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Des de fa més de 30 anys, treballo amb S#reprococcus pnen-
moniae, també conegut com a “pneumococ”. Fins lany
1943, aquest bacteri matava més éssers humans que el
cancer i les malalties cardiaques junts; arribada dels anti-
biotics va suposar un gran alleujament per a la humanitat
en aquest sentit, de la mateixa manera que per a tantes
d’altres malalties bacterianes. El pneumococ té un pedi-
gri extraordinari: existeixen més de 90 serotips capsulars
rodejats d’una gruixuda capa de polisacarids, i aquest fou
el caracter fenotipic que va servir per a evidenciar que el
DNA era el suport de la informacié genética. El que es va
fer, va ser transformar en capsulada una soca que no tenia
capsula, senzillament donant-li DNA. Avery i McCarthy
van ser els genis que elaboraren aquest descobriment.

En el meu laboratori, hem treballat amb 3 caracters del
pneumococ: la capsula, els enzims litics i els bacteriofags.

Va suposar molt de temps descobrir que passava en la
capsula, com també es va trigar molt en identificar els
diferents tipus capsulars. Els bioquimics van fer una fei-
na brillantissima en aquesta identificaci6. Avui dia la gent
gran es vacuna amb vacunes 23 valents per evitar que
Streptococcus pnenmoniae ““els mati”, tot i I'existéncia dels an-
tibiotics. Una de les soques més letals és la 23, a la qual
se li atribueix un origen catala. I’estudi de les capsules va
mobilitzar un gran coneixement de bioquimica i genética
classica, pero hi faltava "impuls de la biologia molecular.

En el meu laboratori, 'any 1992, es va publicar Iaillament
del primer gen que intervenia en un tipus capsular, per ser
més exactes, el #pus III. Parlaré breument d’aquest tema
abans d’endinsar-me en el dels enzims litics i els bacte-
riofags. Tot i que el primer virus descobert fou un virus
de plantes, poc després es va descobrir el primer virus
de bacteris. El que passa és que, igual com amb les plan-
tes, els bacteriofags son freqientment ignorats. El primer
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en observar aquests virus va ser un metge
angles que treballava a Iindia a finals del
segle XIX. Ell observa que les enteropa-
ties en aquelles aigiies eren inferiors a les
que s’esperarien d’acord amb les condici-
ons higiéniques del lloc. Va decidir aga-
far aigua i filtrar-la amb els sistemes dels
quals disposaven aleshores, i observa que
aquell filtrat disminuia les infeccions ba-
terianes. Els primers en observar fags van
ser Twore 1 Derrell. Aquest dltim va ob-
servar, després de filtrar amb un filtre que
retenia els bacteris, que el filtrat era capag
de matar-los. De fet, va visualitzar les cal-
bes que unes particules causaven sobre
una gespa de bacteris. Derrell va estudiar
els fags amb I'esperanca que ells fossin la
“bala magica” que curés totes les infecci-
ons, que avui dia encara soén la segona cau-
sa de mortalitat al mén. Derrell va fundar
a Georgia, juntament amb 'TABA, un cen-
tre de produccié de fags. Durant la Sego-
na Guerra Mundial, les barreges de fags es
duien com una part del cinturé de salva-
ment de les tropes de la URSS, i varen sal-
var moltes vides, tot i ser barreges imper-
fectes, degut a I'abséncia de millors me-
todes de purificacié. Allo que es feia eren
extractes que amb freqiiéncia contenien
productes toxics bacterians. Aquests to-
xics van ser els que limitaren Iestudi, i van
suposar el rebuig dels sistemes de control
sanitari dels EUA. Derrell, com deia, va
fer un centre magnific que produia i se-
gueix produint fags.

