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RESUM

Els mapes de baixa resoluci6, obtinguts de les reconstruccions tridimensionals de les
imatges de criomicroscopia electronica (crio-EM) dels grans agregats moleculars, poden
combinar-se amb les estructures atomiques dels seus components individuals, determina-
des per difracci6 de raigs X. La relaci6 que hi ha entre les dues técniques ha resultat ser una
de les eines més poderoses de qué disposem actualment per a interpretar imatges d’aques-
tes maquinaries macromoleculars en el context d’estructures d’alta resolucio.

El modelatge dels complexos entre el rhinovirus huma serotip 2 (HRV2) i els fragments
Fab de dos anticossos neutralitzants, 8F5 i 3B10, en els mapes derivats de la microscopia
electronica, ha permes d’establir els diferents patrons d’interaccié que caracteritzen el reco-
neixement d’epitops lineals i conformacionals per a anticossos dirigits contra el lloc antige-
nic B del virus.

ABSTRACT

The low resolution crio-electron microscopy (crio-EM) maps of large macromolecular
assemblies can be combined with the atomic structures of their isolated components deter-
mined by x-ray crystallography. The interplay between both techniques results in one of the
most powerful tools, actually available, to interpret low resolution snapshots of complex
macromolecular machines in the context of high resolution structures.

The fitting of the complexes between human rhinovirus 2 (HRV2) and the Fab fragments
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of the neutralising antibodies 3B10 and 8F5, in the crio-EM reconstructed density, allowed
to define the different pattern of interactions which characterise the recognitions mecha-
nisms of lineal and conformational epitopes by antibodies directed against the virus antige-

nic site B.

INTRODUCCIO

El desenvolupament de la virologia es-
tructural ha estat espectacular en els darrers
cinc anys. Aix0 es deu principalment a dos
fets: a) I'increment en 1'ts de diverses apro-
ximacions a l'estudi de grans estructures,
especialment pel que fa a la interrelacié en-
tre la difraccié de raigs X, i la microscopia
electronica, i b) I'augment del nombre d’es-
tudis enfocats a provar com funcionen
aquests complexos macromoleculars a par-
tir de correlacionar els diferents estudis bio-
quimics i biofisics. Aquest desenvolupa-
ment s’ha concretat en la determinacié a
nivell atomic d’estructures de virus i pseu-
doparticules viriques no infectives cada cop
més grans i complexes. Les estructures de
capsides de virus resoltes darrerament a
alta resolucié amb cristallografia de raigs X
ens han mostrat nous tipus de plegaments
per a les proteines de les capsides, que dife-
reixen completament del classic motiu en f-
sandwich. Aquests nous tipus de plegament
s’han trobat a les estructures recents, ja sigui
com a subunitats independents, com el ple-
gament o-helicoidal de les subunitats que
formen el core del virus de I'hepatitis B o
I'estructura de la capa interna del core del vi-
rus de la «llengua blava» (Grimes et al.,
1998), o com un domini fusionat al S-sand-
wich classic, tal com s’ha trobat a ’estructura
del virus Norwalk (Prasad et al., 1999). Sén
importants, també, els avengos assolits en la
determinacié d’estructures que mostren
una part important del material gendomic or-
denat a l'interior dels virions (Gouet ef al.,
1999). Finalment, 1'ts de les técniques de
criomicroscopia electronica (crio-EM) i re-

