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... a Daniel, mi compariero en este viaje.






(Por qué la tierra es mi casa?

(Por qué la noche es oscura?

(Por qué la luna es blancura

que engorda como adelgaza?

(Por qué una estrella se enlaza

con otra, como un dibujo?

Y (por qué el escaramujo

es de la rosa y del mar?

Yo vivo de preguntar,

saber no puede ser lujo.

Silvio Rodriguez
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Abreviaturas

ADN

ATP

BSA
C-terminal
CCD

DTT
EDTA
EMSA
ESRF

IHF

MAD
MPD
N-terminal
SAD
SDS-PAGE
PDB

PEG

oriT

T4SS

Deoxyribonucleic acid

Adenosine triphosphate

Bovine Serum Albumin

Carboxy terminal

Charge Coupled Device

Dithiothreitol

Ethylenediaminetetraacetic acid
Electrophoretic Mobility Shift Assay
European Synchrotron Radiation Facility
Integration Host Factor

Multiple wavelength Anomalous Diffraction
2-methyl-2,4-pentanediol

Amino terminal

Single wavelength Anomalous Diffraction
Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis
Protein Data Bank

Polyethylene glycol

Origen of transfer

Type 4 secretion system
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1. INTRODUCCION






1. Introduccion

1.1. La transferencia horizontal de genes en bacteria

La transferencia horizontal de genes, también conocida como transferencia
lateral, es el proceso mediante el cual un organismo es capaz de transferir material
genético a una célula no descendiente. Es un proceso muy comun entre los organismos
procariotas, en particular las bacterias, y gracias a €l, éstas son capaces de adquirir

rasgos adaptativos nuevos, como es la resistencia a antibioticos.

Existen tres mecanismos principales a través de los cuales dicha transferencia
puede realizarse: la transformacion, la transduccion y la conjugacion. La figura 1.1

representa esquematicamente estos tres mecanismos.
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Figura 1.1. Representacion esquematica de los tres procesos fundamentales de transmision de ADN en
las bacterias: (a) transformacion mediante la adquisicion de ADN desnudo del medio, (b) transduccion a
través de un bacteriofago que actiia como vector de transmision y (c) conjugacion mediada por un

pldasmido. (http://www.scq.ubc.ca/attack-of-the-superbugs-antibiotic-resistance/)



En el proceso de transformacion, la célula es capaz de adquirir fragmentos de
ADN del medio que la rodea y posteriormente integrarlo a su propio genoma a través de
recombinacion homologa o por transposicion de fragmentos especificos del ADN

adquirido.

En el proceso de transduccion, el ADN es introducido a la célula receptora con
la ayuda de un bacteriofago, que acttia de vector para la transmision. La infeccion
mediante el fago comienza con la union de éste a receptores especificos presentes en la
superficie de la célula huésped y la posterior inyeccion de su genoma dentro de la

célula.

El tercer, y ultimo mecanismo, es el proceso de conjugacion y en ¢l la
transferencia se efectia mediante contacto celular entre dos bacterias produciéndose la
transferencia de ADN de una de ellas (dadora) a la otra (receptora). Es en este proceso

que se centra el presente trabajo, estudiandolo en detalle a nivel molecular.

1.2. El proceso de conjugacion bacteriana

La habilidad de las bacterias Gram-negativas para transferir su material genético,
mediante el proceso de conjugacion, fue descubierto en el ano 1946 en cultivos de
Escherichia coli por Lederberg y Tatum (Lederberg and Tatum, 1946). Asimismo, afios
mas tarde, se descubrio que las bacterias Gram-positivas también poseian esa capacidad
(Grohmann et al., 2003; Scott and Churchward, 1995; Ton-That and Schneewind,
2003).

La rapida adquisicion de rasgos adaptativos nuevos convierte a este proceso en
uno de los mecanismos mas relevantes en la evolucion bacteriana (de la Cruz and
Davies, 2000; Ochman et al., 2000) y su estudio puede ser clave para el disefio racional
de nuevos farmacos que sean capaces de inhibir este mecanismo de adquisicion de

resistencia a antibioticos.

La transmision de material genético, en el proceso de conjugacion, es mediada

por la transferencia de una molécula circular de ADN extra-cromos6mico, llamada



plasmido, y que posee la capacidad de replicarse a si misma.

Existen dos tipos diferentes de plasmidos que pueden ser transmitidos durante la
conjugacion: los plasmidos conjugativos y los plasmidos movilizables (Francia et al.,

2004).

Los plasmidos conjugativos tienen la caracteristica de ser auto-transmisibles ya
que contienen la informacion genética necesaria para codificar las proteinas
involucradas en la formacion del sistema de secrecion. Estos plasmidos son, no sélo
capaces de transferirse entre cepas bacterianas de la misma especie, sino que también
pueden hacerlo entre grupos filogénicamente alejados, hongos, plantas e incluso células
de mamiferos (Christie, 2001; Christie and Cascales, 2005; Christie and Vogel, 2000;
Ding et al., 2003; Seubert et al., 2003; Waters, 2001), y es por este motivo que también
se los suele llamar plasmidos promiscuos. Este es el caso de las familias de plasmidos F

(IncFT), R388 (IncW), pKM101 (IncN) o RP4 (IncPa) (Schroder and Lanka, 2005).

Los plasmidos movilizables, por el contrario, no son capaces de auto-
transmitirse y deben ser asistidos por los pldsmidos conjugativos, coexistentes en la
bacteria, quienes les aportan las funciones conjugativas necesarias para su transmision.
Ejemplo de este tipo de plasmidos son los plasmidos de las familias RSF1010, ColE1,
CloDF13 o pMV158 (Francia et al., 2004).

Los genes de los plasmidos conjugativos codifican, en dos regiones diferentes,
las proteinas involucradas en el proceso de conjugacion. La primera, es la region de
replicacion y transferencia de ADN o Dtf (DNA transfer and replication) y la segunda,
es la region de formacién del par de union o Mpf (Mating pair formation) (Backert and

Meyer, 2006; Christie et al., 2005; Silverman, 1997).

Las proteinas codificadas por la region Dtf son las responsables de preparar la
cadena de ADN a ser transferida y estan involucradas en la formacion del relaxosoma y
su acoplamiento con el sistema de secrecion (Ziegelin et al., 1989). Las proteinas del
Mpf son, en cambio, las piezas constituyentes del sistema de secrecion y las encargadas
de formar el conducto trans-membranal que conectard ambas células (incluyendo el
apéndice proteico llamado pilus en las baterias Gram-negativas) y permite el pasaje del

5



ADN hacia la célula receptora.

1.3. La maquinaria molecular de la conjugacion

Para lograr ser transferida, la molécula de ADN debe ser capaz de sortear una
serie de barreras que le dificultan el pasaje. A modo de ejemplo, en bacterias Gram-
negativas podemos citar, la presencia de la membrana interna hidrofobica, las nucleasas
que se alojan en el periplasma, o la carga negativa de la membrana externa
(Dreiseikelmann, 1994). Las bacterias han desarrollado, para superar estos obstaculos,
una compleja maquinaria molecular constituida por diferentes componentes multi-

proteicos.

Estos componentes multi-proteicos pueden ser agrupados en tres moédulos
funcionales diferentes: 1) el relaxosoma (Lanka and Wilkins, 1995; Wilkins and Lanka,
1993), ii) el conducto trans-membranal, y iii) la proteina de acoplamiento (Gomis-Ruth

et al., 2004; Llosa and de la Cruz, 2005) (figura 1.2).

ESPACIO ik
EXTRACELULAR 8

Membrana
Externa

PERIPLASMA

Membrana
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PROTEINA DE
ACOPLAMIENTO

SISTEMA DE SECRECION

Figura 1.2. Maquinaria conjugativa del plasmido R388 de Escherichia coli en el que se indican el

relaxosoma, la proteina de acoplamiento y el conducto trans-membranal del sistema de secrecion.



El relaxosoma es el complejo nucleo-proteico responsable de iniciar el proceso
de transferencia mediante el corte especifico de un enlace fosfo-diester de la cadena de

ADN en el origen de transferencia de la misma (ori7).

El conducto trans-membranal constituye propiamente el sistema de secrecion a
través del cual pasard la cadena de ADN y se conecta con el relaxosoma mediante la

proteina de acoplamiento.

Este conducto pertenece a la familia de los sistemas de secrecion de tipo IV
(T4SS). Estos sistemas no solo son capaces de translocar el ADN a través de la pared
celular, sino que, ademads, pueden transferir macromoléculas, toxinas multiméricas o
complejos proteina-ADN a través de ella (Backert and Meyer, 2006; Burns, 2003;
Cascales and Christie, 2003; Chen et al., 2005; Christie, 2004; Llosa and O'Callaghan,
2004; Sexton and Vogel, 2002).

1.3.1. El relaxosoma

Est4 constituido por una proteina relaxasa/helicasa, responsable del corte de la
cadena de ADN y del desenrollamiento del ADN plasmidico, asi como de un conjunto
de proteinas auxiliares. La relaxasa también actia como proteina piloto, guiando al
ADN a través del canal de secrecion. El proceso es impulsado energéticamente por las

ATPasas que forman parte del mismo.

Las proteinas del relaxosoma se unen de manera especifica a una corta secuencia
de ADN denominada origen de transferencia (oriT), donde el proceso de transferencia
se inicia y termina. La activacién del relaxosoma se produce una vez que la célula
dadora entra en contacto con la célula receptora (Durrenberger et al., 1991). La
asociacion entre ambas es mediada por el conducto trans-membranal, que estd formado
por una docena de proteinas. El apéndice extracelular de dicho conducto, el pilus, es el
encargado de unirse a la superficie de la célula receptora permitiendo que se establezca

un estrecho contacto entre ambas.



1.3.2. La proteina de acoplamiento

La proteina de acoplamiento es una pieza clave en los sistemas conjugativos. Sin
ella la translocacion de ADN no seria posible debido a su papel como nexo entre el
relaxosoma y el sistema de secrecion (Cabezon et al., 1997; Firth et al., 1996; Gomis-

Ruth et al., 2004; Moncalian et al., 1999a; Santini and Stanisich, 1998).

Es una proteina integral de la membrana interna y presenta un dominio N-
terminal trans-membranal y un dominio C-terminal citoplasmatico. En su secuencia se
reconocen los motivos Walker A y Walker B, caracteristicos de las proteinas de union a
NTP (Walker et al., 1982), y se especula que su actividad NTPasa contribuye al aporte

energético de la maquinaria de secrecion (Cabezon and de la Cruz, 2006).

Algunos ejemplos de proteinas integrantes de esta familia son: las proteinas
TrwB del plasmido R388 de Escherichia coli, TraD y TraG de varios plasmidos Gram-

negativos y VirD4 de Agrobacterium tumefaciens.

1.3.3. El sistema de secrecion (T4SS)

De acuerdo a su funcidn, en la mayoria de los casos putativa, y su ubicacién
celular, las proteinas que componen el sistema de secrecién pueden clasificarse en tres
grupos: 1) las ATPasas citoplasmaticas o asociadas a la membrana interna; ii) las que

forman el nucleo central del canal de secrecion; y iii) las que componen el pilus.

El ensamblado del sistema es un proceso que se supone que ocurre en cuatro
etapas (Christie et al., 2005). El primer paso implica la formacion del complejo que
constituye el ntcleo central del canal de secrecidon y que atraviesa la membrana celular.
Una vez formado, a éste se acoplan las proteinas asociadas a la formacion del pilus. El
siguiente paso es la formacion de la estructura basal de la membrana interna mediante la
anexion de una de las ATPasas citoplasmaticas y el proceso finaliza con el ensamblado

del pilus.



Aunque han sido propuestos varios modelos que intentan explicar como la
cadena de ADN, unido covalentemente a la relaxasa, es translocado a través de este
conducto, atin se desconocen los detalles precisos de este proceso a nivel molecular.
Actualmente, se postulan tres modelos: el modelo de canal (channel model), el modelo
ping-pong (ping-pong model) (Atmakuri et al., 2004) y el modelo disparo-bombeo
(shoot-and-pump model) (Llosa et al., 2002).

En los tres casos se parte de la base que, previo al pasaje, la cadena polipeptidica
de la relaxasa unida al ADN debe ser desplegada por una de las ATPasas
citoplasmaticas. En el modelo de canal, se postula que la cadena polipeptidica
simplemente se traslada junto con el ADN a través del conducto en un proceso en el que
las ATPasas suministran la energia necesaria. En el modelo ping-pong la cadena
polipeptidica y el ADN, pasan primero a través de la proteina de acoplamiento, que se
dispone en forma de hexdmero en torno a la base del sistema de secrecion acoplandose
al mismo, y luego continlan su camino atravesando la membrana interna por el
conducto de secrecion (Atmakuri et al., 2004). En el modelo disparo-bombeo, luego de
que la cadena polipeptidica ha atravesado la membrana interna, la proteina de
acoplamiento se dispone de manera tal que comienza a bombear a la cadena de ADN

para ayudarlo a atravesar el canal (Llosa et al., 2002).

1.4. El sistema conjugativo R388 de Escherichia coli

El plasmido conjugativo R388 de E. coli pertenece al grupo de incompatibilidad
IncW y es uno de sus representantes mejor estudiado de este grupo de plasmidos. En el
plasmido R388, las proteinas necesarias para montar la maquinaria que hace posible el

proceso de conjugacion estan codificadas en los genes trw.
1.4.1. El ensamblaje del relaxosoma
La arquitectura del relaxosoma ha sido estudiada en detalle por Moncalian y

colaboradores (Moncalian et al., 1997; Moncalian et al., 1999b). El mismo se ensambla

con tres proteinas TrwC (la relaxasa/helicasa), TrwA (reguladora de la transcripcion) y



IHF (Integration Host Factor) unidas a la cadena de ADN en el origen de transferencia

(oriT) (figura 1.3).

Figura 1.3. Organizacion del relaxosoma del plasmido R388 de Escherichia coli. Las proteinas IHF y

TrwA auxilian a la relaxasa/helicasa TrwC en el procesamiento del ADN

La actividad helicasa de TrwC separara la cadena de ADN que ha sido cortada
de su complementaria, permitiendo la regeneracion de la doble cadena mediante la
sintesis replicativa de esta ultima por medio de polimerasas (Kingsman and Willetts,
1978). Este proceso es una variante del mecanismo de replicacion conocido como

“rolling-circle” (RCR) (Furuya and Komano, 2000; Kramer et al., 1997).

1.4.2. La relaxasa/helicasa TrwC

TrwC es la relaxasa encargada de iniciar el proceso de conjugacion en el sistema
conjugativo del plasmido R388 de E. coli. Cuenta con 996 residuos y tiene un peso
molecular de 108 kDa, distinguiéndose en ella dos dominios funcionales diferentes. El
reconocimiento del enlace fosfo-diéster a cortar, las actividades endonucleasa, relaxasa
y de trans-esterificacion se sitian en el dominio N-terminal, mientras que su actividad

helicasa se concentra en el dominio C-terminal (Llosa et al., 1996).
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Los pasos de iniciacion y finalizacion de la replicacion conjugativa del ADN son
catalizados por dos tirosinas cataliticas (Tyrl8 y Tyr26) junto con una triada de
histidinas (His150, His161, His163) que coordinan un metal divalente y que es esencial

para la actividad relaxasa de la proteina (Grandoso et al., 2000).

La proteina es capaz de reconocer el sitio de corte en el ADN (nic) gracias a una
secuencia repetida invertida de 6 pares de bases en la cadena de ADN que adopta un
plegamiento caracteristico en forma de horquilla (Guasch et al., 2003). Para ello el
ADN es localmente deformado y estabilizado por las proteinas TrwA y el IHF que

auxilian a TrwC en el proceso.

Luego del corte inicial de la cadena de ADN, el extremo 5’ del nic permanece
covalentemente unido a la tirosina catalitica Tyr18 mediante un enlace 5’-fosfotirosil,
mientras que el nuevo extremo 3’ generado es liberado (Llosa et al., 2002; Wilkins and
Lanka, 1993). TrwC se mueve entonces de manera procesiva a lo largo de la doble
cadena de ADN en la direccion 5° — 3’ desenrolldndola. La ADN polimerasa III
acompafia en su movimiento a la TrwC, encargandose de la sintesis de la cadena
complementaria. Cuando TrwC alcanza nuevamente el sito de corte (nic) reconoce la
horquilla caracteristica y se produce entonces un segundo corte seguido de la

finalizacion de la reaccion y la formacion de un nuevo ADN circular de simple cadena.

Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la relaxasa es transportada
junto con el ADN a la célula receptora, atravesando el sistema de secrecion, y por lo
tanto es en ella donde la reaccion de terminacion debe tener lugar (Draper et al., 2005;

Garcillan-Barcia et al., 2007).

Para intentar explicar como TrwC es capaz de realizar ese segundo corte, se ha
propuesto un modelo en el que la proteina modifica su estado de oligomerizacion. De
acuerdo con este modelo, el corte inicial es realizado por la proteina como dimero. Al
disociarse posteriormente, de manera tal que el monémero covalentemente unido al
ADN se encargaria de conducirlo en su pasaje hacia la célula receptora, mientras que el

monomero libre permaneceria en la célula dadora desenrollando la cadena de ADN.
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1.4.2.1. Estructura cristalina del dominio N-terminal de TrwC en complejo con ADN

En 2003 fue reportada la estructura cristalina del dominio N-terminal de la
relaxasa TrwC (Guasch et al., 2003) (figura 1.4), asi como la de su proteina homologa

Tral del plasmido F (Datta ef al., 2003), ambas en complejo con ADN.

Figura 1.4. Estructura del dominio N-terminal de TrwC en complejo con ADN. El
oligonucleotido de 25 bases comprende el origen de transferencia reconocido por TrwC justo antes del

sitio de corte.

El dominio N-terminal de TrwC, como el de Tral, presenta un plegamiento
global analogo al dominio nucleasa de la proteina iniciadora de la replicacion
plasmidica RepB (Boer et al., 2009), al de las proteinas virales Rep (Campos-Olivas et
al., 2002; Hickman et al., 2002), al del dominio de unién a ADN de la proteina El
encargada de la iniciacion de la replicacion del virus del papiloma (Enemark et al.,
2002) y al del dominio de union a ADN en el origen de replicacion del antigeno-T
SV40 (Meinke et al., 2006).
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Por su topologia, todas estas proteinas forman parte de la misma familia (Murzin
et al., 1995), y exhiben el plegamiento caracteristico del dominio de union al origen
de replicacion, el cual comprende un ntcleo central formado por cinco hebras beta y dos

hélices alfa que se cruzan en diagonal en una cara de la hoja beta (figura 1.4).