Entre aquests estudis inicials i el que ex-
posaré a continuacid, hi ha tota una his-
toria dels fags on hi va haver una mena
d’oblit d’aquests en quant a Iestudi de la
terapia fagica. Aquest oblit es deu en gran
part a que en els anys quaranta, quan s’ini-
ciava Pestudi d’aquesta terapia, va aparéi-
xer una primera “bala magica”, que van
ser els antibiotics. Pero Looney, Dellbrook
i Anderson, 'any 1943, van obtenir les pri-
meres fotografies de fags, amb diferents
morfologies, iles van publicar en el Journal
of Bacteriology aquell mateix any. Amb aixo
va comengar la biologia molecular, perque
amb ells es va demostrar que el material
que transportaven era DNA —amb els fa-
mosos experiments de Hersey i Chase- 1
que allo que els recobria eren proteines.
Després, es va desenvopular el coneixe-
ment de tot el que se sabia en microbiolo-
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gia, fins que també els va ajudar una mica
Escherichia coli, que ha estat realment un al-
tre conillet d’indies!

Passen els anys, i, de sobte, 'any 2002, ni
més ni menys que la portada de Nature
torna a estar dedicada als fags. I els esta
dedicada per la rad que va provocar inici-
alment el seu interes. Resulta que ara ens
trobem, tot i els esceptics —que no ho sén
sense certes raons, com és el dificil accés
als bacteris en casos de tuberculosi, per
exemple-, amb una reaparicié de I'as te-
rapceutic dels fags. Pero sorgeix a més una
altra cosa, que és I'ts dels enzims que ells
utilitzen per a alliberar la progenie fagica, 1
aixo fou una novetat que va sorgir a través
de la idea genial que va tenir un professsor
del Rockefeller Institute, Vicent Fischetti, qui
un any abans havia ocupat unes pagines
a la revista Science, perque utilitzant un en-
zim del nostre laboratoti -anomenat PAI -
, havent-lo préviament purificat, amplifi-
cat i produit, va observar que els pneumo-
cocs es destruien amb relativa facilitat. Va
utilitzar fins i tot un medi experimental en
Pestat de portador (a la gola) per a dur a
terme les seves observacions.

Amb aixo acabo el repas de la historia
dels fags i introdueixo els enzims litics.
Per a aquells que no hi estan familiarit-
zats, en la infeccié fagica poden océrrer

dues coses: que es produeixi una infec-
ci6 litica, o que es produeixi un estat de
lisogeénia. Quan un fag s’aproxima a un
bacteri, el primer obstacle amb qué es
troba és la paret, o la capsula en alguns
casos (minoritaris). Alla hi ha d’haver
més components especifics que actuin
com a lligands de 'antireceptor del fag,
abans que aquest “injecti” el DNA en
Pinterior del bacteri. Aleshores poden
passar dues coses: una és que la maqui-
naria biosintetica del bacteri canvii per
a produir noves molécules fagiques, i es
produeixi aixi una lisi; o pot passar que
el genoma del fag s’integri en el geno-
ma bacteria i ens trobem davant d’una
situacié de lisogenia. Als fags que duen
a terme aquesta funcié se’ls anomena
“atemperats”, i permeten una de les pri-
meres col laboracions entre bacteris i
fags. D’aquestes situacions biologiques,
la primera és una situacié que ens in-
teressa per a la terapia fagica, ja sigui a
través del fag o dels seus enzims litics,
doncs el fag ha de ser capag de trencar
la paret bacteriana per poder alliberar la
seva progenie. La segona situacié , sobre
la qual tracta la meva exposicio, resul-
ta d’interés perque aquests genomes fa-
gics integrats poden establir una relacié
quasi permanent amb el bacteri que han
envait, i aixo no és solament una simple
elucubracié de laboratori.
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Des de fa molts anys, se sabia que algunes

malalties infeccioses, com I’escarlatina, es-
tan produides per un bacteri, pero aquest
no és patogen si no duu incorporat un ge-
noma de fag, la qual cosa implica que els
gens de viruléncia estan en el genoma del
fag incorporat. Molts bacteris patogens,
associats a malalties tan greus com el bo-
tulisme o el colera, estan associats a fags.
Aquesta és sens dubte una relacié evolu-
tiva entre fags i bacteris en la que els dos
tenen sistemes per a contribuir en linter-
canvi de gens i ’adquisicié d’avantatges de
cara a la supervivencia. Dit aixo, el con-
cepte classic de la infeccié conegut com a
relacié de hoste-bacteri podria,a segons el
meu parer, ser substituit per la relacié hos-
te-bacteri-fag, degut a la cada vegada més
frequent integracio lisogenica.