construccié tridimensional d’imatges de
particules aillades, obre un nou cami per a
respondre problemes biologics amb un de-
tall estructural raonable per a l'estudi de
particules que no poden ser cristallitzades.
Un dels aspectes més remarcables del des-
envolupament de la crio-EM és la consisten-
cia entre els mapes que provenen de les re-
construccions 3D i les estructures de raigs X.
La reconstruccié tridimensional d’objectes
no cristallins immersos en una soluci6 vitri-
ficada permet obtenir mapes 3D compati-
bles amb els mapes derivats de les estructu-
res que provenen de la difraccié de raigs X.
Laresolucié d’aquests mapes és encara limi-
tada (15-30 A, a causa de l'elevat grau de
subenfocament necessari per a obtenir un
contrast adient en les imatges) pero és sufi-
cient per a posicionar les estructures atomi-
ques dels diferents dominis i subunitats. El
desenvolupament de programari per a fer
les superposicions de les estructures atomi-
ques en els mapes crio-EM és una area d’es-
tudi que actualment es troba en plena activi-
tat (Rossmann, 2000; Saibil, 2000).
L’estrategia d’aillar, cristallitzar i deter-
minar l'estructura dels diferents compo-
nents d’un complex macromolecular, i com-
binar després les estructures per a formar
un model del complex d’acord amb els ma-
pes 3D obtinguts de les reconstruccions de
crio-EM s’ha aplicat amb gran éxit a la reso-
lucié de les estructures de diferents particu-
les viriques en complex amb receptors i an-
ticossos neutralitzants. La visualitzacié dels
receptors cellulars en complex amb rhinovi-
rus del grup major (Kolatkar et al., 1999), po-
liovirus (He et al., 2000; Xing et al., 2000) i
coxsackievirus (He et al., 2001) ha revelat
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com receptors diferents s"uneixen de mane-
ra diferent en depressions semblants a la su-
perficie de les particules i, excepcionalment,
com un receptor s"uneix a una regié comple-
tament exposada a la superficie d"un rhino-
virus de grup menor (Hewat et al., 2000). A
més, la resolucio de diferents estructures de
complexos virus-anticossos ha permes loca-
litzar els epitops, definir les diferents pro-
pietats de neutralitzaci6 sobre la base de les
orientacions relatives dels fragments Fab
units a les capsides, i també identificar els
residus involucrats en contacte entre les
dues molecules (Smith et al., 1993; Hewat et
al., 1996, 1997, 1998; Verdaguer et al., 1999).
En aquesta comunicacié es presentara
esquematicament la metodologia empra-
da per a I'obtencié de models estructurals
d’aquests grans agregats moleculars per
combinacié de Crio-EM i cristallografia de
raigs X, fent servir com a exemple la deter-
minaci6é de I'estructura del virus del refre-
dat comu de tipus 2 (HRV2) en complex
amb dos anticossos monoclonals, 8F513B10,
dirigits contra el lloc antigenic B del virus
(Verdaguer et al., 2000), i que presenten dife-
rents propietats de neutralitzacié. L’anticos
8F5 reconeix un epitop continu que es loca-
litza en el lla¢ antigenic E-F de la proteina
VP2 del virus. L’anticos s'uneix de manera
bivalent a la superficie de HRV2 a través
dels eixos binaris de la particula, fet que
suggereix un mecanisme de neutralitzacié
basat a impedir el desacoblament del virus
(Tormo et al., 1994; Hewat & Blaas, 1996).
L’anticos 3B10, en canvi, reconeix un epitop
conformacional que inclou residus de les
proteines viriques VP11 VP2. A banda, 3B10
s'uneix a la superficie de HRV2 en una
orientacié que només és compatible amb la
unié monovalent de 'anticds. Aquesta ob-
servaci6 déna suport a les analisis bioqui-
miques que mostren que 3B10 neutralitza la
infectivitat de HRV2 per agregacié de les
particules viriques (Hewat et al., 1998).

DETERMINACIO DE L’ESTRUCTURA
DELS COMPLEXOS HRV2-8F5
I HRV2-3B10

Per a abordar l'estudi dels complexos
HRV2-8F5 i HRV2-3B10 combinant les tec-
niques de difraccié de raigs X i crio-EM
és necessari: 1) resoldre les estructures cris-
tallografiques dels diferents components ai-
llats —el virus HRV2 i els fragments Fab dels
anticossos 8F5 i 3B10-, i b) obtenir la recons-
truccié tridimensional dels complexos vi-
rus-Fab o virus-anticos fent servir crio-EM
(figures 1-3).

a) Determinaci6 de les estructures
cristallografiques

L’obtencié de cristalls tridimensionals
adients per a la difraccié és un pas clau en la
cristallografia. Per a aconseguir-ho és neces-
sari obtenir les proteines amb un alt grau de
puresa. Els fragments Fab es van obtenir a
partir de liquid ascitic de ratoli i es van puri-
ficar mitjangant diferents passos cromato-
grafics (Tormo et al., 1994 ; Ochoa et al., en
preparacio); i el virus es va obtenir a partir
de cultius cellulars infectats i es va purificar
per ultracentrifugacié en gradients de saca-
rosa (Verdaguer et al., 1999).