Por otra parte, el nicleo estructural central de TrwC también se asemeja al
observado en las polimerasas de ADN y recuerda, por su morfologia, a una mano
derecha. La “palma” estd formada por la hoja beta central y dos hélices alfa paralelas
(a5 and a7) que la flanquean por una de las caras, mientras que otras dos hélices alfa lo

hacen por la otra cara (ol and a10) (figura 1.5).

ADN polimerasa |

Figura 1.5. Plegamiento del dominio N-terminal de TrwC que recuerda la morfologia en forma
de mano derecha observada en las ADN polimerasas 1. Los elementos estructurales que constituyen el

pulgar en estas ultimas, no obstante, no estan presentes en el caso de TrwC.

La hoja beta central junto con los “dedos” de la proteina delimita, una extensa
hendidura donde se sitia una cadena sencilla de ADN, luego de la horquilla. Esta
cadena sencilla de ADN continta en direccion al sitio activo y en las cercanias de las

bases G22, T23 y C24 se produce un marcado giro en forma de U de su extremo 3’.

La base G22 se apila paralela a la base C24, y la T23 se dispone practicamente
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perpendicular a la G22 estableciendo enlaces de hidrogeno con ella y con el grupo
amino del residuo SeMetl de la cadena polipeptidica (figura 1.6). Esta red de

interacciones posibilita y estabiliza el pronunciado giro de la cadena de ADN.

Figura 1.6. Detalle del giro en U del extremo 3’ de la cadena de ADN. Las bases G22 y C24 se apilan
paralelas, y la base T23 establece enlaces de hidrogeno con la base G22 y la SeMet 1.

1.4.2.2. La arquitectura del sitio activo

Las proteinas Rep, asi como TrwC, son enzimas involucradas en la trans-
esterificacion y sus centros activos estan definidos por una tirosina catalitica y un
motivo de unién a metal HXH. Sin embargo, una permutacion circular entre ellas hace
que la posicion del residuo catalitico (Tyr) en las relaxasas se sitiie cercano al extremo

N-terminal y al C-terminal en las Reps.

En el caso particular de TrwC, el sitio activo se constituye por una tirosina
catalitica (Tyrl8) y una triada de histidinas (His150, His 161 y His163) que aloja un

metal (figura 1.7). Se observa también la presencia en el sitio activo de un aspartico,
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Asp85, y una arginina, Argl54, que establecen contactos con los residuos anteriormente

mencionados.

Figura 1.7. Detalle del centro activo del complejo TrwC-ADN25 en la que se observa la tirosina

catalitica (Tyrl8), la triada de histidinas (His150, His161 y His 163) y el metal coordinado por ellas.

Un oxigeno del grupo carboxilo del Asp85 participa de un enlace de hidrogeno
de tres centros con el oxigeno del grupo hidroxilo de la Tyrl8 y el nitrogeno 61 de la

His163, quien a su vez se apila paralela a la Tyrl8.

El i6n metalico (Zn*") se encuentra coordinado por la triada de histidinas
(His150, His161 y His163) y completa su esfera de coordinacion tetraédrica con una

molécula de agua.

Si bien este trabajo preliminar permitio inferir importantes detalles estructurales

de la interaccion proteina-ADN, muchos otros interrogantes quedaron pendientes, entre
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los que se incluyen la naturaleza quimica del metal bioldégicamente activo, el rol preciso

de este metal, y la actividad del residuo tirosina en el mecanismo catalitico.

1.4.2.3. El mecanismo catalitico

Como en el caso de las topoisomerasas y recombinasas, las relaxasas, también
utilizan el ataque nucleofilico por medio de tirosinas en las reacciones de transferencia
de ADN. Esto sugiere que sus mecanismos de accion son similares, sin embargo, la
presencia del metal en el centro activo en el caso de la relaxasa TrwC y su vinculacion

con el mecanismo catalitico, indican que los mecanismos tienen que ser diferentes.

La estructura de complejo de TrwC con el oligonucledtido de 25 bases aportd
informacion relevante, sin embargo, no fue posible establecer un mecanismo catalitico
preliminar. Asimismo, el papel preciso de la segunda tirosina catalitica Tyr26 no pudo
establecerse debido a que el desorden estructural en la zona de localizacion de este

residuo impidié su modelado en la estructura.

Por otra parte, se observo que un par de iones sulfato localizados cerca del sitio
de corte podrian estar mimetizando la posicién de dos grupos fosfato del ADN que
definirian las direcciones de dos rutas de salida que las cadenas de ADN podrian utilizar

después del corte.

La separacion de los caminos se localiza proxima al sitio de union del metal y
sus direcciones siguen el eje longitudinal horizontal de la TrwC y el perpendicular a este
(figura 1.8). Si bien la hipdtesis es razonable en funcion de la evidencia experimental
disponible, no pudo ser confirmada debido a la imposibilidad de obtener cristales con

oligonucleotidos mas largos, que contengan el enlace fosfo-diéster a cortar.
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Figura 1.8. Posibles rutas de salida de la cadena de ADN luego del corte indicadas por la posicion de

los grupos sulfatos que mimetizan a los fosfatos de la cadena de ADN.

1.4.3. Las proteinas auxiliares TrwA e IHF

TrwA se une bajo la forma de tetramero al origen de transferencia (oriT) en dos
puntos de union que se encuentran alejados del sitio de corte (nic) (Moncalian et al.,
1997) y se ha demostrado que cumple dos roles fundamentales e independientes en el

proceso de conjugacion.

La unién de TrwA a una secuencia especifica de reconocimiento en el origen de

transferencia (oriT) provoca la represion de la transcripcion del operon trwABC. Este
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operon es el encargado de codificar las proteinas TrwA, TrwB y TrwC que son
indispensables para el proceso de conjugacion (Moncalian and de la Cruz, 2004) y por

lo tanto esto sugiere que TrwA tiene un papel clave en la regulacion de dicho proceso.

Asimismo, TrwA participa en la preparacion del oriT ayudando a la relajacion
de la cadena de ADN superenrollado, asistiendo en este proceso a la proteina TrwC, que

es la encargada de catalizar el mismo (Moncalian and de la Cruz, 2004)

La estructura cristalina de la proteina homologa CopG del plasmido pMV 158 en
complejo con ADN, demostrd como el reconocimiento del ADN se realiza mediante un
dimero de dimeros (Gomis-Ruth et al., 1998). Se ha demostrado, por otra parte, que la
doble cadena de ADN puede ser curvada mas de 120° por la accién de dicho tetramero

(figura 1.9).

Figura 1.9. Estructura cristalina de la proteina CopG del plasmido pMV158 de Streptococcus agalactiae,
homologa a TrwA del plasmido R388 de Escherichia coli.

IHF es una proteina heterodimérica que, al igual que TrwA, se une al oriT en dos
sitios diferentes (Moncalian et al., 1999b). En el relaxosoma, IHF actia modificando la

topologia del ADN en el sitio donde la relaxasa tiene que actuar y facilita de esta

18



manera la reaccion de corte de la TrwC (Howard et al., 1995).

La estructura tridimensional de IHF en complejo con ADN (Rice ef al., 1996)
demostré que las dos subunidades componentes de IHF son estructuralmente

equivalentes pese a solo poseer un 30% de identidad de secuencia.

El extremo N-terminal, formado por dos alfa hélices consecutivas y tres hebras
beta dispuestas en una hoja beta anti-paralela, son responsables de la dimerizacion de la
proteina. El domino de unién a ADN penetra en el surco menor de la doble hélice de
ADN y lo obliga a adoptar una conformacion que forma una vuelta en U de

aproximadamente 160° (Rice et al., 1996) (figura 1.10).

Figura 1.10. Estructura cristalina de IHF de Escherichia coli en complejo con ADN.
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1.5. El sistema movilizable pMV'158 de Streptococcus agalactiae

El plasmido pMV158, aislado de la bacteria Gram-positiva Streptococcus
agalactiae, es el representante prototipico de la super-familia de plasmidos movilizables

pMV 158 (Burdett, 1980).

Este plasmido puede ser movilizado por un amplio rango de bacterias huésped,
asociandose a sus respectivos plasmidos conjugativos. Este el caso, por ejemplo, de los
plasmidos pIP501/pAMB1 (Priebe and Lacks, 1989) de bacterias Gram-positivas, 6 el
RP4 y el R388 (Farias ef al., 1999) de bacterias Gram-negativas.

Desde el punto de vista de su organizacion génica el plasmido pMV 158 posee
tres regiones claramente diferenciadas, que estan relacionadas con el control de la
replicacion, la resistencia de tetraciclina y la movilizacion del plasmido (figura 1.11).
La region de movilizacion, en particular, estd compuesta de un unico gen que codifica la
relaxasa necesaria para la iniciacién del proceso y por la secuencia de iniciacion de la

transferencia (oriT).

N - I = N e

CopG RepB [etl Aobl

CONTROL REPLICACION  RESISTENCIA MOVILIZACION
TETRACICLINA

Figura 1.11. Esquema de la organizacion génica del plasmido pMV158 donde se diferencian tres
regiones. La region de control de la replicacion comprende el dso (double strand origin) y codifica las
proteinas CopG y RepB. La resistencia a tetraciclina esta dada por la proteina TetL codificada en la

region de resisencia. Y por ultimo, la region de movilizacion que codifica la relaxasa MobM.

Como en el caso de los plasmidos conjugativos, el inicio de la transferencia de la
cadena de ADN comienza con el ataque nucleofilico por parte de una relaxasa a un
enlace fosfo-diéster especifico (sitio nic) que se situa en el oriT del plasmido (Byrd and

Matson, 1997).
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Esta reaccion es andloga a la que se produce al comienzo del proceso de
replicacion del plasmido, siendo en ese caso la proteina RepB, codificada en la region
de control de la replicacion, la encargada de reconocer y cortar el enlace especifico en la

region dso (double strand origin).

Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con las relaxasas involucradas en los
procesos de movilizaciéon o conjugacion, luego del corte la proteina RepB no permanece
unida al ADN (Moscoso et al., 1997). Desde el punto de vista bioquimico puede
considerarse que estas dos proteinas que codifica el plasmido pMV158 y que son las
encargadas de la relajacion del ADN en los procesos de replicacion y movilizacion, son

funcionalmente diferentes.

1.5.1. El origen de transferencia (oriT)

Las secuencias especificas de ADN, que son capaces de reconocer y cortar las
relaxasas codificadas por la super-familia de plasmidos pMV158, se encuentran muy
conservadas (figura 1.12), originando un motivo comun que es caracteristico en la
familia. Este motivo se define por un conjunto de entre 7 a 10 nucleétidos de secuencias
repetidas e invertidas (IR) que forman una horquilla que termina en un lazo que esta

formado generalmente por 6 nucleotidos.

pMV158 T AAAGTATAGTGTOGTTATACTTT A
pE194 AT AAGTOCTAGTGTGTTAGATCTTTA
pVA380-1 T AAA GGG CTAGTATCGTTACATCTTT A
pTA1060 T T TGGT GTAGTGT CGTTATGCATCATCTC A
Tn4555 G TAGTTATAGTGGGGCTATATTCARAT
R388 G 6T GCGTATTGTTCTATAGSGC

F T TTGCGT GGG 6T GTGGTGC

Figura 1.12. Alineamiento de los origenes de transferencia (oriT) en plasmidos de la familia pMV158 y
comparacion con la de los plasmidos R388 y F. En la figura se han resaltado las bases conservadas en

amarillo y se indican los sitios de corte (nic).
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La formaciéon de la horquilla en el ADN super-enrollado, producto de la
presencia del motivo IR, es similar a la observada previamente en el origen de

transferencia (oriT) del plasmido conjugativo R388.

En el oriT del plasmido movilizable pMV158, sin embargo, se pueden
identificar dos pares de secuencias de bases IR. Estas secuencias, que se denominan
IR-2 e IR-3, son las responsables de generar dos posibles conformaciones del origen de

transferencia (oriT) de dicho plasmido (figura 1.13).

\/
O -CCACACACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTGITATACTTTA-3”
oriT plasmido pMV158
AT o ‘
t G 4 t ,ﬂ.\ /3'
I | === / G-T-G-T-G
O A a L L L)

10— A=T by L-A-C-A-C_
|1 T—A /g
T—A | |
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A—T / \
T—A A
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Figura 1.13. Secuencia del origen de transferencia (oriT) del plasmido pMV158, indicando los dos

motivos IR presentes asi como las posibles conformaciones que éstos puede adoptar.

La conformacion IR-3 estd favorecida termodindmicamente frente a la
conformacién IR-2 (AGRr,=-4.40 kcal/mol y AGr3=-6.88 kcal/mol (DNA mfold
server, Zuker M., Rensselaer Polytechnic Institute 1996-2009).

Asimismo, los ensayos bioquimicos demuestran que la proteina MobM se une

con mayor afinidad al motivo IR-3 que al IR-2 (resultados no publicados comunicados
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por M. Espinosa & F. Lorenzo).

1.5.2. La relaxasa MobM

La proteina MobM, que posee 494 residuos y un peso molecular 57.9 kDa, es un
dimero en solucion. Estudios realizados mediante ultracentrifugacion analitica y
cromatografia de exclusion molecular, sugieren que el dimero de MobM presenta una

forma elongada elipsoidal (de Antonio ef al., 2004).

La prediccion de estructura secundaria (The DomPred Protein Domain
Prediction Server, http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/dompred/) (figura 1.14), asi como el analisis
mediante dicroismo circular (de Antonio et al., 2004), demuestran que MobM posee un
elevado contenido de hélices alfa, superior al 60%, concentradas en el extremo

C-terminal de la proteina.
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Figura 1.14. Prediccion de la estructura secundaria de la proteina MobM basada en su secuencia

(DomPred server, Marsden et al., 2002)
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Se predice, por otra parte, la existencia de una estructura de tipo “coiled coil”
entre los residuos 257-344 y 429-463 (COILS, Lupas et al., 1991). Es en esta region
que se localizan cinco residuos leucina que constituyen un motivo Leu-zipper

responsable de la dimerizacion de la proteina.

Al igual que en el caso de TrwC y otras relaxasas conjugativas, es en el dominio
N-terminal de MobM donde reside su actividad la relajacion del ADN. Los
alineamientos de secuencia, con relaxasas pertenecientes a la super-familia del plasmido

pMV 158, permiten reconocer la presencia de tres motivos conservados (figura 1.15).

Motivo I Motivo II

1 10 0
pMV158 MYYMVAEMQHMEFAGN .[1 HSK g
pLAB1000 . MEFAVRAEIMTKLIIADN . |1, HSIYE g
pId . MSMLVAEIMO KMESANN .|L HSE o
pT181 MY s IVRIVS KVEISGTNT] YEQE g
pE194 .MSHS ILEVARVI4GSSNT YN KDpN HIE
pUB110 . MEYRVCREMOKVIISAG .|L SRTID E
pTB19 MEYAVCEMOKVIISAG |1 RITIYD E
pS86 . MSKIVRAEIMEKMEDGN .|L Helyp E
pTA1015 MANYRVIIEMEKYESKDR .|L SEINEN j3
consensus>50 .ms..!.Rm.k.K....l.G.g.HngR......

pMV158

10(_3 119 0
pMV158 EQTRTFETRIKNY F‘AEFT]Y?EH an
pLAB1000 AETREKV|ETRAKQYFADNYED 4R
pId KERDRFl§QERTNWFKER Y/JQC KN
pT181 EDTKQFlEYRKEFLEQEYJK Kj)
pPE194 EEIERFlFKDSLEFLENEYJK 4E
pUB110 GEQKRFIJEESYKLFSER Y/EKIC AN
pTB19 GEQKRFE_ESYKLF‘SERY(jK' W
psS86 TDTQAFITDVIVAY|FSDRCGER|C 40
pTA1015 EEQRRYI§ETAVDHLEEKYSAE i 4D
consensus>50 .#...%Fe....... #.yg.gN. n

Figura 1.15. Alineamiento de secuencia de relaxasas pertenecientes a la super-familia del plasmido
pMV158 en el que se muestra los motivos conservados I, 11 y 111.

(ESPripT 2.2, http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/)

Por homologia con los sistemas conjugativos, en los sistemas movilizables el
motivo I es el sitio donde se encuentra la tirosina catalitica encargada de corte de la
cadena de ADN; el motivo II comprende los residuos involucrados en los contactos
proteina-ADN en el extremo 3’ de la region del sitio de corte (nic); y el motivo III
contiene la triada de histidinas que ayudan al ataque nucleofilico de la tirosina mediante

la coordinacién del ion metélico (Francia et al., 2004).
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Sin embargo, en la super-familia del plasmido pMV158 el motivo caracteristico
I se encuentra ausente. En su lugar, se ha sugerido que es en el motivo II el lugar donde
se localiza la tirosina catalitica (Guzman and Espinosa, 1997), aunque hasta el momento

se carece de evidencia experimental que confirme esta hipotesis.

En el caso particular de la proteina MobM, y de acuerdo con esta prediccion, las
histidinas His126, His133 e His135 presentes en el motivo III constituiran la triada
encargada de coordinar el i6n metdlico indispensable para el desarrollo de la actividad
relaxasa y la tirosina Tyr44, presente en el motivo II, seria el residuo catalitico

responsable del ataque nucleofilico al grupo fosfato cuyo enlace fosfo-diéster cortara.

Aunque la naturaleza quimica del metal involucrado en el mecanismo de
catalisis aun es materia de anélisis, los ensayos bioquimicos sugieren al Mg** y al Mn*"
como los metales biologicamente activos. También se ha observado actividad relaxasa
reducida o nula en presencia, respectivamente, de Ca>" o Ba*" y Zn*" (de Antonio et al.,

2004; Guzman and Espinosa, 1997).
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2. Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo es estudiar, desde el punto de vista
estructural, proteinas relaxasas que conforman parte de la maquinaria involucrada en el
proceso de conjugacion bacteriana.

Asimismo, se han definido los siguientes objetivos parciales:

e Identificar la naturaleza quimica y el rol del metal divalente que coordina la

triada de histidinas presente en el sitio activo de las relaxasas.

e Plantear un posible mecanismo catalitico para la reaccion de corte de ADN o

primer paso de la transferencia de cadena.

e Estudiar comparativamente dos diferentes relaxasas, de organismos Gram-

negativos y Gram-positivos, de plasmidos conjugativos y movilizables.
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3. Materiales y métodos

3.1. Preparacion de la muestra

3.1.1. Preparacion de la muestra de proteina

La concentracion de proteina se determind mediante la medicion de la
absorbancia a 280 nm. El coeficiente de extincidn molar € puede ser estimado a partir de
la secuencia de la proteina a través de utilidades disponibles en servidores web

(ExPASy Proteomics Server, http://www.expasy.ch/).

