) que esta implicada en
gairebé tots els processos clau del cicle viral, des de la replicacio fins a la morfogenesi de la
capside. Fis una de les proteines majoritaries dels virions d’IBDV (al voltant de 400-450
molécules per particula (Luque et al., 2009a)), cosa que ha propiciat que, fins fa poc, es
considerés que aquesta proteina formava una capside interna T=2, com les que es troben
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als virus dsRNA de la resta de families. Aquesta idea, a més, es veia secundada pel fet que
Iextrem C-terminal de la VP3 interacciona amb el domini C-terminal de la pVP2, en una
interacci6 essencial per al correcte assemblament de la capside viral (Caston et al., 2001;
Chevalier et al., 2004; Ofa et al., 2004; Saugar et al., 2005). La determinacié de Iestructura
tridimensional de la capside del virus va demostrar que no existeix tal capside interna en els
birnavirus, 1 que la VP3 no es troba ordenada de forma icosacdrica en les particules virals
(Coulibaly et al., 2005).

Draltra banda, la VP3 interacciona, també per la regié més C-terminal, amb la polimerasa
viral, la VP1 (Tacken et al, 2002; Tacken et al., 2000), de manera independent de la
presencia de RNA (Maraver et al.,, 2003a) i com a pas necessari per a 'encapsidacié de la
polimerasa (Lombardo et al., 1999). A més, per una regi6 rica en residus basics intercalats
amb prolines que hi ha al domini C-terminal, just una mica més N-terminal de la regi6
d’interaccié amb la VP1, la VP3 interacciona amb el dsRNA viral (Kochan et al., 2003;
Tacken et al, 2002). De fet, en els virions, la VP3 es troba formant filaments de
ribonucleoproteines (RNP, en endavant) amb el genoma viral, que confereixen al dsSRNA
proteccié front les nucleases de l’hoste 1 que, a més, poden actuar com a nuclis
transcripcionals (Hjalmarsson et al., 1999; Luque et al., 2009b).

El fet que la regi6 C-terminal de la VP3 acumuli tantes funcions fa que la VP3 sigui
considerada una moonlighting protein (Luque et al., 2009b), és a dir, una proteina capag de dur
a terme multiples funcions, aparentment no relacionades entre elles, amb la mateixa regio
de la proteina (Jeffery, 2004; Tompa et al, 2005). Aquesta estrategia permet als virus
augmentar la seva complexitat sense haver de comptar amb un major nombre de proteines
— 1 sense variar, per tant, la seva capacitat codificant.

Finalment, s’ha observat també que la VP3 realitza una interaccié homotipica (VP3-VP3)
(Tacken et al., 2003), 1 que aquesta oligomeritzacio, guiada pels 42 residus C-terminals, és
un pas fonamental per a 'assemblatge de la capside (Maraver et al., 2003b). Des de I'any
passat, també disposem de I’estructura cristal-lografica de la regié central de la VP3 (residus
92-220), a una resolucié de 2.3A (Casafias et al., 2008). Aquesta regi6 central esta formada
exclusivament per helix «, organitzades en dos dominis separats per un /oop llarg. El mateix
estudi determina que la unitat estructural de la VP3 és un dimer, en el qual les dues
molecules de la VP3 s’associen de manera simétrica al llarg d’un eix de simetria d’ordre dos.
Estudiant 'estructura del dimer, s’observa que aquesta organitzacié es podria haver donat
pel mecanisme anomenat “intercanvi de dominis” (de I'angles domain swapping), en que dues
o més proteines intercanvien part de la seva estructura per formar oligomers (Bennett et al.,
1995; Rousseau et al., 2003). En el cas de la VP3, el dimer es forma intercanviant la regi6
de la xarnera i del segon domini entre els dos protomers. Aixi, els oligomers descrits per a
la VP3 (Maraver et al., 2003b; Tacken et al., 2003) son, en realitat, multimers de dimers de
VP3.

Dels dos dominis del monomer, el primer dirigeix la dimeritzacié de la VP3 i no sembla
estar relacionat amb cap altra proteina o domini d’estructura coneguda. El segon domini,
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en canvi, presenta similituds amb diferents factors reguladors de la transcripcid,
especialment amb el domini 62 del factor 670 de la bacteria Thermus themophilus i el domini
SRI Set2 de la histona H3 metil transferasa.

Figura 4: La VP3. Representaci6 en cintes de I'estructura cristal-lografica del dimer de la VP3 I’'IBDV. Les
subunitats, capicuades en el dimer, estan representades una en vermell i P'altra en gris. Adaptat de Casafias et
al., 2008.

1.2.4 La VP4

Sintetitzada en el context de la poliproteina, la VP4 és la proteasa responsable de catalitzar-
ne el tall proteolitic de manera cotraduccional i d’alliberar aixi la pVP2 1la VP3 (Jagadish et
al., 1988; Kibenge et al., 1997). Es considera un component estructural ja que és present en
els virions d’IBDV, tot i que la seva encapsidacio és variable (Luque et al., 2009a).

Recentment, s’han publicat les estructures cristal-lografiques de la VP4 de BSNV i de
IPNV (Feldman et al., 2006; Lee et al.,, 2007), que han confirmat que es tracta d’una
proteasa Lon no canonica: esta relacionada amb la familia de proteases Lon, pero no té el
domini ATPasa que actua com a regulador de D'activitat en les proteases d’aquest tipus.
Presenta una Serina i una Lisina (S652 1 K692, en el cas 'IBDV) com a diada catalitica (on
la lisina actua com a base general, augmentant la capacitat nucleofilica de la cadena lateral
del residu serina) (Birghan et al., 2000; Lejal et al., 2000).

11
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També s’ha vist que les proteases VP4 dels birnavirus tenen diferents dianes de tall, similars
pero especifiques per a cada virus de la familia. En el cas ’'IBDV, la VP4 talla 'enllag
peptidic entre dos residus alanina, sent la diana de tall: (Thr/Ala)-X-Ala |Ala (Lejal et al.,
2000; Sanchez and Rodriguez, 1999). Aixi, la VP4 talla els enllagos peptidics 512/513 i
755/756 de la poliproteina, tot alliberant pVP2 i VP3, respectivament. Durant el procés
d’assemblatge de la capside viral, la VP4 també actua sobre altres llocs de tall secundaris de
la proteina pVP2, també dipeptids d’alanina, situats a les posicions 501, 494 1 487 (Da
Costa et al., 2002; Sanchez and Rodriguez, 1999).

Draltra banda, hom creu que la VP4 podria activar, a través de la seva activitat proteolitica,
I'expressié del segment B de RNA viral (que codifica per la polimerasa VP1) (Birghan et al.,
2000).

En les cel-lules infectades amb IBDV, s’ha observat que la VP4 forma uns agregats
tubulars d’'uns 25 nm. de diametre (Granzow et al., 1997). Es postula que aquests tubuls
podrien servir per segrestar la proteina una cop ja ha complert amb la seva funcié —
alliberar pVP2 1 VP3. D’aquesta manera s’evitaria un excés d’activitat proteasa que podria
causar danys a la c¢l'lula hoste 1 als nous virions.

La VP1ila VP2, les proteines objectes d’estudi de la present memoria, es tractaran tot
seguit amb més detall.
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1.3 LLES CAPSIDES DFELS VIRUS

Per tal de poder protegir i transportar el seu genoma d’una cel-lula a una altra i d’un hoste a
un altre, la majoria de virus compten amb una coberta proteica: la capside. Per a treure el
maxim profit a la seva capacitat genctica, sovint aquestes capsides estan formades per una
sola proteina (o molt poques de diferents), capa¢ d’autoassemblar-se i formar, per repeticio
dels mateixos contactes entre les diferents subunitats, una particula tancada i regular amb
capacitat per a contenir el genoma viral (Crick and Watson, 1956).

La majoria de capsides dels virus amb genoma ssRNA de cadena positiva, aixi com tots els
de genoma dsRNA coneguts fins ara, presenten capsides que segueixen una simetria
icosaedrica (Ahlquist, 2005).

Per definicié, un icosaedre presenta 20 cares triangulars, 12 vertexs i 30 caires,
corresponents als eixos de simetria d’ordre 3, 5 i 2, respectivament. Aquest tipus de
simetria es pot aconseguir assemblant, com a molt, 60 copies d’una mateixa unitat, on totes
quedaran disposades en entorns perfectament idéntics 1 equivalents. Ara bé, donada la mida
de les capsides virals i la de les proteines que les formen, les capsides virals icosacdriques
han d’estar formades per més de 60 subunitats (Caspar and Klug, 1962). Per poder resoldre
aquesta contradiccié, Caspar 1 Klug (Caspar and Klug, 1962) van definir el principi de
quasiequivaléncia: 1a capside pot estar formada per un sol tipus d’unitats estructurals, tot 1
que aquestes no es trobaran en un entorn idéntic per a totes les subunitats, sind que
presentaran diversos tipus de contactes subunitat-subunitat; similars, pero lleugerament

diferents, és a dir, guasiidentics.

Aix0, de fet, acaba significant que, mentre que en un icosaedre perfecte totes les subunitats
estan organitzades al voltant de 12 eixos de simetria d’ordre 5 (generant pentamers), en una
capside quasiicosaedrica trobem també subunitats organitzades al voltant d’eixos d’ordre 6,
formant hexamers que s’intercalaran entre els pentamers (que segueixen estant situats als
vertexs 1, per tant, son només 12).

Aixi mateix, Caspar i Klug (Caspar and Klug, 1962) també van definir el nmimero de
triangulacio T, que descriu el nombre de subunitats contingudes en la unitat asimetrica de
Iicosaedre (és a dir, el nimero d’entorns diferents en que poden estar les subunitats que
formaran la capside del virus). El nimero de triangulacié es defineix com a T= h® + hk +
k*, on h i k sén indexs independents que determinen el nimero d’hexamers que es troben
entre dos pentamers de la capside (és a dir, entre dos vertexs de la caspide).

El nimero de triangulacié ens permet caracteritzar qualsevol capside (quasi)icosacdrica,
sabent que totes tindran 60T subunitats, organitzades en 10(T-1) hexamers i 12 pentamers
(Caspar and Klug, 1962).

13
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Figura 6: Exemples de capsides virals amb diferents valors de nimero de triangulacié T. Es mostren
les reconstruccions de crioelectromicroscopia de virus amb valors de T des de 3 a 25. En cada cas, s’hi ha
marcat amb un triangle Pequivalent a una cara de I'icosaedre. Es mostren les superficies extetiors de totes les
particules tret del cas del rotavirus (centre), en que es mostra la superficie interior de la particula per a que la
simetria T=131 sigui més evident. La mida dels virus mostrats va dels 285A de diametre del CCMV (T'=3) als
1000A de diametre (sense comptar les espicules) de I'adenovirus (T=25). En general, 'augment en el niimero
de triangulaci6 va lligat a un augment en la mida de la particula. Adaptat de Johnson i Speir, 1997.

Aixi doncs, podem visualitzar les capsides virals com un seguit d’hexamers de la proteina
de la capside en qué¢ hi ha intercalats 12 pentamers (els vertexs de la capside). Seguint
aquesta definicid, els hexamers es poden considerar com a organitzacions planes, mentre
que els pentamers formen organitzacions convexes, que introdueixen curvatura en el punt
on estiguin inserits en la “fulla” d’hexamers (Johnson, 1996). A nivell molecular, aixo
implica que una unica proteina de la capside ha de ser capa¢ d’adoptar més d’una
conformacio, en aquest cas per a poder formar tant hexamers com pentamers. Aquest
fenomen es coneix com a polimorfisme conformacional (Johnson and Speir, 1997).
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Figura 7: Construcci6 d’una superficie icosaédrica quasiequivalent. (a) Un conjunt d’hexamers formen
una superficie plana, en la que podem definir un triangle equilater entre 'origen (0,0), un punt definit pels
valors de hik - (1,1) en aquest exemple- i 'equivalent per simetria ternaria. (b) Arranjant 20 triangles iguals
en una xarxa hexamerica i substituint els hexamers dels vertexs per pentamers, podem obtenir una fulla que,
plegada, donara lloc a un icosaedre quasiequivalent (c), un T=3 en aquest cas. Adaptat de Johnson i Speir,
1997.
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En el cas concret 'IBDV, un estudi de microscopia electronica de les seves particules va
determinar que presentava una capside d’uns 65-70 nm amb una estructura icosac¢drica
d’organitzacié T=13 (/evo) formada per 780 subunitats (780 molecules de VP2), agrupades
en 260 trimers (Bottcher et al., 1997). La determinacié de P'estructura cristal-lografica del
viri6 a 7A de resolucié (Coulibaly et al., 2005) va permetre comprovar que la particula viral
esta formada exclusivament per VP2, 1 que la VP3 (que fins llavors es creia que podia estar
formant una segona capside, més interna) no esta organitzada en el virid, si més no seguint
una disposici6 icosaedrica. En aquesta estructura s’aprecia també que les molecules de VP2
s’organitzen en trimers, que s’associen entre ells de tal manera que donen a la capside viral
una forma marcadament poliedrica, amb 20 cares gairebé planes formades per 13 trimers
de VP2 cada una.

Figura 8: La capside de PIBDV. En la fila superior es mostra una vista de la superficie exterior (esquerra) i
interior (dreta) de la reconstruccié tridimensional a 10 A de resolucié de la capside viral de 'IBDV, resolta
per criomicroscopia electronica i vista al llarg de l'eix ternari (adaptat de Castén et al, 2001). En la fila
inferior es mostra la cara interior de P'estructura cristal-lografica de la capside viral, resolta a 7 A de resolucié
(adaptat de Coulibaly et al., 2005). Es presenta la vista al llarg de I'eix ternari (esquerra) i de Ieix quinari
(dreta). Les barretes equivalen a 100 A.
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1.4 LA VP2, LA PROTEINA DE LLA CAPSIDE DE L’IBDV

La proteina de la capside s’expressa com a part de la poliproteina codificada pel segment A.
Un cop alliberada per la VP4, resta en forma de pVP2 (512 aminoacids), el precursor de la
VP2.

En algun moment de 'assemblatge de la capside (Chevalier et al., 2002), la pVP2 pateix un
altre procés proteolitic, en el qual perd els 71 aminoacids C-terminals i dona lloc a la forma
madura de la VP2 (441 aminoacids). S’ha vist que aquest procés de maduracié de la pVP2
es dona en diversos esdeveniments proteolitics diferents:

1) el processament per VP4 en un seguit de dianes secundaries, també dipeptids d’alanina, a
les posicions 501, 494 1 487 (Da Costa et al., 2002; Sanchez and Rodriguez, 1999);

1) el tall, per acci6 d’'una proteasa cel-lular, d’algunes de les molecules de pVP2 entre els
residus 452 1 453 (Irigoyen, 2009);

iii) el tall entre els residus 441 1 442, catalitzat pel residu Asp431 de la propia VP2 (és un tall
autocatalitic i intramolecular), que déna lloc a la forma madura de VP2 (Irigoyen et al.,
2009).

Sén precisament aquests 71 aminoacids que es perden amb la maduracié de la VP2 els que
conformen el domini d’interaccié de pVP2 amb VP3 (Onfia et al., 2004), per la qual cosa, un
cop madurada, la VP2 ja no interaccionara amb la VP3. D’altra banda, s’ha descrit que els
petits peptids generats en la maduracié de pVP2 romanen associats a la particula viral (Da
Costa et al., 2002), 1 que tenen la capacitat de deformar i perforar membranes, radé per la
qual podrien estar implicats en el procés d’internalitzacié dels virions en la cel-lula hoste
(Galloux et al., 2007).

Aquest procés de maduracié de pVP2 a la VP2, pero, sembla que no sempre és complet en
totes les 780 molecules de la capside, ja que P'analisi de virions madurs purificats mostra
que totes dues formes de la proteina de la capside hi sén presents (tot i que la proporcié de
pVP2 no arriba al 10%) (Luque et al., 2009a).

El desenvolupament de sistemes d’expressié zz vitro de proteines d’IBDV en sistemes
induibles de baculovirus 1 vaccinia recombinants ha permes observar que, segons el context
cel'lular en que és expressada la proteina de la capside, i segons si es tracta de la forma
madura VP2 o del seu precursor pVP2, aquesta es pot assemblar de diferents maneres,
formant estructures de morfologies molt diverses . Aixi, quan s’usa el sistema de vaccinia
per expressar la poliproteina (pVP2-VP4-VP3) en cel'lules de mamifer, aquesta es processa
espontaniament i déna lloc a unes particules icosa¢driques de mida i morfologia idéntics als
dels virions T=13 d’IBDV (Fernandez-Arias et al., 1998; Lombardo et al., 1999). En el
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sistema d’expressio de baculovirus en cel'lules d’insecte, la poliproteina també es processa
espontaniament, pero en aquest cas, en canvi, no s’obtenen particules T=13, sin6
estructures diverses, majoritariament estructures tubulars de tipus helicoidal d’uns 50 nm de
diametre (Chevalier et al., 2002; Martinez-Torrecuadrada et al., 2000), resultats similars als
que s’obtenen quan s’expressa directament la pVP2 (512 residus) en aquests sistemes de
baculovirus (Caston et al., 2001; Saugar et al., 2005). Finalment, si s’expressa la forma
madura de VP2 (441 residus) en qualsevol d’aquests sistemes, aquesta s’assembla formant
SVP (de Pangles subviral particles), que son capsides icosaédriques amb una disposicié de
T=1 (enlloc de la T=13 dels virions I’IBDV) (Caston et al., 2001).

Figura 9: Diferents morfologies que pot adoptar la proteina de la capside de ’IBDV. Imatges de
microscopia electronica de (A) les estructures tubulars formades de pVP2, (B) les SVP de T=1 en que
s’assembla la VP2 i (C) una purificacié de virions I’'IBDV (T=13). La barra equival a 100 nm. Adaptat de
Caston et al., 2001.

Aquestes SVP estan constituides unicament per proteina VP2, i per només 60 molecules
d’aquesta, disposades en 20 trimers. Aixo fa que les SVP resultin més senzilles i regulars
que les capsides dels virions 'IBDV (Caston et al., 2001), cosa que les converteix en uns
bons models per a estudiar les interaccions que s’estableixen entre les subunitats de VP2 en
una capside 1 per a determinar quines son les regions d’aquesta proteina que participen en
els processos d’encapsidaci6 1 desencapsidacié del virus.

En ser la VP2 I"anica proteina constituent de la capside viral, és facil entendre que és en
aquesta proteina on estan localitzats els residus relacionats amb les diferencies
d’antigenicitat dels diferents serotips I’IBDV i amb les mutacions d’escapament als
anticossos neutralitzants. Els estudis de patogenicitat i virulencia han permes localitzar
aquests residus majoritariament entre les posicions 206 1 350 (Schnitzler et al., 1993). Aixi
mateix, s’ha descrit que les posicions 253, 279 1 284 estan implicades en la definici6é de la
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viruléncia de la soca viral (Brandt et al., 2001; van Loon et al., 2002) i I’'adaptaci6 a cultius
en teixits (Brandt et al., 2001; Lim et al., 1999; Mundt, 1999; van Loon et al., 2002).

1.5 LES POLIMERASES DELS VIRUS

El procés de copia de la informacié genctica, tant per replicacié del genoma com per la
transcripcié6 d’aquest en mRNAs, es basa en laddici6 de nucleotids a una cadena
polinucleotidica, seguint el patré de seqiencia marcat per una altra cadena polinucleotidica
que actua com a motlle. Els enzims encarregats de catalitzar aquest procés son les

polimerases.

En general, les polimerases es classifiquen segons lespecificitat que presenten pels
nucleotids a addicionar i per la seqiencia motlle que utilitzen, segons si aquests sén d’acid
ribonucleic (RNA) o desoxiribonucleic (DNA). Tot i aixo, totes les polimerases presenten
una arquitectura general molt similar que recorda la forma d’una ma dreta, on s’hi poden
diferenciar els subdominis dels dits, el palmell 1 el polze (Ollis et al., 1985):

b

) Figura 10: Forma general de les
polimerases. a) Representacié de
cintes del fragment Klenow de la
DNA polimerasa I d’E.Co/i (codi
PDB: 1D8Y). Shan usat diferents
colors per a diferenciar els
subdominis dels 4its (en blau), el
palmell (en verd) i el polze (en vermell).
Per a facilitar la comparacid, es
mostra també un diagrama d’una ma

dreta (b).

Aquesta forma de ma dreta, amb una cavitat central envoltada pels subdominis dels dizs,
palmell 1 polze, crea entorn adient pel posicionament correcte d’ions i de molecules substrat
en el centre actiu, permeten aix{ la catalisi de la reaccié d’addicié de nucleotids. En totes les
polimerases, tant dependents de DNA com de RNA, els diferents subdominis semblen
tenir una funcié analoga: el palmell conté els residus catalitics i és el responsable de la unié
del nucleotid entrant a I'extrem 3’ de I'iniciador. El subdomini dels dizs uneix la cadena
senzilla de motlle i la dirigeix cap al centre actiu, i el del po/ze interacciona amb la doble
cadena motlle- iniciador a partir del lloc de sintesi (Joyce and Steitz, 1995).
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1.5.1 El mecanisme de catalisi de les polimerases

La reacci6 que catalitzen les polimerases és la transferéncia d’un grup fosforil a una cadena
nucleotidica ja formada, per via d’un atac nucleofilic del grup hidroxil 3’ terminal de la
cadena sobre el fosfat o d’un nucleotid trifosfat (NTP).
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Figura 11: Esquema de la reaccié de polimeritzacio. En aquesta reacci6, un atac nucleofilic, es crea un
enllag fosfodiester entre el grup hidroxil 3’ de la ribosa d’un nucleotid i el fosfat o« d’un segon nucleotid.

Aquesta reaccio, vital per als organismes vius ja que en garanteix la utilitzacié i preservacié
de la informaci6 genética, és catalitzada per un mecanisme universal (almenys segons les
dades de les que disposem avui dia) i relativament senzill (Steitz, 1998). Diversos estudis
estructurals sobre el fragment Klenow de la DNA polimerasa I en complex amb DNA de
cadena simple o amb el producte de cadena doble (Freemont et al., 1988; Ollis et al., 1985)
han permes estudiar el mecanisme que regeix la seva activitat exonucleasa 3’- 5. Aixi, es va
veure que la polimerasa requeria de la presencia de dos ions metal-lics divalents, que prenen
un paper clau en el procés de catalisi.

Donades les similituds estructurals que hi ha entre les diferents polimerases descrites, 1
Ielevada conservacié dels seus motius estructurals, s’ha postulat un mecanisme general de
catalisi, conegut amb el nom del mecanisme dels dos ions, per analogia amb el
mecanisme de lactivitat exonucleasa 3’- 5 de la DNA polimerasa I (Beese and Steitz,
1991).

Segons aquest mecanisme, la catalisi es basa en dos residus carboxilics situats al centre actiu
(una zona altament conservada en totes les polimerases) que serveixen d’anclatge a un
parell d’ions divalents (16 A 116 B), els quals s’encarregaran d’orientar les molecules d’aigua
al centre actiu i de dissipar la carrega negativa que es crea durant la transferencia
nucleotidica (vegeu la figura 12).

19



INTRODUCCIO

Base
f

O Base
4

p— ! D) Figura 12: Mecanisme

ZWH O
-] \ —(OH dels dos ions. Els dos ions
/-f \/ (A 1B) estan coordinats amb
. O \ dos residus carboxilics (un
0 /N \« . OH del motiu A i laltre del
! 4 motiu C). També coordinen
© 0 :,- / \ Hb « === (acid donant)  €ls grups .fosfat Flel nucleotid
. ] O ot entrant i loxigen 3’ del

Ohg\gz‘+0 , - \F-’//"O darrer nucledtid de la
' : !

{base acceptora)—---- |

. cadena, estabilitzant  aix{

/ . / \ Pestat de transici6 previ a la

Motiu C O O.. M 24" -0 O formacié de Penllag

O " 9 ~—— i fosfodiéster. La linia

‘B O~ 'f: Y vermella indica el cam{ de la

) . transferéncia electronica.

| Adaptat de Castro et al,
. 2009.

Motiu A

Aixi, els dos residus carboxilics no estan involucrats directament en la funcié de catalisi,
siné que unicament uneixen i orienten els dos ions divalents 1 el substrat (una molecula
d’aigua i els dos nucleotids 3’ terminals de la cadena substrat) (Steitz and Steitz, 1993). L’i6
metal-lic A promou la deprotonacié de I'extrem 3’ hidroxil de I'iniciador, que llavors
atacara el Pa del nucleotid que s’esta incorporant. L'i6 metal-lic B estabilitza I'estat de
transicié pentacovalent del fosfat o del NTP i facilita la sortida del grup pirofosfat (PPi)
generat (Joyce and Steitz, 1995). Aquesta catalisi només es pot donar si els grups implicats
estan situats en les posicions apropiades, cosa que ocorre quan hi ha I'aparellament
Watson-Crick correcte del nucleotid entrant amb el nucleotid corresponent de la cadena
motlle (Steitz, 1998). Un cop la reaccié s’ha dut a terme i el pirofosfat alliberat s’ha
dissociat de I'i6 B, el RNA rota fins que 'extrem 3’ de I'iniciador i queda a la posicié adient
per tal que tingui lloc un altre cicle catalitic (Brautigam and Steitz, 1998).

