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Lo importante es no dejar de preguntarse.

La curiosidad tiene su propia razon de existir. Uno no puede evitar
sentirse pasmado cuando se contemplan los misterios de la

eternidad, de la vida, de la maravillosa estructura de la realidad.

Es suficiente con que uno trate de aprehender un poco de ese misterio cada dia

Albert Einstein
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Abreviaturas

ATP: adenosina-5’-trifosfato.

BSA: seroalbimina bovina.

C-terminal: carboxilo terminal.

DBP: proteina de union a DNA de cadena doble.
DNA: 4cido desoxirribonucléico.

dATP: 2’-desoxiadenosina-5"-trifosfato.

dCTP: 2’-desoxicitidina-5"-trifosfato.

ddNTP: 2’, 3'-didesoxinucledsido-5"-trifosfato.
dGTP: 2’-desoxiguanosina-5’-trifosfato.

dNTP: 2’-desoxinucledsido-5"-trifosfato.

DTT: ditiotreitol.

dsDNA/ssDNA: DNA de cadena doble/DNA de cadena sencilla.
dTTP: 2’-desoxitimidina-5"-trifosfato.

EDTA: acido etilendiaminotetracético.

h: hora.

kb: kilobase.

kDa: kilodalton.

mer: numero de nucledtidos de un oligomero.
min: minuto.

nt: nucleotido.

N-terminal: amino terminal.

p: peso.

PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida.
pb: par de bases.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

Pol: DNA polimerasa.

RT: transcriptasa reversa.

RNA: 4cido ribonucléico.

s: segundo.

SDS: dodecil sulfato sédico.

SSB: proteina de uniéon a DNA de cadena sencilla.
TP: proteina terminal.

$29 TP-DNA: DNA del bacteriofago $29 con una molécula de proteina terminal unida

covalentemente a cada uno de sus extremos 5".



TP-dNMP: complejo covalente formado por la proteina terminal de $29 y un residuo de dNMP.
Tris: trihidroximetil aminometano.
v: volumen.

wt: wild-type (tipo salvaje).



Glosario de términos no castellanos incluidos en esta tesis

En la medida de lo posible, se ha intentado evitar el uso de anglicismos. So6lo en los
casos que se indican a continuacion se ha preferido mantener la nomenclatura inglesa, bien sea
por no existir una correspondencia apropiada en castellano, o por estar su uso muy generalizado

en el lenguaje cientifico.

Downstream: término empleado para referirse a la cadena de DNA que hibrida con la cadena
molde y cuyo extremo 5 se localiza “hacia abajo” una distancia determinada del extremo 3" de
la cadena iniciadora.

Gap: hueco o espacio de ssDNA de longitud variable existente en un dsDNA.

Kit: equipo o conjunto de materiales que se requieren para un proceso determinado.

Loop: estructura flexible a modo de bucle o lazo presente en determinados dominios de algunas
proteinas.

Palm, fingers y thumb: subdominios que conforman el dominio de polimerizacion de las DNA
y RNA polimerasas, llamados asi por la similitud que presentan con la palma, dedos y pulgar de
una mano derecha.

Sliding-back: Término empleado para describir la translocacion en sentido reverso del complejo
TP-dAMP tras la reaccion de iniciacion por la DNA polimerasa de $29.

Sliding-clamp: complejo proteico de estructura toroidal que confiere procesividad a DNA
polimerasas replicativas durante la replicacion.

Upstream: término empleado para la cadena de DNA hibridada con la cadena molde y cuyo
extremo 3" sera utilizado como iniciador de la replicacion por la DNA polimerasa.

Wild-type: tipo salvaje, sin modificacion genética. Término empleado para referirse a la DNA

polimerasa de ¢29, utilizada como control en los estudios de mutagénesis.

Vi



Summary

Bacteriophage ¢29 encodes a DNA-dependent DNA polymerase belonging to the
eukaryotic-type (family B) subgroup of DNA polymerases that use a protein as primer for
initiation of DNA replication. $29 DNA replication requires the formation of an heterodimer
between the $29 DNA polymerase and a free terminal protein (TP) molecule. During initiation,
this polymerase catalyses the addition of dAMP to the OH group of Ser232 in the TP. It has
been demonstrated that the same DNA polymerase that accomplishes initiation catalyses the
elongation processively and coupled to strand displacement without the need of either
processivity factors or helicase-like proteins.