La muestra se concentr6 utilizando unidades de filtrado Centricon (Amicon-
Millipore) con membrana de corte de peso molecular de 10kD, a 4500 g y a 4°C, en una

centrifuga MULTIFUGE 3 L-R Heraeus.
3.1.2. Preparacion de los oligonucledtidos

Los oligonucleotidos se adquirieron en la casa comercial MGW Biotech. Las
muestras, con un grado de pureza HPLC segun el fabricante, se utilizaron sin mediar
pasos extra de purificacion, sometiéndolas a un tratamiento especifico para obtener la

forma de horquilla reconocida por las relaxasas.

El protocolo empleado fue descrito previamente por Guasch y colaboradores
(Guasch et al., 2003) y consiste en disolver el ADN liofilizado en agua mili-Q y
posteriormente someterlo a un proceso de templado, calentandolo durante 15 minutos
en bafio de agua a 80°C y enfriandolo en bafio de hielo a 0°C y con agitacion continua a

300 rpm durante 15 minutos.
3.1.3. Preparacion y purificacion de los complejos proteina-ADN

Los complejos se prepararon, inmediatamente después del tratamiento al ADN,

mezclando muy lentamente la proteina con el ADN en relaciéon molar 1:1.2. Para
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asegurar la completa formacion del complejo, el ADN estd 20% en exceso respecto a la

proteina y la mezcla se deja en incubacion durante 12 horas.

La purificacion se llevo a cabo mediante cromatografia de exclusion molecular,
utilizando una columna Superdex75 10/300 GL o Superdex200 10/300 (GE Healthcare),
dependiendo del peso molecular de la muestra estudiada, y las fracciones
correspondientes fueron concentradas por centrifugacidon con concentradores de

membrana Centricon (Amicon-Millipore).

La concentracion final de las muestras se determino por el método de Bradford

realizando la curva de calibracion con albumina sérica bovina (BSA) (Bradford, 1976).

3.1.4. Complejos TrwC-ADN

3.1.4.1. Preparacion y purificacion del complejo TrwC-ADN25

Para la preparacion del complejo se mezclaron una soluciéon 0.179 mM de la
proteina TrwC en 450 mM de NaCl y 5 mM de Hepes a pH=7.6, con una solucion 0.179
mM del oligonucledtido 5'-GCGCACCGAAAGGTGCGTATTGTCT-3' disuelto en el

mismo tampon y sometido previamente al proceso de templado.

La mezcla proteina-ADN se incub6 durante 12 horas y el complejo asi formado
fue utilizado para los ensayos de cristalizacion. El paso de purificacion por
cromatografia de exclusion molecular se elimin6 porque empiricamente se observd que

esto no afecta ni a la cristalizacidon ni a la calidad de los cristales.

3.1.4.2. Preparacion y purificacion del complejo TrwC N293" 8E_4ADN27

Para la obtencion del complejo se utilizd6 un mutante inactivo de la proteina
TrwC en el que la tirosina catalitica Tyr18 se mutd por una fenilalanina. Al carecer de
actividad relaxasa, es posible la formacion y cristalizacion del complejo con un
oligonucle6tido cuya secuencia comprende el sitio de corte (nic) sin que la proteina sea

capaz de cortarlo.
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Una solucion 0.23 mM del oligonucleétido en 450 mM de NaCl y 5 mM de
Hepes a pH=7.6 del oligonucledtido 5'-GCGCACCGAAAGGTGCGTATTGTCTAT-3'
se mezclo con una solucion 0.23 mM de la proteina TrwC en el mismo tampon. La
mezcla proteina-ADN se incubd durante 12 horas y, como en el caso del complejo
TrwC-ADN25, se utiliz6 la muestra para los ensayos de cristalizacion sin posterior

purificacion.

3.1.5. Complejos MobM-ADN

3.1.5.1. Preparacion y purificacion del complejo MobM-ADN24 (IR-2)

Una solucién 2.5 mM en agua miliQ del oligonucledtido que comprende la
secuencia de reconocimiento IR-2 (5’-TAAAGTATAGTGTGTTATACTTTA-3’), fue
sometido al protocolo de templado preestablecido, mezclandolo posteriormente en
relacion 1.2:1 con una solucidon 0.079 mM de MobM en 20 mM de Tris pH=7.6, 500
mM de NaCl, 1% de grlicerol, ImM de EDTA y 1 mM de DTT, e incubando la mezcla

durante 12 horas.

La purificacion se realizO mediante cromatografia de exclusion molecular
utilizando una columna Superdex 200 10/300 GL (figura 37) eluyendo la muestra con
20 mM de Tris pH=7.6, 500 mM de NaCl, 1% de glicerol, ImM de EDTA y 1 mM de
DTT.

Las fracciones de los tres picos principales se caracterizaron mediante SDS-
PAGE revelado los geles con Coomasie y tincion de plata para la correcta visualizacion
de la proteina y el oligonucledtido. El andlisis de los geles permitié concluir que, dado
que las fracciones 23 y 24 corresponden solamente a la muestra de proteina y la 29 al

ADN la formacioén del complejo no tuvo lugar.
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Figura 3.1. Purificacion del complejo MobM-24ADN (IR-2) mediante cromatografia de exclusion

molecular.

M MobM DNA MobM 18 23 24 29

Figura 3.2. SDS-PAGE (15%) correspondiente a las fracciones 18, 23, 24 'y 29 (Coomasie).
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M MobM DNA MobM 18 23 24 29
DNA

Figura 3.3. SDS-PAGE (15%) correspondiente a las fracciones 18, 23, 24 y 29 (tincion de plata).

Todos los esfuerzos posteriores dirigidos a favorecer la formacion del complejo
(disminucioén de la concentracion de NaCl del tampon, incremento de la proporcion de
ADN, etc.) fueron infructuosos, demostrando la baja afinidad de la proteina por la

conformacion IR-2 a la hora de formar un complejo estable.

3.1.5.2. Preparacion y purificacion del complejo MobM-ADN32 (IR-3)

Una solucion 1.7 mM del oligonucledtido 5’-CACACACTTTA
TGAATATAAAGTATAGTGTGT-3’ cuya secuencia corresponde al IR-3, se sometio
al protocolo de templado. La mezcla proteina-ADN se realizd en una relacion 1:1.2
adicionando al ADN una solucion 0.074 mM de MobM en 20 mM de Tris pH=7.6, 500
mM de NaCl, 1% de glicerol, ImM de EDTA y 1 mM de DTT, e incubando la mezcla

durante 12 horas.
La purificacion de la muestra se realizd mediante cromatografia de exclusion

molecular utilizando una columna Superdex 200 10/300 GL, eluyéndola con el mismo

tampon de la proteina.
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Figura 3.4. Purificacion del complejo MobM-ADN32 (IR-3) mediante cromatografia de exclusion

molecular.

M MobM MobM

DNA DNA MobM M 16 17 18 19

DNA

Figura 3.5. SDS-PAGE (15%) correspondiente a la proteina antes y después de la mezcla con el ADN

(Coomasie) y las fracciones 16, 17, 18 y 19 de la cromatografia de exclusion molecular (tincion plata).

El elevado grado de degradacion e inestabilidad del complejo obligaron a

discontinuar el trabajo con el mismo.
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3.1.5.3. Preparacion y purificacion del complejo MobM N198-ADN32

El oligonucledtido de 32 bases utilizado fue el mismo que en el caso anterior y
para su preparacion se procedid de manera idéntica a la ya descrita. La mezcla proteina-
ADN se realiz6 en la relacion preestablecida, afiadiendo al ADN una solucion 0.102
mM de MobM N198 en 20 mM de Tris pH=7.6, 500 mM de NaCl, 1% de glicerol,
ImM de EDTA y 1 mM de DTT, e incubando la mezcla durante 12 horas.

La purificacion del complejo se realizd mediante cromatografia de exclusion
molecular utilizando una columna Superdex 200 10/300 GL y eluyendo la muestra con

el tampon de la proteina.

— MobMsdx200006:1_UWV1_280mm— MobMsdx200006:1_TUVZ_260rm
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Figura 3.6. Purificacion del complejo MobM N198-ADN32 (IR-3) mediante cromatografia de exclusion

molecular.
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M MobM 14 18 20 22 25 47
N198

Figura 3.7. SDS-PAGE (15%) correspondiente a las fracciones 14, 18, 20, 22, 25 y 47 del cromatograma
de la figura 3.6. (Coomasie).

DNAMobM M 14 18 20 22 25 47

(N198)
DNA

Figura 3.8. SDS-PAGE (15%) correspondiente a las fracciones 14, 18, 20, 22, 25 y 47del cromatograma
de la figura 3.6 (tincion plata).

Las fracciones 25, 26 y 27 correspondientes al complejo se concentraron, por

centrifugacion, hasta una concentracion final de 5.3 mg/ml.
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3.1.5.4. Preparacion y purificacion del complejo MobM N198-ADN26 (IR-3(-6))

Para el disefio del oligonucledtido de 26 bases, en las que fueron eliminadas seis
bases de la secuencia IR-3 (5’-ACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTG-3") se tuvo
en cuenta la estructura del complejo TrwC-ADN. La eliminacion de estas seis bases
localizadas en el extremo 5’ de la cadena de ADN, impide la formacion de la segunda
horquilla y convierte al extremo 3 en una cadena simple, tal como ocurre en el caso del

oligonucleo6tido que une TrwC.
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Figura 3.9. Esquema del diseno del oligonucledtido IR-3(-6) en que se muestra como la segunda

horquilla es eliminada mediante la eliminacion de las seis primeras bases de la secuencia IR-3.

La solucién 1.7 mM del oligonucleétido se sometio al proceso de templado y
luego se mezclo en relacion 1:1.1 con una solucion 0.17 mM de proteina en 500 mM de

NacCl, 20 mM Tris pH=7.6, 1% de glicerol, ImM EDTA y ImM DTT.
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La purificacion se realiz6 mediante cromatografia de exclusion molecular y las

fracciones 15, 16 y 17, correspondientes al complejo se concentraron a 8.5 mg/ml.
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Figura 3.10. Purificacion del complejo MobM N198-ADN26 (IR-3(-6)) mediante cromatografia de

exclusion molecular.

M MobM 13 16
(N198)

Figura 3.11. SDS-PAGE (15%) correspondiente a las fracciones 13 y 16 del cromatograma de la figura
3. 10.
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3.1.5.5. Preparacion y purificacion del complejo SeMet-MobM N198-ADN26

Los complejos se prepararon y purificaron de manera idéntica a la descrita para
la proteina nativa. Las fracciones 15, 16 y 17 de la cromatografia de exclusion
molecular (figura 3.12), correspondientes al pico del complejo, se concentraron a 9

mg/ml.
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i

mAU

4000

3000

2000

1000

Figura 3.12. Purificacion del complejo SeMet-MobM N198-ADN26 (IR-3(-6)) por cromatografia de

exclusion molecular.

43



M MobM 13 16
(N198)
DNA

-”

T
5y e
o | & A

Figura 3.13. SDS-PAGE (15%) correspondiente a las fraccionesi3 y 16 de la cromatografia que

se encuentra en la figura 3.12.

14 15 16 17 18 19 20 21

Figura 3.14. Gel EMSA correspondiente a las fracciones14 a la 21del cromatograma de la
figura 3.12.
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3.2. Obtencion de los cristales

3.2.1. Cristalizacion

Los ensayos de cristalizacion se hicieron mediante la técnica de difusion de
vapor. Esta técnica, que es una de las mas empleadas a la hora de cristalizar
macromoléculas, se basa en un principio fisico-quimico muy simple. Una gota, formada
por la muestra a cristalizar y una solucidon conteniendo un agente precipitante, se deja
equilibrar contra un reservorio que contiene solo la solucion del agente precipitante

(figura 3.15).

Debido a que la concentracion de la solucion del agente precipitante en la gota
es menor que en el reservorio, la gota comienza a perder agua. La deshidratacion de la
gota produce un incremento en la concentracion de la muestra a cristalizar y el
equilibrio finalmente se alcanza cuando las concentraciones de precipitante del

reservorio y de la gota son aproximadamente iguales.

H,O <.

te. -
[pp_te]gma= [pp e ]éESENDI"ID

Figura 3.15. Dispositivo utilizado en el método de difusion de vapor para la cristalizacion de proteinas.
En la medida que la gota tiende a alcanzar el equilibrio ésta va perdiendo gradualmente agua y aumenta

la concentracion de precipitante y proteina en la misma.
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Dependiendo de la manera como se coloca la gota dentro del reservorio, la
técnica de difusion de vapor tiene dos variantes: gota sentada o gota colgante. En el
primer caso, el propio reservorio dispone de un soporte ubicado en el centro del mismo
donde la gota se deposita y el reservorio se sella con una cinta adhesiva transparente. En
el segundo caso, la gota se coloca en un cubre-objeto, a modo de tapa, sobre el
reservorio y para que el sistema se mantenga sellado correctamente los bordes del

reservorio se recubren con un material sellante.

3.2.1.1. Busqueda de las condiciones de cristalizacion

La busqueda de las condiciones iniciales se realiz6 en placas de cristalizacion de
96 pozos (CrystalQuick, Greiner), conteniendo en cada uno de ellos diferentes
combinaciones de tampones, sales y agentes precipitantes. Estas soluciones fueron

adquiridas en la casa comercial Hampton Research.

Las gotas de 200 nl (100 nl de proteina y 100 nl de buffer) fueron dispensadas
automaticamente por el robot de cristalizaciéon Cartesian (Genomic Solutions) y las

placas se hicieron por duplicado realizando los experimentos tanto a 20°C como a 4°C.

Figura 3.16. (a) Robot Cartesian (Genomic Solutions) dispensador de nano-gotas y (b) detalle placa de

cristalizacion Crystal Quick de 96 pozos (Greiner).

El seguimiento de las gotas se efectué mediante las imagenes tomadas por un

robot Crystal Farm (Bruker AXS).
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Figura 3.17. Robot de almacenaje y visualizacion de placas de cristalizacion Crystal Farm (Bruker AXS).

3.2.1.2. Optimizacion de los cristales

Una vez encontradas las condiciones iniciales de cristalizacion, y para obtener
cristales de tamano adecuado para las medidas de difraccion de rayos X, se procedio al

escalado de las gotas y a la optimizacion de las mismas.

Se utilizaron en este caso placas para gota sentada de 24 pozos (Cryschem Plate,
Hampton Research). Las gotas fueron preparadas mezclando la proteina (1pl) y la
solucién del reservorio (1) en relacion 1:1 y los experimentos se realizaron a 4°C o a

20°C de acuerdo a los resultados previos obtenidos en el paso anterior.

Las variables que se tuvieron en cuenta a la hora de la optimizacion de las
condiciones de cristalizacion fueron: el pH del tampdn, la concentracion del agente
precipitante, la concentracion de las sales y/6 de los aditivos.

3.2.2. Derivatizacion de los cristales con metales divalentes
Para lograr la incorporacion de metales al sitio activo y permitir el estudio en

detalle de su naturaleza y rol, se impregnaron los cristales en soluciones conteniendo

diferentes metales divalentes de interés (Mg2+, Mn?', Zn**, Cu*, Ca2+).
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En primer lugar, se prepararon diluciones de sales de los metales en soluciones
conteniendo idéntica formulacion que las de la gota en las que los cristales crecieron.
Una vez preparadas las soluciones, los cristales fueron retirados de la gota original y se
transfirieron a una gota conteniendo las soluciones anteriormente mencionadas que se
coloco en un nuevo pocillo conteniendo la condicion de cristalizacion correspondiente y

previamente equilibrado.

A manera de favorecer la incorporacion de los metales en el cristal se hicieron,
en paralelo, diferentes ensayos variando tanto el tiempo de inmersion de los cristales a
la solucién del metal (30 minutos, 1, 2, 5 y 12 horas), como la concentracién de las

soluciones de los mismos (1 mM, 5 mM y 10 mM).

3.2.3. Crio-proteccion

Al ser expuestos a los rayos X los cristales sufren un importante dafio, producto
de la radiacidon, que afecta a su estructura interna y que causa la pérdida del poder de
difraccion, el aumento de la mosaicidad y una pérdida general de la calidad de los datos
comprobable a través del aumento de los factores Ruerge ¥ Bwilson (Murray and Garman,
2002). A nivel de la molécula de proteina, la radiacion produce la ruptura de los puentes
di-sulfuro, la pérdida de los grupos carboxilatos (Weik et al., 2000) y la induccion de

reacciones de oxido-reduccion en los metal presentes.

Para minimizar estos efectos indeseados y alargar la vida 1til del cristal para
maximizar el tiempo total de exposicion, los cristales son congelados en nitrégeno
liquido. Durante el proceso de congelaciéon es sumamente importante evitar la
formacién de micro-cristales de hielo, que interfieren con la difraccion propia del cristal
y producen la disrupcion del mismo. Por este motivo, usualmente antes de ser
congelado el cristal se sumerge en una soluciéon que contiene un agente crio-protectante
junto con el liquido madre. El agente crio-protectante se difundird sobre la superficie del
cristal e incluso en algunos casos penetrara al mismo, protegiéndolo y permitiendo el

adecuado proceso de congelacion.

Pese a que existen diversos agentes crio-protectantes disponibles y ampliamente
conocidos por su poder de crio-proteccion (glicerol, PEG, MPD, etc.), a priori no se
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puede predecir cudl serd el adecuado y en qué concentracion afadirlo para evitar el

deterioro de los cristales, por lo que esto debe testarse en cada caso particular.

En general, los crio-protectantes mds comunes son efectivos en una
concentracion entre 15% y 25% (v/v). Las pruebas de crio-proteccion se realizan
siempre primero a las concentraciones mas bajas posibles, incrementando esta
gradualmente a los efectos de utilizar la minima concentracion de agente crio-

protectante.
3.2.4. Preparacion final de los cristales
Para poder ser transportados y manipulados facilmente los cristales son retirados

(pescados) de la gota de cristalizacion con la ayuda de un pequeio lazo de nylon unido a

una base metalica magnética conocido con el nombre de “loop” (figura 3.18).

50pm

Figura 3.18. Imagen de un cristal de proteina montado en un loop de nylon.