Aquest mateix mecanisme s’ha postulat també per altres reaccions de transferencia de
fosforils (Joyce and Steitz, 1995) i s’ha vist abonat darrerament per la resolucié de
I'estructura de la polimerasa del bacteriofag T7 en complex amb dNTP i amb un DNA
motlle-iniciador, en qué s’observen dos ions de Mg”" units als fosfats del AN'TP entrant i als
dos aspartics catalitics de la polimerasa (Doublie et al., 1998). Tanmateix, en la majoria de
les estructures de polimerases resoltes s’hi observen només un dels dos ions.

Recentment s’ha publicat una extensié del mecanisme dels dos ions (Castro et al., 2009), on
es proposa que, en I'estat de transicié de la reaccié de transfereéncia del grup nucleotidil, cal
que una base accepti el proté del grup hidroxil 3’ de l'iniciador per tal que aquest pugui
acceptar, al seu torn, el grup fosfat a del nucleotid entrant. De la mateixa manera, cal que
un acid protoni el grup pirofosfat sortint. Els autors d’aquest estudi defensen que qui

20



INTRODUCCIO

aporta aquest proto és precisament un residu basic del centre actiu de la polimerasa (Ha i
Hb en la figura 12).

1.5.2 Les RNA polimerases dependents de RNA

Els genomes de RNA, pel que sabem avui dia, es troben Gnicament en virus. Els virus amb
genoma RNA es classifiquen en quatre grups: a) els virus amb genoma de cadena simple, de
polaritat positiva (0 +ssRNA); b) els virus amb genoma de cadena simple, de polaritat
negativa (o0 -ssRNA); ¢) els virus amb RNA de cadena doble (o dsRNA); i d) els virus amb
genoma RNA que usen una transcriptasa reversa per a la replicacié del genoma. Tots els
virus dels tres primers grups —que no tenen una fase amb DNA en el seu cicle viral —
codifiquen per una RNA polimerasa dependent de RNA (RpdR, en endavant), sigui quina
sigui la seva estratcgia de replicacio i de transcripcié (Baltimore, 1971). Aquestes RpdR sén,
juntament amb altres proteines virals o provinents de la cél'lula hoste (Lai, 1998), els
enzims encarregats de dur a terme la replicacié del genoma viral. De fet, els gens que
codifiquen per les RpdR sén els més conservats de tots els genomes virals (Koonin and
Dolja, 1993), probablement per la transcendencia de la reaccié que catalitzen.

Abans de la publicacié de l'estructura tridimensional de la polimerasa d’IBDV s’havien
resolt ja les estructures d’una dotzena de RpdRs, procedents de virus de diverses families: la
polimerasa NS5B de dos genotips del virus de ’'Hepatitis C (HCV) (Ago et al., 1999; Biswal
et al., 2005; Bressanelli et al., 1999; Lesburg et al., 1999), la del virus de l'oest del Nil
(WNV) (Malet et al., 2007) i la RpdR del virus de la diarrea bovina viral (BVDV) (Choi et
al., 2004), pertanyents a la familia dels Flavivirus; les RpdRs del virus de la malaltia
hemorragica dels conills (RHDV) (Ng et al., 2002), del virus de Norwalk (Ng et al., 2004) i
del sapovirus (SV) (Fullerton et al., 2007), de la familia dels Calicivirus; la RpdR del
bacteriofag 6 (Butcher et al., 2001); la del reovirus A3 (Tao et al., 2002); les polimerases 3D
del poliovirus (PV) (Thompson and Peersen, 2004), del virus de la febre aftosa (FMDV)
(Ferrer-Orta et al., 2004) i de tres serotips del virus del refredat huma (HRV) (Appleby et
al., 2005; Love et al., 2004), tots tres de la familia dels Picornavirus.

Comparant aquestes estructures es pot observar que, si bé totes les polimerases de DNA i
RNA comparteixen una estructura basica, les RpdR presenten més similituds entre elles
que no pas amb la resta de polimerases, tot i tenir, en general, una baixa similitud a nivell de
sequencia, més enlla d’uns quants motius conservats (Bruenn, 2003).

Aixi, totes les RpdR presenten un seguit de caracteristiques generals comunes. La més
evident és potser la seva conformacié de ma dreta tancada, en contraposicié de la
conformacié en forma de “U” o de ma oberta que caracteritza les altres polimerases. La
connexi6é dels subdominis dels dits 1 el polze que dona aquesta conformacié tancada
s’estableix gracies al domini N-terminal d’aquestes proteines i a un seguit de /gps que
sobresurten del domini dels di#s (anomenats, en el seu conjunt, “puntes dels dits”). Aixo fa
que el centre actiu de les RpdR quedi completament encerclat (Ferrer-Orta et al., 2006b),
com s’observa a la figura 13.
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Figura 13: Les RpdR. Comparaci6 de 9 RpdR virals, representades en cintes i mostrades en una orientaci6
equivalent. En la polimerasa de FMDV (a dalt, a 'esquerra), s’hi ha marcat els motius polimerasa conservats:
A (vermell), B (verd), C (groc), D (lila), E (taronja), F (blau) i G (rosa). En els altres casos s’hi han destacat
en diferents colors els dominis polimerasa: els dis (blau fosc), el palmell (verd) i el polze (vermell). El domini
N-terminal esta destacat en blau cel i el domini C-terminal en groc. Adaptat de Ferrer-Orta et al., 2000.

Un altre element comu en les RpdR és la preséncia de dos tanels, un a la part de darrere de
Ienzim 1 un altre que baixa pel subdomini dels dits. El primer, més curt i carregat
positivament, serviria de porta d’entrada per als NTP substrat (Bressanelli 2002); la carrega
negativa dels nucleotids entrants els faria anar interaccionant de forma sequencial amb els
residus basics del tanel fins a arribar al centre actiu. Aquesta podria ser, també, la via de
sortida dels grups pirofosfat alliberats en la reaccié de polimeritzacio.

El segon tanel, com es va veure en lestructura del complex d’iniciacié de la RpdR de 6
(Butcher et al., 2001) i en la de la polimerasa NS5B de HCV en complex amb un fragment
de RNA (O'Farrell et al., 2003), és un canal ric en residus basics on s’uneix el RNA motlle.
Aquest canal té 'entrada a la regi6 de la punta dels dits i s’estén pel subdomini dels dits fins a
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arribar al centre actiu. Es justament a I’entrada d’aquest canal, a la regié de la punta dels dits,
on les RpdR presenten mecanismes encarregats d’assegurar I’entrada de forma correcta i de
la cadena de RNA adequada cap al centre actiu de 'enzim i, en els virus de dsRNA, on es
doéna la separaci6 de la doble cadena (Butcher et al., 2001; Ferrer-Orta et al., 2006b; Tao et
al., 2002).

Canal d’entrada
del motlle

Canal d’entrada
dels NTP

Cavitat central

c)

Cavitat central ———— - Canal d’entrada

dels NTP

Figura 14: Els canals de les RpdR. Representacié de la supetficie de potencials de la polimerasa del
FMDV, en que s’aprecien el canal d’entrada del RNA motlle i el d’entrada dels N'TP substrat, aixi com la
cavitat central en la que es genera el dsRNA. a) Vista frontal. b) Vista apical, des del canal d’entrada del
motlle. ¢) Vista lateral (s’ha eliminat la regi6 del po/ze, per a facilitar la visualitzaci6 del canal).

S’han pogut definir 7 motius estructurals conservats en totes les RpdRs, anomenats de la A
a la G (veure figura 13). Els quatre primers (A-D) sén comuns amb els altres tipus de
polimerases, mentre que els altres tres son especifics de les RpdR (Gorbalenya et al., 2002;
Lesburg et al., 1999; Poch et al., 1989). Aquests motius estan implicats en el reconeixement
1 uni6 dels tNTPs entrants (A i1 B), catalisi de la reaccié de transferencia de fosfats (A i C),
manteniment de la integritat estructural del subdomini del palwel/ (D), posicionament de la
cadena iniciadora (E), entrada i unié dels tNTPs (D i F) i entrada de la cadena motlle (F i
G).

Cinc d’aquests motius (A-E) es localitzen al subdomini del palmell, que és, de fet, la regié
més conservada entre totes les polimerases (tant les dependents de DNA com les
dependents de RNA) (Delarue et al., 1990). D’aquests, el motiu A (de sequencia ‘DX, ;D’,
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en les RpdR) i el motiu C (‘\GDD’, en les RpdR) aporten els dos residus aspartics
(estrictament conservats en totes les polimerases) necessaris per a la uni6é dels dos ions
divalents i son, per tant, crucials per a la catalisi.

Catalisi

En el cas de les RpdR, els dos residus carboxilics implicats en el mecanisme dels dos ions
son dos acids aspartics situats als motius A i C. Pel que fa als ions divalents, el més comu
com a cofactor en la reaccié d’addicié nucleotidica és el Mg®*. Tot i aixo, enlloc d’aquest
també s’hi poden trobar altres cations divalents, com ara el Mn®* i el Ca*, cosa que pot
afectar 'activitat polimerasa i la seva regulacié (van Dijk et al., 2004).

Aixi, s’ha descrit que el Mn*" estimula lactivitat de les RpdR (Bressanelli et al., 2002),
facilitant-ne la iniciacié (van Dijk et al., 2004), perd que per altra banda les torna menys
selectives vers el tNTP entrant i, per tant, en disminueix la fidelitat. Sha constatat que el
Mn*" uneix més fort el grup trifosfat del NTP, estabilitzant aixi el complex ternari
polimerasa-cadena naixent-NTP; aixo fa que les interaccions que s’estableixen entre el
sucre 1 la base del N'TP entrant i el motlle no siguin necessaries perque tingui lloc I’'addicié
nucleotidica (Castro et al., 2005).

El Ca™, per contra, inhibeix la sintesi de RNA (Sargent and Borsa, 1984; van Dijk et al.,
1995). Aixo es deu al fet que les interaccions que els ions Ca** realitzen amb P’entorn i els
substrats del centre actiu alteren el posicionament correcte dels grups que han
d’interaccionar, cosa que impedeix la transferencia del grup fosforil (Salgado et al., 2004).

Conformacions activa i inactiva

Una altra caracteristica observada en diverses estructures de RpdR (com ara les de RHDV i
HCV) és la capacitat que tenen d’adoptar més d’una conformacié. Les dues formes
observades (“tancada” 1 “oberta”) difereixen en la posicié del subdomini del po/ze, que pot
estar rotat uns 8 graus respecte als subdominis del palwell 1 els difs. Aixo repercuteix en les
posicions on s’uneixen els ions metal-lics que han de catalitzar la reaccid, ra6 per la qual la
capacitat catalitica d’aquestes dues formes sera diferent.

Per les RpdR dels calicivirus i la de HCV, s’ha proposat que la conformacié més tancada,
en que la coordinacié dels ions era 'adequada, és la forma activa i, per contra, la forma
oberta és inactiva. Hom creu que aquestes polimerases podrien adoptar preferentment la
conformaci6 inactiva i que revertirien a I'estat cataliticament competent en unir el motlle,
I'iniciador, els ions divalents i els nucleotid correctes (Ng et al, 2002). Aquest
comportament, pero, no s’ha observat en els complexos de replicacié resolts per les altres
RpdR (Butcher et al., 2001; Ferrer-Orta et al., 2007).
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1.5.3 Mecanismes d’iniciacié de la sintesis de RNA

Com hem vist en I'apartat 1.5.1, les polimerases catalitzen la reaccié d’addicié de nucleotids
a I'extrem 3’ d’una cadena polinucleotidica. Pero per a aixo, cal que hi hagi disponible un
extrem 3’ on poder afegir els nucleotids. Aquest pas, conegut com a iniciacié, és I'etapa
limitant de la reaccié de sintesi de RNA i per aquesta rad es tracta d’un pas clau en la
regulaci6 del procés de replicacié viral. D’altra banda, també cal assegurar que 'inici de la
replicacio tingui lloc tan a prop de 'extrem 3’ del genoma com sigui possible, per tal que no
es perdi informacié (van Dijk et al., 2004).

Aixi, doncs, tot 1 el variadissim repertori d’estrategies de replicacié que presenten els virus
RNA, hi ha només dos mecanismes principals per a iniciar la sintesi del RNA: de novo (Kao
et al., 2001) o dependent d’iniciador (Paul et al., 1998) (veure figura 15).

Iniciacié de novo

En la iniciacié de novo, també anomenada independent d’iniciador, un nucleotid trifosfat
aporta el grup 3’ hidroxil necessari per 'addicié del segiient nucleotid (es podria veure com
un iniciador d’un sol nucleotid). Per tal que aixo es pugui donar, cal com a minim que al
centre catalitic de la polimerasa hi interaccionin un nucleotid iniciador (NTPi), un segon
nucleotid (NTP,) 1 una sequéncia motlle que tingui els dos primers nucleotids 5
complementaris al NTPi i al NTP,. D’aquesta manera, el primer enlla¢ fosfodiester es
forma entre el NTPiiel NTP,.

Aquest mecanisme presenta 'avantatge que no requereix de cap altre enzim per a la
generacié d’un iniciador. De fet, alguns virus usen aquest mecanisme per a la generacid
d’oligonucleotids iniciadors. En aquests casos, la iniciacié de novo no va seguida de
I'elongacid, siné que es déna una iniciacié abortiva: la sintesi no continua, i es generen els
“RNAs abortius”, oligonucleotids molt curts (2 a 5 nucleotids) que posteriorment poden
ser emprats com a iniciadors. Aquest és el cas, per exemple, de la replicaci6 dels reovirus
(Yamakawa et al., 1981).

En altres casos, pero, la iniciaci6 va seguida de I’elongacié del RNA. Per a aixo, cal que les
interaccions que tenen lloc durant la iniciacié siguin prou estables perque el complex
d’iniciacié es formi correctament, pero no tan estables com per impedir el pas de la
iniciaci6 a Pelongacié. En alguns casos, com la RpdR del HCV, s’ha observat que la
polimerasa té més afinitat per als NTPs de ’elongacié que no pas per a 'NTPi de la
iniciaci6 (Luo et al., 2000).
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Figura 15: Esquema dels diferents mecanismes d’iniciacié de la polimeritzaci6 usats per les RpdR
virals. Cortesia de C.Ferrer-Orta.

En una altra variant d’aquest mecanisme, que segueixen alguns virus RNA de cadena
negativa (-ssSRNA) com ara els arenavirus, la sintesi de #ovo no es déna a partir 'extrem 3’ de
la cadena motlle, siné a partir d’'un nucleotid intern. Quan s’han sintetitzat uns quants
nucleotids, la cadena naixent es despren i es torna a unir altre cop en una altra regié, més
cap a lextrem 3’ del motlle, a partir d’on continua la sintesi de la nova cadena. Aixo es
coneix com a mecanisme de “iniciaci6 i realineament” 1 permet que la iniciacid de novo tingui

lloc a un nucleotid intern més protegit sense que es perdi informacié genetica (Kao et al,,
2001).
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Iniciacié dependent d’iniciador

Hi ha molts virus que necessiten d’un iniciador que proporcioni el grup 3’ hidroxil
necessari per la incorporacié del segient nucleotid. Aquest iniciador pot ser: (i) un
oligonucleotid obtingut a partir del tall de I'extrem 5 d’'un RNA missatger de la cel-lula
hoste (procés conegut com a cap-snatching, o segrest del “cap” dels mRNA); (ii) un
oligonucleotid generat per iniciacié abortiva; (iii) una proteina que fa la funcié d’iniciador
de la sintesi 'RNA, on un aminoacid proporciona el grup hidroxil necessari per la
formaci6é d’un enllag fosfodi¢ster amb el primer nucleotid; (iv) Pextrem 3’ del propi RNA
motlle que s’ha doblegat sobre si mateix, aportant el grup hidroxil del seu extrem 3’. Aqui la
cadena que fa de motlle té alhora la funcié d’iniciador.

La iniciaci6 mitjancant una proteina iniciadora (en angles, protein primer), usada pels
picornavirus (Paul et al., 1998) i per virus de DNA, com els adenovirus i els bacteriofags
929 1 PRD1 (Salas, 1991), és també, com veurem en el proper apartat, el mecanisme
d’iniciacié d’IBDV 1 de la resta de birnavirus.

1.6 LA VP1, LA POLIMERASA DE I’IBDV

El virus objecte del nostre estudi, 'IBDV, presenta, com s’ha dit en lapartat 1.2, un
genoma compost per una doble cadena de RNA. Durant el cicle viral, el virus necessitara
fer copies de la cadena positiva (+ssRNA) per tal d’usar-les com a mRNA per a 'expressio
de les proteines virals. De la mateixa manera, li caldra fer copies de la cadena negativa (-
ssRINA) per tal de dotar de genoma viral (dsRNA) a tota la progenie. 1 usar-lo com a motlle
per a la sintesi de noves cadenes positives.

Per a aquestes dues funcions, els birnavirus compten amb una RNA polimerasa dependent
de RNA: la proteina VP1. L’activitat RNA polimerasa deVP1 ha estat demostrada, i vitro,
en IBDV (Spies et al., 1987), IPNV (Mertens et al., 1982) i DXV (Bernard, 1980), els tres
birnavirus més estudiats.

La VP1 dels birnavirus es troba en els virions en dues formes diferents: en forma lliure i
unida al genoma. En aquesta darrera forma, referida com a VPg, la proteina es troba unida
covalentment a Pextrem 5’ dels dos segments (tant en ’A com en el B) mitjangant un enllag
fosfodiester entre una serina i la guanosina monofosfat (GMP) del 5° del RNA (Calvert et
al., 1991; Muller and Nitschke, 1987b). Recentment s’ha descrit que en aquest complex
VP1-genoma també s’hi troba, i en gran quantitat, la proteina VP3, que recobreix el dsSRNA
formant particules ribonucleoproteiques (RNP) (Luque et al., 2009b). Pel que fa a la forma
“lliure” de VP1, hi ha evidencies que indiquen que també esta unida a RNA, encara que en
aquest cas es tracta d’oligonucleotids curts (Kibenge and Dhama, 1997).
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S’ha descrit que la VP1 s’autoguanilila, és a dir, uneix una molecula de GMP (Dobos, 1993;
Shwed et al., 2002; Spies and Muller, 1990). Aquesta unié es déna per la formacié d’un
enllag fosfodiester entre la cadena lateral d’una serina de la polimerasa i Pextrem 5’ del
GMP en un procés independent de motlle, on la VP1 actua alhora d’enzim 1 d’acceptor (Xu
et al., 2004). S’ha proposat que el lloc de guanililaci6é en la VP1 de IPNV es troba al residu
Ser163, que en la VP1 d’IBDV correspondria als residus Thr168 (Xu et al., 2004) o Ser 166
(Pan et al., 2007).

Després d’aquesta primera guanililacid, al complex VP1-GMP (VP1pG) se li incorpora una
altra molecula de GMP en un procés, ara si, dependent de motlle i que déna lloc al
complex VP1pGpG (Dobos, 1993). Es aquest complex VP1pGpG el que actua com a
iniciador en la sintesi de la cadena positiva de RNA, com s’ha vist tant iz vitro (Dobos,
1995) com n vivo (Magyar et al, 1998). D’aquesta manera, en acabar la reaccié de
polimeritzacié del +ssRNA, la VP1 queda covalentment unida a la nova cadena. Aixo
explica perque els genomes dels birnavirus tenen una molecula de VP1 unida al seu extrem
5" (Calvert et al., 1991).

El que no s’ha pogut aclarir encara és si també hi ha una molecula de VP1 unida a 'extrem
5’ de la cadena no codificant. I.4s d’oligonucleotids marcats especifics pel reconeixement
dels extrems de les dues cadenes va permetre a Magyar i col. detectar la uni6 de la VPg al 5
de la cadena codificant, pero no al 5’ de la cadena no codificant, tant a temps d’infeccio
curts com a llargs (Magyar et al., 1998). Aixo, pero, sembla contradir-se amb "observaci6
per microscopia electronica de complexos de VPg-RNA circularitzats que esdevenen lineals
per tractament amb proteinasa K (Persson and Macdonald, 1982); donat que la VP1
tendeix a agregar, es va especular que la proteina VP1 era present a tots dos extrems del
genoma dsRNA (unida tant al 5° de la cadena positiva com al de la negativa) i que la
circularitzaci6 del RNA era deguda a la interaccié de les molécules de VP1 dels dos
extrems. A més, els estudis filogenetics del genoma de DXV, IPNV i IBDV mostren que
tots dos segments (A 1 B) tenen els extrems 3’ 1 5” altament conservats: 'extrem 3’ de la
cadena codificant acaba sempre amb el triplet CCC (on s’aparellarien les dues bases de
guanilil del complex VP1pGpG), mentre que Pextrem 5” comenga per GGA (corresponent
a les dues guanines que quedarien a Pextrem en iniciar la sintesi a partir del complex
VP1pGpG) (Shwed et al., 2002) (veure figura 16). Aquest fet suggereix que la sintesi de
totes dues cadenes podria iniciar-se a partir del complex VP1pGpG, cosa que implica que
la cadena no codificant també tindria, en acabar la replicacié del genoma, una molecula de
VP1 unida al seu extrem 5’ (Boot et al., 1999).

En qualsevol cas, la preséncia d’'una molecula de VP1 unida a un o a tots dos extrems del
genoma, converteix els birnavirus en els unics virus dsSRNA amb una proteina unida al
genoma (VPg), aixi com els tnics virus dsSRNA amb una sintesi de RNA iniciada mitjangant
una proteina iniciadora (Dobos, 1995).
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Figura 16: Conservacié
DXV-A 57 = GGAARATAAA. ..GGTGGTTCCC -3’  dels extrems 3’ i 5 dels

segments genomics

DXV-B 57— GGAARATAAT...GACGGCTCCC -3

entre els birnavirus. Es

IBDV-A  5'- GGATACGATG...GGGGGCCCCC -3’  mostren les  seqiiéncies

d’ambdés extrems de la

IBDV-B 5’ -~ GGATACGATG. ..GGGGGCCCCC -3’  cadena codificant dels

' n . segments A i B, pels virus
IPNV-A 5 GGAAAGAGAG. . . AGGGGGCCCC -3 IBDV, IPNV i DXV.

IPNV-B 57— GGAAACAGTG...CAGGGACCCC -3’  Adaptat de Shwed et al,
2002.

Actualment, les dades de les que disposem no permeten aclarir si aquesta unié VP1-
genoma es trenca en algun moment del cicle viral, ni, en aquest cas, com es dona aquest
trencament. Igualment, tampoc no s’ha pogut determinar si per a la iniciacié de la sintesi
del RNA en birnavirus calen dues molécules de VP1 —una per a fer d’iniciador i una altra
com a polimerasa per a fer 'elongacio- o si una mateixa molécula de VP1 pot realitzar les
dues funcions.

Pel que fa al mecanisme que la VP1 usa per a sintetitzar el RNA, es creu que és diferent per
a la generacié de la cadena de polaritat positiva (la codificant) que per la de polaritat
negativa (no codificant). Estudis 7z vitro amb la VP1 d” IPNV indiquen que les cadenes de
RNA de polaritat positiva es sintetitzen usant el genoma (dsRNA) com a motlle. (Mertens
et al.,, 1982). Es creu que, en els birnavirus, la reacci6 de transcripcié segueix un mecanisme
asimeétric, o semiconservatiu, en que la nova cadena generada (de polaritat positiva) queda
unida a la cadena de polaritat negativa del motlle, i la cadena parental de sentit positiu va
quedant desplagcada (Dobos, 1995; Mertens et al., 1982). D’aquesta manera, en acabar la
reaccio, I'antiga cadena +ssRNA queda lliure (no estara interaccionant amb la cadena de
polaritat negativa) i podra ser usada com a mRINA per a la expressié de proteines virals
(vegeu la figura 17).

Figura 17:  Replicacio
semiconservativa. La
cadena de nova sintesi queda
aparellada a la cadena motlle,
formant una doble cadena.
Aixo provoca que la cadena
que anteriorment s’aparellava
amb la cadena motlle (del
mateix sentit que la nova)
sigui desplagada i quedi com

a cadena simple.
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Per a la sintesi de la cadena de polaritat negativa, en canvi, es creu que la VP1 pren la
cadena codificant (RNA de cadena simple) com a motlle (Boot et al., 1999).

Draltra banda, pel que fa al centre catalitic de la VP1, es va observar que, tot 1 I’elevada
conservacio de la trfada d’aminoacids ‘GDD’ (motiu C) en la resta de les RpdRs, les analisis
bioinformatiques de la seqiicncia de les VP1 d’IPNV, IBDV i DXV semblaven indicar que
les RpdRs dels birnavirus no presenten aquest motiu (ni, per tant, el dipeptid Asp-Asp
necessari per a la catalisi de la sintesi de RNA) (Duncan et al., 1991; Gorbalenya and
Koonin, 1988; Shwed et al., 2002).

Aquesta contradiccié va quedar solucionada amb I'observacié que els birnavirus, juntament
amb uns altres virus d’insectes -els tetravirus TaV (virus del Thosea asigna) 1 EeV (virus del
Euprosterna elaeasa)-, formen un grup de RpdRs no canoniques que es diferencien de la resta
de polimerases per una permutacié del subdomini del palmel/ (Gorbalenya et al., 2002).
Aquesta permutacié implica una reorganitzacié en els motius del palmwell, on en lloc de
Pordre canonic A-B-C, el motiu C es troba situat més a prop de extrem N-terminal que el
motiu A, quedant aixi en ordre C-A-B (veure figura 18). Aquests canvis, segons Gorbalenya
1 col, no afecten Torganitzacié dels elements d’estructura secundaria, pero si la seva
connectivitat. Aixi, es va postular que el palmel/ de les RpdR dels birnavirus seguiria tenint
una fulla B central, de quatre cadenes 3, 1 emmarcada per hélixs a, pero els /gps que uneixen
aquests elements estarien arranjats de manera diferent.

