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Resum del projecte: cal adjuntar dos resums del document, l'un en anglès i l'altre en la llengua del document, on 
s'esmenti la durada de l'acció 
Resum en la llengua del projecte (màxim 300 paraules) 
 
 
La transferencia horizontal genética en bacterias se produce mediante tres procesos principales: transformación, 
transducción y conjugación. Este último proceso es considerado uno de los mecanismos más relevantes en la evolución 
bacteriana y se caracteriza por su eficiencia en la adquisición de nuevos rasgos adaptativos, como ser la resistencia a 
antibióticos.  
 
Existen dos tipos de plásmidos que pueden ser transferidos mediante el proceso de conjugación: conjugativos y 
movilizables. Los conjugativos son auto-transmisibles ya que codifican todas las proteínas necesarias para la formación 
del sistema de secreción (ej. F y R388 de Escherichia coli). Los movilizables, por el contrario, son solo transmisibles en 
presencia de funciones conjugativas adicionales (ej. pMV158 de Streptococcus agalactiae).  
 
El proceso de conjugación se inicia con el corte de un enlace específico fosfo-diéster del ADN a ser transferido mediante 
una proteína denominada relaxasa. Es el caso de la proteína TrwC del plásmido conjugativo R388, cuyos estudios 
bioquímicos y estructurales demostraron que la presencia de una tríada de histidina, coordinada a un ión metálico, y dos 
residuos tirosina juegan un rol decisivo en el mecanismo catalítico. Un estudio sistemático, por difracción de rayos X ha 
permitido determinar la identidad y función del ión metálico, la localización de la segunda tirosina catalítica y la posición 
del grupo fosfato del enlace fosfo-diéster a ser cortado.  
 
Asimismo, se caracterizó por difracción de rayos X, la proteína MobM del plásmido movilizable pMV158. Esta proteína 
cumple un papel homólogo al de la TrwC, pero en una bacteria Gram positiva. La estructura cristalina de MobM es la 
primera obtenida de una relaxasa implicada en el sistema de movilización de una bacteria Gram positiva. Las similitudes 
y diferencias estructurales se describirán en este informe. 
 

Resum en anglès (màxim 300 paraules) 
 
 
Horizontal gene transfer in bacteria may proceed through three main processes: transformation, transduction and 
conjugation. The latter is considered one of the most relevant mechanisms of bacterial evolution and is characterized by 
the efficiency in the acquisition of new adaptive traits such as antibiotic resistance.      
    
In conjugation, two types of plasmids can be transferred: conjugative and mobilizable. Conjugative plasmids are self-
transmissible because they encode all the necessary proteins to form the secretion system (e.g. F and R388 from 
Escherichia coli). On the other hand, mobilizable plasmids are transmissible only in the presence of additional conjugative 
functions (e.g. pMV158 de Streptococcus agalactiae). 
 
The conjugation process starts with the cleavage of a specific phosphodiester bond of the DNA to be transferred by a 
protein known as a relaxase. This is the case of the protein TrwC from the conjugative plasmid R388. Biochemical and 
structural studies with TrwC demonstrated that a histidine triad coordinating to a metal ion, and a couple of tyrosyl 
residues, play a key role during catalysis. The identity and function of the metal ion, the location of the second catalytic 
tyrosine, and the position of the scissile phosphate group, was analyzed in depth through an X-ray diffraction analysis. 
 
Protein MobM from mobilizable plasmid pMV158 was likewise analyzed by X-ray diffraction. This protein plays a similar 
role as TrwC, but in a Gram positive bacterium 

 
 



           

 
 

Resum en anglès (màxim 300 paraules) – continuació -. 
      

 
 
 
 
2.- Memòria del treball (informe científic sense limitació de paraules). Pot incloure altres fitxers de 
qualsevol mena, no més grans de 10 MB cadascun d’ells. 
 

ESTUDIOS ESTRUCTURALES DE RELAXASAS 

INVOLUCRADAS EN EL PROCESO DE CONJUGACIÓN 

BACTERIANA 

 

1. Introducción 
 
La transferencia horizontal de información genética en bacterias se produce mediante tres 

procesos principales: la transformación (que implica la adquisición de ADN desnudo del entorno), la 
transducción (en la que el ADN es encapsulado en un bacteriófago que actúa de vector para la 
inyección en la célula receptora) y la conjugación (mecanismo de transferencia con contacto celular en 
el que la bacteria donadora transfiere una molécula circular de ADN (plásmido) a la receptora). 

 
Este último proceso es considerado uno de los mecanismos más relevantes en la evolución 

bacteriana 1,2 y se caracteriza por su eficiencia en la adquisición de nuevos rasgos adaptativos. Un 
ejemplo prototípico de la importancia de este proceso y su impacto en la salud humana, es la rápida 
adquisición de resistencia a antibióticos por parte de las bacterias. 