Luego de pescados los cristales son colocados durante breves segundos en una
gota que contiene la solucion del reservorio y el agente crio-protectante en la
concentracion adecuada. Por ultimo, el “loop” se sumerge rapidamente en nitrégeno
liquido y se lo cubre con un capuchén pléstico que lo protege, manteniéndolos a

temperatura de nitrégeno liquido en todo momento.
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3.2.5. Complejos TrwC-ADN

3.2.5.1. Cristalizacion del complejo TrwC-ADN25

Los cristales fueron obtenidos por difusion de vapor a 4°C con el método de la
gota colgante utilizando como agente precipitante 20% (w/v) PEG MME 2000, 0.4 M
de sulfato de amonio y 0.1 M de acetato de sodio a pH=4.6 (Guasch et al., 2003). Las
gotas se prepararon mezclando 2 pl de solucion del complejo (6.8 mg/ml) con 1 pl de
solucion precipitante y los cristales alcanzaron su tamafio Optimo al cabo de

aproximadamente 10 dias.

Figura 3.19. Cristales del complejo TrwC-ADN25.

3.2.5.2. Derivatizacion del complejo TrwC-ADN25 con metales divalentes

Los derivados de metales divalentes se prepararon colocando los cristales del
complejo TrwCN293-ADN25 en gotas conteniendo la solucidon de precipitante y: (i) 5
mM de ZnSO4 y 10 mM de MgCly; (i1) 5 mM de ZnSO4 y 10 mM de MnCl,; (iii) 5 mM
MnCly; (iv) 5 mM CuCl, y (v) 5 mM NiCl,, siendo las concentraciones indicadas las

finales en la gota.
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Los cristales se incubaron durante 24 horas en estas condiciones para luego
pescarlos y congelarlos en nitrogeno liquido, utilizando 20% de glicerol como agente

crio-protector.

3.2.5.3. Cristalizacion del complejo TrwC N293""**_ADN27

Los cristales fueron obtenidos por difusion de vapor a 4°C por el método de la
gota colgante, mezclando 2 ul de solucion del complejo (6.9 mg/ml) con 1 pl de
solucion precipitante conteniendo 32% (w/v) PEG MME 2000, 0.3 M de sulfato de
amonio y 0.1 M de acetato de sodio a pH=4.6.

Al cabo de 27 dias, cuando los cristales alcanzaron su maximo tamano, se los
pescod y congeld en nitrogeno liquido utilizando 20% de glicerol como agente crio-

protectante.

Figura 3.20. Cristales del complejo TrwC-ADN27.

51



3.2.6. Complejos MobM N198-ADN

Los intentos infructuosos de cristalizar la forma entera de la proteina MobM en
complejo con las secuencias IR-2 e IR-3 de ADN conllevaron a la decision de trabajar,
tal como se hizo en el caso de la proteina TrwC, con una forma truncada de MobM que
preservara la actividad relaxasa localizada en el dominio N-terminal de la misma. El
constructo truncado, que comprende los residuos 2 al 198, se disefio en base a la
prediccion de la secuencia secundaria de la proteina (figura 1.14), teniendo en cuenta las

zonas de desorden y la eliminacion del dominio “coiled-coil”.

Asimismo, dada la extremadamente baja afinidad que demostrd tener la proteina
por la cadena de ADN de secuencia IR-2, se decidid continuar el trabajo con

oligonucleotidos cuya secuencia coincidiera total o parcialmente con la secuencia IR-3.

3.2.6.1. Cristalizacion del complejo MobM N198-ADN32

Las condiciones de cristalizacion se exploraron mediante los “screens”
comerciales de la casa Hampton Research: Crystal Screen I, Crystal Screen II, Index,

Natrix y Protein-DNA.

Las nano-gotas de 200 nl (relacion proteina/precipitante 1:1) fueron dispensadas
con el robot Cartesian y las placas se incubaron a 4°C. Las gotas fueron inspeccionadas
durante tres meses de manera automatica con el robot de visualizacién Crystal Farm y

posteriormente de forma manual.

En ninguna de las condiciones testadas se obtuvieron cristales o precipitados

cristalinos adecuados como para intentar una posterior optimizacion.

3.2.6.2. Cristalizacion del complejo MobM N198-ADN26

La busqueda de las condiciones de cristalizacion se realizd con los “screens”
comerciales de Hampton Research: Crystal Screen I, Crystal Screen II, Index, Natrix y
Protein-DNA, dispensando las gotas con el robot Cartesian (200 nl, en relacioén 1:1) e
incubando las placas a 4°C.
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Al cabo de 15-20 dias, diversas condiciones de cristalizacion fueron detectadas:
10-20% de PEG de diversos pesos moleculares (1000, 1500, 2000, 3350, 6000, 8000),
en presencia de 0.1 M de acetato de sodio pH=4.6 y 10% de isopropanol en presencia de

0.1 M de acetato de sodio pH=4.6.

Estas condiciones fueron escaladas a micro-gota en placas de 24 pozos (1ul de
proteina + 1ul de precipitante) e incubadas a 4°C. Su optimizacién final permitid
obtener al cabo de 30-45 dias varias condiciones de cristalizacion con cristales

apropiados para realizar las medidas de difraccion (figura 3.21).

Figura 3.21. Cristales del complejo MobM N198-ADN26.

Las diferentes condiciones de cristalizacion obtenidas se detallan en la tabla 3.1

y se pueden agrupar en tres formas cristalinas diferentes.
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CONDICIONES DE CRISTALIZACION

10% PEG 1500, 0.1 M NaAc pH=4.6
10% PEG 3000, 0.1 M NaAc pH=4.6
10% PEG 6000, 0.1 M NaAc pH=4.6

Cristales (1)

Cristales (ii) 10% Isopropanol, 0.1 M NaAc pH=4.6

8% PEG 1000, 0.1 M NaAc pH=4.6
Cristales (ii1) 8% PEG 4000, 0.1 M NaAc pH=4.6
8% PEG 8000, 0.1 M NaAc pH=4.6

Tabla 3.1. Condiciones de cristalizacion del complejo MobM N198-ADN26.

Los cristales se prepararon para la recogida de los datos de difraccion
congelandolos en nitrégeno liquido, utilizando 25% de glicerol como agente crio-
protector.
3.2.6.3. Cristalizacion del complejo SeMetMobM N198-ADN26

Los cristales de los complejos SeMetMobM N198-ADN26 se obtuvieron en las
mismas condiciones que en el caso de la proteina nativa (tabla 3.1), encontrandose,

asimismo, una nueva condicion de cristalizacion: 60% MPD, 0.2M MgCl, y 0.1 M de

NaAc a pH=4.6, que representa la cuarta forma cristalina (iv) obtenida.

3.3. Recogida y procesamiento de los datos de difraccion

3.3.1. Recoleccion de datos

Las recolecciones de datos de difraccion se realizaron en las diferentes lineas de

macromoléculas, BM16, ID14-4 e ID23-1, del sincrotrén europeo ESRF.
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La linea de macromolécula prototipica consta de tres sectores basicos: el sector
donde se localizan los elementos relacionados con la dptica del sistema, la cabina donde
se ubica el difractémetro y la sala de control, desde donde se opera mediante

ordenadores los diferentes instrumentos (figura 3.22).

Figura 3.22. Linea de macromoléculas prototipica del ESRF (adaptacion de la figura original de

www.esrf.eu)

El cristal a medir se coloca en el gonidometro del difractometro de manera tal que
es rotado en la direccion perpendicular a la del haz de rayos X incidente (®) mientras es

irradiado (figura 3.23).

La rotacion tipicamente se realiza en intervalos de 1°y los haces difractados son
detectados y registrados por un detector de tipo CCD. El detector es colocado
perpendicular a la direccion del haz de rayos X incidente, a una distancia de la muestra

que depende de la resolucion de los cristales.

Los patrones de difraccion se almacenan como imdgenes. Dichas imagenes
presentan manchas de intensidad y posicion caracteristicas que dependen del contenido
de la celda unidad y de las dimensiones de la celda y el grupo espacial del cristal,

respectivamente (figura 3.24).
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Figura 3.23. Difractometro utilizado en la linea de macromoléculas ID23-1 del ESRF. Se indica la

posicion de la muestra en relacion con el haz incidente de rayos X y el detector de area (Mar CCD).

Figura 3.24. Imagen de difraccion tipica donde se observan como las reflexiones se distribuyen de
acuerdo a un patron que depende de la celda unidad y del grupo espacial en el cual ha cristalizado la

proteina.

56



El numero total de grados que se debe girar el cristal, y por ende el nimero de
imagenes de difraccion a colectar, depende del grupo espacial. Asi, los grupos
espaciales de menor simetria (ej. P2, P2;) requeriran recolecciones mas extensas que los

grupos espaciales de mayor simetria (ej. P2,2,2,).

3.3.2. Procesamiento de los datos

El procesamiento de los datos consta de tres pasos: el indexado, la integracion y
el escalado, existiendo programas especificos que permiten realizar los calculos
requeridos en estos tres pasos.

El indexado es el primer paso para la extraccion de la informacidon contenida en
las imagenes de difraccion e implica asignar los correspondientes indices de Miller a
cada una de las reflexiones observadas en la misma.

Los indices de Miller son tres nimeros enteros hkl que identifican familias de
planos paralelos que pueden definirse en el cristal y que de acuerdo a la construccion
geométrica de W. H. y W. L. Bragg estdn asociados con la difraccion de la red

cristalina.

Si consideramos una familia de planos cuya distancia interplanar es d, si
llamamos 6 al dangulo que forman los haces de rayos X incidentes (y los reflejados)
respecto a los planos de la familia, para que exista una interferencia constructiva y se
produzca difraccion, la diferencia de caminos recorridos entre los haces incidentes (y
los haces reflejados) tiene que ser un niimero entero de longitudes de onda A (figura
3.25). Esto puede expresarse matematicamente mediante la siguiente relacion:

nA=2dsen6, que se conoce con el nombre de Ley de Bragg.
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ACB=2dsen0
2|

Figura 3.25. Reflexion de los rayos X en los planos cristalinos. La diferencia de caminos entre los haces

1-2y 1°-2’ esta dada por la suma de las magnitudes de los segmentos AC y CB (2dsen0).

Para el indexado se utiliz6 el programa MOSFLM (Leslie, 1992) que calcula, en
primer lugar, la matriz de orientacion del cristal, y en funcion de ella establece los

posibles grupos espaciales, la celda unidad y asigna los indices de Miller.

Una vez que es posible asociar cada una de las reflexiones con sus
correspondientes indices de Miller, se procede a la integracion. La integracién permite
calcular la intensidad de cada una de las reflexiones observadas. De esta manera, el
archivo final contiene una lista que contiene la informacion basica necesaria para

posteriores procesamientos: la intensidad y los indices de Miller asociados.

Debido a que durante la recogida de datos la intensidad del haz de rayos X varia,
los datos deben ser corregidos y puestos en la misma escala. Este procedimiento se
conoce con el nombre de escalado de los datos. Para el mismo se empleod el programa
SCALA (Evans, 1993) de la suite de programas de CCP4 (Collaborative Computational
Project, 1994).
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3.3.3. Complejos TrwC-ADN

3.3.3.1. Recoleccion de datos de los complejos T rwC-ADN25-M**

Las medidas de difraccion se realizaron en las lineas de macromoléculas del
ESRF. Los cristales (i) fueron medidos en la linea ID14-4 a la energia correspondiente
al pico de absorcion del Zn (25ZNpkMG) y a 24 eV por debajo de éste (25ZNrmMg).
El valor experimental de la energia de pico de absorcioén del Zn se determin6d mediante
un espectro de fluorescencia en un rango en torno al valor teérico de 9.661 keV (figura

3.26).

E{infl)
f* min

96866.18 eV E{peak)
-10.7 e f'' max
— ]

9660.15 eV
582 =2

Anomalons scattering factors

P -
96440

L 1 L L 1 L L L L 1 L L L L L
9650 2680 9670 9680
X-ray Energy (V)

Figura 3.26. Perfil experimental de absorcion del Zn en el que se indican los valores de los factores de

dispersion anomala f° y 7 a la energia del pico y del punto de inflexion.
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Los datos de los cristales (ii) y (iii) se recogieron en la linea BM16, a la energia
del pico de absorcion del Zn (25ZNpkMN) y la del Mn (25ZNMNpk), los primeros; y a
la energia del pico de absorcion del Mn (set de datos 25MN), los segundos. Las energias

de los picos de absorcion se determinaron de manera analoga al caso anterior.

Los cristales (iv) se midieron en la linea ID23-1, a una energia mayor a la del
valor teodrico de pico de absorcion del Cu (25CU) y los cristales (v) en la linea BM14, a
una energia mayor al valor tedrico del pico de absorcion del Ni (25NI). Los detalles de

las recolecciones se resumen en la tabla 3.2.
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Conjunto

25ZNpkMG 25ZNrmMG 25ZNpkMN 25ZNMNpk
de datos - P P
. a=b=90.70 a=b=90.75 a=b=90.53 a=b=90.69
Celda unidad (A) ¢=204.22 c=204.36 ¢=203.77 c=204.22
Grupo espacial P6,22 P6,22 P6,22 P6,22
Longitud onda (A) 1.2820 1.2852 1.89223 1.2823

Rango resolucion (A)

N° reflexiones
observadas *

19.83-2.7 (2.85-2.7)

169473 (24851)

19.84-2.7 (2.85-2.7)

146870 (21542)

45.27-2.90 (3.06-2.90)

130924 (18815)

1.37-3.16 (3.16-3.0)

120010 (17326)

N° reflexiones 14370 (2037) 14393 (2039) 11442 (1598) 10633 (1496)
independientes *
Completitud * 99.9 (100) 99.8 (100) 98.9 (98.0) 100 (100)
Rmerge *° 9.0 (22.4) 5.9 (15.6) 9.9 (36.1) 14.1 (42.7)
Us(D) * 57(3.2) 9.1 (4.6) 7.1 (2.0) 4.8 (1.7)
Multiplicidad * 11.8 (12.2) 10.2 (10.6) 11.4(11.8) 11.3 (11.6)
Completitud 99.9 (100) 99.9 (100) 99.4 (98.6) 100 (100)
andmala *
Multiplicidad
i 6.5 (6.6) 5.6 (5.6) 6.4 (6.4) 6.4(6.3)
Conjunto N
de datos
. a=b=90.24 a=b=91.09 a=b=92.73
Celda unidad (A) ¢=202.08 ¢=205.55 c=208.86
Grupo espacial P6,22 P6,22 P6,22
Longitud onda (A) 1.8924 0.97855 1.00100
Rango resolucion (A)®  43.90-2.6 (2.74-2.6)  24.68-2.5 (2.64-2.5)  43.9-2.29 (2.4-2.29)
W e RIS 171348 (25127) 386179 (56283) 114701 (13061)
observadas *
WP s 15710 (2226) 18252 (2592) 28857 (3506)
independientes *
Completitud * 99.9 (99.8) 99.9 (100) 98.8 (98.8)
Rmerge * 12.7 (45.5) 10.4 (51.6) 4.9 (14.6)
Us(D) * 4.6 (1.5) 5.6 (1.4) 10.2 (4.8)
Multiplicidad * 10.9 (11.3) 212 (21.7) 4.7 (4.1)
Completitud 100 (100) 98.3 (88.9)
andmala *
Multiplicidad anémala * 5.9 (6.0) - 2.52.2)

Tabla 3.2. Estadisticas de las recolecciones de datos de los complejos TrwC-ADN25. “ Valores en
paréntesis para el rango de mayor resolucion. meerge = [Zui \Li(hkl) - <I(hkl)>| / S 2 (hkl)] < 100.
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3.3.3.2. Recoleccion de datos del complejo T rwC"* _ADN27

La recoleccion de datos se realizo en la linea de macromoléculas 1D14-4 del

ESRF. Los detalles se resumen en la tabla 3.3.

TrwC-ADN27

Celda unidad (A) a=b=148.42
c=75.62
Grupo espacial P65
Longitud onda (A) 0.97730

Rango resolucién (A)*
N reflexiones observadas *

N° reflexiones independientes *

25.0-2.7 (2.9-2.7)
165382 (22961)

27451 (3996)

Completitud * 99.7 (100)
Rmerge *° 10.9 (41.3)
Vo(T) * 5.4(1.5)
Multiplicidad * 6.0 (5.7)
Completitud anémala 99.0 (99.9)
Multiplicidad anomala * 3.1(2.9)

Tabla 3.3. Recoleccion de datos del complejo TrwC-ADN27. “ Valores en paréntesis corresponden al

rango de mayor resolucion. bR,,,e,ge = [Zi \Li(hKD) - <I(hkl)>| / 2 2::(hkD)] < 100.

El complejo cristaliza en una celda unidad hexagonal en el grupo espacial P6s

con dos moléculas del complejo por unidad asimétrica.

3.3.4. Complejos MobM N198-ADN

3.3.4.1. Recoleccion de datos del complejo MobM N198-ADN26

Las medidas de difraccion se llevaron a cabo en las lineas de macromoléculas

ID14-4 e ID23-2 del ESRF. En la tabla 3.4 se resume los principales parametros para las

tres formas cristalinas.
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Forma cristalina Forma cristalina Forma cristalina

Conjunto de datos

(i) nativa*® (ii) nativa (iii) nativa **

Beamline ID14-4 1D23-2 ID14-4
a=65.79 a=53.00
a=54.40
b=54.48 b=55.53
Celda unidad (A) b=65.25
c=77.23 ¢=56.25
c=76.16
(=95.4° p=107.43°
Grupo espacial P2,2,2, P2, P2,
Longitud onda (A) 1.0065 0.8726 1.07150
Rango resolucién (A) * 76.25-2.10 (2.21-2.10)  30.00- 2.50 (2.64-2.50) 55.56-2.30 (2.42-2.30)
N° reflexiones observadas * 94475 (13927) 78658 (11506) 55788 (8226)
Ne reflexiones independientes * 16388 (2338) 19093 (2752) 13820 (1983)
Completitud * 99.8 (100.0) 99.9 (100.0) 98.5(97.5)
Rmerge *° 8.0 (34.8) 19 (65.3) 8.0 (30.4)
I/o(D) 15.6 (5.2) 7.8 (1.9) 15.5(6.2)
Multiplicidad * 5.8 (6.0) 4.1 (4.2) 4.0 (4.1)

Tabla 3.4. Estadistica de la recoleccion de datos del complejo MobMN198-ADN26. “ Valores en
paréntesis para el rango de mayor resolucion. mee,ge = [ZuZi |\ Li(hKD) - <I(hkl)>|/
2 2idi(hkl)] < 100.*Los datos corresponden a cristales obtenidos a partir de la condicion de

cristalizacion de PEG6000. **Los datos corresponden a cristales obtenidos a partir de la condicion de

cristalizacion de PEG1000.