Aixi mateix, també es va observar que el motiu C dels birnavirus no contenia la seqiencia
‘GDD’ (que si que es troba en TaV 1 EeV) i es va proposar que enlloc d’aquest tripeptid en
tenia un de diferent: ‘ADN’ .

Finalment, diversos estudis bioquimics sobre la IBDV han determinat que, a part
d’interaccionar amb el RNA viral, la polimerasa VP1 també interacciona amb la proteina
multifuncional VP3. Aquesta interaccié, necessaria per a l'encapsidacié de la VP1
(Lombardo et al., 1999), es déna de manera independent de la preséncia de RNA (Maraver
et al., 2003a) i es creu que implica la regi6 de 10 resiuds més C-terminals de la VP3 i la
regi6 central de la VP1 (Tacken et al., 2002; Tacken et al., 2000).
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Figura 18: Permutaci6 al subdomini del palmell. A I'esquerra es mostra la disposici6 i connectivitat dels
elements d’estructura secundaria que constitueixen el subdomini del pa/well de les polimerases canoniques. A
la dreta es mostra la disposici6 i connectivitat dels elements d’estructura secundaria del palwell en les
polimerases no canoniques. Les fletxes indiquen les connectivitats afectades. Adaptat de Gorbalenya et al.,
2002.
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Empaquetament de les molécules de VP1 en el cristall






OBJECTIUS

En iniciar els treballs presentats en aquesta memoria la informacié estructural disponible
sobre PIBDV i les seves proteines es limitava a I'estructura de la particula viral i de les SVP
derivades de VP2 obtingudes per microscopia electronica, i, per tant, a resolucions
mitjanes. No es disposava, doncs, d’informacié a resolucié atomica de cap de les proteines
de 'IBDV.

Per aixo ens vam proposar obtenir informacié de lestrutcura a resolucié propera a

I'atomica sobre algunes d’aquestes proteines.

En concret, ens vam plantejar:

- Cristal'litzar 1 determinar Iestructura de les particules SVP derivades de la VP2
d’'IBDV.

- Cristal'litzar 1 determinar Pestructura de la VP1, la RNA polimerasa dependent de
RNA dI’IBDV.

- Cristal'litzar i determinar Pestructura de la VP1 en complex amb un peptid que
mimetitza extrem C-terminal de la proteina VP3 I’'IBDV.

Draltra banda, per a poder contextualitzar 1 refermar la informacié obtinguda de I'analisi
d’aquestes estructures cristal-lografiques, vam considerar convenient de realitzar alguns
assajos amb els que determinar Pactivitat de la VP1. Aixo ens va permetre plantejar-nos un

objectiu addicional:

- Determinar Pefecte de la VP3 en lactivitat de la VP1.
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3.1 ’ZESTRUCTURA DE LA VP2

Hem cristal-litzat i determinat Pestructura tridimensional de les particules subvirals (SVP)
d’organitzacié T=1 que forma la proteina de la capside I’'IBDV, la VP2, a una resoluci6 de
2.6 A. Les coordenades atomiques estan dipositades al Protein Data Bank (PDB), amb el
codi 2GSY. Aquests resultats estan publicats en I'article: Garriga, D., J. Querol-Audi, F.
Abaitua, I. Saugar, J. Pous, N. Verdaguer, J. R. Caston, J. F. Rodriguez (2006). "The 2.6-
Angstrom structure of infectious bursal disease virus-derived T=1 particles reveals new
stabilizing elements of the virus capsid." | I7ro/ 80(14): 6895-905.

3.1.1 Generalitats del model de 1a VP2

En la determinaci6 estructural de la VP2 es van poder assignar 433 residus dels 452 que té

la proteina VP2 recombinant usada per a la cristal-litzacié. Els 19 residus que manquen sén
els 7 aminoacids N-terminals 1 els 12 aminoacids C-terminals, zones probablement
desordenades.

Figura 19: La VP2. Representaci6 en cintes de I'estructura cristal-lografica de la VP2 (dreta) i de la secci6
d’una SVP (esquerra). La subunitat de VP2 esta organitzada en tres dominis: P (en taronja), S (en blau) i B (en
verd). En vermell es destaquen els nous residus determinats en la nostra estructura. 1.'i6 Ca?* esta representat
com una bola groga. En la seccié de la SVP s’hi indiquen la posicié d’un eix ternari i d’un de quinari.
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Seguint la definicié de Coulibaly et al. (2005) (Coulibaly et al., 2005), en la molécula de VP2
hi podem definir 3 dominis: el P (de protuberani), el S (de coberta, o shell, en angles) i el B (de
base), com es mostra en la figura 19.

El domini S, el central, esta composat per un barril § format per 11 cadenes § amb 5 h¢lix
3,, interacalades. El domini P esta inserit en un /ogp entre dues cadenes 3 del domini S 1
també esta compost per un barril B, en aquest cas perpendicular a Panterior. En aquest cas,
el barril B esta format per 10 cadenes {3 i una hélix 3,,. Finalment, el domini B engloba les
extensions N- i C-terminals de la cadena polipeptidica i esta constituit per 4 helix o 1 una
helix 3.

Una de les principals diferencies respecte I'estructura cristal-lografica de la VP2 dipositada
per altres grups (Coulibaly et al., 2005; Lee et al., 2000) rau en la llargada de la proteina
recombinant usada per a la cristal-litzacié (452 residus, enlloc dels 441 usats en els altres
treballs). Aixo ha permeés que els extrems N- i C-terminal de la proteina quedin més
ordenats 1 apareguin en el nostre mapa de densitat electronica. Aixi, s’han pogut modelar
nou residus més en extrem C-terminal i tres en el N-terminal (en vermell en al figura 19).
Aquests nou residus addicionals del C-terminal adopten una conformacié d’hélix o en la
nostra estructura 1 es projecten allunyant-se del cos de la proteina, orientades cap a leix
ternari del trimer vei.

3.1.2 Generalitats del model de 1a SVP T=1

L’estructura general de les SVP presentada en aquesta memoria aporta també noves dades
sobre Pexisténcia d’un i6 Ca*" als eixos ternaris de cada trimer de VP2. Aquest i6 coordina
un grup de sis residus aspartics (Asp 31 1 Asp 174 de cada una de les tres VP2 del trimer)
en una geometria octacdrica perfecta. Per a comprovar la contribucié d’aquests ions en
Iestabilitat de les SVP, es va dialitzar una suspensié de SVP contra un tamp6 amb EGTA,
tractament que resulta en la dissociacié de les particules (com es mostra a la figura 20).

Aprofitant que la qualitat de les dades a 2.6A ho permetia, I'afinament de ’estructura es va
realitzar relaxant la simetria icosa¢drica. Gracies a aquesta relaxacié parcial de la simetria no
cristal-lografica (NCS) hem pogut observar variacions en lestructura de les diferents
moléecules de VP2 de la SVP. Aquestes diferéncies semblen estar relacionades amb
I'empaquetament de les particules al cristall i estan concentrades en els /ogps exposats de les
espicules i dels eixos quinaris. La rellevancia de 'analisi de 'empaquetament de les SVP sera
comentada més endavant, en apartat 4.1.2.
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Figura 20: L’i6 calci en el trimer de VP2. a) Representacié en pals i boles de la coordinacié de I'i6 Ca?*
(bola taronja) per part dels residus Asp 31 1 Asp 174 de les tres subunitats del trimer. b) i ¢) Micrografia de
les SVP dialitzades contra un tamp6 sense i amb 5mM EGTA, respectivament.
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3.2 I’ESTRUCTURA DE LA VP1

Hem cristal-litzat 1 determinat ’estructura tridimensional de la RNA polimerasa dependent
de RNA (RpdR) I’IBDV, la VP1, a una resoluci6 de 2.4 A. També hem resolt estructura
de la VP1 unida a ions Mg”" i en complex amb un péptid amb la seqiiéncia de I'extrem C-
terminal de la proteina VP3,a 3.112.7 A de resolucié, respectivament.

Les coordenades atomiques d’aquestes tres estructures estan dipositades al Protein Data
Bank (PDB), amb els codis 2PUS (forma apo), 2R70 (complex amb el peptid de VP3) 1
2R72 (complex amb els ions Mg®"). Aquests resultats estan publicats en larticle: Garriga,
D., A. Navarro, J. Querol-Audi, F. Abaitua, J. F. Rodriguez, N. Verdaguer (2007).
"Activation mechanism of a noncanonical RNA-dependent RNA polymerase." Proc Nat/
Acad Sci USA104(51): 20540-5.

3.2.1 Generalitats del model de 1a VP1

En la determinacié estructural de la VP1 es van poder assignar 781 residus dels 845 que té
la proteina recombinant usada per a la cristal-litzacié. Entre els residus que no s’han pogut
determinar hi ha els 26 primers residus de I'extrem N-terminal de la VP1 i dos /gps
exposats, regions probablement desordenades en el cristall i que no sén visibles en la nostra
estructura. Tampoc apareixen en el nostre model els 40 residus més C-terminals, part (o la
totalitat) dels quals resulten tallats durant el procés de purificacio, per accié de la proteasa
fTEV.

La VP1 esta plegada formant una unitat compacta de 95 x 55 x 54 A, de forma ovalada i
amb una cavitat central. Aquesta estructura esta constituida per 25 helix «, 12 helix 3,,1 17
cadenes J3, organitzades en els tres dominis comuns en les RpdR virals (Ferrer-Orta et al.,
2006b): un domini polimerasa central (residus 169-657), emmarcat per un domini N-
terminal (residus 26-168), per un cantd, i un domini C-terminal (residus 658-804), per
Paltre.

Tot i que la organitzacié general dels diferents dominis de la polimerasa és semblant a la
d’altres RARPs virals resoltes anteriorment, els dominis amino- i carboxi-terminals de VP1
son especialment grans i presenten un conformacié particular. Aquest fet va impossibilitar
que Destructura es resolgués per substituci6 molecular. Aixi doncs, Pestructura es va
determinar per MAD a partir d’un derivat de Sm.
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Figura 21: La VP1. Representaci6 en cintes de I'estructura cristal-lografica de la VP1. Els dominis s’han
destacat en colors diferents: domini N-terminal, en gris; subdomini dels d7s, en blau, subdomini del palmell, en
verd; subdomini del po/ze, en vermell; domini C-terminal, en groc. Els ions Mg?* trobats es representen com a
boles taronja. Els residus aspartics catalitics es representen en pals.

El domini polimerasa presenta la classica forma de “ma dreta tancada” i inclou els
subdominis dels dizs, el palmell 1 el polze que es troben també en la resta de polimerases, aix{
com els motius estructurals A-G caracteristics de les RpdR. De fet, I'arquitectura general
del domini polimerasa de la VP1 presenta una sorprenent similitud amb la de les
polimerases dels virus de les families dels picornavirus i calicivirus. En Pestructura de la
VP1, pero, es pot observar que al subdomini del pa/well la connectivitat entre els elements
d’estructura secundaria presenta un plegament del tipus BBPax@, permutat respecte el
classic plegament BoBBafB que es dona en la resta de RpdR resoltes. I estructura, a més,
demostra que, malgrat aquesta permutacié en la connectivitat dels elements de Iestructura
secundaria, la disposicié general del subdomini del palmell, i en particular la dels residus

aspartics catalitics, es manté inalterada.

Una altra diferéncia rellevant amb la resta de polimerases és que en la VP1 el /hop que
precedeix ’helix que conté el motiu B (adjacent a la fulla § que suporta els residus catalitics)

es projecta cap a la cavitat del centre actiu, tot bloquejant-lo.
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3.2.2 Generalitats del model del complex VP1-Mg**

La incubacié dels cristalls de VP1 en una solucié amb GTP i MgCl va donar lloc a la
incorporaci6 de tres ions Mg*" a Destructura (vegeu la figura 22). Dos d’aquests tres ions
estan situats al centre actiu, en una posicié6 similar a lesperada pels ions catalitics
(comentats en I'apartat 1.5.1); un dels dos esta coordinat amb el residus Asp 402 (del motiu
C) 1 Asn 439 (motiu B) i una molécula d’aigua, mentre que I'altre esta coordinat pel residu
Asp 402 i 'oxigen de la cadena principal de la Leu 417(motiu C). El tercer 16 se situa a uns
6 A del centre actiu, perfectament coordinat per residus de la fulla B del palmell (Asn 403,
Ser 414, Ile 415 1 Asp 416), en una posicié similar a la descrita en les estructures de les
RpdR del bacteriofag ©6 (Butcher et al., 2001) i del FMDV (Ferrer-Orta et al., 2004). A part
d’aixo, el complex VP1-Mg2+ no presenta canvis conformacionals rellevants respecte a
I'estructura de la forma apo de VP1, ni es va poder observar cap densitat en el mapa que
permetés posicionar el GTP en Pestructura.

Figura 22: Situacié i coordinacié dels ions
en la VP1. L’estructura del complex VP1-Mg?*
va permetre determinar la posicié de tres ions
Mg?*, descrits també en altres RpdR. Dos
d’aquests ions estan situats al centre actiu i
tenen funcid catalitica; el tercer i0 esta situat a

la fulla B del palmell, on sembla que tindria una

funcié més estructural.

3.2.3 Generalitats del model del complex VP1-péptid de la VP3

L’encapsidaci6 de la VP1 en les particules virals es dona via la interaccié de la VP1 amb la
proteina VP3 (Lombardo et al., 1999). Per tal d’estudiar la naturalesa d’aquesta interaccio,
ens vam proposar obtenir 'estructura de la VP1 en complex amb un peptid que mimetitza
el motiu d’uni6 a la VP1 de la VP3, que s’ha descrit en el seu extrem C-terminal (Maraver
et al., 2003a). A tal efecte, es van obtenir cristalls a partir d'una mostra de VP1 incubada
amb aquest peptid (en una relacié molar VP1:péptid de 1:4). L’estructura resultant és, en
general, molt similar a la de la forma apo de la VP1, tret d’una diferéncia molt remarcable:
en Pestructura del complex, la regié del /ogp que bloquejava el centre actiu ha patit un canvi

57



RESULTATS

conformacional i els residus que impedien el pas de la cadena motlle 1 els nucleotids
substrat s’han desplagat uns 7.5 cm (vegeu la figura 23), alliberant aixi I’accés dels substrats
al centre catalitic (vegeu la figura 24).

Figura 23: Canvi conformacional en la regi6 del
loop B. Representaci6 en cintes de I’helix que conté
el motiu B i el ogp que la precedeix (logp B) de la VP1
en forma apo (en verd) i de la VP1 en complex amb
el peptid que mimetitza la regié C-terminal de la
VP3 (groc). Es marca la distancia entre les posicions
del residu Asn 486 en les dues conformacions, de
gairebé 7.5 A.

En aquesta estructura, pero, no s’hi va poder posicionar amb certesa el peptid del C-
terminal de la VP3, tot i que si que es va detectar una densitat elongada en el canal
d’entrada de nucleotids, que podria interpretar-se com uns 5 aminoacids en conformacio

estesa.

Figura 24: L’efecte de la incubacié amb el péptid de la VP3. Vista general de les superficies de les
estructures de la forma apo de la VP1 (a) i del complex de la VP1 amb el peptid que mimetitza la regié C-
terminal de la VP3 (b). Com es pot observar, el tractament fa reorganitzar la protuberancia verda que
bloquejava el centre actiu, corresponent a la regi6 de ’hélix a13. En groc es destaca Ialtra regié que bloqueja
Paccés al centre actiu, corresponent a les helixs «19-n10-n11.
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3.3 IACTIVITAT DE LA VP1

Estudis anteriors ja havien demostrat que la proteina VP1 és la polimerasa viral i que, com
a tal, és capa¢ de catalitzar la sintesi de RNA (Letzel et al., 2007; Pan et al., 2007; von
Einem et al., 2004). Aixi mateix, assajos 7 vitro han mostrat que la VP1 només usa com a
motlle els RNA que presenten les regions 3’UTR dels segments del genoma viral (von
Einem et al., 2004). Ens interessava determinar, pero, quin efecte tenia la interaccié de la
VP1 amb la VP3 sobre lactivitat polimerasa i la seva regulacié. També preteniem
caracteritzar millor la capacitat de VP1 per actuar com a proteina iniciadora en la reacci6 de
polimeritzacié que ella mateixa catalitza, pas per al qual es requereix la unié6 d’un grup
GMP ala RpdR.

En aquest apartat es presenta el treball realitzat en aquest sentit, el qual consta de dos
assajos d’activitat polimerasa 1 un assaig de guanililacié. El primer dels resultats presentats
esta publicat també en Tarticle: Garriga, D., A. Navarro, J. Querol-Audi, F. Abaitua, J. F.
Rodriguez, N. Verdaguer (2007). "Activation mechanism of a noncanonical RNA-

dependent RNA polymerase." Proc Nat/ Acad Sci US A 104(51): 20540-5. Dels altres dos
assajos, en canvi, se’n presenten només els resultats preliminars.

3.3.1 Efecte de la VP3 en P’activitat polimerasa de la VP1

Per tal de corroborar els efectes observats en I'estructura de la VP1 en incubar-la amb el
peptid de la VP3, vam voler comprovar com afectaven aquests canvis a I'activitat catalitica
de la VP1. A tal efecte, una versié recombinant de la proteina VP1 (formada pels primers
845 residus de la VP1 units a una cua d’histidines; la proteina usada en les primeres proves
de cristal-litzacio, d’ara endavant hVP1) es va purificar i es va incubar 30 minuts amb
diferents concentracions tant del peptid amb la seqiiencia de 'extrem C-terminal de la VP3
com de la proteina VP3 completa purificada. Seguidament, es va determinar la capacitat de
sintetitzar RNA que tenien aquestes mostres, usant com a motlle un ssRNA de cadena
positiva amb part de la sequencia del segment B, incloses les regions no traduides dels
extrems 3’ 1el 5.

Com es pot observar a la figura 25, la proteina hVP1, in vitro, té activitat polimerasa per si
mateixa, sense intervenci6 de la VP3 (carril 2). A mesura que s’augmenta la concentraci6 de
peptid, pero, aquesta activitat “basal” de VP1 també s’incrementa, fins a multiplicar-se per
tres quan la relaci6 molar peptid:hVP1 és de 10:1 (carril 5). En canvi, concentracions de
peptid majors causen una drastica reduccié de activitat catalitica (resultats no mostrats).

Com era d’esperar, la incubaci6 de la polimerasa amb la proteina VP3 completa té un efecte
encara major que el del peptid i arriba a augmentar I'activitat catalitica de la hVP1 fins a

cinc vegades (carril 6).
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Figura 25: Efecte de la VP3 en Pactivitat polimerasa de la VP1. a) La hVP1 purificada es va incubar
amb diferents relacions molars (de 0.1 a 10) del peptid que mimetitza la regié C-terminal de la VP3 (carrils
“Peptide”), o amb hVP3 purificada (cartil “VP3”), a una relacié molar de 2:1 (hWVP3/hVP1). D’aquestes
reaccions, se’n mostren els productes de la reaccié separats en un gel d’acrilamida al 5%. b) Activitat
polimerasa de la VP1 registrada a partir de la radioactivitat incorporada en els productes de la reaccié. El
valor de 'activitat de la VP1 sola es va prendre com a 100%. El valor promig per cada condici6 es va obtenir
a partir de 3 experiments independents.

3.3.2 Efecte de la regi6 3’UTR en Pactivitat polimerasa de la VP1
Per tal de poder estudiar els efectes de la regié 3’'UTR del genoma viral en I'activitat de la
VP1, es van generar dos tipus de motlles ssSRNA derivats dels genomes virals: uns amb el

mateix extrem 3’ dels segments genomics (A+ i B+) i els altres amb uns nucleotids extres
després de 'UTR del 3’ (A- 1 B-).

Amb aquests motlles, es va repetir 'assaig polimerasa, usant tant la hVP1 sola com la hVP1
incubada amb el peptid de TPextrem C-terminal de la VP3 (en una relacié molar
peptid:hVP1 de 2:1) amb tots quatre ssRNAs. El resultat d’aquest assaig, com es pot
observar en la figura 26, indica que la hVP1 sola té una activitat similar, tant si s’usen els
motlles amb el 3’UTR genomic com si no (carrils 3 a 6). En el cas de la hVP1 preincubada
amb el peptid, en canvi, Iactivitat decau drasticament si el motlle usat no té la seqiiencia
exacta de 'UTR en el seu extrem 3’. De fet, comparat amb l'activitat de la hVP1 no
tractada amb el péptid, Pactivitat registrada quan s’usen els motlles A+ i B+ amb la hVP1
tractada és superior (carrils 7 i 8); quan s’usen els motlles A- o B-, en canvi, la sintesi de
RNA no només no es veu incrementada sin6é que disminueix per sota dels valors obtinguts
per la hVP1 no tractada (carrils 9 i 10). Aquests resultats, pero, sén encara preliminars.
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Figura 26: Efecte de la regi6 3’UTR en Pactivitat polimerasa de la VP1. a) La hVP1 purificada es va
incubar (+) o no (-) amb el peptid que mimetitza la regié C-terminal de la VP3, a una relacié molar de 2:1
(peptid/hVP1). Després de 20 min d’incubacié les mostres es van usar per a realitzar un assaig d’activitat
polimerasa, utilitzant com a motlles uns +ssRNA amb la regié 3’'UTR del virus (A+ i B+) o uns +ssRNA
amb les regions 3’UTR modificades (A- i B-). b) Activitats polimerasa de la VP1 registrades en (a) a partir de
la radioactivitat incorporada en els productes de la reaccid, ordenades per a cada segment genomic. Com a

referencia (100%) es va prendre el valor de I'activitat de la hVP1 sense incubar amb peéptid i usant un motlle
sense ¢l 3’UTR natiu.

3.3.3 Activitat guanililtransferasa de la VP1

La determinacié de I'estructura atomica de la VP1 evidencia també que el residu proposat
com a putatiu lloc de guanililacié de la RpdR (Pan et al., 2007; Xu et al., 2004) és molt poc
accessible i queda molt allunyat del centre actiu (més de 20A). Aixo crea alguns dubtes
sobre la viabilitat d’aquesta posici6 per a poder dur a terme la seva funcié d’iniciador de la
reaccid, tal i com sera discutit en I'apartat 4.2.4 d’aquesta memoria.

L’estructura mostra també que 'extrem N-terminal de la VP1 és una regi6 poc estructurada
i molt flexible. A més, en els alineaments de la seqiéncia de la polimerasa dels diferents
birnavirus es pot observar que aquesta regié conté un residu Serina molt conservat en tota

la familia viral. Aixo suggereix que la regié amino-terminal de la VP1 podria presentar un
candidat alternatiu de lloc de guanililacié.
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Amb la intenci6é de comprovar el lloc de guanililacié de la VP1 es va provar de posar a punt
un assaig per a poder comparar aixi la capacitat de guanililacié de la VP1 nativa comparada
amb la de mutants puntuals en diferents residus. Malgrat els nostres intents, pero, no es van
aconseguir els resultats esperats, en no poder obtenir senyal de la guanililacié6 més que quan
s’'usava VP1 en el context del viri6 (vegeu la figura 27, carrils 1 1 2). La VP1 expressada en
el sistema de vaccinia va unir GTP marcat (carril 4), pero el resultat no es va poder
reproduir. Usant hVP1 expressada en el sistema de baculovirus tampoc no es va poder
obtenir senyal de guanililacié en cap condicié.

100 kDa — . n
75 kDa —
Figura 27: Assaig de guanililacié. Diferents mostres de VP1 es van incubar 10 min a 42°C amb un tampé
amb 50 mM MgCl2 i 30 uCi de [«-3?P]|GTP. Els productes de reaccid es van separar en un gel d’acrilamida al
10%. L’assaig es va realitzar amb una purificacié de vitions I’IBDV (com a control positiu), una preparacié

de hVP1 1-845 purificada, expressada en cel'lules d’insecte, i un extracte de cel'lules de mamifer que
expressaven la VP1.
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Les molecules de VP2 al voltant de I'eix quinari






DISCUSSIO

4.1 LA VP2

4.1.1 La formacio de la capside T13

Amb Dlanalisi de Destructura tridimensional de les SVP, juntament amb les dades
disponibles actualment sobre 'assemblatge de la capside T=13, podem hipotetitzar un
model de formacié de la capside 'IBDV:

1- En 'IBDV, la proteina de la capside s’expressa en el context de la poliproteina (pVP2-
VP4-VP3), que posteriorment és alliberada per 'activitat proteolitica de la VP4, fet que
déna lloc a la pVP2, de 512 residus (vegeu la figura 28; c).

a)
a3 o4 “ab”
9 923 934939 Y43 95 51,
b) pVP2 VP4
I
S S o g — -
443 452 487 494 501 512
c)
S o S — ——t——t———
443 452 487 494 501 512

-+
443 452 487 494 501

Figura 28: Esquema dels diferents processos proteolitics que pot patir la proteina de la capside.
a) Esquema de la regié6 C-terminal de la pVP2. Es mostren les dues datreres helixs que s’observen a
Pestructura cristal-lografica, o3 i o4, junt amb una helix amfipatica que s’ha predit abans de la regié
desestructurada, “a5”. b) a f) Regié C-terminal de les diferents versions de VP2, en el context de (b) la
poliproteina; (c) la pVP2 sencera, un cop alliberada per I'accié de la VP4; (d) la pVP2 processada per VP4
en les dianes de tall secundaries; (e) la VP2-452, producte del tall catalitzat per la proteasa cel-lular PSA i (f)
la versi6 madura de VP2, obtinguda per un tall autocatalitic dirigit pel residu Asp 431.
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La VP4 tornara a tallar la pVP2 en 3 dianes de tall secundaries, a les posicions 487, 494 i
501 (Lejal et al., 2000; Sanchez and Rodriguez, 1999). Aixo genera quatre versions diferents
de la pVP2 (vegeu la figura 28; ¢ i1 d), que segurament tindran cinctiques 1 afinitats diferents
per la interacci6 amb les proteines implicades en les segients etapes del procés
d’assemblatge. S’ha observat, a més, que els peptids alliberats en aquests talls queden
associats a la capside viral (Da Costa et al., 2002).