Com a cosa anecdotica, entre les relaci-
ons que s’estableixen entre virus i bacte-
ris, n’hi ha una de molt llencada que és la
de Porigen del nucli de les c¢l lules euca-
riotes. Aix0 es basa en la suposicié de la
coexisténcia entre [LUKA i els virus en la

sopa primitiva, i que els virus van ser els
responsables de 'adquisici6 del nucli. Evi-
dentment, les raons cientifiques sén molt
debils per a sostenir aquesta teoria.

Intentaré, a partir d’ara, enmarcar la rela-
ci6 entre virus i bacteris dins del treball
que es desenvolupa en el nostre laboratori,
i que es basa en pneumococs. El pneumo-
coc té una caracteristica fonamental, arti-
bada ’hora de parlar de la relacié entre vi-
rus i bacteris, i és el fet de posseir un ami-
noalcohol, la colina, com a component
estructural de la seva paret. LLa colina for-
ma part dels acids teicoics, que sén parti-
culars dels bacteris Gramm positius. Els
Gramm positius tenen una gran paret i no
tenen membrana externa, per la qual cosa
només disposen de la interna. Fins fa ben
poc es pensava que I"anic bacteri que tenia
colina a la paret era el pneumococ, pero
s’ha vist que no és aixi. Haig d’afegir que
la colina, tot i ser fonamental per al pneu-
mococ, ha de provenir del medi extern,
doncs el neumococ no pot sintetitzar-la.
Pot, no obstant, créixer amb analegs es-

tructurals, com I'etanolamina, perd quan
aix0 succeeix, 'organisme canvia en un
sens fi d’aspectes: morfologicament, bio-
quimicament, i fins i tot canvia en la seva
relacié amb els fags, que és el que aqui
ens interessa, doncs perd capacitats enor-
mes, com és la de transfeccio. Tan és aixi
que la tipica estructura diplocoquica dels
pneumococs que s’observa en les analisis
d’hospitals canvia, 1 es formen estrucutres
de fileres llargues de bacteris. Tots aquests
canvis estan condicionats per uns enzims
que estan en tots els eubacteris coneguts:
els enzims litics.

A més, des de I'any 1975, no s’havia ai-
llat el primer fag de pneumococ. Posteri-
orment, durant la transicid, aillarem fags
provinents de les torades de frotis de go-
les de nens malalts. El fag que varem aillar,
estructuralment semblant al 29, era un fag
aillat de nens d’Alcala de Henares, per la
qual cosa va rebre el nom de Compluten-
se phagus o CP1. Per altra banda, i simul-
taniament, la Dra. Openheimer, als EUA,
va observar que en els frotis de meningi-
tis i otitis infantils, 'agent etiologic princi-
pal de les quals és el pneumococ, el 70%
dels casos (o fins i tot, més) possefen fags
atemperats. Si bé nosaltres no hem trobat
aquesta relaci, si és cert que n’hem trobat
d’altres, potser més satisfactories 1 més,
per aixi dir-ho, sofisticades. Per exemple,
si conreem pneumococs en medis amb
etanolamina, podem fer-los créixer de ma-
nera que formin llargissimes cadenes. St
se’ls aplica un breu pols (microcirugia) de
colina en aquest cultiu, de manera que la
colina sigui rapidament incorporada i es
torni a activar el metabolisme de ’etanola-
mina, veiem que es formen unes bandes a
la paret, i aquestes bandes sén de colina. Si
ara afegim fags en excés podem observar
com aquests fags es fixen exclusivament
en la regié on esta la colina, i en cap cas
on hi ha etanolamina. Aquesta és la pri-
mera barrera: el fag requereix un antirre-
ceptor perque la diana del receptor que té
esta compost de colina. Aixo es va esta-
blir Pany 1982. Ara, amb el genoma del
fag totalment seqiienciat, hem trobat una
proteina que li permet reconéixer especi-
ficament el receptor, entre d’altres coses,
la colina (en el rec); si no hi ha colina, el
fag no sera capag de fixar-se i “injectar” el
seu DNA.
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En els dltims 6 anys s’han seqiienciat, en el
nostre laboratori, els genomes de 4 fags: 2
fags atemperats i 2 fags temperats. Aques-
tes seqiiencies ens permeten, mitjangant
comparacié amb els bancs de gens, establir
la funci6 de la majoria dels gens. En el fag
P1, varem veure que un dels seus gens és
molt semblant als gens dels enzims litics.
Els fags estan formats per una série d’agru-
paments, anomenats zoduls 1 clusters; en
comparar aquesta regié en 3 fags tempe-
rats d’especies proximes, varem veure que
els tres tenien un c/uster que no té I"anic fag
litic, és a dir, que els fags no tenen tota una
serie de gens que soén els que determinen,
en els cas dels fags atemperats, que aquests
tinguin la possibilitat d’integrar-se en el ge-
noma del bacteri. Dit d’altra manera, si el
fag no té aquest grup de gens, es compor-
tara com un fag litic. Com es pot veure, la
relacié coevolutiva entre aquests fags i el
pneumococ no podia ser més perfecte!