Los cristales de la forma (i) son ortorrombicos y pertenecen al grupo espacial
P2,2,2, con una molécula por unidad asimétrica, siendo el coeficiente de Matthews 2.11

A’Da (Matthews, 1968) y el contenido de solvente 48%.

Los cristales de las formas (ii) y (iii) son monoclinicos y pertenecen al grupo
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espacial P2;. La primera de ellas cristaliza con dos moléculas de complejo por unidad
asimétrica, un coeficiente de Matthews de 2.15 A’Da™ y un contenido de solvente del

49 %, mientras que la segunda lo hace con una sola molécula en la unidad asimétrica,

un coeficiente de Matthews 2.49 A’Da™ y 56 % de solvente.
3.3.4.2. Recoleccion de datos del complejo SeMet-MobM N198-ADN26

La recoleccion de datos, que permitid la posterior resolucion estructural, se
realizd en la linea ID14-4 del ESRF con cristales ortorrombicos correspondientes a la

forma cristalina (i) midiendo un tnico conjunto de datos a la longitud de onda del pico

de absorcion del selenio.

La energia del pico de absorcion del selenio se determind experimentalmente a
partir del espectro de fluorescencia de los cristales (figura 3.27), siendo 12.6597 keV y

los factores de dispersion atomica f* —7.29 y 7 6.25.
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Figura 3.27. Perfil experimental de absorcion del Se en el que se indican los valores de los factores de

dispersion anomala f° y f°” a la energia del pico y del punto de inflexion.

Asimismo se recogieron datos de la forma cristalina (iv) en la linea ID23-2. Los
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siguiente tabla (tabla 3.5).

Conjunto de datos

Celda unidad (A)

Grupo espacial
Longitud onda (A)
Rango resolucién (A)

N° reflexiones observadas *
N° reflexiones independientes *

Completitud *
Rmerge *°
Us(l)
Multiplicidad *
Completitud anémala *

Multiplicidad anémala *

Forma cristalina

(i) SeMet*

a=54.50
b=65.19
¢=76.99

P2,2,2,

0.97950

30.00-2.60 (2.74-2.60)

51817 (7669)
8878 (1270)

99.8 (100.0)

7.727.7)

15.8 (5.9)

5.8 (6.0)

99.8 (100.0)

32(3.2)

principales pardmetros relacionados con ambas colecciones de datos se resumen en la

Forma cristalina

(iv) SeMet

a=43.57
b=52.85
c=56.04
p=95.88°

P2,

0.8726

55.73-2.00 (2.11-2.00)

70243 (7909)
17056 (2268)

98.6 (90.7)

9.3 (43.6)

10.8 (2.4)

4.1(3.5)

Tabla 3.5. Estadisticas de la recoleccion de datos de los complejos SeMetMobMN198-ADN26. * Valores
en paréntesis para el rango de mayor resolucion. mee,ge = [ZZi |\ Li(hKD) - <I(hkl)>| / 2 2d(hkD)] % 100.
* Los datos corresponden a cristales ortorrombicos obtenidos a partir de la condicion de cristalizacion

de PEG6000.
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3.4. Resolucion y refinamiento estructural
3.4.1. Resolucion estructural

El proceso de resolucion estructural implica la determinacion, a partir de las
intensidades de difraccion experimentalmente obtenidas, de la funcion densidad
electronica p(x,y,z) correspondiente. El conocimiento de esta funciéon nos permite
conocer las posiciones atomicas de cada uno de los d&tomos que constituyen la molécula

proteica. La funcidn densidad electronica esta dada por la siguiente relacion:

1
p(xyz)zvz 2 lelﬂdl cos 2rt[ hx+ky+1z — @ (hkl)]
h

k l

donde, V es el volumen de la celda unidad, x, y, z las coordenadas de cualquier punto
del espacio, hkl los indices de Miller, | Fiu | el modulo del factor de estructura y ¢(hkl)

su correspondiente fase.

Los factores de estructura representan, la contribucion a la difraccion, para cada
familia de planos (hkl), de los atomos contenidos en la celda unidad. Estos factores de
estructura son la suma de una serie de términos que dependen basicamente de tres
parametros: el tipo de atomo, su poder de dispersion de los rayos X (descrito mediante

el factor de dispersion atomica f) y la posicion del dtomo en la celda unidad.

— 2mi(hx+ky+1z
Fhkl_z fie?mihxtiytl
J

Se puede demostrar que las intensidades de los haces difractados, obtenidas
experimentalmente cuando recogemos las imagenes de difraccion, son proporcionales al
cuadrado de los modulos de los factores de estructura. Sin embargo, la informacion de
las fases @(hkl) de los factores de estructura no se puede medir directamente. En
cristalografia, este problema se conoce como el problema de las fases, y resolverlo, es el

punto clave para lograr la determinacion estructural.
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3.4.1.1. Métodos de resolucion estructural utilizados

Existen varios métodos diferentes que permiten abordar el problema de las fases:
reemplazo molecular (MR, Molecular Replacement), reemplazo isomorfico simple
(Single Isomorphus Replacement), reemplazo isomorfico multiple (Multiple
Isomorphous Replacement), difraccion andmala simple (SAD, Single-wavelength
Anomalous Diffraction), difraccion andémala multiple (MAD, Multiple-wavelength

Anomalous Diffraction), e incluso combinacién de ellos: SIRAS y MIRAS.

Para determinar la estructura tridimensional de las proteinas estudiadas en el
presente trabajo se utilizaron dos de estas metodologias: la técnica de reemplazo
molecular y la de difraccion anomala simple (Single-wavelength Anomalous

Diffraction), acordes cada una de ellas con las dificultades de cada caso en particular.

3.4.1.1.1. Reemplazo molecular

El método de reemplazo molecular (Rossmann and Blow, 1962), es actualmente
el método de resolucion estructural mas utilizado dado que presenta numerosas ventajas,
en particular su simplicidad. Se basa en la utilizacion de la estructura de una proteina
conocida como modelo para estimar las fases iniciales de la proteina desconocida cuya

estructura se quiere determinar.

Evidentemente la eficacia del método depende de la similitud estructural entre la
proteina de estructura desconocida y la que se va a utilizar como modelo. Cuanto mayor
sea la homologia, mayores serdn las posibilidades de lograr determinar la estructura
mediante este método. Si se parte de la suposicion que la homologia estructural esta
estrechamente vinculada a la homologia de secuencia, es este parametro el que se utiliza

a la hora de buscar un modelo adecuado y en general debe ser igual o superior al 30%.
Una vez que se dispone del modelo, se determinan dos funciones, la funcion de

rotacion y funcién de traslacion, que definen la correcta orientacién y posicion del

modelo respecto a la estructura desconocida.
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Las funciones de rotacion y traslacion consisten en la superposicion de las
funciones de Patterson del modelo y la estructura desconocida. Los nuevos programas
incorporan métodos estadisticos donde se maximizan funciones de probabilidad

(maximum likelihood) que facilitan encontrar las soluciones para ambas funciones.

Una vez orientado y posicionado correctamente el modelo, se calcula un mapa
de densidad electronica utilizando las intensidades experimentales y las fases que
proporciona el modelo pudiendo iniciarse a partir de este momento el proceso de

refinamiento.

3.4.1.1.2. Difraccion Anomala

A longitudes de onda particulares los 4tomos son capaces de absorber los rayos
X y como resultado de este efecto la Ley de Friedel Fjy; = Frzr debe cumplirse. Las
reflexiones hkl ya no son iguales a las reflexiones -h-k-1, debido a que los factores de
dispersion atomica fj, a partir de los cuales se calculan los factores de estructura, se ven
modificados con la introduccion de dos nuevos términos, f* y £, tal que fi=f,+f+if”’.
Las diferencias generadas por el incumplimiento de la Ley de Friedel son aprovechadas

entonces para obtener informacion sobre las fases.

Este fenomeno, que se conoce con el nombre de difraccion o dispersion andmala
es la base de los métodos de resolucion estructural mas ampliamente utilizados
actualmente, MAD y SAD, especialmente en aquellos casos en que no se dispone de un

buen modelo para aplicar el método de reemplazo molecular.

Las longitudes de onda a la cual se produce la difraccion andmala son
caracteristicas de cada elemento y para los atomos livianos como el carbono, nitrégeno
u oxigeno, quedan fuera del rango de los rayos X empleados en cristalografia, haciendo
que la difraccion andmala de estos elementos no sea utilizable. Sin embargo, la mayoria
de los metales pesados con los que se suele derivatizar las proteinas (Se, Pt, Hg) o los
metales presentes en las metalo-proteinas (Zn, Cu, Fe), presentan cantos de absorcion

facilmente alcanzables en las lineas de macromoléculas de los sincrotrones actuales.
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En la figura 3.28 se muestra el perfil de absorcion para el selenio en el cual se
identifican los dos puntos clave de las curvas: el pico (donde f> es maximo) y la

inflexion (donde f* es minimo).
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Figura 3.28. Coeficientes teoricos de dispersion anomala f’y f°’ en funcion de la longitud de onda para
el atomo de selenio. En la figura se indican los puntos caracteristicos: pico, inflexion y remoto, que

corresponden a las longitudes de onda utilizadas habitualmente para la recogida de datos.

3.4.2. Construccion del modelo

La ubicacion de los atomos pesados (Se) de la estructura a partir de datos de
SAD recogidos en el pico de absorcion del selenio se realizdO mediante el programa
SHELXD (Schneider and Sheldrick, 2002; Uson and Sheldrick, 1999), el calculo inicial
de las fases con el programa SHELXE (Sheldrick, 2002) y la mejora de la densidad
(density modification) con PIRATE (Cowtan, 2002).

A partir del primer mapa experimental de densidad electrdnica, el trazado inicial
de la cadena polipeptidica se realizd6 de manera automatica utilizando el programa
RESOLVE (Terwilliger, 2004). El trazado posterior fue completado de forma manual
mediante el programa grafico COOT (Emsley and Cowtan, 2004).

En el caso de las estructuras que fueron resueltas por reemplazo molecular para
la inspeccion de los mapas de densidad se utilizo el programa de visualizacion TURBO-

FRODO (Roussel and Cambilleau, 1989).
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3.4.3. Refinamiento

El proceso de refinamiento es un proceso iterativo que combina ciclos de calculo
con construccion y ajuste del modelo al mapa de densidad electrénica. El objetivo del
refinamiento es lograr que el modelo se ajuste lo mejor posible a las amplitudes de los

factores de estructura experimentalmente medidas.

La funcion basica a minimizar es el cuadrado de las diferencias entre las

intensidades experimentales observadas y las calculadas a partir del modelo,

B 2
b = 2 Wit UFops| = [FeaicD ki
hkl

donde wyy es un factor de peso que se introduce y que tiene en cuenta la precision de la
correspondiente intensidad medida. Esta funcion es una funcién de varias variables y
todas ellas son tenidas en cuenta a la hora de realizar la minimizacion: las posiciones
atomicas, los factores de temperatura Bj (relacionados con la movilidad de los atomos
respecto a sus posiciones) y las ocupaciones de los d&tomos (que estan relacionadas con
la fraccion en la que el atomo se encuentra en una misma posicion en todas las celdas

unidad del cristal).

Evidentemente el numero de grados de libertad de este sistema es enorme y uno
de los problemas que encontramos en las estructuras de proteinas es que las reflexiones
medidas son insuficientes y el numero de variables a calcular es mayor que las

ecuaciones de las cuales disponemos.

Por este motivo es que en el refinamiento también se incluyen una serie de
restricciones e imposiciones geométricas relacionadas con la estereoquimica de los
aminoacidos, como son, distancias, angulos de enlace, angulos diedros, etc. El
introducir estos pardmetros durante el refinamiento disminuye los grados de libertad del

sistema y posibilita la convergencia del mismo.
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' 2
D = Z Whiet UFops| = [Fearc D + Z w; (djfeet — godelo)” 4
hkl l.

ideal modelo)?

Durante todo el proceso de refinamiento se toman en cuenta, ademas, dos
indicadores que nos aseguran la correcta convergencia del proceso, conocidos como los
factores R y R-free. El factor R se define a partir de los mddulos de los factores de

estructura experimentales y calculados como:

_ Z“Fobsl - |Fcalc||

R
2| Fopsl

y se relaciona con la bondad de ajuste del refinamiento. Cuanto menor sea el factor R

mejor sera el ajuste del modelo a los datos experimentales.

De manera andloga se calcula el factor R-free, pero a diferencia del R, para su
calculo solo se tienen en cuenta un pequeilo porcentaje del total de las reflexiones
(usualmente el 5%), que son excluidas de proceso de refinamiento. El factor R-free
tiene la ventaja, por este motivo, de ser un parametro que no se ve sesgado por el

modelo ni por el proceso de refinamiento.
3.4.4. Complejos TrwC-ADN
3.4.4.1. Resolucion estructural y refinamiento del complejo TrwC-ADN25
Los cristales de los complejos TrwC-ADN25-M*" provienen de la derivatizacion
de cristales hexagonales del complejo TrwC-ADN2S5, y por lo tanto, pertenecen al

mismo grupo espacial que éste (P6,22) con una sola molécula de complejo por unidad

asimétrica.
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25ZNMNpk

25ZNrmMG  25ZNpkMN

25ZNpkMG
. a
Atomos proteina 2288 2288
Atomos ADN ? 512 No refinado ¢ 512 No refinado ¢
Atomos metalicos® Zn Zn
Aguas*® 178 178
N° reflexiones utilizadas en el
refinamiento ° 13597 10055
R factor (%) ° 21.8
Riee (%) b 26.0 No refinado No refinado
Rmsd respecto a valores tipicos
Enlaces (A) 0.009 0.011
Angulos (°) 1.31 1.44
B factor promedio (A% 34.0 32.4
25MN 25CU** 25NI#**
Atomos proteina 2226 2314 2275
Atomos ADN * 512 512 512
Atomos metalicos® -—- Cu Ni
Aguas*® 256 207 162
N° reflexiones qtlllza](’:las en el 10614 18200 24598
refinamiento
R factor (%) ° 21.8 20.4 20.6
Riee (%) ° 26.0 25.0 245
Rmsd respecto a valores tipicos
Enlaces (4) 0.010 0.005 0.013
e 1.35 1.52 135
B factor promedio (A% 31.6 37.1 38.2

Tabla 3.6. Estadistica del refinamiento de los complejos TrwC-ADN25-M*". “ Por unidad asimétrica.”
Riuctor={2m1 || Fobs| - K|F“| / Sl Fops|] <100 ; Rjee, igual que el anterior pero para un conjunto de

. . . ;. . . 2+ 2+
reflexiones excluidas del refinamiento. © No se encontré evidencia de la presencia de Mg"™ o Mn
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Las estructuras fueron resueltas por el método de reemplazo molecular
utilizando el programa MolRep (Vagin and Teplyakov, 1997) y la estructura de la
proteina libre de metal como modelo (c6digo pdb 1OMH).

Los mapas de densidad electronica se inspeccionaron con el programa TURBO-
FRODO (Roussel and Cambilleau, 1989) para confirmar o descartar la presencia de los
diferentes iones metalicos en el sitio activo de la proteina y en aquellos casos en que se

constato la ausencia del mismo la estructura no fue refinada.

El refinamiento estructural se llevd a cabo mediante ciclos de “annealing”, con
el programa CNS version 1.1 (Brunger ef al., 1998), combinados con la inspeccion
visual de los mapas (TURBO-FRODO) para corregir manualmente las posiciones de las

cadenas laterales de los residuos y adicionar las moléculas de solvente.

Los principales parametros y las estadisticas finales de todos los refinamientos

se muestran en la tabla 3.6.

3.4.4.2. Resolucion estructural y refinamiento del complejo TrwC YISF_4ADN27

La estructura se resolvio por el método de reemplazo molecular con el programa
MolRep (Vagin and Teplyakov, 1997), utilizando como modelo de partida la estructura
de la proteina TrwC-ADN25 (cédigo pdb 10SB) y para el refinamiento posterior se
empleo el programa REFMAC version 5.2 (Murshudov et al., 1997) que forma parte del
conjunto de programas de la suite CCP4 (Collaborative Computational Project, 1994).

La base T25 de la cadena de ADN, que diferia considerablemente respecto a la
posicion en el modelo, se elimind. Luego de un ciclo de refinamiento y mediante la
inspeccion de los mapas de densidad electronica se pudo situar en la posicion correcta.
Otro ciclo de refinamiento y el posterior chequeo de los mapas de densidad, permitio la
ubicacion de la base A26. Finalmente, se intento la localizacion de la base T27, pero la

densidad electronica extremadamente difusa no permiti6é su modelado.
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TrwC-ADN27

Atomos proteina 2213, 2213
Atomos ADN * 492, 475
Atomos metalicos* -
Aguas® 239
Ne reflexiones utilizadas en el
; b 26050
refinamiento
R factor (%) ° 20.5
Riree (%) ° 24.7
Rmisd respecto a valores tipicos
Enlaces (A) 0.009
Angulos (°) 1.37
B factor promedio (A%) 49.2

Tabla 3.7. Estadisticas del refinamiento del complejo TrwC-ADN27. “ Por unidad asimétrica.”
Racior={"Zia || Fobs| - k|FC“l”|| / Ziad| Fors|] X100 ; Rpyee, igual que el anterior pero para un conjunto de

reflexiones excluidas del refinamiento.

3.4.4.3. Resolucion estructural y refinamiento de los complejos MobM N198-ADN26

La estructura se intentd resolver por el método de reemplazo molecular
utilizando el dominio N-terminal de la proteina TrwC como modelo (cédigo pdb
1OMH). Sin embargo, la baja homologia de secuencia existente entre ambas proteinas
(menor del 10%) ya indicaba que las estructuras podian ser suficientemente diferentes
como para imposibilitar la resolucion estructural por este método, como asi ocurri6. Se
decidi6 entonces trabajar con la proteina derivatizada con seleno-metionina para obtener

fases experimentales.
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3.4.4.4. Resolucion estructural y refinamiento de los complejos SeMetMobM N198-
ADN26

La estructura fue resuelta por el método de SAD (Dispersion Andémala Simple)
utilizando la dispersion anomala del atomo de selenio, a partir de los datos recogidos

con los cristales ortorrombicos de la forma cristalina (i).

Las posiciones de siete de los ocho atomos de selenio se encontraron con el

programa SHELXD (Schneider and Sheldrick, 2002).