  
Existen dos tipos de plásmidos que pueden ser transferidos mediante el proceso de 

conjugación: los plásmidos conjugativos y los movilizables. Los plásmidos conjugativos tienen la 
característica de ser auto-transmisibles ya que codifican todas las proteínas necesarias para la 
formación del sistema de secreción. Este es el caso de los plásmidos F y R388 de Escherichia coli. Los 
plásmidos movilizables, por el contrario, no codifican estas proteínas y deben ser asistidos por 



           

 
 

plásmidos conjugativos que le aportan las funciones conjugativas adicionales. Ejemplo de este tipo de 
plásmidos es el plásmido pMV158 de Streptococcus agalactiae.  

 
El proceso de transferencia consta de una primera etapa, en la que el ADN es procesado por la 

bacteria donadora, y una segunda etapa, en la que este ADN es transportado y transferido a la bacteria 
aceptora. Un grupo específico de proteínas codificadas en los genes tra de los plásmidos conjugativos y 
mob de los plásmidos movilizables son las encargadas de llevar a cabo estas etapas.3 

 
En el caso del plásmido conjugativo R388, es la proteína TrwC, la relaxasa encargada de 

iniciar el proceso mediante el corte de un enlace específico fosfo-diéster del ADN conjugativo donor. 
Esta proteína tiene un peso molecular de 107 kDa, presentando actividad relaxasa, en su dominio N-
terminal, y helicasa, en su dominio C-terminal.4  

 
Los estudios bioquímicos realizados con TrwC confirmaron que la presencia de una tríada de 

histidinas, altamente conservada en este tipo de proteínas, y dos residuos tirosina  juegan un rol 
decisivo en el mecanismo catalítico. Se propuso además que dicho mecanismo ocurriría de manera 
análoga al mecanismo “flip-flop” presente en la replicación del bacteriófago φΧ-174 teniendo cada una 
de los residuos tirosina un rol funcional diferente en las reacciones de procesamiento del ADN.5 A 
estos estudios se sumó la información estructural obtenida por difracción de rayos X del complejo 
TrwC-N293 con una cadena simple de ADN de 25 bases, reportada en el año 2004 por Guasch, A. y 
colaboradores.6 A partir de este trabajo surgieron una serie de interrogantes: la identidad y la función 
del ión metálico que es coordinado por la tríada de histidinas del sitio activo, la localización del 
segundo residuo catalítico (Tyr26) y la posición del fosfato del enlace fosfo-diéster a ser cortado.  

 
Para intentar responder a estas preguntas se realizó un estudio sistemático, por difracción de 

rayos X, de unión de la proteína con diferentes metales y oligonucleótidos de mayor longitud.   
 
Asimismo, también se caracterizó por difracción de rayos X, la proteína MobM del plásmido 

movilizable pMV158 de Streptococcus agalactiae. Esta proteína cumple un papel homólogo al que 
desempeña TrwC en el sistema R388 y su estructura constituye la primera estructura obtenida de una 
relaxasa implicada en el sistema de movilización de una bacteria Gram positiva. Las similitudes y las 
diferencias estructurales se analizan en esta memoria. 

 
2. Materiales y Métodos 
 
2.1 Complejos TrwCN293-25ADN-Metal 
 
2.1.1 Preparación 

 
Previamente a la preparación del complejo binario TrwC-27ADN, se realizó un pre-

tratamiento del ADN (5'-GCGCACCGAAAGGTGCGTATTGTCT-3') para favorecer la formación del 
plegamiento de horquilla necesario para el reconocimiento por parte de la proteína. Para ello se calentó 
una solución 0.179 mM de ADN (en 450 mM de NaCl y 5  mM Hepes pH=7.6) en un baño de agua a 
80°C durante 15 minutos para posteriormente enfriarlo en hielo a 0°C durante 15 minutos y agitando a 
300 rpm. Se procedió de manera inmediata a mezclar esta solución con una solución 0.179 mM de 
proteína (en el mismo buffer) en presencia de un 10% de exceso de ADN.  
 
2.1.2 Cristalización 
 

Los cristales fueron obtenidos por difusión de vapor a 4°C con el método de la gota colgante, 
adicionando para ello a 2 μl de solución del complejo (6.8 mg/ml) 1 μl de solución precipitante 
conteniendo 20% (w/v) PEG MME 2000, 0.4 M de sulfato de amonio y 0.1M de acetato de sodio a 
pH=4.6.  
 
2.1.3 Derivatización con metales divalentes 

 
Para obtener los derivados de metales divalentes se hicieron “soakings” colocando los cristales 

en gotas conteniendo 1 μl de la solución de precipitante con: S(1) 5 mM ZnSO4 y 10 mM MgCl2, S(2) 



           

 
 

5 mM ZnSO4 y 10 mM MnCl2, S(3) 5 mM MnCl2, S(4) 5 mM CuCl2 y S(5) 5 mM NiCl2, siendo las 
concentraciones indicadas las concentraciones finales en la gota. 