2- Un cop alliberades de la poliproteina, les molecules de la pVP2 s’agruparan de 3 en 3
formant trimers. Aquests trimers sén mantinguts per contactes entre les tres molecules en
qué participen residus de tots tres dominis i per la preséncia d’un i6 Ca®" en leix ternari a
I'al¢ada del domini S que coordina fortament sis residus acidics (Asp31 1 Asp 174 de les tres
molecules del trimer) en una geometria perfectament octacdrica. La presencia d’aquest i6
actua com una pega que manté unides les tres molecules del trimer, com demostra el fet
que les SVP es dissocien en tractar-les amb EGTA. Donada la quantitat d’interaccions que
estabilitzen els trimers de la VP2, aquests son considerats la unitat basica de formacié de la
capside ’'IBDV (Coulibaly et al., 2005).

3- Paral-lelament a la formaci6 de trimers, les molecules de la pVP2 patiran un altre procés
clau que definira el tipus d’interaccions que tindran un cop formada la capside. Per a cada
molecula de la pVP2 hi ha dues opcions: o bé interacciona amb la VP3 o bé pateix un altre
tall proteolitic. Es possible que I'ocurréncia d’un o altre procés depengui de la llargada del
domini C-terminal de la pVP2 i, per tant, del grau de processament proteolitic per la VP4
que hagi sofert.

El tall proteolitic es dona entre els residus 452 1 453 i és catalitzat per una proteasa cel-lular,
I'aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA) (Irigoyen, 2009). Aixo crea una forma
intermedia entre la pVP2 i la VP2 madura, la VP2-452, que conserva en el seu extrem C-
terminal una helix amfipatica que va del residu 443 al 452 (vegeu la figura 28; e).

La interaccié amb la VP3 es donara a través del seu extrem més C-terminal 1 el domini C-
terminal de la pVP2. Els ultims 5 residus de la VP3, amb una elevada carrega negativa, es
complementaran amb les carregues positives de I'helix amfipatica 443-452 de la pVP2
(Saugar et al., 2005). Eis probable, a més, que en aquesta interaccié hi estiguin implicades
altres regions de la pVP2 i la VP3 (Chevalier et al., 2004), que podrien ser prou rellevants
com perque la interaccié entre aquestes dues proteines no es pugui donar de forma estable
si la pVP2 ha estat tallada a VP2-452. D’altra banda, la interaccié amb la VP3 protegiria,
per raons esteriques, el C-terminal de la pVP2 del tall per la PSA.

Aquests dos processos —la interaccié amb VP3 i la proteolisi per PSA- donaran lloc a dos
tipus d’organitzacions de VP2 diferents: pentamers i hexamers.

4- El tall proteolitic a 452 genera una forma de la VP2, la VP2-452, que per si sola no és
capag¢ d’assemblar-se en particules T=13, sin6 que forma particules SVP de T=1 (Saugar et
al., 2005). Aixo es deu al fet que la VP2-452 tendeix a organitzar-se només en pentamers 1
que no pot fer-ho en hexamers (necessaris per a la formacié de capsides T=13).
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Es creu que el tall proteolitic desbloqueja la a-helix amfipatica 443-452, que s’associara amb
les helix 443-452 provinents d’altres 4 molecules de la VP2-452 per a estabilitzar el seu
canté hidrofobic. Aixo permet la formacié d’un feix d’hélixs en leix pentameric que
promou la formacié del pentamer de la VP2 i Pestabilitza (vegeu la figura 29). La formacio
d’aquests feixos d’helixs a I'eix quinari ja sThavia observat en el mapa de criomicroscopia
electronica d’una particula T=13 formada per una VP2 quimeérica que mimetitzava un
intermediari del procés d’assemblatge (Luque et al., 2007).

Figura 29: Feix d’hélixs a I’eix quinari. Representacio en cintes d’un pentamer de VP2 (en gris) amb el
feix d’helixs o amfipatiques modelat segons la densitat no assignada en la reconstruccié tridimensional per
criomicroscopia electronica d’un intermediari del procés d’ensamblatge (en verd). En blau es destaquen la
regié més C-terminal del nostre model (corresponent a I’helix a4). a) Vista lateral. b) Vista apical, des de
Pinterior de la particula, seguint 'eix quinati. Adaptat de Luque et al., 2007,

Aquest sistema d’assemblatge de pentamers és similar al que es déna en nodavirus (virus
+ssRNA) (Schneemann et al,, 1998), on un event proteolitic diferencia unes quantes
molécules de la proteina de la capside 1 permet aixi la interaccié dels seus peptids-y per a
formar un feix d’helixs pentameric (Cheng et al., 1994).

5- Les molecules que han interaccionat amb la VP3, en canvi, conservaran el domini C-
terminal prou llarg com perqué causi impediments esterics 1 impossibiliti 'adopcié de la
inclinacié entre molécules de la VP2 necessaria per a 'assemblatge en pentamers. Aixo es
pot comprovar en lestructura resolta de la SVP (T=1), on s’observa que l'extrem C-
terminal de VP2 va a parar molt a prop de I'eix quinari.
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Figura 30: Contactes entre els trimers. a) Vista lateral de la interaccié entre dos trimers adjacents
disposats en un eix quinari. b) Vista lateral de la interaccié entre dos trimers adjacents disposats en un eix
senari. Es pot apreciar que la inclinacié entre dues subunitats és major al voltant eix quinari. Adaptat de
Luque et al., 2007.

Esta descrit, en canvi, que les molecules de la pVP2 s’assemblen en hexamers (Caston et
al., 2001). De fet, un estudi del comportament de molecules de la pVP2 amb dominis C-
terminals de llargades diferents va determinar que com més s’allargui el C-terminal més
tendira la molécula a la formacié d’hexamers, independentment de la preséncia o abséncia
de la VP3 (Saugar et al.,, 2005). En la disposicié hexamerica, la inclinacié entre molecules
adjacents és nul‘la (Coulibaly et al., 2005; Luque et al., 2007) i la presencia del domini C-
terminal no causa problemes esterics.

Analitzant la distribucié de carregues en la superficie de la cara interna de la capside,
s’observa que en els eixos senaris s’hi formen uns canals hidrofobics entre les subunitats
que conformen els hexamers. Aquests canals podrien acomodar la cara hidrofobica de
I'helix amfipatica 443-452 (que té les carregues de la cara polar apantallades per interaccio
amb la VP3, pero té la cara hidrofobica lliure). Aixo ajudaria a estabilitzar els hexamers,
impedint la inclinacié de les subunitats de la pVP2 i fixant-ne la posicio.

0- Probablement, part de les molecules de VP2-452 quedaran formant trimers
“heterogenis”, en el quals les altres dues molecules del trimer sén pVP2 que conserven
encara el domini C-terminal. Aixo permetra que, en interaccionar 5 molecules de VP2-452 i
organitzar-se al voltant d’un eix quinari, es formi un pentamer de trimers amb les molécules
de pVP2 situades als limits i, per tant, accessibles per a interaccionar amb altres molecules
de pVP2 (que s’organitzen al voltant d’eixos senaris).

Aixi, doncs, podem visualitzar els pentamers (de trimers) formats per VP2-452 com a
nuclis d’assemblatge per a la resta dels trimers (de pVP2).

7- Un cop situades en la posicié apropiada, les molécules de pVP2/VP2-452 patiran un
darrer tall proteolitic que escurcara el domini C-terminal i donara lloc, ara si, a la forma
madura de la VP2. Aquest tall es déna entre els residus Ala441 i Phe442 i és catalitzat per
I'Asp431 de la propia VP2 (Irigoyen et al., 2009). Es tracta d’un tall autocatalitic 1
intramolecular de les molecules de VP2, un procés irreversible que permet la compactacio i
fixaci6 de la capside (vegeu la figura 28; f).
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Perque es pugui donar aquest tall intramolecular, cal que la regié de I’hélix a4 (on es troben
tant ’Asp431 com lenllag 441-442) es reorganitzi, potser fins i tot perdent part de la
estructura secundaria helicoidal. De la mateixa manera, cal que aquesta regio,
immediatament anterior a hélix amfipatica 443-452, sigui prou flexible per a permetre
també la interacci6 amb la VP3 i les diferents disposicions que s’han de donar en la
formaci6 de pentamers i hexamers. De fet, les diferéncies en la posicié de I’hélix a4 entre
les estructures resoltes per cristal-lografia de rajos X i per criomicroscopia electronica
(Luque et al., 2007) donen fe de la flexibilitat d’aquesta regié. Per a poder tenir una idea
més quantitativa d’aquesta flexibilitat, podem comparar els B-factors de les diferents regions
de la nostra estructura de la proteina de la capside; les helixs a3 (residus 416-423) 1 o4
(residus 434-440) de les 20 subunitats de la VP2 tenen un B-facfor promitjat de 13.4 1 21.2,
respectivament, mentre que el B-facfor promitjat de la resta de estructura és de 11.7.

a) b)

Figura 31: La flexibilitat de I’hélix «4. a) Representacié en cintes d’'una subunitat de VP2, pintada en
funci6é del B-factor de cada residu (blau per valors baixos, vermell per valors alts). b) Superposicié de les
diferents estructures obtingudes de VP2: P'estructura presentada en aquesta memoria (en vermell), la mateixa
estructura posicionada en el mapa de microscopia de la particula viral T=13 (en groc) i les 13 conformacions
que adopta la VP2 en Pestructura cristal-lografica de la particula viral (en diferents blaus). En el requadre es

mostra la regié C-terminal (a partir del residu 413) en una altra orientacid, per a facilitar la visualitzacio.
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4.1.2 I’empaquetament com a estrategia de resisténcia

Una de les coses que més dificulta el control i la contencié I’IBDV és la seva elevadissima
resistencia a les agressions ambientals (calor, acidesa, dessecament, etc.) i als agents
virucides (agents quimics, anticossos, ...) (Edgar and Cho, 19706).

Una de les caracteristiques d’IBDV que contribueix a aquesta capacitat de resistencia és la
formacio, en les cél'lules infectades per aquest virus, de viroplasmes o cossos d’inclusié
(CI): agregats formats per un gran nombre (de centenars a milers) de particules virals
altament empaquetades, organitzats en xarxes paracristal-lines d’aparenca similar a un rusc
d’abelles (Lunger and Maddux, 1972). Aquests CI, que soén alliberats al medi extracel-lular
al final de la infeccié, amb la lisi de la cél'lula hoste permeten la conservacié de les
particules situades més a linterior, les quals queden protegides de les agressions per les
particules que les envolten.

Aquesta estrategia ¢és utilitzada també per altres virus, com ara el virus de la poliedrosi
citoplasmatica (CPV), un Cypovirus que genera grans xarxes d’'un poliedre proteic en que
queden revestides les capsides de la progenie viral. Aquests cossos d’inclusio es dissolen en
el tracte digestiu dels insectes, alliberant aix{ els virions (Hill et al., 1999). La formacié de CI
també és caracteristica dels virus iridiscents d’invertebrats (IIV), de la familia dels
Iridoviridae, les particules dels quals s’organitzen dins el citoplasma de I’hoste formant unes
estructures paracristal-lines que reflecteixen la llum i provoquen una coloracié6 iridiscent en
I’hoste (Juhl et al., 2006; Smith and Xeros, 1954).

L’analisi de 'empaquetament de les particules SVP (T=1) en els nostres cristalls (de grup
espaial P2,3) va permetre observar que aquestes particules s’organitzen en un entramat
molt similar al dels CI, també amb la caracteristica aparenca de rusc (vegeu la figura 32). Es
més, en revisar les dades dipositades per Coulibaly i col. (Coulibaly et al., 2005) sobre la
cristal-litzacié6 de virions natius d’IBDV (particula T=13; codi PDB: 1WCE) vam
comprovar que 'empaquetament dels cristalls responia també a aquest tipus d’entramat.
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Figura 32: Comparaci6 de la disposici6é de les particules T=1i T=13 en el cristall amb els cossos
d’inclusié que el virus forma espontaniament en les cel-lules infectades. a) Empaquetament en els cristalls
de particules T=13 (esquerra) i T=1 (dreta). El virus de referéncia (en vermell) esta envoltat per sis
particules, relacionades per simetria. Les linies blaves defineixen la cel'la cristal-lografica. b) Seccié ultrafina
de fibroblasts d’embri6 de pollastre infectats amb IBDV (soca Soroa). La barreta representa 500 nm.

Aquesta observacié va en la linia dels resultats publicats per Natarajan i col. (1998), que
mitjancant Panalisi dels contactes cristal-lins de diverses estructures cristal-lografiques de
particules virals van descriure van demostrar que els residus implicats en els contactes
particula-particula sovint també formen part de regions dissenyades amb una funcié
biologica demostrada, com ara lestimulacié immunogenica o la interaccié amb els
receptors cel'lulars (Natarajan and Johnson, 1998). Aixi doncs, no és estrany que si els
virions d’IBDV s’empaqueten formant CI el patré d’empaquetament de les particules es
reprodueixi en els nostres cristalls.

En els cristalls de les SVP, la interaccié entre particules veines ve determinada pels
contactes entre residus d’uns quants /gps flexibles del domini P (logps Pye, Prp, Prg, Piyp i
P,, ) amb els residus del voltant de 'eix quinari (als /ops Sic, Spp, Seer) 1 de espicula (als
loops Py 1 Py de les particules veines, en un conjunt d’interaccions que impliquen almenys
42 residus (vegeu la figura 33). S6n justament aquestes interaccions les que provoquen les
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variacions conformacionals entre alguns /ops de les diferents subunitats que es van poder
observar gracies a la relaxaci6 de les restriccions de NCS en I'afinament de Pestructura.

Figura 33: Interaccions particula-particula en el cristall. Al centre de la figura es representen una
particula SVP de referencia (en taronja i blau pels dominis P i S, respectivament) i els protomers de les
particules veines que hi estableixen contactes. En els plafons (A-E) s’hi mostren els detalls de les interaccions
que s’estableixen entre els protomers, amb els residus directament implicats en ponts d’hidrogen o contactes
hidrofobics representats com en pals.

L’estructura del virié I’'IBDV (particula T=13) no esta resolta a prou resolucié com per a
tenir informacié sobre les cadenes laterals dels aminoacids, pero analitzant
I'empaquetament s’observa que els /ops implicats en els contactes particula-particula sén
basicament els mateixos (incloent-hi els Jogps Py, 1 Pr). Podem extrapolar, doncs, que els
residus responsables de 'empaquetament de les SVP als nostres cristalls son també els
aminoacids implicats en la formacié de CI en els virions ’'IBDV.

Entre els residus que intervenen en I'empaquetament (vegeu la figura 33), hi trobem
curiosament les posicions 253, 279 1 284 (situades als /oops flexibles Py, la primera i al Py
les altres dues), que s’ha observat que estan implicades en la definicié de la virulencia de la
soca viral (Brandt et al., 2001; van Loon et al., 2002) i 'adaptaci6 a cultius en teixits (Brandt
et al., 2001; Lim et al., 1999; Mundt, 1999; van Loon et al., 2002). El que no s’ha pogut
esbrinar encara és el mecanisme pel qual aquests residus determinen les caracteristiques de
cada soca viral.
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Tot aixo sembla suggerir un relacié entre els processos en que estan implicats aquests
residus, de manera que I’habilitat 'IBDV per a formar cossos d’inclusié no sigui només
una estrategia de resistencia en la fase extracel-lular sindé que estigui també lligada a la
viruléncia i al tropisme del virus.

4.1.3 El canal als eixos quinaris

Tant en les SVP (T=1) com en les capsides dels virions (T=13), hi ha 12 vertexs, cadascun
d’ells organitzat al voltant d’un eix quinari. Analitzant Pestructura de les particules SVP
T=1, es pot observar que les molécules de VP2, en assemblar-se en pentamers, deixen
desocupat I'espai al voltant d’aquest eix quinari, fet que déna lloc a un canal que travessa la
capside de dins fins a fora. Aquest canal, d’uns 20A de diametre, només queda tancat en la
superficie externa de la capside, on els oops Sy, de les cinc subunitats de VP2 s’estenen fins
I'eix de simetria formant una “tapa” del canal. En la nostra estructura de les SVP, a més,
hem pogut observar aquests /lgps Sy, en cinc conformacions diferents, cosa que prova la
seva flexibilitat i fa factible pensar que puguin estar implicats en els canvis conformacionals
que es donin al voltant de 'eix quinari.

En calcular el potencial electrostatic de la superficie interna d’aquest canal, es va veure que
aquesta ¢és majoritariament electronegativa, tot i que presenta algunes regions carregades
positivament i un anell de residus hidrofobics prop de la sortida exterior del canal.

L’organitzacié de les molecules de VP2 en els eixos pentamerics és igual en les capsides
T=13 natives, per la qual cosa els virions d’IBDV presenten també 12 canals d’igual forma,
mida i carrega que els observats en les SVP.

Aix{, tenint en compte que una molécula de ssSRNA té un diametre d’'uns 10A i que també
esta carregada negativament, tant la mida com la distribucié de carregues d’aquests canals
resulten apropiades per a la extrusié de ssRNA virals, que passarien flotant repel-lits per la
carrega de les parets. D’aquesta manera els ssRNA podrien travessar 'embolcall proteic del
virus 1 arribar al medi intracel-lular, on podrien actuar com a mRNA.

S’han descrit casos similars en la literatura cientifica, com ara la capside intermedia del
rotavirus (RV, un reovirus, també amb genoma dsRNA). Aquesta capside presenta als
eixos quinaris uns canals de caracteristiques similars (Mathieu et al.,, 2001), per on s’ha
observat, per criomicroscopia electronica, que surten els transcrits del RNA viral (Lawton
et al., 1997). També en la capside dels nodavirus 1 els tetravirus (com la T=4 del virus del
Nudaurelia w Capensis (NwV), un tetravirus, de genoma +ssRNA), s’ha observat que als
quinaris s’hi agrupen uns feixos d’helixs que formen un canal hidrofilic per on es pot
translocar el genoma viral i iniciar la infeccié (Munshi et al., 1996). De la mateixa manera,
existeixen altres complexos proteics dedicats a la translocacié d’acids nucleics que també
son “canals” amb una estructura i distribucié de carregues similars, com ara la proteina
bacteriana de conjugacié TrwB (Gomis-Ruth and Coll, 2001; Gomis-Ruth et al., 2001) o el
connector del bacteriofag ¢29 (Guasch et al., 2002).
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Figura 34: El canal als eixos quinaris. Representacié de la superficie de potencial electrostatic d’un
pentamer de VP2, vist des de I'interior de la particula (a) i des del costat (b). Les superficies de potencial es
van calcular amb el programa GRASP (Nicholls et al., 1993); el color blau correspon a les carregues positives
i el vermell a les negatives. En la vista lateral (b) s’hi ha modelat un ssRNA atravessant el canal.

En el cas 'IBDV, per a poder dur a terme I'extrusié de mRNA, caldria primer que els /oops
Sp; de les VP2 que participen del canal canviessin de conformacio i “destapessin’ la sortida
del canal. Aixo podria anar lligat a 'entrada del viri6 a la cél'lula hoste, per exemple obrint-

se per un canvi en el pH, ...

Draltra banda, si el canal dels quinaris quedés obert en entrar a ’hoste, també permetria
I'entrada al viri6 dels substrats necessaris per a I'activitat polimerasa de la RpdR viral VP1,
(nucleotids trifosfat, ions, ...), aixi com la sortida dels altres productes d’aquesta reacci6 (els
grups pirofosfats alliberats, ...). Aixi, la reaccié de transcripcié del genoma viral podria tenir
lloc dins de la capside del virus, sense risc d’haver d’exposar el dsRNA (producte de la
reacci6 de la VP1) al sistema de defensa de la cél'lula. Aixo concorda amb algunes
evidencies experimentals que suggereixen no només que lactivitat polimerasa ’IBDV esta
lligada a les particules virals (Luque et al., 2009b), sin6é que aquesta pot tenir lloc a /interior
de la capside (Spies et al., 1987).

Hi ha, també, una altra consideraci6 respecte la temporalitat d’aquest potencial us del canal
del quinari: el feix d’helixs amfipatiques que provoca lassemblatge de la VP2-452 en
pentamers esta situada a l'eix quinari, tapant I'entrada del canal en la cara interna de la
capside (Luque et al., 2007). Aixo fa que la replicaci6 en la capside, independentment de
Iestat d’activacié de la polimerasa VP1, no pugui tenir lloc fins que s’hagi donat la
maduraci6 de la capside i es desbloquegi el canal (almenys si la sintesi de nou RNA depen
de 'entrada de nucleotids i de la sortida dels transcrits).

4.1.4 El motiu IDA i ’entrada a ’hoste

El primer pas per a poder iniciar una infeccié viral és sempre Ientrada a la cel-lula hoste.
Per a poder-ho aconseguir, la majoria dels virus requereixen la interaccié de la seva capside
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amb els receptors de la superficie cel-lular. Donat que la VP2 és I'inic component de la
capside d’IBDV, és logic pensar que sera també la proteina responsable d’aquesta
interaccio.

En un estudi publicat recentment, Delgui i col. (Delgui et al., 2009) identifiquen la
seqiiencia Ile-Asp-Ala (IDA) (residus 234-236) de la VP2 com a motiu responsable de la
unié a integrines de tipus a4B1. Aquesta seqiencia es troba situada en el /Jop flexible que
connecta les fulles 8 C i D, a la base del domini P. Mirant I'estructura general de la VP2 en
el context del trimer (que és igual tant en les SVP com en la capside T=13), el motiu IDA
es localitza a la cara inferior de lespicula, amb Paspartic 235 (el residu acidic critic
(Ruoslahti, 1996)) encarat cap a la interfase entre els dominis P i S.

Aixi, doncs, cal suposar que s’haura de donar algun tipus de canvi conformacional per tal
de deixar accessible I’Asp 235 1 permetre la interaccié amb la integrina cel-lular. Si ens
fixem en les connectivitats del domini P, veurem que presenta tres punts de fixacié: la
interacci6 del barril B d’un domini P amb el B-bairpin A-A’ del domini P subjacent uneix
entre si els tres dominis P de cada trimer, donant aixi consisténcia a 'espicula. A més, en la
moléecula de VP2 cada domini P esta unit al domini S a través de dos /Jogps llargs i flexibles:
el loop Sg-P, (175-184) 1 el loop P-S,; (338-348). Una possibilitat seria que el domini P
pivotés sobre aquests dos /Jogps 1 arribés a inclinar-se prou respecte el domini S com per a
deixar exposat el motiu IDA (vegeu la figura 35; segona fila). Com que els tres dominis P
del trimer estan units entre ells pel B-hairpin, aquest moviment podria ser concertat, fet que
provocaria una “obertura” de 'espicula.

Una altra possibilitat podria ser també que es trenqués la interaccié dels B-hairpins A-A’
amb el barril § de la molecula veina i que el B-hairpin es desplacés, deixant accessible el
motiu IDA (vegeu la figura 35; tercera fila). En aquest model, pero, la superficie accessible
no ¢és tanta com en lanterior, cosa que fa pensar que requeriria també algun altre
desplagament del domini P, que en quedar “lliure” de la interaccié amb el B-hairpin tindria

menys restriccions per a moure’s.