Un cop obtinguts els cristalls, s’ha de pro-
cediralarecollidadelesintensitats de difrac-
ci6. La possibilitat de congelar els cristalls de
8F513B10atemperatures denitrogen liquidi
la utilitzacié de radiaci6 de sincrotré va per-
metre obtenir dades completes a partir d'un
sol cristall de cada anticds. En el virus, en
canvi, no es van poder aplicar les tecniques
de criocristallografia i les dades de difraccié
es van obtenir a partir de quasi un centenar
de cristalls, muntats en capillars, i irradiats a
temperatura ambient (figura1).

La determinacio de les estructures, tant
del virus com dels fragments Fab, s’ha fet
per reemplacament molecular d’un model
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d’estructura coneguda (Tormo ef al., 1994;
Verdaguer et al., 2000; Ochoa et al., en prepa-
racid). La resoluci6 del virus HRV2 presen-
tava algunes peculiaritats: les fases inicials a
baixa resoluci6 (5 A) es van calcular a partir
del posicionament de les coordenades d'un
altre rhinovirus, HRV1A (Kim ef al., 1989), a
la cella de HRV2 que presentava la simetria
del grup espacial 1222, on la particula ico-
saédrica s’orientava seguint els eixos binaris
cristallografics. L’afinament i extensi6 de
fases es va fer amb un procés iteratiu de mo-
dificacié de la densitat electronica per apla-
nament del solvent desordenat i aplicant les
restriccions de la simetria icosaédrica del vi-
rus (figura 1). Els mapes de densitat electro-
nica obtinguts mitjancant aquest procés van
permetre de reconstruir I'estructura sencera
de HRV2.

Els models finals s’obtenen a partir de ci-
cles d’afinament per minimitzacié d’ener-
gia que s’alternen amb processos de recons-
truccié manual de parts de I'estructures que
s’han de retocar per a ajustar-les a la densi-
tat electronica experimental.

b) Obtenci6 i reconstruccié d'imatges de
criomicroscopia electronica

La preparaci6 de la mostra és forga més
senzilla que en el cas de la cristallografia, ja
que no és necessari obtenir cristalls; malgrat
tot, també es requereix un alt grau de puresa
de les mostres. Per a formar el complex s"in-
cuba el virus amb l’anticos en excés, durant
una hora, per a assegurar la saturacié dels
llocs antigenics. Posteriorment s’elimina
I'excés d’anticos amb una cromatografia
d’exclusié molecular. Es coloca la solucié
en una reixeta del microscopi recoberta de
carbo6 i es congela rapidament en eta liquid.
amb aquest procés s’aconsegueix la vitrifica-
cio delamostra,iaixi se’' nmanté ! estat natiu
hidratati, ala vegada, es prevenen els danys
perirradiacié del feix d’electrons. Durant tot

I'experiment la mostra es mantindra a tem-
peratura de nitrogen liquid (100 K) i en con-
dicions de buit dins del microscopi.

La base de la formacié de la imatge en
microscopia electronica és la interaccié dels
electrons amb 1'objecte. Les lents electro-
magnetiques realitzen la funcié de les lents
optiques del microscopi convencional, en-
cara que presenten diverses aberracions es-
feriques i cromatiques: 'astigmatisme, co-
heréncia posicional, etc.,, que obliguen a
treballar amb obertures petites. Aixo limita
la resolucié del microscopi electronic a
1-2 A, tot i que es treballa a longituts d’ona
de 0,025 A. La mida petita de l'obertura té
conseqiiéncies importants a I’hora de deter-
minar les estructures tridimensionals, i aix0
dona lloc a una gran profunditat de camp,
que fa que totes les parts d'una mostra esti-
guin en el mateix focus. Aixo significa que la
imatge d’una preparaci6 biologica prima, és
una projeccié bidimensional, i no una secci6
optica. La densitat tridimensional completa
s’obté a partir d"un gran nombre de projec-
cions que corresponen a les diferents vistes
de I'objecte.

Un cop preses les imatges, les microgra-
fies es digitalitzen i s’analitzen amb meto-
des informatics. El procés de reconstruccié
requereix, en primer lloc, la determinaci6 de
les diferents orientacions de les molecules
individuals que s’inclouran a "analisi (figu-
ra 2). El metode de les linies comunes per-
met de determinar les orientacions relatives
a partir de les linies comunes que presenten
necessariament els planols corresponents a
les transformades de Fourier de les dife-
rents projeccions. En particules icosaéedri-
ques, la simetria de la mateixa particula re-
dueix considerablement el nombre de
projeccions necessaries per a la reconstruc-
ci6 tridimensional a una determinada reso-
lucio.