 
Al cabo de 24 hs. los cristales fueron retirados de las gotas, montados en “loops” y congelados 

en nitrógeno líquido (utilizando 20% de glicerol como agente crioprotectante), para realizar las 
medidas de difracción de rayos X. 
 
2.1.4 Colección de datos y determinación estructural  

 
La colección de datos se realizó en el ESRF (European Synchrotron Radiation Facility) en 

Grenoble, midiendo los cristales S(1) en la línea ID14-eh4, a la energía correspondiente al pico de 
absorción del Zn (set de datos 25ZNpkMG) y a 24 eV por debajo de éste (set de datos 25ZNrmMg); 
S(2) en la línea BM16, a la energía del pico de absorción del Zn (set de datos 25ZNpkMN) y la del Mn 
(set de datos 25ZNMNpk); S(3) en la línea BM16, a la energía del pico de absorción del Mn (set de 
datos 25MN); S(4) en la línea ID23-eh1, a una energía mayor a la del pico de absorción del Cu (set de 
datos 25CU) y S(5) en la línea BM14, a una energía mayor a la del pico de absorción del Ni (set de 
datos 25NI).  Los detalles de la colección se resumen en la Tabla 1. 

 
Para el refinamiento de las estructuras se utilizó la estructura de la proteína libre de metal 

(código pdb 1OMH) como modelo inicial. La inspección de los mapas de densidad electrónica (con el 
programa TURBO-FRODO7) permitió localizar los correspondientes iones metálicos en el sitio activo.  
Posteriores ciclos de “annealing”, con el programa CNS versión 1.18, combinados con la inspección 
visual de los mapas, la corrección manual de la posición de las cadenas laterales de los residuos y la 
adición de moléculas de solvente completaron el refinamiento de las estructuras. 

 
 
2.2 Complejo TrwCN293Y18F-27ADN 
 
2.2.1 Preparación 

 
Para la obtención del complejo se siguió un protocolo análogo al utilizado en el caso anterior, 

pero empleando un mutante inactivo de la proteína (Y18F) para que no cortara al oligo. Una  solución 
0.23 mM de ADN (5'-GCGCACCGAAAGGTGCGTATTGTCTAT-3'), en 450 mM de NaCl y 5  mM 
Hepes pH=7.6, se calentó a  80°C durante 15 minutos y luego se enfrió a 0°C durante 15 minutos 
agitando a 300 rpm. Se mezcló esta solución con una solución 0.23 mM de proteína (en el mismo 
buffer) poniendo un 10% de exceso de ADN. 
 
2.2.2 Cristalización 

 
Los cristales fueron obtenidos por difusión de vapor a 4°C con el método de la gota colgante, 

adicionando para ello a 2 μl de solución del complejo (6.9 mg/ml) 1 μl de solución 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 días los cristales alcanzaron su máximo tamaño y fueron montados en loops y 
congelados en nitrógeno líquido (utilizando 20% de glicerol como agente crioprotectante) para realizar 
las medidas de difracción de rayos X. 
 
2.2.3 Colección de datos y determinación estructural  

 
La colección de datos se llevó a cabo en la línea ID14-eh4 del ESRF. Los detalles de la 

colección así como del procesamiento y refinamiento se resumen en la Tabla 1 (set de datos 27NAT). 
La estructura fue resuelta por el método de reemplazo molecular, utilizando como modelo de partida la 
estructura de la proteína TrwC en complejo con un oligonucleótido de 25 bases (código pdb 1OSB). 
Para el refinamiento posterior se empleó el programa REFMAC versión 5.2 que forma parte del 
conjunto de programas de la suite CCP4.9 

 
La posición del residuo T25 de la cadena de ADN difería considerablemente respecto a la 

posición en el modelo utilizado por lo que debió ser eliminado. Luego de un ciclo de refinamiento y 
mediante la inspección de los mapas de Fourier 2Fo-Fc y Fo-Fc este residuo fue colocado en la 
posición correcta. Otro ciclo de refinamiento y el posterior chequeo de los mapas de densidad, permitió 



           

 
 

la ubicación de la base A26. Finalmente se intento la localización de la base T27, pero la 
extremadamente difusa densidad electrónica impidió que éste fuera localizado sin ambigüedades y por 
lo tanto no se modeló. 

 
 

2.3 Complejo MobMN198-26ADN 
 
2.3.1 Preparación 

 
Para la obtención del complejo se siguió un protocolo análogo al utilizado en los casos 

anteriores. Una  solución 0.17 mM de ADN (5'-ACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTG-3'), en 500 
mM de NaCl, 20 mM Tris pH=7.6, 1% de glicerol, 1mM EDTA y 1mM DTT, se calentó a  80°C 
durante 15 minutos y luego se enfrió a 0°C durante 15 minutos agitando a 300 rpm. Se mezcló esta 
solución con una solución 0.17 mM de proteína (en el mismo buffer) poniendo un 10% de exceso de 
ADN. 
 