Aquests grans canvis conformacionals sén for¢a habituals en les proteines de la capside
dels virus, com s’ha vist en la VP4 de rotavirus (Pavel et al., 2008; Pesavento et al., 2005),
en ’hemaglutinina del virus de la grip (Skehel and Wiley, 2000; Wiley and Skehel, 1987) o
en Pexternalitzacié de la VP1 en poliovirus i rhinovirus (Fricks and Hogle, 1990). Aquests
canvis permeten exposar regions “amagades” implicades en la unié al receptor cel-lular o
en la fusié amb la membrana cel-lular de 'hoste; aixi el virus pot mantenir aquestes regions,
necessariament conservades, fora de Ilabast dels anticossos de l’hoste i de la resta
d’agressions de I'entorn extracel-lular (Hogle, 2002).
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Figura 35: Models d’obertura de ’espicula per a permetre Pexposicié del motiu IDA. a) Estructura
d’un monomer de la VP2, amb els dominis indicats amb diferents colors (P, taronja; S, blau; B, verd) i els
residus del motiu IDA (234-236) representats per boletes. b) i ¢) Vistes apical 1 lateral d’'un trimer de VP2.
La superficie es representa en blanc tret de la regié de 'IDA, que esta pintada en vermell (la regié només
sera visible si queda exposada). d) Esquema de 'obertura de I'espicula fent pivotar el domini P sobre els /ogps
que el separen del domini S. e) i f) Vistes apical i lateral la superficie del trimer corresponent, on s’observa
que el motiu IDA queda exposat. g) Esquema de I'obertura de I'espicula fent pivotar el hairpin A-A’. h) i i)
Vistes apical i lateral la superficie del trimer corresponent, on s’observa que el motiu IDA queda exposat.
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42 1.A VP1

4.2.1 El palmell girat

Basant-se en I'analisi filogenetica de les sequéncies de diferents RpdR virals, Gorbalenya i
col. (Gorbalenya et al., 2002) van postular que la VP1 d’IBDV, junt amb la polimerasa
d’IPNV i la dels tetravirus TaV i EeV, es diferenciava de la resta de polimerases per una
permutacié al subdomini del palmel/ que afecta la connectivitat entre els elements
d’estructura secundaria on es localitzen els motius polimerasa A, B 1 C. La determinacié de
Pestructura tridimensional de la VP1 dI’'IBDV presentada en aquesta memoria confirma
aquest fet, ja que s’observa que la connectivitat entre aquests elements segueix 'ordre no
canonic C-A-B, fet que déna lloc a un plegament de tipus BBRaaf (enlloc del canonic
BuBBaB). En Iestructura atomica, a més, s’hi observa clarament que la disposicié general
del palmell no es veu afectada: igual que en les altres RpdR, segueix tenint una fulla § central
de quatre cadenes § emmarcada per helixs «. De la mateixa manera, també es manté
inalterada la disposicié dels residus aspartics claus per a la catalisi de la reacci6 de

polimeritzacié (veure figura 30).

Figura 36: Comparacié de IPorganitzacié estructural del palmell canonic i el no candnic.
Representacié en cintes del subdomini del palmell de les polimerases de FMDYV (a) i IBDV (b). Les dues
estructures estan orientades superposant els residus acidics del centre catalitic (representats en la figura per
palets), que presenten disposicions equivalents en les dues polimerases. Els elements d’estructura secundaria
que contenen els motius conservats s’indiquen en colors: A, vermell; B, verd; C, groc; D, lila; E, taronja; F,
blau; G, rosa. Per a remarcar les diferencies en la inclinacié de I’helix que conté el motiu B, s’han tragat dues
linies seguint la direccié d’aquesta helix i de la fulla § central.

No obstant aixo, aquesta permutacié de les connectivitats si que té repercussions en la
cavitat del centre actiu. Si comparem Destructura de la VP1 amb la d’una RpdR canonica
alineant-ne els seus residus catalitics (Asp402, Asp416, Glu421, en la VP1 d’IBDV), es pot
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observar que I'angle entre 'helix que conté el motiu B (helix B) i la fulla B central difereix

marcadament en les dues estructures.

En la VP1, I'helix B esta inclinada dirigint la seva part superior cap a la fulla § central, en
lloc de la inferior, com passa en les polimerases canoniques. L’hélix B, a més, comenga en
Pextrem superior (N-terminal) en una helix 3,,, la 18, que déna mitja volta de rosca més.
Aixo fa que el Jop que precedeix 'helix B (loop B, en endavant), i especialment la cadena
lateral del residu Asn486, sobresurtin cap a la cavitat del centre actiu (vegeu la figura 306).

El modelat d'un RNA motlle en Pestructura de la VP1 per superposicié amb el complex
d’iniciacié de RpdR de @6 permet observar clarament que el /gp B bloqueja I'accés de la
cadena de RNA motlle al centre catalitic. Aixo implica que, per tal de ser activa, la RpdR
VP1 haura de patir un canvi conformacional en aquesta regié. Aquest canvi, com hem vist,
és provocat per la interaccié de la VP1 amb l'extrem C-terminal de la VP3. En lestructura
de la VP1 cocristal-litzada amb el peptid del C-terminal de la VP3, els residus que formaven
I’helix n8 han perdut aquest plegament 1 es troben formant part del gp B. Aixo fa que
I'helix B comenci mitja volta de rosca més tard, per la qual cosa el /ogp B es projecta en
sentit oposat al que té en la forma apo (no unida al péptid) i I'accés al centre actiu queda
desbloquejat. En aquesta forma oberta (o desbloquejada), el /ogp B segueix la mateixa
conformaci6 que el oop equivalent en les polimerases de ¢6 i FMDYV, pel que cal suposar
que aquesta és la forma activa de la polimerasa d’IBDV (veure figura 37). La participaci6 de
la VP3 en el control de l'activacié de la VP1 sera discutit en el seglient apartat.

L’alineament de les sequiencies d’aminoacids de la proteina VP1 I’'IBDV, IPNV, BSNV i
DXV (vegeu la figura suplementaria 5, a la pagina 65) indica que aquesta permutacié es
déna en la polimerasa de tots quatre virus, cosa que suggereix que aquesta ¢és una
caracteristica general de la familia dels Birmaviridae. Aixo fa suposar que tots els virus
d’aquesta familia podrien tenir sistemes de control de l'activitat polimerasa similars, o que,
si més no, la proteina VP3 estara implicada en la iniciacié de la sintesi de RNA en tots

aquests virus.

4.2.2 El control de P’activaci6 de la VP1 per la VP3

Diversos estudis bioquimics sobre IBDV han detectat una interaccié entre la polimerasa
VP1 ila proteina multifuncional VP3 (Lombardo et al., 1999; Maraver et al., 2003a; Tacken
et al., 2002; Tacken et al., 2000). La comparaci6 de les estructures de la VP1 sola (forma
apo) 1 en complex amb un peptid que mimetitza la regié C-terminal de la VP3 fa patent que
la interaccié VP1-VP3 té clares implicacions en P'activitat de la RpdR, ja que en desbloqueja
el centre actiu, fet que permet entrada del RNA motlle.

Draltra banda, els assajos d’activitat polimerasa realitzats usant com a motlle un +ssRNA
que conté les regions no traduides (UTR) del 5’ i el 3’ del segment B I’'IBDV, mostren
clarament que la interaccié de la VP1 amb la VP3 multiplica per cinc lactivitat de la VP1,
corroborant observacié estructural que la VP3 promou I'activacié de la VP1 com a RpdR.
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Figura 37: Canvis en la disposici6é del Joop B per acci6é de la VP3. Representaci6 de la regié del loop
que precedeix I'hélix que conté el motiu B en Pestructura de la VP1 (a) i en Pestructura del complex VP1-
VP3 (b), on s’observa el canvi de conformacié tancada (a) a oberta (b) que provoca la interaccié amb el
peptid de la VP3. S’hi indiquen els residus implicats en els contactes intramoleculars que estabilitzen les dues
conformacions. La disposicié del #op equivalent en les RpdR de FMDYV 1 6, representades a (b) en groc i
taronja, respectivament, es corelaciona bé amb la conformacié oberta del /ogp B.

Tot i aixo, els resultats preliminars dels assajos d’activitat polimerasa usant motlles amb
diferents 3’'UTR aporten noves dades que permeten matisar I’efecte de la VP3 en Iactivitat
de la VP1. En aquests assajos, la VP3 també fa augmentar activitat de la VP1, perd només
si la cadena de RNA usada com a motlle conté a I'extrem 3’ 'UTR especifica dels dos
segments de genoma d’IBDV; si el motlle no presenta aquesta UTR, la VP3 inhibeix la
sintesi de dsRNA, fins i tot per sota dels nivells d’activitat de la VP1 no tractada amb el
peptid. Aixo encaixa amb l'observacié de von Einem i col., que van descriure que, i vitro,
els extrems 3’UTR dels segments A i B son critics per 'activitat de la VP1 (von Einem et
al., 2004).

Aixi, doncs, a part d’activar-la, la VP3 també fa que la VP1 esdevingui selectiva i que
només accepti els RNAs virals com a motlle per a la sintesi de RNA. La interaccié VP1-
VP3, doncs, permet que I'activacié de la RpdR es doni de manera simultania a la restriccid
dels RNA motlles que es poden usar per a la sintesi de RNA. Aquesta capacitat és, de ben
segur, critica per a l'exit del procés d’infeccié viral: si la VP1 ja fos activa quan és
expressada als ribosomes 1 alliberada al citoplasma cel-lular, podria usar els mRNA
cel'lulars com a motlles per a la sintesi. Aleshores, en alliberar el dsRNA produit,
provocaria I'activacié del sistema de resposta antiviral de la c¢l-lula hoste (Garcia-Sastre and
Biron, 2006; Levy and Garcia-Sastre, 2001). En canvi, si la VP3 és present quan es doni la
sintesi del nou RNA, podra embolcallar el dsRNA naixent — cosa que el protegira de la
degradaci6 per nucleases cel-lulars (Luque et al., 2009b)- i reclutar la VP1 cap a les capsides
que s’estiguin assemblant (Lombardo et al., 1999) - on el dsSRNA generat quedara aillat del
citoplasma cel'lular, i, per tant, no activara el sistema de silenciament de I’hoste.
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4.2.3 La interacciéo VP1-VP3

La determinacié de Iestructura atomica de la proteina VP3 d’IBDV (Casafas et al., 2008)
va revelar que el segon domini (residus 160 a 220) presentava homologia amb un domini
del factor de transcripcié bacteria 670 (codi PDB: 1IW7), el qual interacciona amb una
regi6 de la RNA polimerasa bacteriana que té forma de ferradura, estructurada com a helix-
gir-helix (Vassylyev et al.,, 2002). Tenint en compte aixo, 1 a partir de la comparacié de la
VP1 amb la regi6 interaccionant de la polimerasa bacteriana, podem postular que el segon
domini de la VP3 podria interaccionar amb una regié helix-gir-helix del subdomini dels dits
de la VP1 formada per les helix o7 1 a8. La distribuci6 de les carregues d’aquestes regions
concorda amb aquest model, ja que la superficie de la regié a7-a8 de la VP1 conté
basicament carregues positives, i la de les helixs a4 1 o5 de la VP3 esta carregada
negativament (vegeu la figura 38).

Aixi, l]a VP3 quedaria “recolzada” prop del canal d’entrada del RNA motlle de la VP1 i el
seu extrem C-terminal (que segons les prediccions estaria desestructurat) quedaria prou
proper al canal d’entrada de nucleotids de la VP1 com per a poder-hi interaccionar i
desbloquejar-ne el centre actiu. Aquest model, en que la VP3 interacciona amb la VP1 per
una regié diferent del seu extrem C-terminal, explicaria per que en els assajos d’activitat
s’obtenen millors resultats usant la VP3 sencera que no pas usant el peptid sol, fins i tot
quan la relaci6 molar VP3:VP1 és de 2:1 per la VP3 sencera i de 10:1 pel peptid.
Presumiblement, I'accés de la regié C-terminal de la VP3 al centre actiu de la VP1 sera més
eficient si la molecula de VP3 resta unida a la VP1 que no pas si cada cop que cal iniciar la
sintesi les dues proteines han de tornar a posicionar-se correctament per a poder tornar a

interaccionat.

Tenint en compte Pestructura proposada per les RNPs I’'IBDV, on el dsRNA viral esta
embolcallat per la VP3 (Luque et al., 2009b), podria ser que la molecula de VP3 unida a la
VP1 faciliti, per interacci6 amb alguna de les VP3 de la RNP, I'aproximacié del RNA
motlle al canal d’entrada de la cadena motlle a la VP1.

Draltra banda, aquest model d’interaccié no afecta les regions de dimeritzacié de la VP3,
per la qual cosa la interaccié de la VP1 amb la VP3 seria compatible amb la dimeritzacié
d’aquesta.

Cal tenir en compte, també, que aquest model situa la regié d’interaccié de la VP3 prop de
Iextrem C-terminal del nostre model de la VP1, al que seguirien els 75 residus més C-
terminals de la VP1 que no apareixen en la nostra estructura pero que podrien estar també
implicats en la interaccié amb la VP3.
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Figura 38: Model d’interaccié entre la VP11 la VP3. a) i b) La superficie de potencials electrostatics del
dimer de la VP3. Una de les subunitats es representa en cintes, per a facilitar-ne la identificacié. El cercle
groc indica la regié de les helixs a4 1 o5, carregada positivament. ¢) i d) La superficie de potencials
electrostatics de la VP1. El cercle groc indica la regi6 de les hélixs a7 i a8, carregada negativament. e) Vista
frontal del model del complex VPP1-VP3, basat en la interaccié de les regions marcades a (b) i (d). La VP1
(verd) i el monomer de VP3 que hi interacciona (blau) estan representats en superficies, mentre que per
I’altra molecula de VP3 s’ha mantingut la representaci6 en cintes. f) i @) Vistes del model des de dalt i des de
darrera.

Manca, doncs, validar experimentalment aquest model, per exemple determinant
Pestructura cristal-lografica del complex VP1-VP3, o amb la generacié de mutants puntuals
en la zona putativa d’interaccié 1 I'analsi de com aquests afecten Iactivitat de la VP1 i la

seva interaccié amb la VIP3.
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4.2.4 La guanililaci6 de 1a VP1

S’ha proposat un lloc de guanililacié de la VP1T I’'IPNV al residu Ser 163 (Xu et al., 2004),
que en 'IBDV correspondria al residu Ser 166 (Pan et al., 2007) o al Thr 168 (Xu et al.,
2004), segons I'alineament de seqiiéncies que s’utilitzi. En Pestructura cristal-lografica de la
polimerasa d’IBDV, aquests dos residus estan situats al final del domini N-terminal, prop
de la regi6 de la punta dels dits (vegeu la tigura 39; a).

Figura 39: Posicié dels residus Ser 166 i Thr 168 en Pestructura de la VP1. a) Visi6 general de
Pestructura de la VP1 (amb el /ogp B en conformacié oberta), en verd, amb els ions catalitics representats com
a boles taronges. Les cadenes laterals dels residus Ser 166 i Thr 168 estan representades com a palets i
destacades en blau fosc. Al centre actiu s’hi ha modelat la VPg de FMDV unida a un UMP (Ferrer-Orta et al.,
2006a), en blau cel, per a usar-la com a referencia. b) Ampliacié de la regié del centre actiu. La distancia que
separa el grup hidroxil de la Ser 166 de la posicié apropiada per a poder-se unir al fosfat o d’un nucleotid esta
representada amb una linia discontinua.

Aquests dos residus, pero, queden a més de 20 A del centre actiu (com s’observa a la figura
39; b) 1, per tant, dels residus catalitics que haurien d’unir-hi les molécules de GMP (la Ser
166, per exemple, queda a 24 A de Paspartic catalitic Asp 402). A més, I'estructura de la
VP1 mostra que tots dos residus, especialment la Thr 168, estan situats en una regié molt
poc accessible. D’altra banda, encara que es poguessin guanililar, és dificil explicar com
aquests residus poden actuar d’iniciador de la sintesi de RNA si queden tan apartats del
motlle amb el qual hauran d’aparellar les dues molécules de GMP. Tampoc es pot
considerar que puguin actuar com a iniciadors per a la reaccié d’una altra molecula de VP1,
ja que caldria un canvi conformacional molt gran perque qualsevol d’aquests dos residus
quedés exposat i pogués posicionar-se correctament en el centre actiu d’una altra molecula.
I, de fet, aquest tipus de canvi resulta poc probable ja que implicaria una reorganitzacié
radical de la regi6 N-terminal de la VP1, que presenta una estructura molt compacta.

Una alternativa a aquestes posicions la podem trobar analitzant l'alineament entre les
sequencies d’aminoacids de la proteina VP1 dels diferents birnavirus, on podem observar
que els vuit primers residus de la proteina, en I'extrem més N-terminal, conformen una
regi6 amb un alt grau de conservacié entre els diferents virus de la familia (vegeu la figura
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suplementaria 5, a la pagina 65). En aquesta regié conservada s’hi troba un residu serina, la
Ser 2. D’altra banda, les prediccions d’estructura secundaria concorden que es tracta d’una
regi6 desestructurada, si més no fins la posici6 11. Aixi mateix, en Iestructura
cristal-lografica els 26 primers residus de la VP1 estan desordenats i no hi apareixen, i els
residus 26 a 33 es troben també desestructurats, projectant-se cap a fora del cos de la
polimerasa. Tot aixo, juntament amb 'analisi de les interaccions VP1-VP1 en el cristall, ens
fa pensar que el lloc de guanililacié de la VP1 podria estar situat en el residu Ser 2, a
Iextrem N-terminal, ja que és una regi6é desestructurada i molt flexible, amb capacitat per a
entrar amb facilitat a la cavitat catalitica de la VP1 i posicionar adequadament el seu grup
hidroxil en el centre actiu.

A partir de Pestructura de la polimerasa 3D de FMDV en complex amb una molecula de
VPg urililada (codi PDB: 2D7S (Ferrer-Orta et al., 2006a)), podem modelar la posicié de la
VPg de FMDYV en l'estructura de la VP1 dI’'IBDV (vegeu la figura 40; a). Aixi, prenent com
a referencia la posicié d’aquesta VPg, podem veure que I'extrem N-terminal de la VP1 no
pot accedir al seu propi centre actiu pel canal de sortida del dsRNA naixent, 1 molt menys
encara situar el residu Ser 2-GMP-GMP en la posicié6 de la Tyr 3-UMP de la VPg
modelada. En canvi, considerant 'empaquetament de les molecules de VP1 en els nostres
cristalls, podem veure que l'extrem N-terminal duna VP1 pot accedir amb facilitat
(considerant-la com una regi6 flexible) al centre actiu de la molécula de VP1 veina. Aquesta
observacié ens permet postular un mecanisme de guanililaci6 intermolecular, en qué¢ una
molécula de VP1 aporta el residu guanililable i una segona molecula de VP1 aporta el
centre catalitic que dura a terme la reacci6 (vegeu la figura 40; b). De la mateixa manera, la
iniciaci6 de la sintesi de dsRNA requerira de dues molécules de VP1, una que actuara com
a enzim i l'altra que actuara d’iniciador.

No obstant aixo, no hem pogut posar a punt un assaig de guanililacié de la VP1 usant VP1
recombinant com a substrat, per la qual cosa no s’ha pogut confirmar aquesta hipotesi
assajant la capacitat de guanililacié de la VP1 amb mutacions en aquesta regié N-terminal.

DESGUANILILACIO DE LA VP1

Un cop acabada la sintesi del genoma viral, la molécula de VP1 guanililada que ha servit
d’iniciador quedara unida al dsRNA generat per un enllag covalent que I'uneix amb les

guanines de extrem 5’ de la nova cadena.

Per a poder tornar a actuar d’iniciador, cal que la VP1 quedi lliure altre cop, cosa que
requereix que Ienlla¢ VP1-genoma es trenqui. Per tal que el genoma no s’escurci a cada
ronda de replicaci6 i es perdi informacié genctica, aquest tall sha de donar en l'enllag
fosfodiester entre el grup hidroxil del residu guanililat de la VP1 i el GMP del 5 del
genoma, alliberant per un canté la proteina VP1 sense nucleotids i per altre el genoma
complet.
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Draltra banda, si assumim que la capside viral no es desassembla quan el viri6 entra a la
cel'lula hoste (evitant aixi exposar el genoma dsRINA als sistemes de defensa cel-lulars) i
que la generacié dels nous transcrits +ssSRNA es dona a recer de la capside viral, com
suggereixen els resultats de diversos grups (Mertens et al., 1982; Spies et al., 1987), cal
assumir que aquests transcrits que actuaran com a mRNAs seran extrudits pels canals que
la capside té als eixos quinaris (com s’ha comentat en Papartat 4.1.3). Aquests canals tenen
un diametre d’uns 20 A, cosa que fa que els transcrits virals només els puguin travessar si
ja s’han alliberat de la molécula de VP1 (de 95 x 55 x 54 A’ de dimensi6). La hipotesi del
trencament de lenllag entre la VP1 1 el RNA, a més, es veu abonada per I'observacié
experimental que, almenys 7z vitro, la preséncia de la VPg no és necessaria per a que el
+ssRNA genomic d’'IPNV sigui traduit (Nagy et al., 1987).

Aixi, doncs, és plausible pensar que la VPg (la VP1 unida al genoma) es desguanilila, tot i
que no disposem de dades que expliquin com i quan es trenca I'enllag entre la VP1 i el
+ssRNA. Tanmateix, podem postular algunes opcions:

- La separacié de la VP1 podria anar lligada a la iniciacié de la sintesi de la nova
cadena de +ssRNA.

- També pot ser que la desguanililacié6 es doni dins la capside, perd un cop el
complex VP1-ssRNA hagi estat desplacat de la doble cadena per la sintesi de la
cadena nova i quedi lliure per a interaccionar amb algun dels altres components del
virié o alguna molécula cel'lular que hi hagi dins la capside. Una de les opcions més
evidents seria que pogués transferir el GMP del 5’ (junt amb la resta de la cadena) a
una molécula acceptora, com un grup pirofosfat o a una molecula de GTP, pero les
evidéncies experimentals semblen indicar que la VP1 no és capa¢ de dur a terme
aquest tipus de reaccié (Dobos, 1993). Una altra opcié podria ser que transferis la
cadena de +ssRNA a algun dels peptids derivats de la maduracié de la VP2, que
tenen una mida apropiada per a travessar el canal de I'eix quinari (les VPg dels
picornavirus, per exemple, soén extrudides de la capside amb el genoma viral unit i
tenen uns 20-24 aminoacids (Paul, 2002)).

- Finalment, la desguanililacié6 podria tenir lloc fora de la capside. En el cas del
poliovirus, per exemple, I'enlla¢ entre la VPg i el genoma viral és trencat per un
enzim de la cel-lula hoste (Ambros et al., 1978). En el cas dels birnavirus, en que la
VPg és una proteina forga més gran i no pot ser extrudida de la capside, caldria,
perquée un enzim cel'lular pugui actuar sobre I'enlla¢ fosfodiester, que el residu
serina amb que es troba unit el 5’ del RNA estigués situat en una regi6 flexible i
desestructurada, que pogués sortir pel canal del quinari i quedar accessible per
Ienzim de I’hoste. Aquest mecanisme, doncs, només seria compatible amb la
localitzaci6 del residu guanililable de VP1 en una zona flexible que pogués passar
pel canal, com ara el domini N-terminal.
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Figura 40: Model de guanililacié de la VP1. a) Representacié en cintes d’'una molécula de VP1 (en verd),
a la que se li ha modelat la VPg del FMDV (Ferrer-Orta et al., 2006a), amb una molecula de UMP unida a la
Tyr 3. En blau cel, es representa també la molécula de VP1 veina en el cristall, relacionada per un eix binari
cristal-lografic. b) En la figura anterior, un cop rotada per a facilitar la comprensio, s’hi indica el recorregut
que hautia de seguir el domini N-terminal (no resolt en I'estructura cristal-lografica) per tal de poder situar la
Ser 2 al centre catalitic. En verd, el recorregut si es considera la guanililacié intramolecular; en blau cel si es
considera la guanililaci6 intermolecular.
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4.2.5 Model de sintesi del RNA viral

Les estructures dipositades de la VP1 no contenen RNA en el model. Tot i els nostres
intents, no ha sigut possible obtenir una estructura de la VP1 en complex amb una cadena
de RNA i/o un nucleotid trifosfat. Per a mirar d’identificar els residus de la VP1 que
queden en la posicié adient per a poder interaccionar amb les molecules substrat, hem
superposat I'estructura de la VP1 cocristal-litzada amb el peptid C-terminal de VP3 (codi
PDB: 2R70) amb el complex d’iniciacié de la polimerasa de @6 (Butcher et al., 2001),
basant-nos en l’elevat grau d’homologia estructural existent entre les dues proteines. El
modelat de la cadena de RNA de I'estructura de ¢6 en el centre actiu de la VP1 revela que
molts dels residus estrictament conservats en les polimerases dels diferents birnavirus
(vegeu la figura suplementaria 5, a la pagina 65) estan en posicions adequades per a la
interaccié amb els lligands. De fet, molts d’aquests residus estan també conservats en les
polimerases de FMDV 1 96 (vegeu la figura suplementaria 8, a la pagina 68). Aquestes
observacions, doncs, avalen el modelat del RNA en I’estructura de la VP1.

En aquest model, el motiu estructural G (residus 252-261, en el /ogp que connecta la cadena
86 i helix n4) forma el canal d’entrada del motlle. En aquesta regié s’hi torben la Gly 259 i
la Pro 261 (en la forma i), estrictament conservades en la regi6 homologa de les
polimerases de picornavirus. Mitjancant experiments amb mutacions puntuals en les
polimerases de FMDYV 1 poliovirus, s’ha observat que aquests residus tenen un paper clau
en la uni6 de la cadena motlle i en la translocacié de I'acid nucleic durant la sintesi del RNA
(Arias et al., 2005; Thompson and Peersen, 2004). La polimerasa de 96 també t¢ una cis-
prolina en una posicié equivalent, fet que suggereix que les RpdR dels birnavirus,
picornavirus i cystovirus podrien tenir mecanismes similars d’unié de la cadena motlle i de
translocacié del RNA.

En lestructura de 'apoforma de la VP1 (en absencia de la VP3), el /op B bloqueja 'accés
de la cadena de RNA motlle al centre catalitic. Tot i aixo, després de la interaccié amb la
regi6 C-terminal de la VP3 1 el conseqiient canvi de conformacié del &op B, el canal queda
alliberat i la base acceptora, al 3’ del motlle, pot accedir al centre actiu. La posicié d’aquesta
base quedaria estabilitzada per la interaccié amb els residus Ser 339 i Ile 337 del motiu F i
Gly 485 del motiu B (vegeu la figura 41; a).