The $29 DNA polymerase has served as model for the study of the biochemical
features and of the structure-function relationships of DNA polymerases by means of an
exhaustive mutational analysis of the enzyme, carried out over more than one decade.

In this work, we have studied the functional role of several residues with a high degree
of conservation among protein-primed DNA polymerases in specific reactions for these
polymerases. Mutations introduced at residues Phel28, Glul6l, Arg96, Lys110, Lys112,
Argl13 and Lys114, belonging to the N-terminal domain of $29 DNA polymerase, allow us to
propose a contribution of those amino acids in establishing the appropriate interactions with
DNA polymerase substrates, DNA and TP, to successfully accomplish the first steps of TP-
DNA replication. In addition, we analysed the role of two conserved residues, Lys305 and
Tyr315, of $29 DNA polymerase located at the insertion called TPR1 (Terminal Protein Region
1), only found in the subgroup of DNA polymerases that use a TP as primer. We found that
these residues are involved in the correct positioning of the primer-terminus at the polymerase
active site. Mutations at these residues produced a severe impairment in the ability to replicate
$29 TP-DNA.

On the other hand, recent crystallographic studies of $29 DNA polymerase have
provided structural insights into its intrinsic processivity and ability to couple strand
displacement to DNA synthesis. Biochemical analysis of a ¢$29 DNA polymerase deletion
mutant lacking the TPR2 (Terminal Protein Region 2) subdomain demonstrates that it plays a
critical role in processivity and strand displacement.

Finally, we studied the possible molecular dynamics between the TPR2 and thumb

subdomains of $29 DNA polymerase during $29 DNA replication.

vii



Introduccion

La transmision de la informaciéon genética de un organismo de una generaciéon a la
siguiente ha sido uno de los principales objetivos en el estudio de los procesos que ocurren en la
naturaleza. En la mayoria de los organismos, dicha informacion genética estd contenida en una
molécula de acido desoxirribonucleico (DNA), requiriéndose la duplicacion exacta de esta
molécula para la transmision del material genético de una célula parental a dos células hijas,
proceso conocido como replicacion (Kornberg y Baker, 1992). En dicho proceso intervienen un
numero diferente de enzimas y factores proteicos dependiendo, en gran medida, de la
complejidad del organismo, llegando a constituir, a veces, verdaderas maquinarias proteicas. Sin
embargo, en todos los sistemas vivos cuyo genoma es DNA, desde bacteriofagos a eucariotas,
existe una enzima responsable de catalizar la adicion de desoxirribonucledsidos trifosfato
(dNTPs) en el extremo de un iniciador de manera complementaria a una de las cadenas de DNA
que actua como molde. Estas enzimas son las DNA polimerasas, componentes centrales en la
replicacion y reparacion del DNA, procesos que duplican los genomas y mantienen su

integridad para asegurar la transmision fiel de la informacion genética.

1. Las DNA polimerasas

En 1953, Watson y Crick, en el articulo donde describian la doble hélice de DNA,
comentaban: “No ha escapado a nuestra atencidon que el apareamiento especifico que hemos
postulado sugiere un posible mecanismo de copia para el material genético” (Watson y Crick,
1953). Poco después, en 1958, el grupo de Arthur Kornberg descubriria la DNA polimerasa [ de
Escherichia coli, siendo el primer ejemplo conocido de esta clase de enzimas (Lehman et al.,
1958). En los ultimos aios ha habido un gran avance en el conocimiento de los mecanismos de
replicacion del material genético gracias a la identificacion de un creciente nimero de DNA
polimerasas. Estos estudios han llevado a ampliar los limites funcionales atribuidos a esta
enzima. La versatilidad que hoy dia es conferida a las DNA polimerasas proviene de la
caracterizacion de éstas no s6lo en procesos de replicacion y reparacion, sino también en otros
mecanismos como la recombinacién y regulacion del ciclo celular (ver Figura 1). Fiel reflejo de
dicha versatilidad funcional es el hecho de haber sido identificadas 5 polimerasas diferentes en
E. coli, 9 en Saccharomyces cerevisiae, y 16 en humanos (Goodman y Tippin, 2000; Hubscher

et al., 2002; Shcherbakova et al., 2003).
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Figura 1. DNA polimerasas implicadas en replicacién, reparacién y sintesis translesiva de DNA.