2.3.2 Cristalización 

 
Los cristales fueron obtenidos por difusión de vapor a 4°C con el método de la gota sentada, 

adicionando para ello a 1 μl de solución del complejo (7.8 mg/ml) 1 μl de solución precipitante 
conteniendo 10% (w/v) PEG 8000 y 0.1 M de acetato de sodio a pH=4.6. Al cabo de 45 días los 
cristales alcanzaron su máximo tamaño y fueron montados en “loops” y congelados en nitrógeno 
líquido (utilizando 30% de glicerol como agente crioprotectante) para realizar las medidas de 
difracción de rayos X. 
 
2.3.3 Colección de datos y determinación estructural  

 
La colección de datos se realizó en la línea ID14-eh4 del ESRF. La estructura fue resuelta por 

el método de SAD (Dispersión Anómala Simple) utilizando la dispersión anómala del átomo de 
selenio. Las posiciones de siete de los ocho átomos de selenio se encontraron con el programa 
SHELXD10 y el primer mapa de densidad electrónica experimental se obtuvo a partir de las fases 
experimentales, previa modificación de la  densidad (density modification) con el programa PIRATE9. 
El programa RESOLVE11 permitió construir de manera automática el 30% de la estructura y el 70% 
restante fue trazado manualmente con el programa Coot12. El refinamiento estructural se encuentra 
actualmente en progreso. 
 

3. Resultados y discusión 
 
3.1 Estructura cristalina del complejo TrwCN293-25ADN con metales divalentes 

 
La figura 1 muestra para las estructuras refinadas los mapas de diferencia anómala para cada 

uno de los metales testados. En la figura 1a puede observarse que en los cristales (1), producto del 
“soaking” con ZnSO4 y MgCl2, los datos colectados en la energía del pico de absorción del Zn 
muestran una fuerte densidad electrónica (en amarillo) en el sitio del metal, mientras que los colectados 
con el mismo cristal pero a una energía por debajo de dicho pico (en azul) no muestran densidad alguna 
en el sitio activo, demostrando de esta manera que es Zn2+ el metal que se une en este caso a la tríada 
de histidinas. 

 
Las figuras 1b y 1c corresponden a los cristales obtenidos en S(2), “soakings” con ZnSO4 y 

MnCl2. En ellas se observa una definida densidad electrónica en el sitio del metal para los datos 
colectados en la energía del pico del Zn y ninguna para los colectados a la energía del pico del Mn, 
demostrando nuevamente que es el Zn el metal que se une al sitio activo. 

 
En la figura 1d se puede ver como para los cristales S(3) (“soaking” con MnCl2) no muestra 

evidencia de la presencia de metal en el sitio activo. A esto se le suma el hecho de que la orientación de 
la His150 no es la adecuada para la coordinación del metal, siendo similar a la disposición que este 
residuo adopta en la estructura libre de metal 1OMH. 
   



           

 
 

Finalmente, los mapas de diferencia anómala de las figuras 1e y 1f demuestran la presencia de metal en 
el sitio activo siendo éste Cu2+ y Ni2+, respectivamente. 

 
Otros “soakings” realizados con Ca2+ y Mg2+ tampoco muestran la presencia de metal en el 

sitio activo. En el caso del Mg2+, pese a que se observó densidad electrónica en el sitio del metal, ésta 
fue atribuida a una molécula de agua dado que la coordinación no se correspondía con la típica 
coordinación octaédrica de un ión Mg2+. 

 
Figura 1. Mapa de diferencia anómala del centro activo de la TrwC para los diferentes metales 

testados. 
  
En todos los casos en que se verifica la unión del metal a la proteína, se observan en ésta la 

ocurrencia de re-arreglos conformacionales. El más significativo es el del loop α1-β1, que comprende 
los residuos 20 al 30, y que no pudo ser trazado en la estructura de la proteína sin metal debido a la 
débil y fragmentada densidad electrónica observada en los mapas (posiblemente consecuencia de su 
gran flexibilidad). Sin embargo, en las estructuras con metal este loop se ordena parcial o totalmente y, 
en mayor o menor medida, es posible localizar los residuos que lo constituyen (residuos 20 al 26 en las 
estructuras con Ni2+ y Zn2+ y todo el loop en la estructura con Cu2+). La conformación de dicho loop es 
idéntica en las estructuras con Ni2+ y Cu2+, siendo levemente diferente en el caso de la estructura de 
Zn2+ para los residuos 20 al 24. En todas las estructuras la localización de la tirosina Tyr26 es la misma 
(figura 2), situándose a aproximadamente 17 Å del sitio activo y  orientada en dirección opuesta a la 
Tyr18.   

 
Figura 2. Detalle del centro activo del complejo TrwC-25ADN-Cu en el que se observa la 

coordinación del ión metálico. 
 