De la mateixa manera, el modelat de la cadena motlle i els nucleotids aparellats del complex
d’iniciacié de 6 en lestructura del complex VP1-Mg®* permet comprovar que els dos ions
Mg®" del centre actiu, que estan coordinats pel residu Asp 402 (del motiu C) de la VP1,
també estan ben situats per a unir els tNTPs entrants. A part, les cadenes laterals dels
residus Glu 421 (motiu A) 1 Asn 493 (motiu B) també poden interaccionar amb els grups
hidroxil 2”1 3> del tNTP, cosa que concorda amb els resultats obtinguts en picornavirus, on
s’ha vist que els residus equivalents (Asp i Asn) juguen un paper clau tant en la seleccié
com en la unié dels nucleotids (Gohara et al., 2000). Finalment, les cadenes laterals dels
residus basics Lys 333 1 Arg 335 (motif I), Lys 419 (motiu A), Lys 529 (motiu D) 1 Arg 175
(de I'helix «5), situades al canal d’entrada de nucleotids, podrien estabilitzar els grups fosfat
del nucleotid entrant (vegeu la figura 41; b).
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Figura 41: Interaccions de la VP1 amb el RNA i els rNTP. a) Model de les interaccions de la VP1 amb
la cadena motlle de RNA. El motiu G (en rosa) forma I'entrada del canal d’accés del motlle al centre actiu.
La posicié de la base acceptora en el centre actiu de la VP1 queda estabilitzada per la interaccié amb els
residus Ile 337 i Ser 339 del motiu F (blau) i la Gly 485 del motiu B (verd). b) Model de les interaccions de la
VP1 amb els tNTP entrants. La posicié del nucleotid entrant quedaria estabilitzada pels dos ions Mg?* i pels
residus Asp 402 i Asn 403 del motiu C (groc), Arg 529 del motiu D (lila), Lys 333 i Arg 335 del motiu F
(blau) i el residu Arg 175 de I’helix o5 (gris).

Tot aixo sembla avalar la funcionalitat de la polimerasa VP1 tal com aquesta apareix en les

estructures determinades.

Aquestes estructures mostren també un segon obstacle que impediria la replicacié del
genoma viral: la regié «19-n10-n11, que bloqueja parcialment el canal de sortida. Cal
considerar, doncs, que aquesta regié ha de patir un reordenament conformacional que
permeti entrada de I'iniciador (part d’'una molecula de VP1 unida a un grup GMP) i la
sortida del dsRNA sintetitzat. Tenint en compte que les hélix 711 1 220 estan separades per
un /oop llarg i flexible, podem pensar, per exemple, en un moviment de la regié «19-n10-
N1l en que aquesta pivotaria sobre el lgp a18-a19, allunyant-se de la cavitat central cap
enfora, ressenguint el domini del po/ze.

La sintesi de la cadena positiva, o transcripcié del genoma viral, es donara a partir del
genoma dsRNA i en el context de la capside viral. Quan, dins aquesta, hi hagi rNTPs
accessibles, provinents del citoplasma cel-lular, es podra donar la guanililacié d’algunes
molecules de VP1 i la sintesi de les noves cadenes codificants.

La interacci6 homotipica VP1-VP1 podria ajudar a situar la VP1 que ha de fer de
polimerasa (o VPle, de VP1-enzim) al 3’ del motlle, per interaccié amb la VP1 que hi ha
unida al 5’ de la cadena positiva sortint (o VP1g, de VP1-genomica).

Paral‘lelament, la interaccié6 amb la regi6 C-terminal de la VP3 desbloquejara el canal
d’entrada del motlle de la VPle (vegeu la figura 42; b). La densitat sense assignar que
apareix en els mapes del complex VP1-peptid de la VP3 suggereix que la VP3 introduitia el
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seu extrem C-terminal pel canal d’entrada de nucleotids. En qualsevol cas, un cop hagi
promogut el canvi conformacional que alliberara el pas de la cadena motlle, Pextrem de
VP3 haura de sortir de la cavitat catalitica de la VP1 per a permetre Pentrada dels nucleotids
ila sortida dels grups pirofosfat que es generen com a productes de reaccio.

Un cop la cadena motlle hagi entrat a la VPle, la regié «a19-n10-n11 d’aquesta s’haura de
desplagar per permetre Pentrada de la regié guanililada de la VP1 (o VP1i, de VP1-
iniciador) que ha de fer d’iniciador. Aixi, la GMP de la VP1i s’aparellara amb la base
acceptora del motlle (vegeu la figura 42; ), 1 aixo la situara la ribosa en la posicié adequada
per a la interaccié del seu grup hidroxil 3> amb el fosfat o del nucleotid entrant (vegeu la
figura 42; f). A mesura que es vagi sintetitzant la nova cadena, la VP1i anira sortint del
centre actiu, ara ja unida al dSRNA que s’esta generant (vegeu la figura 42; g).

Donat que el genoma viral es troba en forma de RNP (Luque et al., 2009b), a mesura que la
VP1e avanci en la replicacié d’un motlle, les VP3 associades al dsRNA viral s’hauran d’anar
desprenent per a permetre que la doble helix es desaparelli 1 una de les dues cadenes pugui
entrar a la RpdR. Tenint en compte que la VP3 interacciona amb més afinitat amb el
dsRNA que amb el ssRNA (Navarro, 2009), podem suposar que a mesura que el ssRNA
viral vagi entrant a la polimerasa per ser usat com a motlle i, per tant el dsSRNA de les
RNPs es vagi dissociant, les molecules de VP3 aniran perdent afinitat per la cadena ssRNA
parental que no entri a la RpdR, i, probablement, interaccionin amb el dsRNA naixent que
vagi sortint de la polimerasa per tornar a formar la RNP. D’aquesta manera, la nova cadena
codificant quedara integrada en la RNP genomica, mentre que I'antiga cadena de polaritat
positiva és alliberada.

La sintesi de la cadena negativa, o replicacié del genoma viral, es donara a partir de la
cadena positiva, és a dir, d’un ssSRNA. El mecanisme d’iniciacié en aquest cas encara no ha
estat aclarit, ja que no s’han trobat evidencies de la presencia de molecules de VP1 (VP1g)
unides a Pextrem 5’ de la cadena no codificant (Magyar et al., 1998), tot i que 'extrem 3’ de
la cadena codificant esta altament conservat i acaba sempre amb el triplet CCC, on es
podrien aparellar els guanilils de la VP1i (Shwed et al., 2002). S’ha postulat també que la
cadena positiva podria formar, al seu extrem 3°, un hairpin que podria estar implicat en la
iniciaci6é de la sintesi de la cadena negativa (Boot et al., 1999). Un cop iniciada, pero, la
reacci6 es donara de manera analoga a la sintesi de la cadena positiva i donara lloc a una

cadena de dsRNA a la qual aniran revestint les molecules de VP3, formant aix{ les RNPs.
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Figura 42: Model de sintesi del RNA viral. La representaci6 de la superficie de la VP1 (en gris) s’ha tallat i
orientat de manera que es puguin observar els tres canals pels que els substrats accedeixen al centre actiu
(superficie vermella). a) En I’estructura de la forma apo de la VP1, el /gp B (cinta verda) ocupa parcialment el
lloc d’uni6 de la base acceptora del motlle. b) L’extrem C-terminal de la VP3 podria accedir al centre actiu de
la VP1 pel canal d’entrada de tNTP (indicat per la superficie blava i les cadenes laterals dels residus basics),
com suggereix la densitat electronica no assignada (xarxa blava), que es podria interpretar com a part del
peptid de la VP3. Aixo promoura un canvi conformacional en el /ogp B que permetra 'accés dels substrats al
centre actiu. ¢) El moviment de la regié a19-n10-n11 (superficie groga en (a) i (b)) desbloquejara el canal de
sortida, permetent que I'extrem N-terminal d’una altra molécula de VP1 accedeixi al centre actiu i se situi en
la posici6é apropiada per a poder unir una molécula de GMP (ambdues indicades en blau cel). Aquest pas és
independent de motlle, i no té perqué anar seguit immediatament per linici de la sintesi de RNA; de fet, la
VP1 guanililada haura de sortir del centre actiu per a permetre I'entrada de la resta de substrats. d) Quan el
centre actiu quedi desocupat i el seu accés desbloquejat, la cadena de RNA motlle accedira al centre actiu. e)
Una molécula de VP1 guanililada entrara al centre actiu i la GMP que porta unida s’aparellara amb la base
acceptora del motlle. f) Aixo permetra que una segona molecula de GTP, un cop aparellada amb el motlle,
quedi situada en la posicié apropiada per a unir-se a la GMP de la VPg. g) En continuar la sintesi del dsRNA,
la molecula de VP1 que ha servit d’iniciador de la reaccié quedara unida a Uextrem 5’ de la nova cadena.
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4.3 ESQUEMA DE LA INFECCIO VIRAL

A partir de la informacié disponible actualment, junt amb les dades 1 hipotesis presentades
en aquesta memoria, proposem un esquema dels processos que tenen lloc durant el cicle
viral I’IBDV.

Entrada a I’hoste: L’IBDV es transmet per la via fecal-oral (Weiss and Kaufer, 1994), per
la qual cosa els virions entren a ’hoste a través del seu sistema digestiu, probablement en el
context d’un cos d’inclusi6é format per milers de virions. L’organitzacié en cossos d’inclusié
és precisament el que ajuda als virions a mantenir la seva viabilitat quan travessen els sucs
digestius de P'au. Aixi, alguns dels virons podran travessar la paret intestinal, entrar al
corrent sanguini de ’hoste 1 accedir a la bursa, on es troben els precursors dels limfocits B.

Infeccié de les cel-lules diana: La internalitzacié dels virions d’IBDV a la cél'lula hoste
requereix la interaccié de la capside viral amb els receptors de la superficie cellular. Gracies
a la flexibilitat dels /&ops que connecten els dominis S i P del la proteina de la capside, el
motiu IDA de la base del domini P pot quedar prou exposat com per ser reconegut per les
integrines de tipus a481 (Delgui et al., 2009). Gracies a la interaccié amb aquestes integrines
i, probablement, per accié d’algun(s) altre(s) coreceptor(s) encara no identificat(s), els
virions entrarien a la cellula per endocitosi, quedant aixi continguts dins un endosoma
(vegeu la figura 43; pas 1).

Donada T'elevada homologia entre els dominis S 1 P de la VP2 (la part que conforma la
coberta del virus) i la proteina de la capside dels nodavirus (Coulibaly et al., 2005), junt amb
la gran similitud que hi ha amb els mecanismes d’assemblatge de les capsides d’aquestes
dues families virals (Irigoyen et al., 2009), s’ha hipotetitzat que el seu mecanisme de
translocacié del genoma viral podria ser similar al que s’ha descrit per nodavirus i tetravirus
(Munshi et al., 1996): un cop endocitats, un canvi en 'entorn de la capside (possiblement el
canvi de pH, o la disminucié de la concentracié de calci (Galloux et al., 2007)) promou
I'obertura dels canals dels eixos quinaris, per on sortiran (alguns de) els peptids generats
durant la maduraci6 de VP2 (pep46). Aquests peptids s’insertarien a la membrana de
I'endosoma i hi formarien un porus (Chevalier et al., 2005; Galloux et al., 2007) (vegeu la
figura 43; pas 2). Aixo pot ser que provoqui la desestabilitzacié de I'endosoma i el viri6
pugui passar al citoplasma, o que, senzillament, el canal serveixi per a connectar el virid
amb el citoplasma cel-lular.

Qualsevol d’aquestes dues opcions permetra 'entrada de N'TPs cel-lulars al virié (també a
través dels canals dels eixos quinaris), cosa que reactivara I'activitat de la VP1. Aixo permet
que dins la capside hi tingui lloc la transcripcié del genoma, és a dir, que a partir del
genoma dsRNA es sintetitzin noves copies del RNA de polaritat positiva. Aquesta sintesi
es dona seguint un mecanisme semiconservatiu (Mertens et al., 1982), de manera que a
mesura que es generi la nova cadena s’anira desplacant la cadena de polaritat positiva
original. Una segona molecula de VP1, un cop guanililada (VP1pGpG), servira una
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proteina iniciadora, per la qual cosa les cadenes +ssRNA desplacades del dsRNA portaran
una molecula de VP1 unida a Pextrem 5 (Magyar et al., 1998). Per a poder sortir de la
capside, aquest enlla¢ entre la VP1 i el primer nucleotid del genoma s’haura de trencar. Un
cop lliure, la cadena de RNA podra ser extrudida a través del canal de I'eix quinari 1 del
porus de la membrana endoplasmatica (si la membrana de 'endosoma no s’ha lisat en el
pas anterior), passant aixi al citoplasma (vegeu la figura 43; pas 3).

Sintesi de les proteines virals: El +ssRNA corresponent al segment A del genoma
d’IPNV, sense cap proteina viral unida, resulta apte per a la seva traduccié 7 vitro,
probablement gracies a una regi6 d’iniciacié de la traduccié (o IRES, de Iangles internal
ribosome entry site) (Nagy et al., 1987). Aixo permet suposar que, un cop al citoplasma, els
+ssRNA virals podran interaccionar amb els ribosomes i servir de motlle per a la sintesi de
les proteines virals. El segment A codificara per a la sintesi de la poliproteina, mentre que el
segment B codificara per a la sintesi de la RpdR VP1 (vegeu la figura 43; pas 4). El primer
ORF del segment A, que codifica per la proteina VP5, també és expressat en aquesta fase
de la infeccié viral, pero la iniciacié de la seva traduccié es déna de manera molt
desafavorida en comparacié a la del ORF que codifica per la poliproteina; aixo fara que la
sintesi de la VP5 es doni a nivells molt menors ila seva acumulacié sigui molt lenta.

La poliproteina sera processada per 'activitat proteolitica de VP4 (Jagadish et al., 1988),
alliberant aixi les proteines pVP2, VP3 ila propia VP4 (vegeu la figura 43; pas 5). La sintesi
de pVP2 i de VP3 en el context d’una poliproteina permet assegurar nivells comparables de
producci6 de les dues proteines i, a més, fa que aquestes quedin proximes en I'espai i, per
tant, en facilita la interaccié.

Un cop alliberada, la pVP2 pot continuar sent processada per la VP4 en tres dianes de tall

secundaries.

Processament i assemblatge de la proteina de la capside: Com s’ha comentat en
lapartat 4.1.1, les molécules de pVP2 s’uniran entre elles per a formar trimers (vegeu la
figura 43; pas 6). Aquests trimers estan estabilitzats per un gran nombre d’interaccions de
diferents tipus i seran la unitat basica de formacié de la capside.

A part d’aquesta interaccié homotipica pVP2-pVP2, gran part de les molecules de pVP2
interaccionaran amb la VP3 (vegeu la figura 43; pas 7). Els residus acids de I'extrem C-
terminal de la VP3 complementaran les carregues positives de la cara polar de I’helix
amfipatica 443-452 de la proteina de la capside (Saugar et al., 2005).

Aquesta interaccié protegira el domini C-terminal de pVP2 del tall dut a terme per la
proteasa cel'lular PSA i, per altra banda, estabilitzara ’helix amfipatica. La preséncia del
domini C-terminal limitara la inclinacié que es podra donar entre les pVP2 dels diferents
trimers, que s’organitzaran al voltant d’eixos de simetria d’ordre 6, donant lloc a
associacions hexameriques. Els hexamers de pVP2 presenten uns canals hidrofobics en la
seva superficie interna, on es podra encaixar la cara apolar de 'helix amfipatica, cosa que
estabilitzara 'organitzacié hexamerica (Luque et al., 2007).
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Draltra banda, una petita part de les molecules de pVP2 seran proteolitzades per una
proteasa cel'lular, la PSA (Irigoyen, 2009), abans no quedin protegides per la interaccid
amb la VP3. Aquest tall dona lloc a una altra forma de la proteina de la capside, la VP2-452
(vegeu la figura 43; pas 8). En tenir un domini C-terminal més curt i menys protuberant, les
VP2-452 de diferents trimers podran interaccionar en un angle més pronunciat que les
molecules de pVP2. Aixo permet establir una disposicié pentamerica, on les helixs
amfipatiques (en la forma VP2-452, Pextrem C-terminal) se situen just a l'eix de simetria
d’ordre 5, on poden formar un feix d’helixs per a estabilitzar la seva cara hidrofobica.
Aquest feix d’h¢lixs tapona el canal que travessa el pentamer 1 contribueix en I'estabilitzacié
d’aquesta organitzacio.

Un cop cinc trimers s’han associat formant un pentamer, aquest actuara com a nucli per
I'assemblatge de la resta de trimers (vegeu la figura 43; pas 9). En cada un dels trimers del
pentamer, les proteines de la capside que no estan tocant ’eix quinari (1 que probablement
siguin encara pVP2) podran interaccionar amb trimers de pVP2 per a formar hexamers,
augmentant aixi el nombre de molécules assemblades fins a formar una procapside T=13
que contindra 260 trimers (780 molécules de proteina de la capside).

Activaci6 i reclutament de la proteina de la capside: Paral-lelament a la sintesi de la
poliproteina i I’assemblatge de la capside, els ribosomes traduiran també els mRNA del
segment genomic B, que codifica per la RpdR VP1. Tal i com s’ha explicat en I'apartat 4.2.2
d’aquesta memoria, la VP1 es sintetitzara en la forma inactiva, amb el centre actiu bloquejat
pel logp B. Aixo evitara que VP1 usi els ssRNA del citoplasma (tant els mRNA cel-lulars
com els d’origen viral) per a sintetitzar dsRNA, que activaria els mecanismes de defensa
antivirals de la céllula hoste.

La VPI1, pero, podra interaccionar amb la proteina VP3 (Maraver et al., 2003a), que,
mitjancant la seva regié més C-terminal, desbloquejara el centre actiu de la RpdR (vegeu la
figura 43; pas 10). El desbloqueig del centre actiu potencia la selectivitat de la VP1 enfront
dels RNA que podra usar com a motlles. Aixi, la VP1 complexada amb la VP3 unira
preferentment els +ssRINA virals que es trobin al citoplasma (vegeu la figura 43; pas 11).

D’altra banda, aquesta interacci6 VP1-VP3 permetra la encapsidacié de la polimerasa
(Lombardo et al., 1999). Gracies a la capacitat de la VP3 de dimeritzar i oligomeritzar, el
complex VP1-VP3 (i VP1-VP3-ssRNA viral) podra ser reclutat per les molécules de VP3
unides a la cara interna de les associacions hexameriques formades per pVP2. Aixo fara que
la capside T=13 s’assembli al voltant de les molecules de VP1, cosa que permetra que
aquesta -1 els genomes virals que porti associats- quedin encapsidats (vegeu la figura 43; pas
12).

Ara bé, mentre estigui lliure en el citoplasma cel-lular, la VP1 tindra accés als nucleotids
que necessita per a realitzar la seva activitat polimerasa. Per tant, podria ser que un cop hagi
estat activada per la interaccié amb la VP3 i hagi unit un +ssRNA viral que pugui usar com
a motlle, la VP1 sintetitzi la cadena negativa del genoma viral 1 generi el dsSRNA. En aquest
cas, les molecules de VP3 disponibles, que tenen una gran afinitat pel dsRNA, revestiran
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aquest genoma (Luque et al., 2009b) 1 evitaran que provoqui 'activacié dels mecanismes
cel'lulars de defensa antiviral (vegeu la figura 43; pas 13). Aquestes particules
ribonucleoproteiques també podrien ser reclutades cap a la capside per la interaccié de la
VP3 que les recobreix amb les molecules de VP3 que estabilitzen els hexamers de proteina
de la capside.

Encapsidacié del genoma viral i de les proteines estructurals: La capside viral esta
formada per molecules de pVP2 i de VP2-452. A dins, s’hi trobaran la resta dels elements
estructurals dels vitions:

1) la VP3, encapsidada per interaccié amb el domini C-terminal de pVP2;
i) la VP1, encapsidada per la interaccié indirecta amb pVP2, mediada per la VP3;

iii) el genoma viral (en forma +ssRNA o dsRNA), que s’encapsidaria també indirectament,
per reclutament de la VP1 a la que estaria unit; i

iv) la VP4, que probablement no s’encapsida per interaccié directa, sindé perque la
formacié de la capside comenca quan encara no s’han processat totes les molecules de
poliproteina, 1 aixo pot fer que la VP4 quedi envoltada per la capside que s’esta assemblant.

Aquesta estratégia de reclutament i encapsidacid, no estaria basada en un procés serial 1
regulat, sin6 en la interaccié directa o indirecta amb la proteina de la capside de manera
simultania a I'assemblament d’aquesta. Aixo fa que 'empaquetament d’un nombre concret
dels diferents elements estructurals (inclos el genoma viral) no sigui necessari per a
I'assemblatge de la capside, cosa que explicaria la gran wvariabilitat dels calculs de
I'estequiometria dels components de la capside, especialment en el cas de la VP1 i, sobretot,
de la VP4 (Luque et al., 2009a). La possibilitat que s’encapsidin molecules de VP1 que no
portin unit un RNA viral justifica també Dexisténcia, en la progenie d’una infeccid, de
poblacions de virions amb un nombre diferent de segments genomics (de cap a quatre
segments) (Luque et al., 2009a).

Maduracié de la capside viral: A mesura que es va assemblant la procapside viral, les
molecules de proteina de la capside, tant les pVP2 com les VP2-452, patiran un dltim
procés proteolitic. Aquest tall, catalitzat pel residu Asp 431 de la propia molecula, donara
lloc a la forma madura de la proteina de la capside, la VP2, de 441 aminoacids (Irigoyen et
al., 2009) (vegeu la figura 43; pas 14). Els péptids resultants d’aquesta maduracié quedaran
englobats dins la capside viral i serviran en la seglient ronda d’infeccio, per a permetre la
sortida de ’endosoma al genoma viral (vegeu la figura 43; pas 2). La maduraci6 proteolitica
de la capside, a més d’assegurar la compactacio i fixacié de la capside, allibera els feixos
d’helixs formats per Phelix amfipatica 443-452 en els eixos quinaris de la capside. Aixo
“destapa” els canals que hi ha al llarg d’aquests eixos (com s’ha comentat en I'apartat 4.1.3),
cosa que permet 'entrada de NTPs del citoplasma i, per tant, 'activitat polimerasa de la
VP1 del viri6. Aixi, a partir de les cadenes +ssRNA que han servit de mRNA per a la
infeccid, se sintetitzara el -ssSRNA necessari per a obtenir el genoma viral de dsRNA. En
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aquest cas no es tenen prou dades per a saber com es du a terme la iniciacié de la sintesi,
tot i que es creu que podria ser també iniciada per una molécula de VP1 guanililada. A
mesura que el dsRNA vagi sent produit, les molécules de VP3 (alliberades de la seva
interaccié amb la pVP2 un cop s’ha donat la maduracié) P'aniran recobrint. Aixd donara
lloc a les RNP virals, composades de VP1, VP3 i dsRNA, que soén, de fet, la unitat
transcripcionalment activa dels virions (Luque et al., 2009b). Un cop sintetitzada la segona
cadena del genoma 1 assemblada la RNP, la capside madura podra actuar com a nova font
de mRNAs virals 1 transcriure noves cadenes codificants a partir de la cadena de polaritat
negativa del genoma (vegeu la figura 43; pas 15). Aquests mRNAs aniran als ribosomes, on
codificaran per més proteines virals o serviran de genoma per als virions que s’estiguin
assemblant.

A més a més, les capsides madures de la progenie viral poden interaccionar entre si i
empaquetar-se per a formar cossos d’inclusié (CI), tal 1 com hem vist en Papartat 4.1.2
(vegeu la figura 43; pas 106), sense deixar d’extrudir nous mRNAs virals (vegeu la figura 43;
pas 17).

Sortida de la cél'lula hoste: Cap al final del procés infectiu, s’haura anat acumulant la
proteina VP5, codificada pel primer dels ORF del segment A (vegeu la figura 43; pas 18).
La VP5 s’anira acumulant a la membrana plasmatica de la cél-lula i hi formara uns porus
que en poden provocar la desestabilitzacié (vegeu la figura 43; pas 19). Aixo podria causar
la lisi de la cellula hoste, amb la conseqient alliberacié de la progenie viral (Lombardo et
al., 2000) (vegeu la figura 43; pas 20).

Un cop alliberades al medi extracel-lular, les particules virals que no estiguin formant part
d’un cos d’inclusié podran infectar les cel-lules veines, mentre que els cossos d’inclusio
sortiran de la bursa i viatjaran per la claveguera de I'au infectada fins a ser alliberades a
Iexterior amb els excrements de 'animal. La resistencia que confereix 'empaquetament en
CI permetra que els virions entrin, per via oral, en un nou individu, en el qual tindra lloc

una nova infeccid.