Figura 3.29. Mapa de Fourier anomalo dibujado a 3.50 en el que se han indicado la posicion de los

dtomos pesados de selenio encontrados con el programa SHELXD.

El primer mapa de densidad electronica se obtuvo a partir de las fases
experimentales, mejorando la densidad con el programa PIRATE (Cowtan, 2002)

(figura 3.30).
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Figura 3.30. Mapa de densidad electronica del complejo SeMetMobM N98-ADN26 obtenido a partir de
las fases experimentales. En él se reconocen varios elementos de estructura secundaria, como son la hoja
beta que constituye el nicleo central de la estructura de la proteina. Asimismo también se puede

identificar la cadena de ADN a la izquierda.

El 30% de la cadena polipeptidica se construyd automaticamente con el
programa RESOLVE (Terwilliger, 2004) y el 70% restante, junto con la cadena de

ADN, se traz6 manualmente con el programa Coot (Emsley and Cowtan, 2004).

La estructura se refind a partir de datos nativos a 2.1 A de resolucion con el
programa REFMAC 5.5 (Murshudov ef al., 1997) de la suite de programas del CCP4
(Collaborative Computational Project, 1994), combinando ciclos de refinamiento con la
inspeccion visual de la densidad electrénica y el ajuste manual de la cadena
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polipeptidica y de la de ADN a la densidad electrdnica, utilizando para ello el programa

Coot (Emsley and Cowtan, 2004).

Una vez que se obtuvo la estructura de la forma cristalina (i), las estructuras de
las tres formas cristalinas restantes fueron determinadas mediante reemplazo molecular,
usando como modelo de partida la estructura de la forma cristalina (i) y el programa

PHASER (Read, 2001).

Los refinamientos se realizaron con el programa REFMAC 5.5 (Murshudov et
al., 1997) siguiendo el protocolo descrito. En la tabla 3.8 se muestran las estadisticas de

los mismos.

Forma cristalina Forma cristalina

(@) (iv)

Atomos proteina * 1389 1410
Atomos ADN * 535 535
Aguas® 98 125

N° reflexiones utilizadas en el

refinamiento ° 15535 16174
R factor (%) ° 21.2 20.7
Rpee (%) ° 26.7 27.8
Rmsd respecto a valores tipicos
Enlaces (A) 0.013 0.005
Angulos (°) 1.76 0.92
B factor promedio (A% 28.5 26.9

Tabla 3.8. Estadisticas del refinamiento de los complejos MobM-ADN26. * Por unidad asimétrica.”
Rpactor=1Zia || Fops| - k|F“’l‘|| ! 2t Fopsl] X100 ; Ryee, igual que el anterior pero para un conjunto de

reflexiones excluidas del refinamiento.
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3.5. Validacion del modelo

Los modelos estructurales fueron validados con los programas PROCHECK
(Laskowski et al., 1993) de la suite de programas CCP4 (Collaborative Computational
Project, 1994), MOLPROBITY (http://molprobity.biochem.duke.edu/) (Davis et al.,
2007) y las utilidades de validacion del programa COOT (Emsley and Cowtan, 2004).

Se analizaron en todos los casos los parametros geométricos mas relevantes
como son las distancias y los dngulos de enlace, las conformaciones de los posibles

rotameros y los diagramas de Ramachandran (Ramachandran and Sasisekharan, 1968).

Estos ultimos, son una representacion bidimensional de los angulos diedros de
los planos amida alrededor de los enlaces N-Ca y Ca-CO, llamados [ (phi) y v (psi),

respectivamente para cada uno de los residuos de la proteina (figura 3.31).

Psi (degrees)

Phi (degrees)

Figura 3.31. Ejemplo de un diagrama de Ramachandran de una proteina. Las zonas rojas representan

las conformaciones permitidas mas favorables.
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Como estos angulos adoptan valores particulares dependiendo de la estructura
secundaria de la cadena polipeptidica donde se localiza el residuo, es posible chequear
visualmente la validez del modelo desde el punto de vista estéreo-quimico a partir del
diagrama. La localizacion de residuos en regiones prohibidas debe ser corregida o

debidamente justificada.
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4. Resultados y discusion

4.1. La relaxasa TrwC

En 2003 fue descrita la estructura tridimensional del dominio N-terminal de
TrwC en complejo con un oligonucleotido de 25 bases (Guasch et al., 2003). En este
trabajo se caracterizaba la union de la proteina al ADN, las claves del reconocimiento
de la secuencia especifica del origen de transferencia (ori7), la arquitectura del sitio

activo y la localizacion de una de las dos tirosinas cataliticas (Tyr18).

Sin embargo, una serie de interrogantes quedaron pendientes para posteriores
estudios: la identidad y funciéon del i6n metalico que es coordinado por la triada de
histidinas en el centro activo, la localizacion del segundo residuo catalitico (Tyr26) y la

posicion del fosfato del enlace fosfo-diéster a ser cortado.

Con el fin de analizar y responder a estos interrogantes es que, en el presente
trabajo, se realizé un estudio sistematico de la unién de la proteina a diferentes metales,
caracterizdndolos de acuerdo a su capacidad de difraccion andémala de los rayos X a
longitudes de onda tipicas. Asimismo, se cristalizd6 y determind la estructura
tridimensional de la proteina con un oligonucledtido de 27 bases cuya secuencia
comprende el sitio de corte que TrwC reconoce, utilizando para ello un mutante inactivo
de la proteina (TrwC N293 Y'*"). Los resultados obtenidos se presentan y discuten en

detalle a continuacion.
4.1.1. Detalles estructurales de los complejos TrwC-ADN25-M" ?

El plegamiento global de los complejos TrwC-ADN25-M*" es similar al
observado en las estructuras de los complejos sin metal. No obstante, a nivel local, la
union del metal produce cambios conformacionales significativos en el del lazo o;—;,

que comprende los residuos 20 al 30 y la tirosina catalitica Tyr26.

En las estructuras con metal, este lazo que no pudo ser modelado en la estructura

sin metal debido a su gran flexibilidad, se ordena parcial o totalmente y en mayor o
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menor medida permite la localizacion de los residuos que lo constituyen (residuos 20 al

26 en las estructuras de Ni*"y Zn*" y 20 al 30 en la estructura de Cu®").

r

Figura 4.1. Centro activo del complejo TrwC-ADN25-Cu’". El ién metdlico es coordinado por la triada
de histidinas y una molécula de agua que establece enlace de hidrogeno con el oxigeno O3’ del ADN. El

lazo a-P; fue trazado completamente localizandose en él la tirosina Tyr26.

Las conformaciones de a;—B; son idénticas en las estructuras de Ni*" y Cu®"
difiriendo levemente en la estructura de Zn’" entre los residuos 20 al 24. Pese a ello, en
todas las estructuras la tirosina Tyr26 se ubica en la misma posicion relativa y su grupo
hidroxilo se dispone a 17 A de distancia del sitio activo, orientado en direccion opuesta

al grupo hidroxilo de la tirosina catalitica Tyr18 (figura 4.1).

La conformacion de la tirosina Tyrl8 muestra una significativa variacion
respecto a la estructura sin metal, dando cuenta de su gran flexibilidad la cadena lateral
de la misma gira respecto al dngulo de torsién y; desplazando al grupo hidroxilo 2.39 A

en la estructura de Zn®*, 2.17 A en la de Ni** y 0.68 A en la de Cu?* (figura 4.2).
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Figura 4.2. Flexibilidad conformacional del residuo catalitico Tyr18 en las estructuras con y sin metal.

La base T25 localizada en el extremo 3’ de la cadena de ADN presenta, por su
parte, también un alto grado de flexibilidad. Pese a que la densidad electronica en los
mapas es débil y algo dispersa, fue modelada en todos los casos sin ambigiiedad y se
orienta tal que el oxigeno O3’ apunta en la direccion del metal en las estructuras de Cu*”

y Ni*", y para el lado contrario en la estructura de Zn>" (figura 4.3).

I Trwe
TrwC-Cu

Bl TrwC-Ni
Il Trwc-zZn

Figura 4.3. Conformaciones adoptadas por la base T25 en las diferentes estructuras con y sin metal.
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La naturaleza quimica del metal, que la triada de histidinas coordina en el sitio
activo de la proteina, se analizd mediante un estudio sistematico por difraccion de rayos
X en el que se tuvo en cuenta la presencia o ausencia de difraccidn andmala del metal a

la longitud de onda caracteristica de cada uno de ellos.

La figura 4.4 muestra los mapas de diferencia andémala para cada uno de los
metales estudiados. Los cristales (i), incubados en una solucién conteniendo ZnSQOy4 y
MgCl,, fueron medidos a la longitud de onda correspondiente al pico de absorcion del
Zn 'y auna longitud de onda ligeramente mayor. El mapa de diferencia andémala muestra
que los cristales que fueron medidos en el pico del Zn presentan una fuerte densidad
electronica (en amarillo) localizada en el sitio activo, mientras que aquellos que fueron
medidos a una longitud de onda mayor (en azul) no presentan densidad alguna (figura
4.4 (a)). Es posible inferir, por tanto, que en este caso el Zn*" es el metal que entra al

sitio activo y es coordinado por la triada de histidinas.

Las figuras 4.4 (b) y 4.4 (c) corresponden a los cristales (ii), tratados con ZnSO4
y MnCl,. Como en el caso anterior, se observa una densidad electronica perfectamente
definida en el sitio del metal para los datos recogidos a la energia del pico del Zn, y
ninguna para los recolectados a la energia del pico del Mn, por lo que también en este

caso que el Zn es el metal que se une al sitio activo.

Los mapas de diferencia anomala de los cristales (iii), incubados en una solucién
conteniendo MnCl, y medidos a la longitud de onda del pico del Mn, no muestran
evidencia de la presencia de metal en el sitio activo (figura 4.4 (d)). Esto se ve reforzado
por el hecho de que la orientacion del residuo His150 es la misma que la adoptada en la

estructura libre de metal y por lo tanto no es adecuada para la coordinacion del mismo.
Por ultimo, los mapas de diferencia andémala de las figuras 4.4 (e) y 4.4 (f) que

corresponden a los cristales (iv y v) incubados en CuCl, y NiCl,, respectivamente,

. 2+ 2+ . . . .
demuestran la presencia de Cu”" y Ni”" en los sitios activos correspondientes.
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Figura 4.4. Mapas de diferencia anomala del centro activo de la TrwC con los diferentes metales

estudiados. Cristales derivatizados con: (a) ZnSO,, medidos en el pico de absorcion del Zn (amarillo) y
a una energia menor (azul), (b) ZnSO, y MnCl,, medidos en el pico de absorcion del Zn y (c) ZnSO, y
MnCl,, medidos en el pico de absorcion del Mn, (d) MnCl,, medidos en el pico de absorcion del Mn, (e)
CuCl,, medidos en el pico de absorcion del Cu y (f) NiCl,, medidos en el pico de absorcion del Ni.

. , . . + + .. .

En ningtn caso se pudo verificar la presencia de Ca’>" o Mg”" en el sitio activo.

Si bien en los cristales incubados con MgCl, se observo densidad electronica en el sitio
del metal, ésta fue asignada a una molécula de agua dado que la coordinacion

, 1. L g . , L. 2+ .
tetraédrica, y no octaédrica como es caracteristica para el Mg~ descartaron la presencia

del mismo.
4.1.2. Detalles estructurales del complejo TrwCN293""**_ ADN27

De manera analoga a lo ocurrido con la estructura de la TrwC-ADN25 libre de
metal (codigo pdb 10SB), el complejo cristalizé en una celda hexagonal, en el grupo

espacial P6s, con dos moléculas de complejo por unidad asimétrica.
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Las caracteristicas estructurales generales son idénticas a las ya observadas en el

complejo TrwC-ADN2S5 (figura 4.5).

Figura 4.5. Complejo TrwC-ADN27, en magenta se indica la posicion de la cadena lateral del residuo
catalitico Tyr18 (mutado por fenilalanina) y en linea punteada la ubicacion del lazo Glu20-Asp30

modelado en base a la estructura del complejo TrwC-ADN25-Cu*".

La cadena de ADN muestra la horquilla tipica necesaria para el reconocimiento
de la cadena de ADN por parte de la proteina y el giro en U de las bases T21, G22, T23
y C24 que permite la entrada al sitio activo de manera que, en la cavidad hidrofobica
que forman, queda atrapado el primer residuo de la proteina (SeMetl). La base T25
cambia de orientacion respecto a la estructura 10SB formando con la base G22 dos
enlaces de hidrégeno, uno bifurcado de tres centros (O2 de T25 con N1 y N2 de G22) y
otro simple (N3 de T25 con O6 de G22).

La conformacién de la base T25 es tal que orienta el oxigeno O3’ y al grupo
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fosfato del residuo A26 hacia el sitio de unién del metal, que es ocupado en esta
estructura por una molécula de agua. La base A26, que pudo ser localizada en los mapas
de densidad electronica y refinada en una sola de las dos moléculas presentes en la

unidad asimétrica, establece interacciones con la base T25 y la SeMet5 (figura 4.6).

V
y Sl 719

Figura 4.6. Giro en U de la cadena de ADN en el complejo TrwC-ADNZ27. A diferencia de los complejos
TrwC-ADN25, la base T25 orienta al O3’ en direccion del sitio de union del metal estableciendo enlaces

de hidrogeno con la base G22. La base A26 se sitiia paralela a T25 e interactua con la SeMet5 cercana.
4.1.3. La naturaleza del ion metdlico en la relaxasa TrwC

Ensayos in vitro mostraron que en ausencia de i6n metalico la TrwC no es capaz
de cortar la cadena de ADN. El agregado de iones metélicos divalentes como Mg*",
Mn*", Ca®", Zn*", Ni*", Cu*" o Co®", producen porcentajes de corte significativos. Sin
embargo, la concentracion necesaria de Mg”™ o Mn®" para obtener porcentajes similares
a los obtenidos con Zn>", Ni*" o Cu®" es mucho mayor y la afinidad de la proteina por el

Mg?** es cuatro érdenes de magnitud menor que por el Zn>* (Boer et al., 2006).
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El estudio estructural realizado con diferentes metales confirmo la alta afinidad
de la proteina por el Zn*". La arquitectura del sitio activo provee el entorno de
coordinaciéon mas coménmente observado para el i6n Zn*', en el que tres histidinas y

una molécula de agua completan su esfera de coordinacion.

e (% I3 .y . + D4
De manera analoga también se observé la unidn a los iones Cu? y Ni*", pero en
. , Ie . . .7 . 2+ 2+ r
ningln caso se encontr6 evidencia de unioén a los iones Mg~ o Mn”". La triada de
histidinas no provee el entorno caracteristico de coordinacion de estos metales, que

coordinan usualmente con al menos un grupo carboxilo.
4.1.4. Rol del ion metdlico en el mecanismo catalitico

En la estructura del complejo TrwC-ADN27, una molécula de agua ocupa el
lugar del i6n metédlico y mimetiza sus interacciones. El grupo fosfato que contiene el
enlace fosfo-diéster a ser cortado orienta uno de sus atomos de oxigeno hacia el sitio del
metal de manera tal que éste queda en la posicion adecuada como para coordinar el i6n

metalico si este estuviera en el sitio activo.

Si se compara esta estructura con la de los complejos TrwC-ADN25-metal, se ve
como la posicidon del oxigeno del fosfato se corresponde con la que ocupa la molécula

de agua que completa la esfera de coordinacion del i6n metalico (figura 4.7).

Figura 4.7. Comparacién de los sitios activos de los complejos TrwC-ADN25-Cu’* y TrwC-ADN27. La
posicion del metal y de la molécula de agua que completa su esfera de coordinacion en (a), es ocupada

por una molécula de agua y un atomo de oxigeno del grupo fosfato en (b).
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Dado que la presencia del metal es esencial para que ocurra el corte del enlace
fosfo-diéster de la cadena de ADN que inicia el proceso de conjugacion, éste debe
encontrarse estrechamente vinculado con el mecanismo catalitico de la reaccion de

trans-esterificacion inicial.

La coordinacion del metal mediante la triada de histidinas y su posicion respecto
al grupo fosfato, mimetizada por una molécula de agua en la estructura del complejo
con el oligonucledtidos de 27 bases, sugieren, tal como se esquematiza en la figura 5.8,

un posible mecanismo para esta primera etapa.

La Tyrl8, activada por el grupo carboxilo del aspartico Asp85 que se encuentra
a distancia de enlace de hidrogeno del grupo hidroxilo de la tirosina TyrlS8, ataca
nucleofilicamente al fosfato. El metal coordina un oxigeno del grupo fosfato
polarizando y debilitando el enlace a ser cortado, y favoreciendo de esta forma el ataque

de la tirosina.

His161

b4
Asp85 °©=C

)

Figura 4.8. Esquema ilustrando el mecanismo catalitico propuesto para el primer corte del ADN.
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El final de esta primera etapa ocurriria con la cesion de un proton al oxigeno O3’
de la base T25. Los datos estructurales disponibles, sin embargo, no permiten establecer

sin ambigiiedad cudl es el residuo responsable de cumplir este papel.

4.1.5. La tirosina catalitica Tyr26

El proceso de conjugacion termina cuando se produce un segundo corte de la
cadena de ADN de forma tal que se genera un nuevo extremo 3’ y la reaccion de

religacion de dicho extremo con el extremo 5’ del fosfato tiene lugar.

La tirosina encargada de este segundo corte seria la tirosina catalitica Tyr26, que
en las estructuras estudiadas se logrd localizar en el lazo a;-f;. Este lazo, que comprende
los residuos 20 al 30, se encuentra totalmente desordenado en las estructuras de los
complejos de TrwC en los que no hay metal. Sin embargo, la presencia del metal lo
ordena total o parcialmente y en el caso de la estructura TrwC-ADN25-Cu®" pudo ser

trazado completamente.

Si bien la localizacion de la tirosina Tyr26 en las estructuras determinadas es
bastante lejana al sitio activo (17A), es posible que, dada la extrema flexibilidad del lazo
en la que esta se encuentra, un pronunciado movimiento del mismo la coloque préoximo

al centro activo permitiéndole realizar el corte.

Otra posibilidad es que, dada la ubicacion de la tirosina Tyr26 en la superficie de
la proteina, sea a través de una segunda molécula de TrwC que el corte se realice. Hasta
el momento con la informacién bioquimica y estructural que se posee no es posible

confirmar ni descartar ninguna de las dos posibilidades.