La tirosina Tyr18 muestra una significativa variación en su conformación con respecto a la 

estructura sin metal 1OMH. Su cadena lateral gira respecto al ángulo de torsión χ1 observándose 
desplazamientos del grupo OH de 2.39 Å en la estructura de Zn2+, 2.17 Å en la de Ni2+ y 0.68 Å en la 
de Cu2+ (fig. 3a). 

 
Se suma a esto el hecho de que la base T25 también muestra un alto grado de flexibilidad. La 

densidad electrónica en los mapas es débil y algo dispersa, pero una cuidadosa inspección de los 
mismos permitió ubicarla de modo que el oxígeno 3’ se orienta predominantemente hacia el metal en 
las estructuras de Cu2+ y Ni2+ y para el lado contrario en la de Zn2+ (fig. 3b).    
 
Figura 3. Conformaciones adoptadas por (a) Tyr18 y (b) T25, observadas en las diferentes estructuras 

con metal. 
 
3.2 Estructura cristalina del complejo TrwCN293Y18F-27ADN 

 
De manera análoga a lo ocurrido con la estructura de la TrwC-25ADN libre de metal (código 

pdb 1OSB), el complejo cristalizó en una celda hexagonal, en el grupo espacial P65, con dos moléculas 
de complejo por unidad asimétrica. Las características estructurales básicas son análogas a las ya 
observadas (figura 4).5  

 
Figura 4. Representación de la estructura del complejo TrwC-27ADN. En magenta se indica la 

posición de la cadena lateral del residuo catalítico Tyr18y en línea punteada la ubicación del loop 
Glu20-Asp30. 

 
La cadena de ADN presenta la forma de horquilla necesaria para el reconocimiento y un giro 

en U de las bases T21 a la C24 previa a la entrada en el sitio activo de manera que, en la cavidad 
hidrofóbica que forman, queda atrapado el primer residuo de la proteína (Met1). La base T25 cambia 
de orientación respecto a la estructura 1OSB formando con la base G22 dos enlaces de hidrógeno, 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 conformación de T25 orienta el oxígeno 3’ y el grupo fosfato del siguiente residuo (A26) hacia el 
sitio de unión 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 electrónica  y refinada en una sola de las moléculas 
presentes en la unidad asimétrica, establece  interacciones con la base T25 y la Met5 (figura 5). 



           

 
 

 
Figura 5. Giro en U de la cadena de ADN donde pueden observarse las interacciones de la base T25 

con la G22. 
 
3.3 La naturaleza del ión metálico 
 

 Ensayos in Vitro mostraron que en ausencia de ión metálico la TrwC no es capaz de cortar la 
cadena de ADN. El agregado de iones metálicos divalentes como Mg2+, Mn2+, Ca2+, Zn2+, Ni2+, Cu2+ o 
Co2+, producen porcentajes de corte significativos pero que la concentración necesaria de Mg2+ o Mn2+ 
para obtener valores similares a los obtenidos con Zn2+, Ni2+ o Cu2+ es mucho mayor. A esto se le suma 
el hecho de que la afinidad por el Mg2+ es cuatro órdenes de magnitud menor que por el Zn2+.13 
 
 El estudio estructural realizado con diferentes metales confirmó la alta afinidad de la proteína 
por el Zn2+. La arquitectura del sitio activo provee el entorno de coordinación más comúnmente 
observado para el ión Zn2+, en el que tres histidinas y una molécula de agua completan su esfera de 
coordinación.14 De manera análoga también se observó unión a los iones Cu2+ y Ni2+, sin embargo, en 
ningún caso se encontró evidencia de unión a iones Mg2+ o Mn2+. La tríada de histidinas no constituye 
el entorno octaédrico característico de coordinación de estos metales, que coordinan siempre con al 
menos un grupo carboxilato.  
 
3.4 Rol del ión metálico en el mecanismo catalítico 

 
En la estructura del complejo TrwC-27ADN, en la que una molécula de agua ocupa el lugar 

del ión metálico y mimetiza sus interacciones, se observa como uno de los átomos de oxígeno del 
fosfato que contiene el enlace fosfo-diéster a ser cortado tiene la orientación adecuada como para 
coordinar con el ión metálico si este estuviera en el sitio activo. Si se superpone esta estructura a la de 
los complejos TrwC-25ADN-metal, se puede ver como la posición del oxígeno del fosfato se 
corresponde con la que ocupa la molécula de agua que completa la coordinación del ión metálico (ver 
figuras 2 y 6).  
 

Figura 6. Detalle del sitio activo del complejo TrwC-27ADN con la tríada de histidinas y la Tyr18 
mutada por fenilalanina. 

  
 Estas observaciones y el hecho de que es necesaria la presencia de metal para que ocurra el 
corte del enlace fosfo-diéster de la cadena de ADN, permiten sugerir un mecanismo catalítico para la 
primer reacción de transesterificación (figura 7), en el que el metal polariza el enlace a ser cortado 
favoreciendo el ataque nucleofílico por parte del grupo OH de la Tyr18.   
 