4.4 IMPLICACIONS EVOLUTIVES

No existeix registre fossil de virus o d’acids nucleics virals, ja que les molecules riques en
nitrogen i en fosfor no es conserven en fossils de més d’un milié6 d’anys. Podem, pero,
hipotetitzar sobre lorigen dels virus 1 de les seves relacions evolutives en base a la
comparacié de la seqiencia genomica i de les caracteristiques dels diferents virus
(organitzacié genomica, estructura de les proteines virals, mecanismes d’assemblatge,
mecanismes d’iniciacio i regulacié de la replicacié, etc.)(Domingo, 2007).
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En aquesta linia, s’han descrit diverses caracteristiques dels birnavirus que semblen
relacionar-los més amb alguns virus de genoma +ssRNA que no pas amb la resta de virus
de genoma dsRNA (Ahlquist, 2005). En especial, s’han observat diverses similituds amb els
nodavirus i, sobretot, amb alguns tetravirus. Aquestes similituds inclouen, per exemple,
I'organitzacié general de les particules, sense una nucleocapside interna (Coulibaly et al.,
2005), 1 del genoma (Pan et al., 2007), aix{ com els mecanisme d’assemblatge 1 maduraci6 de
la capside (Irigoyen, 2009) o lestrategia de iniciacié de la sintesi del RNA basada en I'as
d’una proteina iniciadora (VPg) (Xu et al., 2004). També s’han observat semblances a nivell
molecular, com ara la homologia estructural de part de la proteina de la capside (Coulibaly
et al, 2005) o la connectivitat no canonica dels motius estructurals del pa/wel/ de la
polimerasa viral (Gorbalenya et al., 2002).

Totes aquestes evidéncies donen suport a la teoria que els birnavirus podrien derivar d’un
virus ancestral de genoma +ssRNA, similar als nodavirus i tetrarvirus actuals, del qual
haurien adquirit tant la proteina de la capside com la replicasa amb el palmell permutat
(Ahlquist, 2005). Aquest virus ancestral, al seu temps, hauria cedit el gen codificant per la
capside T=13 a un totivirus ancestral (de capside T=2), donant lloc aix{ a la linia viral que
originaria la resta de virus dsRNA (que compten amb una capside T=13 i una de T=2)
(Coulibaly et al., 2005).

En aquest sentit, part dels resultats presentats en aquesta memoria aporten nous indicis en
aquesta linia: els resultats preliminars dels assajos d’activitat polimerasa de la VP1
presentats indiquen que la VP3 actua no només com un activador transcripcional,
potenciant P'activitat de la VP1, sin6 també com un modulador d’aquesta activitat, aportant
a la polimerasa la capacitat de ser selectiva pel que fa al motlle que utilitza per a la sintesi
del nou RNA. Aquesta capacitat moduladora de la VP3 recorda el paper que juguen la
proteina NS5A del HCV (un flavivirus, de genoma +ssRNA) o la proteina CP del virus del
mosaic de I'alfals (o AIMV, un virus de plantes, també de genoma +ssRNA) en la regulaci6
de I'activitat de la polimerasa viral.

En el cas de PAIMV, la interaccié de la CP amb la RpdR viral (complex P1/P2) inhibeix la
uni6 del complex a la cadena positiva i, per tant, la sintesi de la cadena negativa del RNA
viral (Quadt et al., 1991; Van der Kuyl et al., 1991), permetent aix{ el pas de la traduccié del
genoma (de sentit positiu) a la replicacié (a partir de la cadena de sentit negatiu). En el cas
del HCV, la similitud amb els birnavirus és més evident encara, ja que la uni6 de la NS5A a

la polimerasa NS5B forga aquesta a usar com a motlle un RNA que contingui el 3’UTR o el
(-IRES del genoma del HCV (Ivanov et al., 2009).

Aixi, doncs, la capacitat que presenta la VP3 d’unir la RpdR viral i modular-ne la selectivitat
pel motlle resulta un tret comu amb aquestes proteines de virus +ssRNA, cosa que doéna fe
de Testreta relaci6é evolutiva entre els birnavirus i els virus de genoma de RNA de cadena

positiva.
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10.

Shan cristal-litzat les particules SVP derivades de la VP2 d’IBDV 1 se n’ha
determinar Pestructura tridimensional a 2.6 A de resolucio.

L’estructura mostra que les trimers de la VP2 estan estabilitzats per la preseéncia
d’un i6 Ca®" situat a Ieix ternari. Aquest i6 esta coordinat pels residus Asp 31 i Asp
174 de cada una de les tres subunitats. Sha comprovat, per tractament amb EGTA,
que aquest i6 Ca®* té un paper clau en Pestabilitzacié de la particula.

La relaxaci6 parcial de la NCS en Pafinament de Pestructura ha permeés resoldre
sense ambigtitats les regions implicades en els contactes particula-particula, que
sortien de la simetria icosacdrica estricta.

L’empaquetament de les particules SVP (de T=1) en els nostres cristalls és
comparable amb el de les particules T=13, resolt anteriorment, i amb el dels cossos
d’inclusié que el virus forma. I’analisi de les regions implicades en els contactes
d’aquest empaquetament ha revelat que alguns dels residus relacionats amb la
virulencia de 'IBDV estan també implicats en 'empaquetament.

S’ha cristal-litzat la RpdR VP1 i se n’ha determinat Pestructura tridimensional a una
resolucié de 2.4 A, sent aquesta la primera polimerasa no canonica de la que se’n

resol Pestructura.

L’estructura de la VP1 mostra que aquesta presenta els dominis i motius
estructurals conservats en totes les RpdR.

L’estructura mostra també que les connectivitats entre els elements d’estructura
secundaria del palmell estan permutades en comparacié amb les de les polimerases
canoniques. Tot 1 aix0, aquesta permutacié no afecta la disposicié general del
subdomini del palmel/ ni dels residus acids catalitics (Asp 402, Asp 416 1 Glu 421, en
aquesta estructura).

El modelat de la cadena motlle a partir del complex d’iniciacié de @6 mostra que
I'accés del RNA al centre actiu queda bloquejat pel /op que precedeix I'hélix o13

(loop B).
També s’han cristal-litzat i resolt el complex de la VP1 unida a ions Mg2+ ila VP1
en complex amb un peptid amb la seqiiencia de 'extrem C-terminal de la proteina

VP323.1 Ai2.7 A de resolucio, respectivament.

En lestructura del complex VPl—Mg2+ s’hi han trobat tres ions Mg2+, dos en
posicions catalitiques 1 I’altre coordinat pels residus de la fulla B del palwell.
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11.

12.

13.

La incubacié de la VP1 amb el peptid que mimetitza I'extrem C-terminal de la VP3
provoca, en lestructura de la VP1, un canvi conformacional del /gp B. Aixo
desbloqueja 'accés del motlle i els tNTP substrats al centre actiu .

Els assajos d’activitat polimerasa confirmen que en incubar la VP1 amb la VP3, o el
peptid que mimetitza seu extrem C-terminal, Iactivitat d’aquesta augmenta fins a 5
vegades.

Els assajos preliminars semblen indicar que la incubacié amb el peptid de la VP3
també conferiria selectivitat vers el motlle a la VP1, de manera que 'augment de
I'activitat polimerasa només es donaria quan el motlle usat tingués la regié6 3’UTR
dels segments genomics ’IBDV.
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METODOLOGLA

6.1 LA CRISTAL-LOGRAFIA DE PROTEINES

L’objectiu de l'aplicacié de les tecniques de cristal-lografia de proteines és determinar
Pestructura tridimensional d’una macromolécula, és a dir, la posici6 relativa dels seus atoms
en I'espai. Aixo vol dir que hem d’obtenir dades experimentals amb prou resolucié per a ser
capacos de diferenciar dos atoms propers. En el context d’una proteina, els atoms estan
separats per distancies de 'ordre d’1A (per exemple, un enllag peptidic cobreix una
distancia d’aproximadament 1.3A). Aixi, doncs, com que no podem obtenir informacié
d’entitats més petites que la longitud d’ona de la radiacié que estiguem usant (és el que es
coneix com a /it de difraccid), hem d’utilitzar rajos X durs, de longituds d’ona del voltant
de 10" m (1A) (corresponent a energies de l'ordre dels 10* eV), per a poder cobrir
aquestes resolucions.

El espectro electromagnetico
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Figura 44: Esquema de P’espectre de radiacions electromagnétiques. Les fletxes vermelles assenyalen
el tipus de radiaci6 utilitzada en els experiments de cristal-lografia de proteines.

Draltra banda, el fet que intentem obtenir informacié d’una molecula de dimensions tant
reduides -una proteina pot tenir una mida al voltant d’uns 100A- planteja certs problemes
tecnics. El més important és que la difraccié dels rajos X produida per una sola molecula és
massa debil per a ser detectada, 1 seria indiferenciable del soroll de fons. L.a manera de
solucionar aquesta trava ¢és usant cristalls. Un cristall conté un elevat nombre de molecules
ordenades seguint la mateixa disposici6 1 periodicitat, fet que déna lloc a una dispersio
ordenada. D’aquesta manera les ones dispersades poden sumar-se, fet que permet que el
senyal augmenti fins a un nivell detectable.
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El procés de resolucié6 de Testructura tridimensional duna proteina per metodes
cristal-lografics es pot dividir en dues fases. La primera fase -experimental- té com a
finalitat 'obtenci6 de cristalls, mentre que la segona fase -la fase computacional- engloba
tot el treball de recollida de dades de difraccid, processat, resolucié de lestructura,
construccio i analisi de models i posteriors aplicacions.

6.1.1 Obtencid de proteina

Un cristall és una estructura ordenada en que un conjunt de molecules iguals estan
disposades de manera periodica. Aixi, doncs, per a poder obtenir cristalls d’'una proteina,
caldra que la soluci6 de partida sigui el maxim d’homogenia possible, sense impureses que
puguin interferir en la ordenacié de les proteines i impedir la formacié de la xarxa
cristal'lina. Per aquesta rad, abans d’iniciar la cristal-litzacié propiament dita, cal
primerament obtenir la proteina en condicions apropiades. Aixo implica que, tant si la
proteina s’obté per vies de clonacié i expressi6 com si s’extreu a partir de mostres
biologiques, sempre sera necessari com a minim un pas de purificacio.

En el nostre cas, les proteines estudiades ens van ser subministrades per un laboratori
collaborador. En concret, el grup on he realitzat la tesi té establerta una col‘laboracié amb
els laboratoris del Dr. Rodriguez i del Dr. Castén, del CNB (Centro Nacional de
Biotecnologia, Madrid), on s’estudia la biologia molecular de 'IBDV. Alla disposen de la
metodologia adequada per a 'obtenci6 i purificacié a gran escala de particules SVP de T=1
a partir de la VP2 recombinant (Martinez-Torrecuadrada et al., 2000; Saugar et al., 2005).
En concret, es va expressar un plasmid que codifica pels 452 primers residus de la
poliproteina (VP2_452) en cél-lules de llevat, obtenint-se aix{ una VP2 que s’autoassembla
en particules SVP de T=1. Aquestes particules es van purificar per ultracentrifugacio.

De la mateixa manera, es va produir la proteina recombinant hVP1 (que té els 845 primers
residus VP1 amb una cua d’histidines a 'extrem N-terminal) en cél-lules d’insecte (cel-lules
H5, d’Invitrogen), mitjancant un sistema d’expressié de baculovirus. En aquest cas, la
hVP1 es va purificar mitjan¢ant resines de niquel, i es va concentrar fins a la concentracid
apropiada (uns 10 mg/ml) (Garriga et al., 2007).

6.1.2 Cristal-litzacio

Quan la proteina és pura i esta suficientment concentrada (entre 2 i 20 mg/ml, segons la
proteina), s’inicia el procés de cristal-litzacié. Per a cristal-litzar una macromolécula hem
d’obtenir-ne una solucié sobresaturada, perqué es formin uns nuclis cristal-lins que
serveixin com a punt de partida pel creixement dels cristalls. Aquest procés, anomenat
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nucleacid, es pot dur a terme de diverses maneres. Ara bé, en el nostre cas ens interessa
poder controlar el grau de sobresaturacié a qué exposem la solucid, ja que, com es pot
observar en el diagrama de fases (vegeu la figura 45), només es dona la nucleacié en una
franja restringida de condicions.

SOBRESATURACIO

A
N

separaci6 de fases liquid-liquid
(gotes)

precipitacio
(precipitat amorf)

(precipitacioé com a esferolits)

nucleacié
(formacié de cristalls)

A zona metastable

~. (gota transparent)

NO SATURACIO S Corba de solubilitat

»

Concentracié de proteina (mg/ml)

Concentracio de I’agent de cristal-litzacio

Figura 45: Diagrama de fases dels diferents estats de saturacié d’una solucié proteica, en funcié de les
concentracions de proteina i d’agent precipitant. La fletxa vermella indica el canvi que pateix la soluci6
proteica, a causa de la variacié de les condicions en la gota, cap a un estat en qué es poden formar nuclis
cristal-lins.

A tal efecte, tant la cristal-litzacié de 1la VP1 com la de les SVP de VP2 s’han dut a terme
mitjangant el metode de difusié de vapor en gota penjant. Aquest métode consisteix a
dipositar una gota de 1-6 pl de solucié proteica damunt d’un cobreobjectes de vidre, i
mesclar-la amb un volum igual o similar de solucié de cristal-litzacié (normalment
composta per tampo, sal 1 agent precipitant). El cobreobjectes es gira, deixant la gota cap
per avall, i s’usa com a tapa per a segellar un pou on hi ha un diposit de 0.5-1 ml de solucié
de cristal-litzacié (vegeu la figura 40).

La diferencia de concentracié de sals i precipitants entre la gota i el diposit forga la difusié
de les especies més volatils i dona lloc a una nova situacié6 d’equilibri (Bergfors, 1999).
Aquesta difusi6 de solvents fa variar el volum de la gota, per la qual cosa la concentracié de
la nostra proteina en la gota també varia.
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Figura 46: Esquema del metode de difusié de vapor en gota penjant. En la gota, la solucié de
cristallitzacié es troba barrejada amb proteina que volem cristal-litzar, per la qual cosa els agents precipitants
estaran menys concentrats que en el diposit. Aixo fara que el solvent de la gota es vagi evaporant, de manera
que la concentraci6 de la proteina anira augmentant.

La mida de la gota i la quantitat de precipitants que hi hagi en la soluci6 de
cristal-litzacié influiran en el nombre de centres de nucleacié que es formaran, aixi com en
la velocitat d’equilibri, la qual influira directament en el temps requerit per a 'aparicié de
cristalls (que pot anar de 1-2 dies fins a mesos). Ens interessa vigilar bé aquests dos
parametres, ja que si forcem l'evaporacié apareixeran massa nuclis en una mateixa gota, 1
aixo impedira que els cristalls formats creixin suficient, ja que competiran entre ells per la
proteina que encara resti en solucié. No obstant aixo, si limitem la difusi6, tindrem el
problema contrari: no se’ns formaran nuclis a partir dels quals puguin créixer cristalls.

Un altre factor que cal tenir en compte és el fet que la tecnica de difusié de vapor és
sensible a les variacions de temperatura. Es per aixd que les plaques preparades es guarden
en una cambra a temperatura constant de 20°C o 4°C, segons el que convingui. D’aquesta
manera evitem que hi hagi diferencies de temperatura entre la coberta on hi ha la gota (el
cobreobjectes) 1 el reservori amb el tampdé de cristal-litzacio, al mateix temps que
assegurem la reproductibilitat de Pexperiment.

A més, les gotes es preparen sobre cobreobjectes de vidre de 22 mm x 22 mm préviament
tractats amb diclorometilsila, un reactiu que permet aconseguir una superficie hidrofobica
que impedeix deformacions i desplacaments de la gota. Aixo ajuda a controlar la forma de
les gotes, un factor que també influeix en la velocitat d’evaporacio i, per tant, en la cinetica
de la cristal-litzacio.

Es extremadament dificil poder predir les condicions apropiades per a la nucleacié o el
creixement de cristalls ben ordenats (Rupp and Wang, 2004). Per aixo, en la practica es

realitzen cribatges, assajant diverses condicions. Aixo permet trobar una o més condicions
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en les quals s’afavoreixi la formacié de cristalls de la proteina. En aquests cribatges, es
realitzen multiples combinacions de la proteina a estudiar amb mescles de diferents agents
precipitants, com ara sals (fosfats, citrats, sulfat amonic, ...), precipitants (polietilenglicol
(PEG), glicerol, ...), alcohols (metilpentendiol, isopropanol, ...) i tampons (HEPES, Trtis, ...)
ajustats a diferents pHs. Tots aquests compostos s’usen amb la finalitat de disminuir la

solubilitat de les molécules a cristal-litzar.

Una vegada obtinguts uns cristalls inicials, es procedeix a la seva optimitzacio, és a dir, es
proven lleugeres variacions de les condicions inicials, buscant unes noves condicions que
possibilitin 'obtencié de cristalls de major qualitat.

Seguint aquest procés es van poder determinar les condicions optimes per obtenir cristalls
de les SVP, que es van créixer a 20°C barrejant 1 pl de la suspensié de SVP amb 1 pl d’una
solucié amb 10-17% PEG 4K, 3% (vol/vol) d’isopropanol iun rang de pH entre 7.51 9.0.

Figura 47: Cristalls de SVP derivades de VP2.
Aquests cristalls apareixien al cap de 3-4 dies
d’incubar una mescla de 1 ul de la solucié de
particules SVP amb 1 pl duna solucié de
cristal-litzacié que contenia 14% PEG 4K, 10 mM de
HEPES pH 7.0 i 3% (vol/vol) d’isopropanol com a
additiu.

Hi ha diversos factors que poden inhibir la formacié d’un cristall o comprometre’n la
qualitat, com ara les vibracions fortes o els canvis bruscs de temperatura. Un dels
problemes més habituals és la presencia d’impureses en la mostra (o en les solucions de
cristal-litzacié) que poden interferir en el posicionament correcte de les molecules en el
cristall 1 fer-ne minvar la regularitat (fet determinant per la qualitat del cristall) o fins i tot
impedint-ne el creixement. La flexibilitat conformacional de la molecula a cristallitzar
també pot fer minvar les possibilitats d’obtenir un cristall, donada 'entropia que aporta al

sistema.

Quan no s’aconsegueix cristal-litzar una molécula d’inter¢s, normalment s’intenta provar-
ho de nou amb una versié lleugerament modificada de la molecula, ja que petits canvis en
les propietats moleculars poden causar grans diferéncies en el seu comportament en la
cristal-litzacié. Es per aixo que, en el cas de la proteina VP1, un cop provats tots els
cribatges disponibles en el laboratori sense obtenir resultats, vam optar per tractar-la amb la
proteasa rTEV, amb la idea de tallar la cua d’histidines unida a I'extrem N-terminal de la
VP1. Aixo va donar lloc a una versié modificada de la hVP1, a la qual s’havia tallat no

119



METODOLOGLA

només la cua d’histidines N-terminal, siné també entre 20 i 40 aminoacids de extrem C-
terminal. Aquesta nova versié de la VP1, un cop repurificada i concentrada, si que es va
poder cristal-litzar. Els cristalls de la VP1 també s’obtenen en gotes de 1 ul + 1pl, en aquest
cas usant una solucié de cristal-litzacié amb 10-12% de PEG 3350, 0.3-0.5 M de LiNO3 i
un rang de pH entre 6.5 1 8.0. Aquests cristalls també es van fer créixer a 20°C.

Figura 48: Cristalls de VP1. Aquests cristalls es
van fer créixer mesclant 1 pl de la solucié de VP1
purificada (10 mg/ml) amb 1 pl d’una solucié de
cristallitzacié que contenia 10% PEG 3350, 0.5 M
de LiNO3 i 10 mM de Bis/Ttis pH 6.5.

6.1.3 Congelaci6 i muntatge dels cristalls

Estrictament parlant, els cristalls obtinguts ja sén aptes per a realitzar experiments de
difraccié de rajos X, pero la radiacié a qué exposem els cristalls és molt energetica, ja que té
una longitud d’ona molt petita, 1 acaba trencant els enllagos quimics, ionitzant els atoms,
etc. Aixo fa que el cristall es vagi degradant 1 que el senyal, especialment el d’alta resolucio,
decaigui molt rapidament.

Per a preservar els cristalls dels danys produits per la radiacié, s’utilitzen tecniques de
criocristal-lografia, les quals ens permeten protegir el cristall de la formacié de gel sense
alterar-ne Pestabilitat ni el senyal. Es tracta de congelar el cristall i dur a terme la recollida a
una temperatura propera als 100 °K (-173 °C) (Jeruzalmi, 2007).

Cal evitar, pero, que les molecules d’aigua del solvent contingut en el cristall formin gel en
ser congelades, ja que aix0 provocaria que el cristall es trenqués. A tal efecte, un cop
crescuts els cristalls, es submergeixen en una solucié que, un cop congelada, formi una capa
d’aigua vitrificada (“vidre amorf”), en lloc de formar gel cristal'li. Aquesta solucio
s’anomena solucié crioprotectora i sovint consisteix en una solucié de composicid
analoga a la soluci6 de cristal-litzacié a la qual s’ha afegit un agent crioprotector com ara
glicerol, etilenglicol, o altres alcohols de baix pes molecular (Helliwell, 2005).

En el nostre cas, per exemple, per a protegir els cristalls de les SVP de VP2 es va usar una
solucié similar a la solucié de cristallitzacié pero que contenia un 20% de glicerol. Pels
cristalls de la VP1 es van usar també solucions amb la composicié6 de la solucié de
cristal-litzaci, perd en aquest cas amb menys glicerol, entre 10 1 15%.
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Finalment, els cristalls es munten en “/ogps”, unes barretes metal-liques acabades amb un

petit lla¢ de nilé de les dimensions adequades, i es congelen per immersié en nitrogen

liquid.

6.1.4 Els rajos X

Figura 49: Loop de nilé usat per a extreure el
cristall de la gota on es troba i poder-lo congelar.
Aquest mateix /op serveix també com a suport per a
mantenir el cristall centrat davant del feix de rajos X,
durant la recollida de dades. L.a mida d’aquests llagos
de nil6 és de I'orde de 0.01 a 0.7 mm.

Com ja s’ha comentat, per a obtenir les dades de difraccid, és necessari disposar de rajos X

durs, d’alta energia. A tal efecte, per a obtenir dades dels nostres cristalls es va usar radiacié

de sincrotrd, de la qual el nostre grup pot disposar a 'ESRF (European Synchrotron

Radiation Facility), a Grenoble (Franga).

Figura 50: Vista aéria de I’ESRF (European
Synchrotron Radiation Facility), a Grenoble. L’edifici
en forma d’anell que s’aprecia a la fotografia és
I'anell d’emmagatzematge (szorage ring), de 844 metres
de circumferencia, pel qual circulen els electrons a
alta velocitat i del qual surten tangencialment els
rajos X cap a les cabines d’utilitzaci6 (beamlines).

Per a la generacié d’aquests rajos X es parteix d’electrons que han estat accelerats fins a

elevades energies. Mitjangant imans, es fa variar la trajectoria d’aquests electrons, els quals,

amb cada canvi de direcci6, emeten part de la seva energia en forma de rajos X que surten

en direcci6 tangencial al gir dels electrons.

En les instal-lacions del sincrotrd, el feix de rajos X de qué podem disposar no només és

d’elevada intensitat, sind que a més també és monocromatic (d’una unica longitud d’ona) i

esta col-limat (totes les ones sén paral-leles i corren en la mateixa direccid).
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Per a poder dur a terme la recollida de dades cal col‘locar el cristall de manera que quedi
centrat en el feix de radiacié X i que, a més, es pugui anar rotant sense descentrar-se. Aixo
se soluciona acoblant el /ogp amb el cristall a un capgal goniomeétric, que permet rotar el
cristall sense traslladar-lo, mantenint-lo sempre dins I’area irradiada pel feix.

6.1.5 Interacci6 dels rajos X amb el cristall

Quan un feix de rajos X incideix sobre un cristall, aquest interacciona amb els electrons
dels atoms que el composen, fent-los vibrar de manera acoblada a les variacions
periodiques del seu camp eléctric. Els electrons oscil-lants es converteixen aixi en focus
d’una nova radiaci6 X que s’emet en forma esferica. Aquest fenomen es coneix com a
dispersid, 1 normalment es déna de forma elastica, fet pel qual la longitud d’ona de la radiaci6
emesa sera la mateixa que la de la radiacié que ha impactat el cristall.

A més, cada raig dispersat interferira amb els rajos dispersats pels altres electrons. Com que
els atoms del cristall estan ordenats de manera regular i periodica, la geometria del cristall
marcara la interaccié entre els rajos dispersats, fent que, en determinades direccions,
aquests es combinin i es reforcin (interferéncia constructiva) per a donar lloc al que es
denomina dispersié cooperativa o difraccié (vegeu la figura 51).

Figura 51: Llei de Bragg. Dos rajos
paral-lels que incideixin sobre una xarxa
cristal-lina seran difractats seguint un angle
0. Sempre que la separaci6é entre els dos
plans cristal'lins sigui tal que 2d-sinf

coincideixi amb un multiple de la longitud

d’ona, és a dir, que:

. nk = 2d-sin,
-~ dsino Pona que incideix en el pla inferior sortira
® ® . PY PY en fase amb 'ona del pla superior, les ones

' interferiran constructivament i la senyal

mesurada es reforcara.
Aixo també implica que els rajos dispersats per tots els atoms de la molécula irradiada es

combinaran entre ells, pel que cada una de les reflexions registrades contindra informaci6
de tots els atoms irradiats.
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6.1.6 Recollida i processat de dades

Per a poder detectar els rajos difractats pel cristall, se situa un detector en linia amb la
sortida dels rajos X i de la mostra. Normalment, en el sincrotrd, s’usen detectors del tipus
CCD, on una pantalla de fosfor rep I'energia dels rajos difractats durant el temps de
recollida i la transforma en llum visible, que va quedant registrada. Al final de la recollida
les intensitats registrades es digitalitzen, cosa que permet obtenir una imatge dels punts on
han impactat els rajos i amb quina intensitat ho han fet. Aquesta imatge s’anomena
difractograma.