1.1. Clasificacion de las DNA polimerasas

En base a las diferencias en estructura primaria (Braithwaite e Ito, 1993; Delarue et al.,
1990; Ito y Braithwaite, 1991) y en el comportamiento frente a drogas inhibitorias, asi como al
analisis de la estructura tridimensional (Steitz et al., 1994), las DNA polimerasas han sido
clasificadas en diferentes familias.

La familia A, llamada asi por el gen pol A de E. coli que codifica a la DNA polimerasa
I, comprende DNA polimerasas replicativas y de reparacion. Pertenecen a las primeras la DNA
polimerasa de los bacteriofagos T3, T5 y T7, asi como la DNA polimerasa mitocondrial
eucariotica y. Las DNA polimerasas replicativas suelen interaccionar con otras proteinas con el
fin de llevar a cabo una sintesis eficiente y fiel del material genético. Es el caso de la
tiorredoxina de E. coli que interacciona con la DNA polimerasa del bacteriofago T7
confiriéndole procesividad en el proceso de replicacion (Bedford et al., 1997). Las enzimas de
reparacion incluyen la DNA polimerasa [ de E. coli, 1a Pol I de Thermus aquaticus (Taq) y la
Pol I de Bacillus stearothermophilus, asi como dos nuevas DNA polimerasas identificadas en
células humanas, Pol 0 (Seki et al., 2003; Sharief et al., 1999) y Pol v (Marini et al., 2003).

Muchas de las DNA polimerasas de la familia A presentan actividad exonucleasa 5°-3°,

que interviene en el procesamiento de los fragmentos de Okazaki generados durante la sintesis
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de la cadena retrasada (Baker y Kornberg, 1992), asi como una actividad exonucleasa 3°-5",
responsable de la “correccion de errores” durante la replicacion (ver mas adelante).

La familia B comprende aquellas DNA polimerasas homologas a la DNA polimerasa I1
de E. coli (Ito y Braithwaite, 1991), producto del gen pol B, conocidas también como
eucariodticas o de tipo a por la similitud que presentan con la DNA polimerasa o eucariotica.
Suelen estar formando parte de un complejo multiproteico en el que estan presentes, entre otros,
factores de procesividad, helicasas y proteinas de union a DNA de cadena sencilla (Baker y
Kornberg, 1992). A esta familia pertenecen las DNA polimerasas que llevan a cabo la
replicacion procesiva del DNA cromosomico durante la division celular en eucariotas. Las DNA
polimerasas pertenecientes a esta familia se caracterizan por una potente actividad exonucleasa
3°-5°, que puede llegar a ser mas de 1.000 veces mayor que la caracterizada en las DNA
polimerasas de la familia A (Capson et al., 1992; Lin et al., 1994). La familia B comprende
DNA polimerasas de organismos procariotas y eucariotas, incluyendo asi a las DNA
polimerasas replicativas de virus, bacteriéfagos como T4 y RB69, arqueobacterias y las DNA
polimerasas eucariotas o, d y €. Pertenecen también a esta familia la DNA polimerasa T (Nelson
et al., 1996), implicada en llevar a cabo la sintesis de DNA sobre sustratos “dafiados” (sintesis
translesiva, TLS), y la Pol o (Kaguni, 2004), que interviene en la reparacion de roturas de doble
cadena por recombinacion homoéloga.

Dentro de esta familia existe un subgrupo de DNA polimerasas que inician la
replicacion a partir de un grupo hidroxilo (~OH) perteneciente a un residuo aminoacidico de una
proteina terminal (TP). A este grupo pertenece la DNA polimerasa de ciertos organismos que
tienen como genoma una molécula de DNA de doble cadena (dsDNA) lineal, como es el caso
de los bacteriofagos ¢29, PRD1 y Cpl, de algunos virus eucariotas como adenovirus y
hepadnavirus, plasmidos lineales, asi como del cromosoma de Streptomyces lividans (Salas,
1991).