4.1.6. Las rutas de salida de la cadena de ADN

En la estructura del complejo TrwC-ADN25 la posicion de un par de iones
sulfato, localizados cerca del sitio de corte, sugiri6 la posibilidad de que éstos podrian
estar mimetizando la posiciéon de dos grupos fosfato del ADN. Estos grupos fosfato
estarian, por otra parte, indicando las direcciones de dos posibles rutas de salida que las
cadenas de ADN utilizarian después del corte (figura 1.8).
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En el complejo TrwC-ADN27 la posicion de los fosfatos corriente abajo del
sitio de corte muestran como la cadena de ADN continia anti-paralela a la cadena
simple que se extiende entre la horquilla y el giro en U. Pese a que el pasaje por encima
del sitio activo se encuentra practicamente cerrado por dos argininas, Argl4 y Argl54,
el desplazamiento de las cadenas laterales de éstas permitiria facilmente la salida de la
cadena de ADN como se muestra en la figura 4.9 (camino A). Asimismo, un camino
alternativo quedaria definido por la posicion del fosfato presente en la estructura del

complejo TrwC-ADN25 (camino B).

Figura 4.9. Representacion de la superficie del complejo TrwC N293"'%_ADN27. El oligonucledtido de
27 bases es representado por la cadena de color azul. En rojo y verde se muestran las cadenas de ADN
siguiendo las dos posibles rutas de salida (caminos A y B). Las cadenas de ADN modeladas fueron
construidas manualmente y sus conformaciones determinadas a partir de minimizaciones energéticas con

el programa CNS 1.1.
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Una hipotesis interesante es que ambas rutas de salida son utilizadas por la
proteina. Luego del primer corte la cadena de ADN que permanece covalentemente
unida a la Tyr18 seguiria el camino A (cadena roja). TrwC continuaria desarrollando su
actividad helicasa 5°—3’y por accion de la ADN polimerasa que la acompaiia, el sitio
de corte se regeneraria, seria reconocido nuevamente por la relaxasa y la cadena de

ADN se uniria a la proteina siguiendo el camino B.

4.2. La relaxasa MobM

A efectos de caracterizar estructuralmente la proteina MobM en complejo con
ADN mediante difraccion de rayos X, se prepar6 y ensayo la cristalizacion de diferentes
complejos, utilizando oligonucleotidos de diferente longitud y cuyas secuencias estan

contenidas en la secuencia del origen de transferencia (oriT) que MobM reconoce.

Por otra parte, en los estudios realizados se utilizd, tanto la proteina entera
(MobM), como una forma truncada de la misma, que comprende los residuos 2 al 198
(MobM N198) y preserva su actividad relaxasa. Los resultados obtenidos y la discusion

de los mismos se detallan a continuacion.

4.2.1. Caracteristicas estructurales generales de la relaxasa MobM

La figura 4.10 muestra el plegamiento global del dominio N-terminal de la
proteina MobM en complejo con el oligonucledtido de 26 bases. La secuencia del
oligonucledtido corresponde a la secuencia del origen de transferencia (oriT)
inmediatamente antes del sitio de corte del enlace fosfo-diéster y comprende el motivo

IR, responsable de la formacion de la horquilla.

La estructura I se determino a partir de la forma cristalina ortorrombica (i) y de
las monoclinicas (ii) y (iii), presentando todas ellas una estructura idéntica en la
conformacioén de la proteina y en la de la cadena de ADN. La estructura II se determino
a partir de la forma cristalina monoclinica (iv) y difiere, ligeramente de la I, en cuanto a

la conformacion del extremo 3’ de la cadena de ADN vy al trazado de la hélice al,
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formada por los residuos Alal3 — Lys21, que no se pudo modelar en la estructura I

debido a la ausencia de densidad en dicha zona.

(a) Estructura | (b) Estructura Il

Figura 4.10. Representacion global de las formas estructurales del complejo MobM N198-ADN26 en la
que se indican los diferentes elementos de estructura secundaria. (a) Estructura I: correspondiente a los
cristales ortorrombicos (i) y moniclinicos (ii) y (iii) (b) Estructura II: correspondiente a los cristales

monoclinicos (iv).

El nucleo central de la proteina esta formado por cinco hebras beta anti-paralelas
(B1, B3, BS, B4 y B2) que se encuentran flanqueadas por cuatro hélices alfa (al, a2, a4 y
a6). Las hélices alfa se disponen a ambos lados de la hoja beta quedando dos de ellas de
un lado (al, a2) y las otras dos del otro (04, a6). La hélice a4 es conectada a la hebra
B3, de la hoja beta central, mediante una pequefia hélice, a3. En el extremo opuesto, la
horquilla beta formada por las hebras p6 y B7, y que se encuentra unida a la hélice a5,
conecta B5 con la hélice a6. Un extenso lazo (a6-a7), que comprende los residuos
His171—Thr188, rodea el extremo 3’ de la cadena de ADN, uniendo la hélice a6 con la

hélice a7 en el extremo C-terminal de la cadena polipeptidica.
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La extensa cavidad que aloja a la cadena de ADN queda delimitada por el lazo
a2-B3, la horquilla beta f6-B7, la hélice a5 y el lazo a5-a6, que contactan y participan
en el reconocimiento de la horquilla y el lazo del ADN; y la hélice a6, la hebra B1, el

lazo a6-a7 y la hélice a7, que reconocen el extremo de cadena simple del ADN.

En el alineamiento de secuencia de las relaxasas de la super-familia del plasmido
pMVI158 de la figura 4.11 se representan los elementos de estructura secundaria
descritos. Cabe destacar el elevado grado de conservacion de los residuos que
constituyen la hoja beta central. En el caso particular de las hebras 2, f4 y BS los

residuos componentes se encuentran casi en su totalidad estrictamente conservados.

pMV158 TDRDRSVS
pLAB1000 VAG
pI4 MDR
pT181 VNA
pE194 INA
pUB110 KND
PTB19 KND
pS86 VNP
pTA1015 VNE
ad
20000Q0000Q0Q000000Q0 0Q =—————f
110
pMV158 FAEN
pLAB1000 FADN
pI4 FKER
pT181 LEQHE
pE194 LENE
pUB110 FSER
pTB19 FSER
pS86 FSDRC(C
pTA1015 LKEK
PMV158 F
pLAB1000 I3
pl4 E
pT181 v
pE194 1
pUB110 Iz
pTB19 iz
pS86 F
pTA1015 15
pMV158
PLAB1000
pI4
pT181
pE194
pUB110
pTB19
pS86
PTAL015

Figura 4.11. Estructura secundaria del dominio N-terminal de MobM (N198) y alineamiento de

secuencias con otras relaxasas pertenecientes a la super-familia del plasmido pMV158.
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El motivo estructural presente en el dominio N-terminal de la proteina MobM,
constituido por las cinco hebras beta anti-paralelas que forman una hoja beta central
flanqueada por cuatro hélices alfas, dos por cada lado, es el motivo estructural tipico de
las relaxasas. Si superponemos las estructuras de las relaxasas MobM, TrwC y Tral

observamos como dicho motivo se encuentra conservado aun cuando la homologia de

secuencia entre ellas es extremadamente baja (figura 4.12).

Figura 4.12. Superposicion estructural de los dominios N-terminal de las relaxasas MobM del plasmido
movilizable pMV158 (rojo), TrwC del plasmido conjugativo R388 (magenta) y Tral del plasmido
conjugativo F (trigo). El nucleo de cinco hebras betas flanqueado por cuatro hélices alfa constituye el

motivo estructural conservado en estas relaxasas.

La figura 4.13 muestra con detalle el alineamiento de secuencia basado en la
estructura para estas tres proteinas, resumiendo en la tabla 4.1 los parametros mas
importantes de dicho alineamiento, como son: el numero de residuos estructuralmente
equivalentes (S), el porcentaje de similitud relativa (S), el porcentaje de superposicion

de la primera proteina respecto a la segunda (cg), el porcentaje de superposicion de la
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segunda proteina respecto a la primera (c), la desviacion media cuadratica de la
superposicion (RMS) calculada a partir de los C-alfa estructuralmente equivalentes y el

porcentaje de identidad de secuencia.

lomh, A 1
MobM. pdb 1
lomh, A 38
MobM.pdb 23

a2 B3
lomh, A 78 SAPKSVSLOALVAGDAE HDRAVARTLEQAEARAQAR
MobM.pdb 61 “EK

a3 a4
lomh, A 118 QK KTRIETTGNLVIGKF-RHETSRERDPQLHTHAVIL
MobM.pdb 91 GESNIAYASVHLDE----STPHMHMGVV
p4 B

lomh,A 157 EIV-KATRYLGAVYNAELAHELQK

MobM. pdb 115 \MFDRAELKHIQEDLPRYMSDHGFE

ab

lomh, A 196 LGYQLRYGKDGNFDLAHIDRQQIEGFSKRTEQIAEWYAAR
MobM. pdb 150 LERGKLNSEAKHKTVAEFKR-----------------——-

lomh, A 236
MobM.pdb 170

lomh, A 276 ELGIDFS
MobM.pdb 170 --——----

1pdd, A 1
MobM . pdb 1
1pad, A 38 AEQLGLOGSVDKDVFTRLLEGRLPDGAD
MobM.pdb L DRDRSVSYEKQIK-DYVNEN
a2
1p4d,& 78 PGYDLTFSAPKSVSMMAMLGGDKRLIDAHNQAVDFAV

MobM.pdb 54 LCDEWIITSDKDFF LDEEQTRTFFET

B3 ad
1pdd, A 118 E}'&LAS'.”P.".‘:_"DG:SLJ'_'“‘L': NLVMALFNHDTSRDQEPQLH
MobM. pdb 87 Ao ENYGESNIAYASVHLDE----STPH

p4
1pdd, A 158 KVGKTGFIENVYA-NQIAF
MobM. pdb 109 KLSSKAMFDRAELKHIQEDL
ps po w6

1pdd, A 197 GRLYREKLKEQVEALGY IPGVPVEAFSV

MobM. pdb 140 PRYMSDHGFELERGKLNSE

1pdd, A 237
MobM.pdb 170 === ==== == === == —mmm—m—mm oo

Figura 4.13. Alineamientos de secuencia basados en las estructuras de los dominios N-terminales de las
relaxasas MobM, TrwC (codigo 1omh) y Tral (codigo 1p4d) (TopMatch, Protein Structure Comparison,
http://topmatch.services.came.sbg.ac.at/)
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Desde el punto de vista estructural MobM presenta un 66% de similitud con
TrwC y un 62% de similitud con Tral, siendo la desviacion media cuadratica 2.7 y 3.3

A, respectivamente.

Identidad de

RMS (A)

secuencia (%)

TrwC—MobM 111 49 39 66 2.7 7

105 47 38 62 33 10
Tral-MobM

Tabla 4.1. Parametros del alineamiento de secuencia basado en la estructura de los dominios N-
terminales de las relaxasas MobM, TrwC (codigo 1omh) y Tral (codigo 1p4d) (TopMatch, Protein

Structure Comparison, hitp://topmatch.services.came.sbg.ac.at/).

Pese al elevado grado de homologia estructural de MobM respecto a TrwC/Tral,
algunos de los elementos de estructura secundaria son claramente diferentes. Este es el
caso del extenso lazo a6-a7 y la hélice a7, ubicados en el extremo C-terminal de

MobM, que no coinciden con ninglin elemento estructural de las proteinas TrwC/Tral.

Asimismo se observa, en la estructura de MobM, la ausencia de la horquilla beta
presente en la proteina TrwC (ver figura 4.12) y que, en dicha proteina es uno de los
elementos de estructura secundaria que interviene en el reconocimiento de la cadena de
ADN a través de su interacciéon con el surco mayor del ADN. Esta horquilla beta
también se encuentra presente en la estructura de la relaxasa Tral, aunque en el
complejo Tral-ADN esta region se encuentra completamente desordenada y no se
observa en la estructura. La ausencia de este elemento estructural en MobM puede
deberse a multiples razones, pero probablemente esté relacionado con las caracteristicas
diferentes que presentan las cadenas de ADN que estas proteinas unen. Una de las
diferencias mas notorias es el tamafio considerablemente mayor del lazo generado por la

horquilla de ADN en el caso de MobM.
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4.2.2. Las interacciones MobM-ADN

La unidn de la cadena de ADN a la proteina involucra una extensa superficie de
la misma, que representa 2621 A* (30.2 % de la superficie total, 8677 A% en la
estructura Iy 2680 A% (30.2 % de la superficie total, 8881 A%) en la estructura II.

La superficie de interaccion se encuentra cargada positivamente y define un

profundo surco a lo largo del cual la cadena de ADN se situa.

Figura 4.14. Representacion de la superficie electrostatica de la proteina MobM. La cadena de ADN se

aloja a lo largo del extenso surco que se encuentra cargado positivamente.

Las interacciones del ADN con la cadena polipeptidica son numerosas y se
producen mediante enlaces de hidrogeno, puentes salinos, interacciones de Van der

Waals y apilamientos, que dan estabilidad al complejo en su conjunto (figura 4.15).
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Figura 4.15. Representacion esquemdatica de las interacciones establecidas por la cadena de ADN con la
proteina y las aguas cercanas en las regiones expuestas al solvente en: (a) estructura Iy (b) estructura I1,

del complejo MobM-ADN26 (NUCPLOT, Luscombe et al., 1997).
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Dichas interacciones estdn concentradas principalmente en cuatro regiones
definidas de la proteina. La regién 1 comprende los residuos Arg7, Met8, Lysl0 y
Lys12 de la hebra B1 de la hoja beta central. La region 2 la forman los residuos Arg71,
Ala72, Arg74, Lys75 y Val78 del lazo a2-B3. La region 3 esta constituida por los
residuos Serl148, Lysl149, Phel52 y Argl54 de la hélice a5 y el lazo a5-a6 vy,
finalmente, la region 4, que es la mas extensa de todas, comprende los residuos Argl77,

Lys179, Asnl81, Ser182, Ala184, His186 y Lys187 del lazo a6- a7 (figura 4.16).

. residuos 71-78)

%

REGION 4
(residuos 177-187)

Figura 4.16. Regiones de la proteina donde se concentran, principalmente, los residuos que establecen

contactos con la cadena de ADN (purpura).

Comparando en detalle los contactos que establece la proteina con la cadena de
ADN en las estructuras [ y II se observa que, a pesar de la similitud estructural, algunos

residuos forman interacciones que difieren entre ambas estructuras (tabla 4.2).
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Distancia (A)

Interacciones proteina-ADN
Estructural  Estructura II

Arg7 NE G22 N7 3.06 3.27
NE G22 06 3.33 3.24
NH2 G22 06 3.18 -—-
Met8 N A21 N1 3.02 291
O A21 N6 3.02 3.06
Lys10 Nz Al9 N7 --- 2.93
NZ Al9 O2p 2.93 2.93
Nz T18 O2p 2.77 291
NZ Al9 N1 2.77 ---
Nz Al9 N3 3.22 -—-
Lys12 NZ G17 O3* 2.96 2.72
Nz T18 P --- 33
Nz T18 O1pP 2.82 2.62
Arg71 NH1 A6 N3 2.50 2.34
NH2 T7 04+ 3.30 -
Ala72 N T7 O1pP 2.82 3.12
Arg74 NH1 Al6 N3 3.11 2.98
NH2 G17 04* 3.27 3.22
NH2 T4 02 2.79 2.93
NH2 T5 O4* 3.33 3.27
Lys75 N A6 O1P 2.77 2.86
Nz T5 P 3.19 -—-
Nz T5 O1P 2.90 -
NZ TS Os5* 2.60 -
Val78 N G17 O1P 2.96 3.03
Lys89 N T25 O2p 2.96 2.99
Asp90 N G26 O4* 3.28 -—-
OD2 G26 N7 3.16 -
Thr131 0Gl1 T25 O1pP 2.46 2.73
Ser148 N G17 O2pP --- 3.30
Lys149 Nz G17 06 2.73 2.65
N G17 O2pP 3.33 -
Phel52 O T20 N3 2.92 3.23
Argl54 N T20 02 3.01 2.99
NH1 A21 O1P 2.85 -
GlInl61 OE1 G22 0O4* 3.31 3.34
Argl77 NH2 G22 O1P 2.75 2.70
NH2 G22 Os5* 3.25 3.29
Lys179 N T23 O1pP 2.86 2.83
Nz T23 O1P 2.84 -
Asnl81 N G22 O2p 2.96 2.92
Ser182 oG T23 O2p 2.57 2.48
O G22 N2 3.29 ---
Alal84 O G22 N2 3.10 2.87
His186 ND1 T23 04 2.80 2.92
Lys187 N G24 06 2.95 3.11
Nz G24 N2 --- 3.24
O G24 N1 2.69 2.71
O G24 N2 3.32 --—-

Tabla 4.2. Interacciones proteina-ADN en las estructuras [ y Il en la que se han indicando los atomos

que participan de la interaccion y las distancias correspondientes.
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Las cadenas laterales de los residuos basicos Arg7, Lysl0, Lysl12, Arg71,
Arg74, Lys149 y Argl77, establecen contactos con las mismas bases de la cadena de
ADN en ambas estructuras. Sin embargo, Lys75, Argl54, Lys179 y Lys187 establecen
interacciones diferentes dependiendo de la estructura: Lys75, interactua con la base TS5 a
través del N de su cadena principal en ambas estructuras, pero forma un enlace de
hidrégeno con el NZ de su cadena lateral solo en la estructura I; Argl54 forma, a través
de su grupo guanidinio, un fuerte enlace de hidrégeno con la base A21 en la estructura I,
pero no en la estructura II; el grupo amino de la Lys187 establece una interaccion

directa con la base G24 del ADN en la estructura II, que no se observa en la I.

Otros residuos, de diferente naturaleza quimica a los anteriormente mencionados
contribuyen a la unién de la proteina a la molécula de ADN mediante la formacion de
fuertes enlaces de hidrégeno. Dichos residuos, Thr131, Ser182 e His186, establecen
interacciones similares en ambas estructuras y representan algunas de las interacciones

mas potentes observadas, con distancias de enlace comprendidas entre 2.46 y 2.92 A.

Los atomos de la cadena principal de la proteina también participan en la unién
de la proteina a la cadena de ADN. Estas uniones son, sin embargo, mas débiles
respecto a las establecidas por las cadenas laterales, siendo sus distancias en los enlaces

de hidrogeno comparativamente mayores.