Figura 7. Diagrama esquemático ilustrando el mecanismo catalítico propuesto para el primer clivaje 

de la cadena de ADN. 
 
  La activación de la Tyr18, que le permite realizar el ataque nucleofílico, la 
proporciona el Asp85 que se encuentra a distancia de enlace de hidrógeno del grupo hidroxilo de la 
misma. Esta primera etapa finalizaría con el aporte de un protón al oxígeno 3’ de la base T25, pero con 
los datos estructurales con que se cuenta no es posible determinar quién cumple este papel.  
 
3.5 Estructura cristalina del complejo MobM N198-26ADN 
 
3.5.1 Características estructurales generales 
 

    La figura 8 muestra el plegamiento global del dominio N-terminal de la proteína MobM en 
complejo con la cadena de ADN de 26 bases. La secuencia del oligonucleótido corresponde a la 
secuencia reconocida por MobM inmediatamente antes del sitio de corte del enlace fosfo-diéster y 
comprende el motivo palindrómico IR-2, responsable de la formación de la horquilla. 

 
Figura 8. Representación de la estructura del complejo MobM-26ADN en la que se 

observa el plegamiento general de la proteína y el ADN. 
 



           

 
 

El núcleo central de la proteína está formado por cinco hebras beta flanqueadas por dos capas 
de hélices alfa, siendo éste el motivo estructural característico en esta familia de proteínas, como lo 
muestra la superposición estructural realizada con otras relaxasas de estructura conocida (figura 9). Es 
además, en el núcleo central de hebras beta, donde se aloja el sitio activo de la proteína, formado por la 
tríada de histidinas y la tirosina catalítica. 

 
Figura 9. Superposición estructural del dominio N-terminal de la proteína MobM del 
plásmido movilizable pMV158 con los dominios N-terminal de las proteínas TrwC del 

plásmido conjugativo R388 y TraI del F. 
 
3.5.2 Interacciones proteína-ADN 
 

El ADN cubre 2621 Å2 de la superficie proteica, lo que representa aproximadamente un 30% 
de la superficie total (8677 Å2). Esta extensa superficie de interacción se encuentra cargada 
positivamente y define un profundo surco a lo largo de una de las caras de la proteína en el cuál la 
doble cadena de ADN se sitúa. Las interacciones que se establecen con numerosos residuos, 
fundamentalmente mediante enlaces de hidrógeno, dan estabilidad al complejo en su conjunto (figura 
10). Las regiones del ADN expuestas, que no son cubiertas por la proteína, establecen enlaces de 
hidrógeno con moléculas de agua cercanas.  
 

Figura 10. Representación esquemática de las interacciones establecidas por la 
cadena de ADN. 

 
Es clave el papel de dos argininas (Arg71 y Arg74) que intervienen en el reconocimiento y 

anclaje de la cadena de ADN a la proteína. Mediante dos giros betas consecutivos del “loop” en el que 
se encuentran, estos dos residuos se orientan de manera tal que penetran en el estrecho surco menor de 
la doble cadena de ADN y establecen enlaces de hidrógeno con las bases T4, A6, A16 y G17 (figura 
11). 
 

Figura 11. Anclaje de la doble cadena de ADN mediante la penetración de dos 
argininas en el surco menor del ADN. 

 
3.5.4 Arquitectura del sitio activo 
 

Los alineamientos de secuencia, de las relaxasas codificadas por la super-familia pMV158 de 
plásmidos movilizables, situaban a la tríada de histidinas 126, 133 y 135 y a la tirosina 44, en el sitio 
activo de la proteína MobM formando parte constitutiva del mismo (figura 12).  

 
Figura 12. Alineamiento de secuencias de todas las relaxasas pertenecientes a la 

superfamilia pMV158. 
 
Sin embargo, una inspección a la estructura obtenida y la superposición del sitio activo de la 

MobM con el de la TrwC, excluye casi totalmente la posibilidad de que la tirosina 44 sea uno de los 
residuos catalíticos (figura 13). Su lejanía del sitio activo y la presencia de la tirosina 122 localizada en 
las proximidades del mismo, hacen pensar que es esta última quién realiza el ataque nucleofílico al 
fosfato.  
 

Figura 13. Superposición de los sitios activos de las relaxasas MobM y TrwC.  
En magenta se representan los residuos catalíticos pertenecientes a la relaxasa TrwC 
(His150, His161, His163, Tyr18Phe) y en verde los residuos catalíticos de la MobM 
(His126, His133, His135, Tyr122). La cadena de ADN en color magenta corresponde 
a la cadena de ADN unida a la proteína TrwC. En amarillo se representa la cadena de 
ADN unida a una molécula vecina de MobM, que se sitúa próxima al sitio activo. 