La familia C agrupa a las DNA polimerasas encargadas de la replicacion del
cromosoma bacteriano (Kornberg y Baker, 1992). Como ocurre en el resto de DNA polimerasas
replicativas, éstas interaccionan con otras proteinas y forman grandes complejos multiproteicos
en los que una actividad enzimatica central estd asociada con componentes adicionales que
estimulan dicha actividad (holoenzima) (Kornberg y Baker, 1992). Esta familia incluye a la
DNA polimerasa III de E. coli, cuya subunidad catalitica (subunidad o) es codificada por el gen
pol C, asi como a las DNA polimerasas replicativas de la mayoria de bacterias Gram-positivas
(Bruck et al., 2003; Dervyn et al., 2001). La subunidad a de E. coli, que contiene la actividad de
polimerizacion, estd asociada a la subunidad e, responsable de la actividad exonucleasa 3°-5"
(Kelman y O'Donnell, 1995). Se ha obtenido recientemente la primera estructura cristalina de

una polimerasa replicativa bacteriana (Bailey et al., 2006). A diferencia de las DNA polimerasas
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replicativas eucarioticas pertenecientes a las familias A y B, el subdominio palm de estas
polimerasas presenta un plegamiento y conectividad idénticos a la familia X.

Las DNA polimerasas encontradas en el subdominio euriarqueota de arqueas
constituyen la familia D. Poco se conoce acerca de estas polimerasas ya que se estd en una
etapa temprana de su caracterizacion. Estas enzimas son heterodiméricas (Uemori et al., 1997),
presentando la subunidad mas pequefia cierta homologia con la DNA polimerasa § eucariotica
(Cann et al., 1998). La subunidad mayor contiene la region catalitica. La caracterizacion de la
DNA polimerasa Il de Pyrococcus furiosus ha permitido identificar en la misma actividad tanto
polimerasa como exonucleasa 3’-5" (Uemori et al., 1997).

La familia X incluye DNA polimerasas implicadas fundamentalmente en procesos de
reparacion. Son enzimas monoméricas que se caracterizan por ser distributivas y carecer de
actividad exonucleasa 3°-5" correctora de errores. Dentro de esta familia encontramos la DNA
polimerasa eucaridtica mas pequena identificada, la DNA polimerasa 3 (Abbotts et al., 1988),
que tiene preferencia por sustratos de DNA que carecen de algunos nucleotidos en su secuencia
(gap) (Singhal y Wilson, 1993). Ademas del dominio de polimerizacion, estas DNA
polimerasas presentan un dominio N-terminal denominado “dominio de 8 kDa” que
interacciona con el grupo fosfato 5” de la cadena no molde downstream en un gap (Sawaya et
al., 1997). En algunos casos, este dominio posee actividad desoxirribosa fosfato-liasa (dRP-
liasa), implicada en el mecanismo de reparacion por escision de bases (BER), importante para la
reparacion de sitios abasicos presentes en el DNA (Matsumoto y Kim, 1995). Algunos
miembros de esta familia tienen dominios adicionales como el dominio BRCT (dominio
BRCA1 C-terminal), que desempefia un papel importante en interacciones proteina-proteina o
proteina-DNA (Bork et al., 1997; Callebaut y Mornon, 1997). Otros miembros de esta familia
son la desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) (Bollum, 1960), Pol A (Garcia-Diaz et al.,
2000; Aoufouchi et al., 2000; Nagasawa et al., 2000) y Pol u (Dominguez et al., 2000). Esta
ultima parece estar relacionada con procesos de reparacion de roturas de doble banda y con un
mecanismo de diversificacion de los receptores de antigeno, la hipermutacién somatica
(Dominguez et al., 2000; Ruiz et al., 2001). El descubrimiento reciente de un miembro de esta
familia en la bacteria Deinococcus radiodurans (Lecointe et al., 2004), asi como de muchas
pautas de lectura abierta (ORFs) identificadas en bacterias y arqueas, demuestra su presencia en
los tres dominios de la vida (Aravind et al., 1999), lo cual sugiere que estdn desempeiiando
funciones celulares importantes.