Figura 52: Difractogrames obtinguts en difractar els cristalls de la VP1 i la VP2, Al difractograma de la
VP1 (esquerra) hi ha emmarcada una regié que es mostra ampliada en la imatge superior de la dreta, on es
poden observar clarament les reflexions registrades. En la imatge inferior dreta, detall de les llunes observades
en els difractogrames de la VP2.

En un difractograma, els punts de senyal propers al centre (angles petits de difraccid)
corresponen a les dades de baixa resoluci6, mentre que els punts a angles de difraccié grans
contenen informaci6 de 'alta resolucio.

Aquest procés de recollida de les intensitats de difraccié es va repetint a mesura que anem
fent rotar el cristall sobre si mateix de manera que obtinguem informacié de diferents
orientacions del mateix cristall, ja que el patré de difraccié i la informacié estructural

123



METODOLOGLA

continguda en aquest varien segons 'angle de rotacié del cristall. Segons les simetries que
contingui la macromolecula estudiada i el grup espacial que hagi adoptat en cristal-litzar,
caldra recollir més o menys dades per a poder obtenir una informacié completa de la seva

estructura.

Els parametres que s’avaluaran a partir d’aquest patré seran la posicié de cada raig
difractat, que depen de la xarxa cristal‘lina, 1 la intensitat de cada reflexid, que depen de
la distribuci6 dels atoms en la cel-la. Aixi, doncs, els difractogrames recollits es processen i
s’indexen, fet que ens permetra deduir-ne la simetria del cristall i el grup espacial a qué
pertany. Els programes d’indexat analitzen la disposicié de les reflexions en el
difractograma (normalment s’usen dues imatges, preses a 0° 1 a 90° de rotaci6 del cristall) 1
calculen lorientacié del cristall. Tenint en compte la longitud d’ona de la radiaci6 i la
distancia entre el detector 1 el cristall, a més, es pot calcular també la mida de la cel-la unitat
1 predir-ne el grup espacial. Un cop determinades aquestes dades, es poden utilitzar per
predir la situacié de les reflexions de la resta d’imatges. Aixo, a banda de comprovar si
I'indexat s’ha realitzat correctament, permetra mesurar, per a cada imatge recollida, la
intensitat registrada en cada una d’aquestes prediccions (corresponents a les reflexions).
Finalment, els valors obtinguts en les diferents imatges s’escalen entre si, generant un arxiu
amb un llistat on consta, per cada una de les reflexions mesurades, les seves tres
coordenades (A, ki 1 els indexs de Miller) i la seva intensitat (I,,).

Per a avaluar la qualitat i adequaci6 de les dades, un cop ja processades, ens fixarem en
alguns dels indicadors, com el Rwmerge i el Rsym, el quocient I / o 1 la completness (o
completesa de les dades) (Drenth, 1995; Glusker et al., 1994):

- Rumerge 1 Rsym: Parametres estadistics que valoren la precisié amb qué s’han fet les
prediccions de senyal en el processat i com encaixen amb les intensitats experimentals
observades. El que es mesura son les desviacions estandard entre les intensitats observades
multiples vegades, bé sigui per repeticid, bé per simetria. Es considera que un processat és
correcte quan aquests valors han baixat del 10%, tot i que en el cas dels virus (i particules
similars, com les SVP) s’accepten valors més grans, de 15-20%.

- I/ o: Mesura de la rellevancia de les senyals d’intensitat mesurades respecte la desviacio
deguda al soroll de fons i als errors instrumentals. Com més gran sigui aquest indicador,
més acurades seran les nostres dades. Generalment, s’accepten valors de 1 / o a partir de
1,3.
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- Completness: Indicador de fins a quin punt sé6n completes les dades obtingudes, de si la
informacié que hem aconseguit recollir sobre la estructura de la macromoléecula és total o
parcial. En principi, ens interessa que aquest valor sigui el més gran possible (del 100% o, si
més no, valors ben propers), tot i que segons el grau de simetria no cristal-lografica (propia
de la molecula, i no de empaquetament en el cristall) que tingui la macromolécula
estudiada podem servir-nos de dades amb valors molt més baixos de completesa.

Les estadistiques de la recollida i processat de les dades d’ambdés projectes es mostra a la

taula 1.

Totes les dades d’aquesta memoria s’han processat i escalat mitjancant els paquets
informatics DENZO/Scalepack (Otwinowski and Minor, 1997) o MOSFLM/SCALA
(Evans, 1994; Leslie, 1991).

6.1.7 Resolucié de P’estructura tridimensional

Les dades recollides en la difraccié es poden relacionar amb la xarxa cristal-lina perque en
son Pequivalent en Iespai reciproc. De la mateixa manera, per a poder obtenir un mapa de
la densitat electronica (g,) de la molecula cristal-litzada ens caldra determinar el seu
equivalent en I'espai reciproc: els factors d’estructura. Els factors d’estructura, de fet, son
la representacié matematica de les reflexions obtingudes per la difracci6 del cristall.

A partir dels difractogrames, com hem vist, podem obtenir les intensitats I, de les
reflexions, que ens permetran calcular facilment les amplituds dels factors d’estructura

(| Fyal Z)s ja que:
L= Frul ’

El factor d’estructura, pero, és un nombre complex, que conté informacié tant de
Pamplitud com de la fase (@) de 'ona difractada (vegeu la figura 53), i necessitarem totes
dues dades per a poder desfer la transformada de Fourier i obtenir el mapa de densitat
electronica.

o(,y,2)= 1/V" [Z4 L %1 IF(h k DI-cos2n- (hx+ ky+ lz — @ (h k I)]

Figura 53: Equaci6 que relaciona els factors d’estructura Fggy amb les densitats
electroniques Qyz).
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El problema és que les fases associades a cada factor d’estructura no sén magnituds que
puguem mesurar experimentalment, per aixo cal recérrer a diversos meétodes que

possibilitin la seva determinacié: és el que es coneix com a problema de la fase.

Per a la determinacié d’aquestes fases es poden utilitzar diferents metodes, segons les dades
de que es disposi. La informacié sobre les fases, un cop combinada amb les amplituds dels
factors d’estructura que extraiem de les intensitats del difractograma, permetra reconstruir
la posici6 relativa de la font de la difraccié (els electrons de les molecules del cristall) 1
obtenir un mapa de densitat electronica. Els métodes més utilitzats soén el Reemplagament
Molecular, el Reemplagament Isomorfic i el de la Dispersié6 Anomala.

- Si disposem d’un model de I’estructura tridimensional d’alguna proteina similar a la nostra
proteina problema, podem usar el métode de reemplagament molecular (MR), que
consisteix a assignar les fases de l'estructura model com a fases inicials per a la nostra
estructura. Per a fer-ho, s’han de calcular primer els parametres de rotaci6 i translacié que
es requereixen per a posicionar la proteina model en la cella unitat del cristall de la
proteina per resoldre; tot seguit s’usen aquests valors per a poder extrapolar les dades de les
fases. Ara bé, per a poder usar aquest metode, cal que la proteina model sigui molt
semblant a la proteina problema; altrament les fases del model no ens serviran.

Aquest és el metode que hem aplicat per a determinar Pestructura de les SVP I’'IBDV,
partint de Pestructura tridimensional de les SVP derivades d’una altra soca estretament
relacionada ’'IBDV (soca CT), que s’havia resolt préviament a 3.0A de resolucié (Coulibaly
et al., 2005). Utilitzant el programa AMoRe (Navaza, 1994), es va partir del rang de
resoluci6 de 50 a 7A de les nostres dades de difracci6 per a posicionar aquest model; aix{ es
van obtenir 20 solucions de rotacié equivalents (corresponents als 20 eixos ternaris de la
particula SVP), pels quals hi havia una solucié de translacié correcta (a V4 V4 Y4 de la cel'la,
o les posicions equivalents per simetria). Un cop ajustades aquestes 20 solucions, les quatre
millors es van tornar a ajustar usant les dades de difraccié del rang de resolucié de 50 a 5A.
Finalment, aquestes noves solucions de rotaci6 i translacié es van tornar a ajustar contra el
rang de resolucié de 50 a 4A. Aixo va donar lloc a una solucié inequivoca per les funcions
de rotaci6 1 translacié, amb la qual s’obtenia una correlacié amb les intensitats observades
del 63% 1 un Rfactor de 38,2%.

L’analisi de Pempaquetament de les particules, tenint en compte la mida i el grup espaial de
la cel'la, indicava que les SVP estaven col'locades de tal manera que un dels seus eixos
ternaris coincidia amb leix ternari cristal-lografic (propi del grup espaial P2,3). Aixo implica
que la unitat asimetrica del cristall conté una tercera part de la particula de la SVP, és a dir,
20 subunitats de VP2. Quan, com en aquest cas, la molécula cristal-litzada presenta una
simetria propia independent del grup espasial, o simetria no cristal-lografica (NCS), aquesta
es pot aprofitar com a constriccié (constraini) per a la modificacié dels mapes de densitat
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electronica en l'extensio de fases i 'afinat. Aixi, per exemple, a partir dels mapes a 4A de
resolucié es va aplicar el promitjat de la NCS d’ordre 20 de la unitat asimetrica usant el
programa DM (Cowtan and Main, 1998) per a realitzar una extensié de les fases fins a

2.6A.

Per a determinar I'existencia d’aquestes NCS, es pot calcular la funcié d’autorotacid (se/f-
rotation functions), que ens indica la rotacid relativa entre dues molecules de la unitat
asimetrica. En una projeccié estereografica, aquestes simetries apareixen com a pics en
unes posicions concretes, que de vegades permeten reconstruir la orientacié de la molecula
problema en el cristall. En el nostre cas, per exemple, la funcié d’autorotacié es va calcular
amb el programa MOLREP (CCP4, 1994) i va donar obtenir una senyal clara per les
simetries propies de les particules icosaedriques: simetria d’ordre 2, d’ordre 3 1 d’ordre 5
(vegeu la figura 54).

Figura 54: Orientaci6
de les particules SVP
en el cristall. Es
mostren les funcions
d’autorotacié a a) 180°
(simetria d’ordre 2); b)
120° (simetria d’ordre
3) i c) 72° (simetria
d’ordre 5). d) Esquema
de la otientacié de la
particula T=1 en el
nostre  cristall.  La
posicié dels eixos de
simetria s’indica en verd
pels binaris, blau pels
ternaris 1 vermell pels
quinatis.

El reemplacament molecular també es va utilitzar per a resoldre els complexos de la VP1
amb els ions Mg”" i amb el péptid que mimetitza I'extrem C-terminal de la VP3. En aquest
cas, pero, els cristalls dels complexos pertanyien al mateix grup espacial que els cristalls
natius i que les cel'les eren prou semblants, cosa que permetia suposar que ni els ions ni el
peptid no afectaven les interaccions VP1-VP1 del cristall i que Pempaquetament seria
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similar. Aixi, els mapes inicials pels dos complexos es van obtenir realitzant un ajustat de
cos rigid (rigid body fitting) de les coordenades de la VP1 nativa en les noves cel'les.

- Quan no es disposa d’'un model similar al de la molécula problema, utilitzarem les
técniques de reemplacament isomorfic i/o de dispersié anomala maltiple. Ambdues es
basen en “reduir” Pestructura problema a un nombre petit d’atoms i provar d’afrontar la
determinacié per metodes directes o de Patterson. A tal efecte, s'usen atoms pesants, que
tenen una contribucié més gran en la difraccié 1 presenten anisotropicitat (dispersio
anomala) quan la longitud d’ona dels rajos X correspon a un dels seus pics d’absorcio

(edges).

El metode del reemplagament isomorfic multiple (MIR) consisteix a recollir (per
separat) dades de difraccié de diversos cristalls isomorfs (és a dir, amb la mateixa cel'la i el
mateix grup espacial). D’aquests cristalls, 'un sera el cristall natiu i els altres seran cristalls
derivats, als quals hem incorporat atoms pesants (Au, Hg, W, U, ...). Les diferéncies que
s’observin entre els difractogrames dels cristalls natius i els de diferents derivats ens
donaran informacié sobre les intensitats de les reflexions degudes als atoms pesants
incorporats. Tot aplicant la funcié de Patterson, que permet resoldre estructures de pocs
atoms, a les dades dels atoms pesants podrem calcular-ne la posicié. Sabent aquestes
posicions, podem obtenir les fases dels atoms pensants, que podrem extrapolar les fases de
la proteina 1 obtenir el mapa de densitat electronica.

El metode de la dispersié anomala multiple (MAD) consisteix a recollir més d’un joc de
dades de difraccié d’un sol cristall derivat, cada vegada a una longitud d’ona diferent. Les
longituds d’ona es trien, normalment, de manera que una d’elles estigui en el maxim
d’absorcié de 'atom pesant, una altra en el punt d’inflexi6 i la darrera en la zona remota,

després d’aquest maxim.

Com que totes les mesures son preses en el mateix cristall, les reflexions obtingudes a les
diferents longituds d’ona sén comparables i, com en el cas del MIR, ens permetran
determinar les fases dels atoms pesats, que podrem aplicar a les reflexions de la resta
d’atoms de P'estructura.

Per a resoldre I'estructura de la VP1 d’IBDV es va intentar fer un reemplagament molecular
a partir de les estructures de RpdRs virals resoltes anteriorment, intentant aprofitar que
Porganitzacié general dels diferents dominis és semblant en totes les polimerases. Tot i
aixo, aquest metode no va donar resultats, probablement a causa dels dominis amino- i
carboxi-terminals de la VP1, que sén especialment grans 1 presenten un
conformaciddiferent de la resta d’estructures resoltes de RpdR. En el cas de la VP1, doncs,
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la determinaci6 de les fases es va aconseguir mitjangant el metode de MAD a partir d’'un
cristall derivat amb atoms de Sm, del qual vam recollir un joc de dades a les energies del pic
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Figura 55: Espectre dels factors de difusié atomics (f i £’) del cristall de VP1 derivat amb Sm. Per a
comprovar la presencia de 'atom pesant dins el cristall 1 poder calcular-ne el perfil d’absorcid, se sotmet el
cristall a un rang d’energies variable i es mesura la fluorescencia produida (que sera maxima en el pic
d’absorcié de I'atom pesant). A partir d’aquest espectre de fluorescencia es calculen els factors de difusié
atomics dels atoms pesants, que ens permetran determinar a quines longituds d’ona hem de recollir els jocs
de dades (generalment el pic, el punt d’inflexi6 i una de remota, marcades amb fletxes blaves en la figura).

i de la remota (vegeu la figura 55) a 3.8A de resolucié. Mitjangant el programa SHARP
(Bricogne et al., 2003) es van poder determinar i refinar les posicions de set atoms de Sm
en la cel'la unitat. Remarcablement, un cop resolta estructura es va comprovar que en els
cristalls derivats algun dels atoms de samari havien substituit els ions divalents del centre
actiu. Les fases inicials calculades a partir d’aquestes posicions no es van poder aplicar a les
dades del cristall natiu (de major resolucié) per falta d’isomorfisme entre els dos cristalls.
Malgrat aixo, si que es van poder aplicar a un joc de dades d’un altre cristall, derivat amb
Eu, amb el qual s{ que era prou isomorf. D’aquest segon cristall derivat no se n’havia pogut
obtenir informacié anomala (no servia per a calcular les fases via un MAD), pero havia
difractat a més resoluci6 que el derivat de Sm i presentava una cel‘la prou similar com per a
poder-hi aplicar les fases calculades. D’aquesta manera es van poder obtenir uns nous
mapes de densitat electronica a 2.8A de resolucié, que es van millorar usant el programa
DM, aplicant la comparacié d’histogrames (bistogram matching) 1 I'aplanament de solvent
(solvent flattering), aprofitant que aquests cristalls contenien un 70% de solvent.
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6.1.8 Modelat, afinament i validaci6 de P’estructura

Després d’obtenir les fases inicials per un dels métodes comentats en P'apartat anterior, es
procedeix a calcular el mapa de densitat electronica. Aquests mapes ens indiquen la
distribuci6 electronica en els diferents punts de Pespai. A partir d’aqui, amb Tajut de
programes d’assignacié automatica, podrem situar la cadena polipeptidica, tot col-locant els
diferents atoms segons la situacié de les zones de major densitat, i tenint en compte les
restriccions espacials 1 les distancies permeses. Posteriorment, s’ajusta manualment el tragat
de Testructura proteica en el mapa de densitat, tot servint-nos de programes de

visualitzacié 1 modelatge en sistemes grafics, com ara Coot (Emsley and Cowtan, 2004),
TURBO-FRODO (Roussel and Cambilleau, 1989) o O (Jones and Kjeldgaard, 1997).

Per a minimitzar les energies, es realitza un afinament automatic de I'estructura, mitjangant
programes com REFMAC5 (Murshudov et al, 1997) o CNS (Brunger et al, 1998).
Normalment, tot aquest procés és iteratiu: solen realitzar-se varis cicles de tragat 1 ajust
manual, intercalats amb cicles d’afinament automatic, fins que totes les cadenes de la
proteina resultin tragades de la millor manera possible.

En el cas de la VP1, per exemple, partint dels mapes de densitat obtinguts a 2.8A, el
protocol de reconeixement d’helixs del programa ARP/wARP (CCP4, 1994) va identificar
automaticament diverses h¢lixs «, a partir de les qual es va comengar a tragar manualment
la cadena polipeptidica, prenent com a guia els motius estructurals conservats de les RpdR
de FMDV 1 96 (Butcher et al., 2001; Ferrer-Orta et al., 2004). Un cop afinat, aquest model
inicial (d’uns 400 residus i sense les cadenes laterals assignades) es va usar com a model de
partida per a realitzar un reemplagament molecular a partir del joc de dades natives no
isomorfes, a 2.4A de resolucié, utilitzant el programa AMoRe. A partir del nou mapa
obtingut es va poder construir manualment la resta de cadena polipeptidica i assignar-ne la
seqiiencia gracies al posicionament de les cadenes laterals, alternant-ho amb cicles d’afinat
de REFMACS.

En el cas de la VP2, en canvi, el reemplagament molecular va resultar en un model gairebé
complet 1 I'extensi6 de fases va permetre calcular un mapa amb el que es van poder tragar
comodament les diferencies de la nostra estructura amb el model de partida. Tot i aixo, en
algunes regions, com ara els /ops S, al voltant dels eixos quinaris, 1 els logps Py 1 Py, de la
punta de les espicules, el mapa de densitat electronica provinent del promitjat de NCS era
molt feble i el model resultant apareixia parcialment desordenat. Un analisi més profund de
la unitat asimetrica va revelar que aquestes regions estaven implicades en els contactes
particula-particula del cristall, 1 que aixo els feia adoptar conformacions que diferien de la
simetria icosac¢drica estricta, cosa que provocava que en aquestes regions els mapes
s’empobrissin en aplicar el promitjat. Per a solucionar aquest problema, es va aprofitar
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Pelevada completesa de les dades (87.8% en el rang de resolucié de 20 a 2.6A) per a
alliberar les restriccions de la NCS en P'afinat d’aquestes regions. Gracies a la relaxacio
parcial de la NCS es van poder tragar cinc conformacions diferents per al /logp Sy 1
diferenciar les variacions en la cadena principal i en les cadenes laterals dels &ops Py, 1 Py,
Els darrers cicles d’afinament es van realitzar utilitzant restriccions (restraints), 1 no
constriccions (constraints), de la simetria molecular, seguint el protocol de REFMACS5. A
més, es van alliberar totalment les restriccions de NCS per la part de estructura implicada
en els contactes cristal-lografics.

Per tal d’avaluar I'evolucié del procés d’afinament ens basem en una série de parametres
estadistics que ens donen informacié de com esta millorant el sistema (Glusker et al., 1994):

- Rfactor: Mesura de la precisio dels resultats de I’afinament, que s’obté comparant el model
obtingut amb les dades experimentals. Ens permet saber si amb l'afinament estem assolint
menors energies; com més baixi, millor evoluciona el procés. En estructures grans, com ara
capsides de virus, es donen per bons valors <30%.

- Rfive: Mesura la idoneitat del model comparant-lo amb les dades experimentals. Es una
mesura independent de I'objectivitat del nostre afinament. Per al calcul d’aquest parametre
usem un 5-10% de les dades originals de les reflexions, que no utilitzarem en la construccid
del model, reservant-les per a aquest calcul. Usem aquest parametre per a validar el procés
d’afinament: si després d’un cicle d’afinament el Rfree disminueix, podem assumir que el
nostre model ha millorat. Si va augmentant, encara que el Rfacfor baixi, significa que estem
contaminant el nostre model; estarem arribant a una solucié més estable que I'anterior,
pero que no és la real.

Les estadistiques de l'afinament de les estructures presentades en aquesta memoria es
mostra a la taula 1.

Un cop finalitzats els afinaments, es verifiquen diferents parametres estereoquimics de les
estructures obtingudes i se’n calcula el grau de desviacié respecte els seus valors ideals
mitjangant el programa PROCHECK (Laskowsky et al., 1993).

0.2 ASSAJOS D’ACTIVITAT POLIMERASA
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Per a la realitzacié dels assajos d’activitat polimerasa de la proteina VP1 es va seguir el
protocol descrit per von Einem i col. 2004 (von Einem et al, 2004) amb algunes
modificacions. Les mescles de reacci6, de 20ul, contenien 1 ug de la proteina hVP1 (residus
1 a 845) i quantitats apropiades del peptid GRLGRWIRTVSDEDLE, que mimetitza la
regi6 C-terminal de la VP3. El tamp6 de reaccié contenia 100 mM TrisHCI (pH 7.5), 125
mM NaCl, 4 mM MgCl,, 0.01 mM EGTA, 20 unitats de RNAsin, ImMATP, CTP i GTP, i
0.02mMUTP. Després d’incubar les mostres a 20°C durant 30 min, s’hi van afegir 5 pl del
motlle pertinent (a 0.2 mg/ml), diluit en el tamp6 de reaccié amb 10 pCi de [x-*PJUTP.
Després de 2h d’incubacié a 40°C, es retiraven els nucleotids sobrants (no incorporats al
producte de reaccid), es parava la reaccié afegint 3 p de tamp6 de carrega (6X) i escalfant
les mostres 5 min a 65°C i es carregaven en un gel d’acrilamida-TBE al 5%. El gel es feia
correr, s’assecava 1 se’n mesurava la senyal radioactiva (amb el sistema de Storm Gel
Imaging, de Molecular Dynamics), que posteriorment es podia quantificar usant el
programa ImageQuant (també de Molecular Dynamics).

Per tal de poder estudiar els efectes de la regié 3’UTR del genoma viral en I'activitat de la
hVP1, es van generar uns motlles ssSRNA amb la seqiiencia d’un o altre dels dos segments
genomics A i B. Per a cada una d’aquestes seqtiencies es van generar dos tipus de motlle:
un amb uns nucleotids extres afegits a continuacio de 'extrem 3’ de la seqiencia genomica,
mentre que I'altre té Pextrem 3’ amb la mateixa seqiiencia que els genomes virals. Per tal de
generar aquests extrems, els RNA es van transcriure a partir d’un constructe que conté la
sequencia del ribozim de I’hepatitis & després de 'UTR del 3’. El ribozim talla la cadena just
després del darrer nucleotid del 3’UTR, de manera que els ssRNA resultants tenen
exactament la mateixa seqiiencia que els transcrits virals, incloent-hi els UTR dels 5" 1 3.
D’aquesta manera, doncs, es van obtenir quatre motlles diferents: dos amb el UTR “natiu”,
que anomenem A+ i B+, i dos més amb un 3” quimeéric, que anomenem A- i B-.

Per a poder optimitzar els efectes de la VP3 (i del peptid que mimetitza el seu extrem C-
terminal) sobre Pactivitat de hVP1 es va usar un motlle similar al B+, perd més curt. Es va
transcriure a partir d’un constructe de DNA de 554 parells de bases que contenia les UTR
dels 5”1 3’ del segment B I’'IBDV, seguit del ribozim de 'hepatitis 8 (a 'extrem 3’).

6.3 ASSAIG DE GUANILILACIO

Amb la intencié de comprovar el lloc de guanililacié de la VP1 es va provar de posar a punt
un assaig, basat en els protocols descrits en la bibliografia (Dobos, 1993; Spies and Muller,
1990; Xu et al., 2004).
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Aixi, doncs, es van preincubar diferents mostres de VP1 a 37°C durant 5 minuts, per afegir-
hi tot seguit un tampé amb 50 mM MgCl2 i 30 pCi de [¢-*P]GTP i incubar la reaccié 10
minuts a 42°C. A fi de parar la reaccié s’afegien 50 ul de tampé de carrega de proteines
(2X) a cada mostra i es bullien 10 minuts a 90°C. Aquestes mostres es feien correr en un gel
del 10% d’acrilamida, que posteriorment es fixava amb una solucié de 7.5% d’acid acetic,
25% de metanol i 10% de glicerol. Un cop fixat, el gel s’assecava i se’n mesurava la senyal
radioactiva (amb el sistema de Storm Gel Imaging, de Molecular Dynamics), que
posteriorment es va quantificar usant el programa ImageQuant (també de Molecular
Dynamics).

L’assaig es va provar amb mostres de hVP1 (residus 1-845 de la polimerasa, amb una cua
d’histidines a 'extrem N-terminal) purificada per resina de niquel i amb extractes de
cel'lules de mamifer (BSC40) en les quals s’havia expressat la seqiiéncia sencera de la VP1
(mitjangant el sistema d’expressié de vaccinia). Com a control positiu es va usar una solucio
de virions IBDV purificats en gradient de CsCl.
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