 
Por otra parte, la cadena de ADN que se sitúa próxima al sitio activo es una cadena de ADN 

perteneciente a una molécula vecina de MobM, y no la propia. Esto ocurre como consecuencia del 



           

 
 

establecimiento de fuertes contactos entre dos moléculas vecinas de ADN producto del 
empaquetamiento cristalino, que generan de esta manera un artefacto cristalográfico.  
  

Figura 14. Contactos cristalinos entre dos moléculas vecinas de MobM donde se 
observa la interacción de las cadenas de ADN y como el extremo 3’ del ADN (cadena 
color azul) se aleja del sitio activo mientras que las bases G8, A9 y A10 de la cadena 

vecina se colocan próximas a este (cadena color amarillo). 
 
4. Conclusiones 

 
Los análisis estructurales de la unión a diferentes metales divalentes (Zn2+, Cu2+, Ni2+, Mn2+, 

Mg2+, Ca2+), apuntan a que el metal fisiológicamente empleado por la TrwC es el Zn2+. Este tiene 
además un rol clave en el mecanismo enzimático, ocupando el sitio activo de manera tal que coordina 
la tríada de histidinas y debilitando el enlace fosfo-diéster a cortar, facilitando de esta manera el ataque 
nucleofílico de la tirosina catalítica. 

 
La estructura del complejo TrwC-27ADN en las que está presente el enlace fosfo-diéster a 

cortar proporcionó información sobre la localización del mismo respecto al sitio activo, ayudando a 
comprender el papel del metal en la reacción de corte del ADN.       

 
El loop α1-β1 pudo ser trazado completamente revelando la posición de la segunda Tyr 

catalítica (Tyr26), pero la información estructural no es concluyente respecto al papel que  juega esta 
en el mecanismo catalítico. 

 
La estructura del complejo MobM-26ADN revela los elementos estructurales comunes a las 

relaxasas, con un conservado núcleo central formado por hebras beta flanqueadas por ambos lados por 
hélices alfa.  

 
La arquitectura del sitio activo es semejante a la observada en la estructura de los complejos 

TrwC-ADN, con la característica tríada de histidinas y la tirosina catalítica. Esta última, de acuerdo a 
las predicciones preliminares basadas en alineamientos de secuencias debería corresponder con la 
Tyr44, pero lo observado en la estructura cristalina apunta a que es la Tyr122 y no la Tyr44 la que 
efectúa el ataque nucleofílico al fosfato.  
 

Debido a un artefacto cristalográfico producto del empaquetamiento en el cristal, el extremo 3’ 
de la cadena de ADN se desvía del sitio activo y en su lugar se coloca una correspondiente a una 
molécula vecina. 
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Figura 1. Mapas de diferencia anómala del centro activo de la TrwC para los diferentes 

metales testados.. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Detalle del centro activo del complejo TrwC-25ADN-Cu en el que se observa 
la coordinación del ión metálico. 

Figuras 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Conformaciones adoptadas por (a)Tyr18 y (b)T25, observadas en las 
diferentes estructuras con metal.  

Figura 4. Representación de la estructura del complejo TrwC-27ADN. En magenta se 
indica la posición de la cadena lateral del residuo catalítico Tyr18 y en línea punteada la 
ubicación del loop Glu20-Asp30. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 5. Giro en U de la cadena de ADN donde pueden observarse las interacciones de la 
base T25 con la G22. 

Figura 6. Detalle del sitio activo del complejo TrwC-27ADN con la tríada de His y la 
Tyr18 mutada por fenilalanina. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. Diagrama esquemático ilustrando el mecanismo catalítico propuesto para el 
primer clivaje de la cadena de ADN. 

Figura 8. Representación de la estructura del complejo MobM-26ADN en la que se observa 
el plegamiento general de la proteína y el ADN. 



 

 

Figura 9. Superposición estructural del dominio N-terminal de la proteína MobM del plásmido 
movilizable pMV158 con los dominios N-terminales de las proteínas TrwC del plásmido 
conjugativo R388 y TraI del F.   

Figura 10. Representación esquemática de las interacciones establecidas por la cadena de ADN.  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 
Figura 12. Alineamiento de secuencias de todas las relaxasas pertenecientes a la 
superfamilia pMV158. 
 
 
 
 
 

Figura 11. Anclaje de la doble cadena de ADN mediante la penetración de dos argininas en 
el surco menor del ADN. 



 
 

 
 
 
 
 
Figura 13. Superposición de los sitios activos de las relaxasas MobM y TrwC.  En magenta 
se representan los residuos catalíticos pertenecientes a la relaxasa TrwC (His150, His161, 
His163, Tyr18Phe) y en verde los residuos catalíticos de la MobM (His126, His133, 
His135, Tyr122). La cadena de ADN en color magenta corresponde a la cadena de ADN 
unida a la proteína TrwC. En amarillo se representa la cadena de ADN unida a una 
molécula vecina de MobM, que se sitúa próxima al sitio activo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
Figura 14. Contactos cristalinos entre dos moléculas vecinas de MobM donde se observa la 
interacción de las cadenas de ADN y como el extremo 3’ del ADN (cadena color azul) se 
aleja del sitio activo mientras que las bases G8, A9 y A10 de la cadena vecina se colocan 
próximas a este (cadena color amarillo). 