La familia Y. La presencia de agentes que dafian el DNA induce la expresion de este
tipo de enzimas. Cuando se produce una parada en la horquilla de replicacion como
consecuencia de un dafio en el DNA, estas DNA polimerasas son capaces de “interpretar” la
informacion de la cadena dafiada incorporando dNMPs, permitiendo asi la continuidad del

proceso replicativo. No son, por tanto, DNA polimerasas de reparacion, sino mdas bien de
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tolerancia al dafio durante la replicacion del DNA. Gracias a su capacidad de llevar a cabo
sintesis de DNA sobre sustratos “dafados”, las DNA polimerasas pertenecientes a esta familia
favorecen la supervivencia de la célula. Exhiben elevadas tasas de error como consecuencia de
una baja fidelidad de insercion, asi como de la ausencia de actividad exonucleasa 3°-5" (Zhou et
al., 2001). Cada una de estas DNA polimerasas difiere en la especificidad del sustrato sobre el
que actdan.

En E. coli, dos de las cinco polimerasas identificadas pertenecen a esta familia, Pol IV
(DinB) y Pol V (UmuC) (Ohmori et al., 2001). Proteinas homologas a UmuC y DinB existen en
todas las eubacterias, y homoélogos de DinB se han encontrado incluso en algunas arqueas
(Kulaeva et al., 1996). En humanos, han sido descritas la Pol n, 1, ¥ y una desoxicitidil
transferasa dependiente de molde (Revl) (McDonald et al., 1990; Ohashi et al., 2000).

La familia de las Transcriptasas Reversas (RTs) incluyen las RTs de retrovirus y las
telomerasas eucarioticas. Las RTs interaccionan con un amplio espectro de sustratos de acidos
nucleicos para convertir un genoma viral de RNA de cadena sencilla en un DNA proviral de
doble cadena (Gotte et al., 1999). Dentro de esta familia se han identificado polimerasas
diméricas, como en el caso del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), y polimerasas
monoméricas, como ocurre en el virus de la leucemia murina de Moloney (MuLV). Estas
enzimas poseen un dominio polimerasa asi como un dominio RNAsa H, este ultimo con objeto
de degradar el RNA viral durante la sintesis de DNA (Moelling et al., 1971).

En el caso de las telomerasas eucarioticas, estas DNA polimerasas utilizan como molde

su propio RNA (Greider y Blackburn, 1985).

1.2. Caracteristicas funcionales de las DNA polimerasas
A pesar de la diversidad existente entre las DNA polimerasas, se pueden establecer una
serie de caracteristicas presentes en la practica totalidad de este grupo de enzimas (Kornberg y
Baker, 1992):
- Utilizacion de dNTPs para llevar a cabo la polimerizacion del DNA, mediante la
incorporacion secuencial de desoxirribonucledsidos monofosfato (AINMPs), con la posterior
liberacién de una molécula de pirofosfato (PP;). Algunas son capaces de incorporar
ribonucledtidos (NTPs) con gran eficiencia, como es el caso de la Pol u (Ruiz et al., 2003).
- Requerimiento de un molde. La reaccion de polimerizacion es dirigida por una cadena
molde de DNA que es copiada segun las reglas de apareamiento de bases predichas por
Watson y Crick, dictando de esta forma el orden de incorporacion de los dNTPs. Este
descubrimiento fue especialmente importante no s6lo porque proporciond la base quimica
de la replicacion semiconservativa del DNA, sino porque represento6 el primer ejemplo del

uso de un molde para guiar una reaccion biosintética. No obstante, se han identificado DNA
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polimerasas con capacidad para llevar a cabo la sintesis en ausencia de molde, como es el
caso de la TdT y Pol u (Bollum,1960; Dominguez et al., 2000).