Un altre aspecte important en la crio-EM
és el contrast, especialment critic en I’analisi
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de particules aillades on hi hagi molt poca di-
ferencia de dispersi6 entre les macromolecu-
lesiel gel. Ambla finalitat d’augmentar-ne el
contrast i poder visualitzar I'objecte d’estudi
és necessari obtenir les imatges fora de focus.
Treballar fora de focus permet també alterar
la funcié de contrast de transferencia (CTF),
que ha de ser corregida en les analisis de mit-
janaialtaresolucié. La perduad’informacié a
conseqiiéncia d’aquesta correcci6 es resol a
forca de recollir diferents conjunts d’imatges
adiferents valors defocuside combinarlain-
formacié obtinguda. La utilitzacié de micros-
copis cada cop més potents i coherents, com
el Field Emision Gun (FEG), suposen un
aveng important, encara que car, en l'aug-
ment de la resolucié de la microscopia elec-
tronica.

Un cop coneguts els parametres d’orien-
taci6 de les particules, les imatges es combi-
nen peraobtenir unmapa de densitatelectro-
nica tridimensional que es refina amb la
comparaci6 i la combinacié amb noves imat-
ges. Cada unaes compara unaltrecopambel
mapa,iaixd dénallocaunprocésiteratiu d’a-
finament que optimitza els parametres i mi-
llora el mapa de densitat (figura 2).

Finalment, les estructures a alta resolucid
dels components del complex, virusiFab, ob-
tinguts per cristallografia (figura 1), s’ajusta-
ran als mapes de baixa resolucié obtinguts
del complexamb crio-EM (figura 2). L"ajusta-
mentinicial es faal espaireal mitjangant pro-
grames grafics, i encaixant manualment els
diferents components dins del mapa. Aquest
primer model després s’optimitzara amb un
procés d’afinament de cos rigid a I'espai real
oreciproc (figura 3; Rossmann et al., 2000).

CONCLUSIONS

La combinacié de les tecniques de crio-
microscopia electronica i cristallografia de
raigs X, permet obtenir informaci6 estructu-

ral a resolucié quasi atomica de grans agre-
gats moleculars dificilment cristallitzables.

L’aplicacié d’aquestes tecniques al nos-
tre laboratori ha permes la determinacié de
I'estructura de complexos entre el virus del
refredat comti,, HRV2, i dos anticossos amb
diferents propietats neutralitzants, que re-
coneixen dos tipus diferents d’epitops: el
3B10 s'uneix a un epitop estructural, i el 8F5
reconeix un epitop lineal, dintre del mateix
lloc antigénic B del virus. El modelatge
d’ambdés complexos amb la utilitzacié de
mapes crio-EM ha permeés de definir les
interaccions que caracteritzen els dos tipus
de reconeixement:

a) La unié de I'anticos 3B10 a la capsida
de HRV2 es déna per mitja de contactes amb
cadenes laterals d’aminoacids que es localit-
zen en diferents llagos de les proteines VP1
i, majoritariament, dins de VP2 al virus (fi-
gura 4a i 4b). Aquest reconeixement pot do-
nar-se sense que hi hagi cap canvi confor-
macional important a la superficie de
HRV2.

b) El reconeixement de HRV2 fet per
I'anticos 8F5 es doéna exclusivament per
contactes directes amb el lla¢ E-F de VP2. En
el complex 8F5-HRV2, el llag E-F, presenta
una conformacié i disposicié espacial com-
pletament diferents de la que es va deter-
minar a l'estructura nativa del virus (figura
4cidd).
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Ficura4. a) Estructura dels complexos HRV2-3B10. Les tres proteines del virus es mostren en el codi de colors estandard:
VP1 (blau), VP2 (verd) i VP3 (vermell). 3B10 (rosa) interactua amb HRV2 mitjangant contactes que es donen amb residus
de diferents llagos de VP2 i VP1. b) Ampliacié de la zona de contacte, on es mostra el detall de les interaccions. ¢) Diferents
posicions del llag E-F de VP2 en I’estructura del virus natiu (groc) i quan ¢és reconegut per I’anticos 8F5 (blau cel). ) Detall
de la superposicio dels dos llagos E-F.
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