@l §ézeptococens preumoniadt
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Adquirir tot aquest cluster és
complicat, pero és possible, i
aix6 és molt important de
cara a les aplicacions cli-
niques, on els fags li-
tics resulten molt més
interessants que els
atemperats, perqué
una de les protei-
nes que codifiquen,
la C7, és la que fa
que, quan el fag
“mostra” el DNA,
un dels primers gens
que codifica per al
gen inhibidor de la lisi,
csl, sigui el que sintetit-
za i, depenent de les con-
dicions fisiologiques del bac-
teri, “prendra” una de les dues
opcions: sintetitzar més inhibidor ge-
de lisi i deixar que el fag s’inserti en el noma
bacteria, o bé pa-
rar aquesta sintesi, donant via lliure al fag
per a que arrenqui el seu cicle litic. Aixo
esta molt condicionat, pero és el fruit d’'una
llarga coevolucio. Es, amés, una possibilitat
que només tenen els fags atemperats.

Els enzims litics sén fonamentals per als
bacteris, 1 per aixo estan molt repetits, per
assegurar que la funcié no es perdi. Esche-
richia coli té més de 17 enzims litics. Sen-
se ells, la paret es converteix en un cin-
turé que constreny el bacteri, el qual no
podra créixer, ni dividir-se. No obstant,
els enzims litics també sén perillosos per
al bacteri, doncs la paret constitueix una
protecci6 insustituible. Si els enzims litics
es descontrolen, la paret ja no servira de
protecci6 de cara a les forces osmotiques
del medi extern, i el bacteri s’autolisara.
En el pneumococ s’han descobert, fins el
moment, 4 enzims litics. El més important
d’ells és Ly£A4, una amidasa totalment de-
pendent de la seva activitat, sense la qual
es formen aquestes llargues alineacions de
cel lules, 1 per tant concloem que és un en-
zim que depén totalment de la preséncia
de colina en el substrat que trencara.

Pero allo curids va ser descobrir que, quan
s’ha de produir el cicle litic i el fag ha de
trencar la paret des de linterior per a po-
der alliberar la seva progeénie, o troba co-
lina en la paret, o no s’alliberen els fags.



Com que els fags posseeixen els seus pro-
pis enzims litics, decidirem repetir expe-
riment d’abans. Després de permetre que
els fags envaissin bacteris carents d’en-
zims litics propis, varem aplicar pulsos
d‘etanolamina. El que buscavem era que,
alla on hi hagués colina, els fags s’allibe-
ressin, i on hi havia etanolamina, quedes-
sin bloquejats en Pinterior dels bacteris.
Aixo significaria que fags i bacteris com-
parteixen biologicament alguna altra cosa
a més que un mateix espai: hi hauria al-
guna cosa alla que faria que als enzims
litics dels fags se’ls acudis el mateix que
als dels bacteris.