- Parainiciar la sintesis de DNA, las DNA polimerasas requieren un iniciador o cebador
que aporte un grupo -OH al que se pueden afiadir nucleétidos dado que no pueden llevar a
cabo la sintesis de novo de una cadena de DNA. Un iniciador puede ser un segmento de
cadena de DNA o RNA, o incluso, algunas DNA polimerasas utilizan el grupo -OH de un
aminodacido especifico (Ser, Thr o Tyr) de una proteina terminal (Salas, 1991).

- Para que tenga lugar la reaccion de transferencia de nucleétidos se requiere la presencia
de un par de iones metalicos divalentes, preferentemente Mg>™ (Steitz et al., 1994), que
actiian como cofactores en dicha reaccion.

- La sintesis de DNA es direccional; las DNA polimerasas catalizan la sintesis desde el
extremo 5” al extremo 3’ de la cadena de DNA.

Aparte de estas propiedades comunes entre las DNA polimerasas, también se pueden
definir diferencias funcionales. Algunas polimerasas tienen actividades enzimaticas
adicionales a la polimerizacién, como actividad exonucleasa 3°-5°, actividad exonucleasa
5’-3" (Baker y Kornberg, 1992; Lyamichev et al., 1993), actividad RNasa H, actividad dRP-
liasa (Saxowsky et al., 2002; Sobol y Wilson, 2001), o actividad primasa, entre otras. Estas
actividades pueden residir en dominios separados dentro del mismo polipéptido, o estar

localizadas en subunidades separadas pero firmemente asociadas entre si.

1.3. Arquitectura basica de las DNA polimerasas

La porcion C-terminal de la Pol I de E. coli (fragmento Klenow, Pol Ik) (Klenow y
Henningsen, 1970), que carece del dominio exonucleasa 5°-3°, fue la primera estructura de una
DNA polimerasa en ser resuelta cristalograficamente (Ollis et al., 1985). Se identificaron dos
dominios estructural y funcionalmente diferenciados, el dominio de polimerizaciéon y el dominio
exonucleasa 3°-5. Posteriormente, se obtuvieron diferentes estructuras de esta enzima con un
sustrato de DNA unido en el dominio exonucleasa 3°-5" (Beese et al., 1993a; Freemont et al.,
1988), con dANTP y con PP; (Beese et al., 1993b). Desde los inicios del estudio estructural de Pol
Ik, la estructura del dominio polimerasa ha sido comparada a una mano derecha ligeramente
abierta, distinguiéndose tres subdominios llamados palm, fingers y thumb, siguiendo la similitud
anatoémica (Ollis et al., 1985). Estructuras posteriores de DNA polimerasas muestran que esta
topologia estd universalmente conservada entre las diferentes familias de DNA polimerasas pese
a la poca homologia de secuencia observada entre ellas (ver Figura 2).

El subdominio palm, formado por cadenas [ antiparalelas, contiene los residuos
cataliticos, conservados evolutivamente, que coordinan dos iones metalicos divalentes. De
hecho, todas las polimerasas presentan el mismo mecanismo de dos iones metalicos para

catalizar la reaccion de transferencia de nucleotidos (Wang et al., 1997). Este subdominio forma
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la base del surco de union del DNA constituido por los subdominios fingers y thumb. Mas alla
de este aspecto comun, las polimerasas son muy diversas tanto entre diferentes familias como
dentro de las mismas. El subdominio fingers, formado generalmente por hélices a, estd
implicado en la unién del nucledtido entrante, asi como en el establecimiento de contactos con

la cadena molde.

Figura 2. Plegamiento comiin entre las diferentes DNA polimerasas. Representacion de la estructura
ternaria de DNA polimerasas de las familias A (KlenTaq (fragmento Klenow de Tag)), B (DNA
polimerasa del bacteriéfago RB69), X (Pol  humana) e Y (Dpo4 de Sulfolobus solfataricus). Los
elementos de estructura secundaria de los distintos dominios se muestran coloreados: en malva el
subdominio palm, en rojo el subdominio fingers, y en verde el subdominio thumb. Los subdominios
adicionales se muestran en amarillo (el dominio N-terminal de la polimerasa de RB69 y de KlenTaq, el de
8kDa de la Pol B, y el subdominio little fingers de la Dpo4). El dominio exonucleasa 3°-5'de la DNA
polimerasa de RB69 se muestra en marron. La superficie transparente representa la superficie molecular
de la enzima. La figura se ha tomado de la Tesis Doctoral de Garcia-Diaz (2003).