Existen también interacciones entre la cadena polipeptidica y la cadena de ADN
mediadas por moléculas de agua (tabla 4.3). En dichas interacciones participan, en
general, los atomos de la cadena principal de la proteina, aunque también se observan
con menor frecuencia, enlaces con las cadenas laterales. Es aqui donde se observan las
mayores diferencias entre las estructuras I y II. Las unicas interacciones conservadas
incluyen los atomos de oxigeno de la cadena principal de los residuos Lys158 y Ser182

y el grupo hidroxilo de Ser147.

104



Distancia (A)

Interacciones proteina-ADN mediadas por aguas
Estructural  Estructura II

Estructura I/11

Tyr3 N HOH220 - G24 o1p 2.48 -

Arg74 NHI1 = HOH26 - Al6 04* 3.10 -

Al5 N3 2.77 -
Val78 O --- HOH14 G17 o1p - 2.75
Leul46 O --- HOH1 Al6 03* - 3.12
O G17 o1p - 2.81
N --- HOHS3 Al6 o1p - 2.79
Serl47  OG HOHS2 HOH9%4 Al6 O5* 3.27 3.16
Al6 o2p 2.76 2.86
Serl48  OG --- HOH4 T20 04 - 2.92
N --- HOH14 G17 o1p - 2.75

Lys149 o HOH4 - Al9 N6 2.71 -
Phel52 0O --- HOH4 T20 04 - 2.92
Lys158 o HOH14 HOHS53 G22 Ol1P 2.55 2.59
Ser182 0O HOH31 HOH16 G22 O2p 2.70 3.00
Lysl87 NZ --- HOH103 G24 N7 --- 2.67

Tabla 4.3. Interacciones proteina-ADN mediadas por moléculas de agua. En la tabla se indican, para la
estructura I y 11, la distancia entre la molécula de agua y el atomo de la molécula de ADN con la cual

interactua.

Algunas de las diferencias observadas en ambas estructuras son debidas a la
flexibilidad inherente de la cadena polipeptidica. Por ejemplo, Tyr3 se ubica en el
extremo N-terminal de la proteina, Val78 se localiza en el lazo a2-B3, Leul46 se
encuentra en el limite entre la hoja B7 y la hélice a5. Por otro lado, la diferencia de
conformacién del extremo 3’ de la cadena de ADN en las estructuras genera
interacciones diferentes con las bases T23 o G24, dependiendo de la estructura que
estemos considerando. Este es el caso, por ejemplo, de los contactos que establece la
Lys187 con la base G24 en la estructura I y que se encuentran ausentes en la estructura

II.

De las interacciones ya mencionadas, es de especial interés la interaccion que
establece el lazo a2-B3 a través de las Arg71 y Arg74, Estos residuos se encuentran

estrictamente conservados en las relaxasas de la super-familia del plasmido pMV 158 y
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juegan un papel clave en el reconocimiento y anclaje de la cadena de ADN a la proteina.
Dos giros betas consecutivos del lazo a2-B3 en el que se encuentran, orienta a estos
residuos hacia el estrecho surco menor de la doble cadena de ADN, donde penetran y

establecen enlaces de hidrégeno con las bases T4, A6 y A16 (figura 4.17).

Figura 4.17. Reconocimiento de la horquilla de la cadena de ADN por medio de las argininas Arg71 y

Arg74, que penetran en el surco menor del ADN y anclan al mismo a la proteina.

Este doble giro beta, mediante el cual el lazo penetra en el surco menor de la
cadena de ADN, también se encuentra presente en la relaxasa TrwC, y representa un
nuevo motivo de unidon al ADN que permite que las cadenas laterales penetren en el
surco menor y alcancen las bases para el reconocimiento especifico de secuencia. En
ella, el lazo a3-B3 entra en el surco menor situando a los residuos Ala73 y Arg75 en
contacto con las bases G13 y A5, respectivamente, de manera analoga a lo observado en

la estructura de MobM.

Luego de la horquilla, la cadena de ADN continta a lo largo de la proteina en
direccion al sitio activo. Si se superpone la estructura del complejo TrwC-ADN2S a la
de los complejos MobM-ADN26, se observa que la posicion del fosfato 23 de la cadena
de ADN de la TrwC coincide con la del fosfato 24 de la cadena de ADN de la MobM,

sin embargo, a partir de alli las dos bases restantes adoptan posiciones muy diferentes.

106



En la estructura del complejo TrwC-ADN25 un giro en U de la cadena de ADN
posiciona a éste en el sitio activo de la proteina, mientras que en el complejo MobM-
ADN26 este giro no se produce y, como consecuencia de esto, el extremo 3’ de la

cadena de ADN no ingresa al sitio activo (figura 4.18).

Figura 4.18. Conformacion del extremo 3’ de las cadenas de ADN en: (a) TrwC-ADN25, (b) MobM-
ADN26 estructura I, (c) MobM-ADN26 estructura I1.

En su lugar, las bases T23, G24, T25 y G26 se acomodan de manera tal que
establecen contactos mediante enlaces de hidrégeno o apilamiento con las bases de una

molécula vecina de ADN.
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En la estructura I del complejo MobM-ADN26, T23 y G24 forman enlaces de
hidrogeno con las bases G8 y A9, mientras que la base T25 se apila paralela a la base

A10 (figura 4.19).

Figura 4.19. Interaccion del extremo 3’ del ADN (verde) con una molécula vecina (purpura) en la
estructura I del complejo MobM-ADN26. Las bases T23 y G24 establecen enlaces de hidrogeno con las
bases G8 y A9, respectivamente. La base T25 se apila paralela a la base A10.

Una situacion similar ocurre en la estructura II, en la que las bases T23 y G24
interactian mediante enlaces de hidrogeno con las bases G8 y A9 de la molécula vecina

de ADN y la base T25 se apila paralela a la base G26 (figura 4.20).
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Figura 4.20. Interaccion del extremo 3’ del ADN (amarillo) con una molécula vecina (purpura) en la
estructura Il del complejo MobM-ADN26. Las bases T23 y G24 forman enlaces de hidrégeno con G8 'y
A9, respectivamente. La base T25 se apila paralela a la G26.

Esta interaccion entre cadenas de ADN vecinas rigen el empaquetamiento de las

moléculas del complejo (figuras 4.21 y 4.22).

En ambas estructuras, la cadena de ADN se coloca de manera tal que el lazo que
define la horquilla y que esta formado por las bases G8, A9 y A10, interactia con el
extremo 3’ de la cadena de ADN vecina (bases T23, G24 y T25) quedando de esta

forma posicionado cerca del centro activo.
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de empaquetamiento de las moléculas del complejo en la estructura 1.

Figura 4.21. Diagrama estéreo

Figura 4.22. Diagrama estéreo de empaquetamiento de las moléculas del complejo en la estructura I1.
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4.2.3. La arquitectura del sitio activo

La figura 4.23 muestra en detalle los residuos situados en el centro activo de la
proteina y la ubicacion relativa de la cadena de ADN, que corresponde a la de la

molécula vecina del complejo.

La triada de histidinas, encargada de coordinar el metal necesario para la
catalisis, estd formada por las histidinas His126 (localizada en la hebra f4) y las His133
e His135 (localizadas en la hebra B5). La conformacion de las histidinas His126 y
His133 en la estructura no es la apropiada para la coordinacion del metal. Sin embargo,
esto puede deberse a la ausencia del mismo en el sitio activo, ya que desde el punto de
vista conformacional ambos residuos tienen la flexibilidad necesaria como para

orientarse adecuadamente.

L4

His126

Figura 4.23. Centro activo de la relaxasa MobM.La cadena de ADN que se representa en color magenta

corresponde a la de una molécula vecina del complejo. La triada de histidinas
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Junto con la triada de histidinas, también se encuentran ubicados en el sitio
activo la tirosina Tyr122 (posible residuo catalitico), la lisina Lys21 y la histidina

His22.

4.2.4. El residuo catalitico

La identidad del residuo catalitico que efectia el ataque nucleofilico sobre el
fosfato del ADN vy, por tanto, es el residuo esencial para catalizar el corte del enlace
fosfo-diéster en la familia de las relaxasas pertenecientes a la super-familia de
plasmidos movilizables pMV 158, no se ha podido determinar hasta el momento y

continua siendo motivo de debate.

Los estudios de mutagénesis selectiva, realizados con la proteina Orfl del
plasmido pBBRI, perteneciente a la super-familia de los plasmidos pMV158,
demostraron que, aun cuando todas las tirosinas de Orfl son mutadas, la capacidad de
movilizacion del plasmido no se ve afectada. Esto implicaria que el residuo catalitico
involucrado en el mecanismo de movilizacidon no es una tirosina (Szpirer et al., 2001).
Los autores del trabajo, sin embargo, no pudieron determinar sin ambigiiedad cual seria

entonces dicho residuo.

Por otra parte, las predicciones basadas en los alineamientos de secuencia de las
relaxasas de esta super-familia, postulan que es la tirosina Tyr44 el residuo catalitico
que utiliza MobM para iniciar el proceso de conjugacion mediante el corte del enlace

fosfo-diéster especifico.

En las estructuras obtenidas se puede localizar esta tirosina formando parte de la
hebra B2, encontrandose su grupo hidroxilo a una distancia de aproximadamente 15.8 A
del grupo fosfato que contiene el enlace a cortar, cuya posicion es mimetizada por el
grupo fosfato de la base A9 (figura 4.24). La lejania de este residuo, inadecuada para el
ataque nucleofilico, no obstante podria ser reducida dado que su flexibilidad le

permitiria adoptar una conformacion mas proxima situandose a 11 A del grupo fosfato.

112



1

Figura 4.24. Sitio activo del complejo MobM-ADN26 en el que se han indicado para las tres tirosinas
proximas, Tyrd4, Tyr55y Tyrl22, las distancias al grupo fosfato de la base A9.

En las inmediaciones del sitio activo se encuentran también otras dos tirosinas,
Tyrl22 y Tyr55, que se ubican aproximadamente a la misma distancia del grupo
fosfato. La Tyr122, se localiza en la hebra beta 4, y su grupo hidroxilo se orienta hacia
el sitio activo a una distancia de 11.9 A del grupo fosfato, mientras que el grupo
hidroxilo de la Tyr55, ubicada en la hélice alfa a2, se encuentra a una distancia de 11.7

A de dicho grupo (figura 4.25).

La TyrS55, que es la mas proxima de las tres, es sin embargo un residuo que no se
encuentra conservado en la familia de las relaxasas homologas a la MobM y que es
sustituido por una fenilalanina (figura 4.11), por lo que es poco probable que dicha

tirosina sea el residuo catalitico en la MobM.

Si se comparan los centros activos de los complejos MobM-ADN26 y TrwC-
ADN25-Cu?" superponiendo ambas estructuras (figura 4.24), se observa que la triada de
histidinas se localizan en la misma posicion relativa, difiriendo Unicamente en la

conformacion (His126 e His133).
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Figura 4.25. Superposicion de los sitios activos de MobM y TrwC. En magenta se representan los

residuos cataliticos de TrwC (His150, His161, His163, Tyri18Phe) y en verde los de MobM (His126,

His133, His135, Tyri22). La cadena de ADN en color magenta corresponde a la de la molécula vecina.

Pese a que ninguna de las tres tirosinas anteriormente mencionadas se dispone
exactamente en el lugar de la tirosina catalitica Tyrl18, la Tyr122 es la que adopta la
localizacién mds proxima y semejante a ella. La tirosina Tyr44, por otra parte, parece

ocupar un sitio estructuralmente andlogo al de la Tyr26 de la proteina TrwC.

Muy proéximos al sitio activo, se encuentran ademés una histidina, His22, y una
lisina, Lys21. La funcion de dichos residuos se desconoce ain y existe incluso la

posibilidad de que participen de manera activa en la catalisis.

Una posibilidad es que la His22 actie como base general quitandole el proton a
la tirosina para lograr su activacion. En la estructura se observa la proximidad de la

Tyr55 a la His22, pero no se puede descartar que un cambio de conformacional sitiie a
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la Tyr122 préxima a la His22.

4.2.5. El rol y la naturaleza del metal en la actividad catalitica

Como en el caso de TrwC, la presencia de un metal divalente es imprescindible
para que MobM pueda desarrollar su actividad relaxasa. Los ensayos bioquimicos
realizados, sefialan al Mg”>" y/o Mn®>" como posibles metales divalentes utilizados por

MobM (de Antonio et al., 2004).

Para estudiar desde el punto de vista estructural el papel del metal se siguieron
diferentes estrategias para la obtencién de cristales del complejo MobM-ADN con
diferentes metales divalentes, en particular Mg®® y Mn>". Por un lado se intentd
derivatizar los cristales, en forma andloga a como se hizo en el caso de TrwC vy, por
otro, se intent6 adicionar los metales al tampon de la proteina. En ambos casos los
esfuerzos fueron infructuosos y todas las estructuras obtenidas hasta el momento

carecen de metal en el sitio activo.

La ausencia de metal es muy probablemente la causa de la distorsion parcial de
las conformaciones de las histidinas His126 e His133. Basandonos en la superposicion
estructural de los sitios activos de los complejos TrwC-ADN25 y MobM-ADN26, es
posible especular que una vez que el metal entra al sitio activo las histidinas se ordenan

de manera tal que coordinan el metal.

4.2.6. La conformacion del extremo 3’ de la cadena de ADN

La conformacién que adopta el extremo 3’ de la cadena de ADN en los
complejos MobM-ADN26 no es acorde con lo que se esperaba, teniendo en cuenta lo
observado en las estructuras previas de las relaxasas TrwC y Tral. En estas dos ultimas
estructuras, un pronunciado giro en U de la cadena de ADN coloca el extremo 3’ en el
centro activo de la proteina. En MobM, en cambio, el extremo 3’ de la cadena de ADN
no produce este giro y en el lugar que le corresponderia se sitia el grupo fosfato de una
base de una cadena vecina que orienta el lazo determinado por la horquilla hacia el sitio

activo.
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La razén de que esto ocurra puede deberse a una serie de factores y existen al
menos dos diferentes hipotesis para explicar lo observado. La primera de ellas es que lo
que se observa en la estructura es simplemente un artefacto cristalografico producido
por el empaquetamiento de las moléculas del complejo. Sin embargo, esta hipotesis no
parece ser probable, porque en todas las formas cristalinas obtenidas, a partir de

condiciones de cristalizacion muy diferentes, el comportamiento es el mismo.

La segunda posibilidad es de origen estructural y se relaciona con la
conformacién que adopta el extremo C-terminal. Como puede observarse en la figura
4.26, en la estructura del complejo TrwC-ADN2S5 tres hélices alfa (a8, a9 y a10) son las
responsables de que la cadena de ADN encuentre el camino correcto hacia el sitio
activo, sin embargo, en el complejo MobM-ADN26 estas tres hélices alfa finales no
estan y en su lugar se localiza un lazo flexible en cuyo extremo se encuentra una

pequena hélice alfa a7.

Figura 4.26. (a) Complejo TrwC-ADN25. (b) Complejo MobM-ADN26.
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Cuando analizamos los motivos por el cual estas dos hélices alfa no estan
presentes en la estructura de la MobM y estudiamos nuevamente la prediccion de
estructura secundaria (figura 1.14), vemos que las hélices ausentes se encuentran
definidas por los residuos 217 al 222 y 226 al 243 que fueron eliminadas al disefar el

constructo.

Si la relevancia de estos dos elementos estructurales en la correcta conformacion
del extremo 3’ de la cadena de ADN guidndola hacia el sitio activo es tal, lo que
observamos en la estructura es entonces el producto de la eliminacion de dichos

residuos que afecta, por otra parte, también la conformacion del lazo y la hélice a7.

4.2.7. El mecanismo catalitico

Una de las caracteristicas estructurales notoriamente diferente, cuando
comparamos la estructura del complejo con ADN del extremo N-terminal de la proteina
MobM con otras relaxasas de estructura conocida, es la forma como el lazo de la

horquilla de ADN se sitta en el sitio activo.

Si bien es cierto que esta particular conformaciéon puede deberse simplemente al
hecho de que el extremo 3’ de la cadena de ADN no entra al sitio activo, por alguno de
los motivos descritos anteriormente, y por lo tanto el sitio que queda libre es ocupado
por la el lazo que define la horquilla, también cabe la posibilidad de que esto tenga

relacidon con la manera como MobM desarrolla su actividad catalitica.

La posicion que adopta el lazo de la horquilla, situando el grupo fosfato de la
base A9 en el lugar que deberia tener el fosfato que contiene el enlace a cortar por la
MobM, parece estar mimetizando la conformacion que adoptaria la cadena de ADN en
la conformaciéon IR-2 a punto de ser cortada por la MobM. En esta conformacion, la
base G26 que se ubica en el lazo define el sitio de corte que la proteina reconoce (figura
4.27). De manera analoga, en la estructura se observa que una base G (la base G8)
precede a la base A9 que expone su fosfato para ser cortado. Como la proteina no puede
cortar en este punto, el lazo queda inalterado y lo que vemos en la estructura podria
representar una imagen instantanea del momento en que el ADN en la conformacion IR-
2 expone el enlace fosfo-diéster a cortar al centro activo de la proteina.
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Figura 4.27. (a) Conformaciones IR-2 (a) e IR-3(6) (b) del ADN, donde se ha indicado la base G26 que
se localiza inmediatamente antes del sitio de corte que reconoce MobM. Asimismo se ha representado

en (b) la localizacion relativa de la base G8, observada en la estructura, respecto al centro activo.

Para que esto sea posible, una vez que MobM se ha unido a la cadena de ADN
super-enrollado en la conformacion IR-3, debe ocurrir un cambio conformacional de
manera tal que la cadena adopta la conformacion IR-2 y deja el sitio de corte (nic) como

cadena simple haciéndolo accesible y permitiendo, de esta manera, el corte.

Si tenemos en cuenta que la proteina MobM sin truncar actia como dimero en
solucion, podriamos relacionar lo observado en la estructura cristalina con lo propuesto
por Espinosa y colaboradores, suponiendo que en la estructura se estd mimetizando de

alguna manera este estado de transicion.

Una hipdtesis posible es que mientras un mondmero permanece unido a la
cadena de ADN que se encuentra en la conformacion IR-3, en el otro el cambio
conformacional de la cadena de ADN se ha producido pasando a estar en la
conformacién IR-2 y orientando el lazo de la horquilla que contiene el sitio nic hacia el

sitio activo del otro mondmero para que la reaccion de corte se produzca.

Al no poseer datos estructurales del dimero de MobM, ni de los complejos con
oligonucleotidos de secuencia IR-2, lo anterior no pasa de una simple especulacion y no

puede ser fehacientemente demostrado en base a la informacidn con la que se cuenta.
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