Allo que varem fer a continuacié, va ser
una digestio, amb enzims de restriccio, del

genoma de diversos fags, i varem dur a ter-
me una hibridacié Southern amb el gen de
P’enzim bacteria Iy£4 com a sonda marca-
da radioactivament. En alguns fragments
hi havia bandes d’hibridacié. Aixo sugge-
ria Pexistencia d’una regié comu. Duent a
terme digestions i hibridacions successives
en aquests fragments, varem poder acotar
una regié que es podia seqienciar. Quan
compararem la seqiiéncia d’aquell gen, un
lisozim, amb 'amidasa Ly~A4, varem obser-
var que la meitat del gen era practicament
identic: un 60-70% dels nucleotids eren
iguals. A més, aquesta regié tenia una or-
ganitzacié molt peculiar, doncs es tractava
d’un patr6 de 20-21 aminoacis que es re-
petien, com una serie de duplicacions que
haguessin ocorregut al llarg de 'evolucio

Microscopia electronica de rastreig colorejada d’un bacteriofag.

tot formant una série de duplicacions les
quals al seu torn formessin una serie de
repeticions dins d’aquest modul. Aques-
ta era la regié que es postulava respon-
sable, 1 tot i aix0, ambdds enzims eren
completament diferents, com era d’es-
perar en individus que tenen una regio
catalitica diferent. En col 1aboracié amb
cristal lografs, varem voler anar més en-
lla. Pero abans, permeteu-me que faci de
nou émfasi en la importancia evolutiva
d’aquests motius.

Disposem ara de laillament d’un gran
nombre d’enzims litics. Comparant-los,
hem comprovat la presencia, en tots ells,
de motius de repeticié6 de reconeixe-
ment de la colina. Aquests motiu repe-
tit, organitzat sempre en moduls, ha de
ser evolutivament molt flexible, perque
aquests moduls poden canviar de posi-
cié, i poden aixi estar en posicié N-ter-
minal o C-terminal. Probablement aixo
podria voler dir que, al llarg de ’evolu-
cié, no solament és aquest conjunt de
gens el que déna caracterfstiques fenoti-
piques i estabilitat als bacteris, sind que
molt possiblement hi ha intercanvis.

Tornant al tema que ens ocupava, els en-
zims litics com Iyz4 sén fonamentals,
en el bacteri, per a dur a terme el procés
infeccids, doncs es solen ancorar en les
particules periferiques bacterianes, con-
vertint-se en part important del feno-
men d’adhesié. A més, la manera en que
s’uneixen a la paret o a la membrana pot
canviar molt d’un bacteri a un altre. En
el cas dels pneumococs, i amb I’ajuda
dels cristal 1ografs, hem posat de mani-
fest una forma peculiar d’unié a la paret
cel lular, donat que no es tracta d’una
uni6é covalent. Observem que les regi-
ons C-terminals de reconeixement de la
colina tenen una estructura de solenoide
formada exclusivament per lamines J3,
amb un gir levogir, format per aquells
grups de 20-21 aminoacids que tenen
els motius dels quals he parlat anteri-
orment. I, enmig de cada dos d’aquests
motius, s’estableix una estructura en la
qual es formen unes cavitats hidrofo-
bes, constituides essencialment per ami-
noacids aromatics com el triptofan i
la treonina, i on s’encaixen les colines.
Una cavitat d’aquestes evidencia el mo-
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tiu de tanta especificitat, doncs té una
estructura tal que només doéna cabuda
a qué entrin molécules de tipus colina,
doncs només elles alliberen un catié =
que compensa les carregues hidrofobi-
ques i encaixa alla fortament per a for-
mar aquestes estructures de reconeixe-
ment entre enzim i el substrat. Aquesta
és Pexplicacié de per qué sense colina
no hi ha activitat LyzA.

Tot aixo ens va dur a postular que els
enzims litics dels pneumococs i els seus
fags tenen una estructura modular on un
dels moduls té una regié de reconeixe-
ment i una regié on hi ha un centre ca-
talitic. Empero, en un dels fags que hem
estudiat varem veure que la seva estruc-
tura ja era per se modular, és a dir, era
una estructura modular interespecifica,
per la qual cosa el que varem veure és
que té en comu amb els enzims litics de
pneumococ el fet que posseeix una regio
de reconeixement de colina en la paret.
Pero la part N-terminal no s’assembla-
va a la regié terminal d’altres amidases,
com la IytA, sin6é que era quasi identi-
ca a la regié6 N-terminal d’un enzim li-
tic d’un fag de Lactococcus lactii. Es a dir,
que allo que haviem vist era en realitat
un enzim quimeric, la qual cosa indica-
va molt probablement que aquests bac-
teris i aquests fags s’intercanviarien els
enzims -1 per suposat els seus gens- que,
després, la seleccid s’encarregaria de dur
a bon port. Aixi, en algunes situacions,
com passa en el cas del pneumococ, a
Penzim primigeni li suposa grans avan-
tatges catalitiques adquirir aquesta regio
d’unié a la colina, doncs li permetra una
unié més ferma al substrat i el podra de-
gradar millor.