Tabla 1. Colección de datos y estadísticas del refinamiento 

a Valores en paréntesis para el rango de mayor resolución. b Rmerge = [ΣhklΣi |Ii(hkl) - <I(hkl)>| / ΣhklΣiIi(hkl)]×100. c Por unidad asimétrica. d Rfactor=[Σhkl ||Fobs| - k|Fcalc|| / 
Σhkl|Fobs|]×100 ; Rfree, igual que el anterior pero para un conjunto de reflexiones no utilizadas en el refinamiento. e No fueron refinadas ya que no se encontró evidencia de la 
presencia de Mg2+ o Mn2+.  
 

 27NAT* 25ZNpkMG 25ZNrmMG 25ZNpkMN 25ZNMNpk 25MN 25CU** 25NI***  
COLECCIÓN * pdb 2CDM                                                                                                                                                        ** pdb 1ZM5      *** pdb 1S6M 

Celda unidad (Å) a=b=148.42 
c=75.52 

a=b=90.70 
c=204.22 

a=b=90.75 
c=204.36 

a=b=90.53  
c=203.77 

a=b=90.69  
c=204.22 

a=b=90.24 
c=202.08 

a=b=91.09 
c=205.55 

a=b=92.73 
c=208.86 

Grupo espacial P65 P6122 P6122 P6122 P6122 P6122 P6122 P6122 
Longitud de onda (Å) 0.97930 1.2820 1.2852 1.89223 1.2823 1.8924 0.97855 1.00100 

Rango de resolución a 25.0-2.7 
(2.9-2.7) 

19.83-2.7 
(2.85-2.7) 

19.84-2.7 
(2.85-2.7) 

45.27-2.90 
(3.06-2.90) 

51.37-3.16 
(3.16-3.0) 

43.90-2.6 
(2.74-2.6) 

24.68-2.5 
(2.64-2.5) 

43.9-2.29 
(2.4-2.29) 

N° reflexiones observadas a 165382 
(22961) 

169473 
(24851) 

146870 
(21542) 

130924 
(18815) 

120010 
(17326) 

171348 
(25127) 

386179 
(56283) 

114701 
(13061) 

N° reflexiones independientes a 27451 (3996) 14370 (2037) 14393 (2039) 11442 (1598) 10633 (1496) 15710 (2226) 18252 (2592) 28857 (3506) 
Completitud a 99.7 (100) 99.9 (100) 99.8 (100) 98.9 (98.0) 100 (100) 99.9 (99.8) 99.9 (100) 98.8 (98.8) 
Rmerge 

a,b 10.9 (41.3) 9.0 (22.4) 5.9 (15.6) 9.9 (36.1) 14.1 (42.7) 12.7 (45.5) 10.4 (51.6) 4.9 (14.6) 
I/σ(I) a 5.4 (1.5) 5.7 (3.2) 9.1 (4.6) 7.1 (2.0) 4.8 (1.7) 4.6 (1.5) 5.6 (1.4) 10.2 (4.8) 
Multiplicidad a 6.0 (5.7) 11.8 (12.2) 10.2 (10.6) 11.4 (11.8) 11.3 (11.6) 10.9 (11.3) 21.2 (21.7) 4.7 (4.1) 
Completitud anómala a 99.0 (99.9) 99.9 (100) 99.9 (100) 99.4 (98.6) 100 (100) 100 (100) --- 98.3 (88.9) 
Multiplicidad anómala a 3.1 (2.9) 6.5 (6.6) 5.6 (5.6) 6.4 (6.4) 6.4 (6.3) 5.9 (6.0) --- 2.5 (2.2) 

REFINAMIENTO sd 
Atomos proteína c 2213, 2213 2288 

No refinado f 

2288 

No refinado f 

2226 2314 2275 
Atomos ADN c 492, 475 512 512 512 512 512 
Atomos metálicos c --- Zn Zn --- Cu Ni 
Aguas c 239 178 178 256 207 162 
n° reflexiones utilizadas en el  
refinamiento d 26050 13597 

No refinado f 

10055 

No refinado f 

10614 18200 24598 

R factor (%) d 20.5 21.8 19.9 20.4 26.1 20.6 
Rfree (%) d 24.7 26.0 24.0 25.0 27.6 24.5 
Rmsd respecto a valores típicos 
Enlaces (Å) 
Angulos (°) 

 
0.009 
1.37 

 
0.009 
1.31 

 
0.011 
1.44 

 
0.010 
1.35 

 
0.005 
1.52 

 
0.013 
1.35 

B factor promedio (Å2) 49.2 34.0 32.4 31.6 37.1 38.2 
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