L’aillament i intercanvi de motius, pro-
bablement és un fenomen relativament
freqient. Allo que nosaltres observem
és que els motius que donen el reconei-
xement existeixen com a restes O rema-
nents (de 'angles remnants). Quan un fag
com el que estudiem s’integra en el ge-
noma d’un bacteri, trobem situacions en
les quals a part del gen que duu el bacteri
per a IyztA, existeix un gen Lyz4 mutat
que, quan s’integra el fag, genera una si-
tuaci6 en la qual es troba un gen intacte
I d’altres gens en els quals, per escisions
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anteriors anormals de fags, es creen si-
tuacions en les quals aquests motius dels
quals he estat parlant es poden mutar,
canviar i millorar, i, en determinats mo-
ments, intercanviar amb veins proxims.
En el laboratori, a partir de tots els en-
zims litics dels quals disposem, hem
pogut crear diversos enzims quimerics.
Modificant la regi6 limitrof entre la re-
gi6 de reconeixement del substratila re-
gi6 catalitica, hem introduit mutacions
que faciliten recombinacions que donen
lloc a gens litics de sistemes bacterians
separats de pneumococ, i obtenim en-
zims funcionals que fenotipicament sén
com un hibrid que exhibeix propietats
caracteristiques recombinants de les que
tenien les cel lules parentals els gens
que hem recombinat. Un altre grup del
nostre laboratori va trobar resultats si-
milars amb el fag CPL1, que posseeix
una regié de reconeixiement quasi idén-
tica a la que aquf es comenta.

Abans de concloure, m’agradaria citar
telegraficament algunes altre relacions
fag-bacteri. Una d’elles, d’evidencia ex-
perimental indirecta, és un terme apare-
gut molt recentment, els zorons, de 'an-
gles more on (more on DNA = més DNA).
Aquesta teoria, postulada per Hein-
drich, ve a dir que els genomes dels fags
s’han anat formant a través d’un feno-
men d’acrecid, i que aixo va passar ori-
ginalment perque un fragment de DNA
d’un bacteri va mutar i va ser capag de
donar lloc a un cert tipus de proteines

que es reconeixen en un fag, com la pro-
teina D, que és la que permet 'ensam-
blatge del fag. Aquest fragment poste-
riorment atraparia molécules de DNA
que es van anar incorporant per aquest
sistema d’addici6 de morons. Aquesta
és, pero, una teoria molt recent i no de-
mostrada. Empero, quan s’analitzen els
fags i es comparen amb d’altres, s’obser-
va que hi ha uns gens que sén d’adqui-
sicié recent, i que posseeixen una scrie
de caracteristiques comunes. Una d’elles
és que tenen el seu propi promotor i el
seu propi terminador, i no sén transpo-
sons, sindé que apareixen probablement
per recombinaci6 il legitima, que és més
abundant del qué semblava —almenys en
procariotes. Alguns d’aquests gens sén
interessantissims i codifiquen per a pro-
teines tan importants com les metilases,
que confereixen un gran avantatge se-
lectiu per als fags, doncs els confereixen
resisténcia contra enzims de restriccio.

Un altre exemple de relacié fag-bacteri
son les biopel licules. Els bacteris con-
reats en laboratotri creixen en medis i
condicions optimes que possiblement
estan molt lluny de ser les que aquests
mateixos bacteris troben en 'ambient
exterior. En "ambient hi ha d’haver més
limitacions a la proliferacié. Possible-
ment en les pel licules existeixin també
fags que permetin la difusié de determi-
nats bacteris i en promocionin la forma-
ci6 de colonies, essent doncs un avantat-
ge per a la seva proliferacio.
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