Por otro lado, el subdominio thumb, con un marcado caracter o helicoidal, es
responsable de estabilizar la interaccion de la DNA polimerasa con el producto duplex de DNA,
asi como de coordinar las actividades de polimerizacion y exonucleasa 3°-5" en aquellas
polimerasas que la poseen (Beese et al., 1993a; Minnick et al., 1996; Bedford et al., 1997,
Shamoo y Steitz, 1999; Franklin et al., 2001; Pérez-Arnaiz et al., 2006). Estos subdominios se
han visto en DNA polimerasas de la familia A (T7, Tagq, B. stearothermophilus) (Doublié et
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al.,, 1998; Kiefer et al., 1998; Korolev et al., 1995), de la familia B (RB69, Thermus
gorgonarius, P. kodakaraensis, Thermococcus litoralis, $29) (Wang et al., 1997; Hopfner et al.,
1999; Hashimoto et al., 2001; Rodriguez et al., 2000; Kamtekar et al., 2004), de la familia X
(Pol B, Pol A) (Pelletier, 1994; Garcia-Diaz et al., 2004), de la familia Y (DinB de S.
solfataricus, vy de S. cerevisiae, Pol \ humana (Silvian et al., 2001; Trincao et al., 2001; Nair et
al., 2004), y en RTs (MuLV, HIV-1 y HIV-2) (Das and Georgiadis, 2004; Esnouf et al., 1995;
Hsiou et al., 1996; Rodgers et al., 1995; Ren et al., 2002). En estas ultimas, el subdominio
fingers estd formado por dos cadenas § antiparalelas. Aparte de este patron estructural comun
observado en todas las familias de DNA polimerasas, se han encontrado otros dominios y
estructuras diversas, algunas de ellas especificas de la familia en cuestion (ver Figura 3). Entre

ellas destacariamos el dominio 3'-5", responsable de la capacidad correctora de errores, presente
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Figura 3. Organizacion modular de DNA polimerasas de diferentes familias.

en miembros de la familia A, B y C, que se localiza en una posicion N-terminal respecto al
dominio de polimerizacion (Bernad et al., 1989). Las DNA polimerasas de los baceriéfagos
RB69 y T4, ambas pertenecientes a la familia B, presentan un dominio N-terminal que
interacciona especificamente con su propio RNA mensajero con objeto de reprimir su
traduccion, regulando de esta forma su expresion. Por otra parte, las DNA polimerasas de la
familia X contienen el anteriormente mencionado dominio de 8 kDa, en determinados casos con

actividad dRP-liasa, asi como otros dominios exclusivos de algunos miembros de DNA
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polimerasas pertenecientes a esta ultima familia, como los dominios BRCT, PHP
(fosfodiesterasa) o APE (AP endonucleasa). Entre los miembros de la familia Y se ha
identificado un subdominio adicional en el extremo C-terminal llamado [ittle fingers o dominio
asociado a polimerasa (PAD), conectado al thumb pero localizado fisicamente junto al
subdominio fingers. La capacidad de estas polimerasas de llevar a cabo TLS tiene su
correspondencia estructural en el reducido tamafio de los subdominios fingers y thumb con
respecto al resto de polimerasas, lo que conlleva una mayor accesibilidad al centro activo del
subdominio palm, pudiendo actuar asi sobre estructuras de DNA molde no canonicas. Entre las
polimerasas de la familia de las RTs, ademas del dominio de polimerizacion, existe un dominio
RNAasa H encargado de llevar a cabo la degradacion del RNA viral durante la sintesis de DNA
(Moelling et al., 1971).

1.4. La polimerizacion del DNA: un mecanismo de accion comin

Bésicamente, la DNA polimerasa cataliza la incorporacion de dNMPs a la cadena
iniciadora del DNA duplex, atendiendo a su complementariedad con la base del dNMP
localizado en la cadena molde de la doble hélice (Kornberg y Baker, 1992).

A pesar de la diversidad encontrada entre las DNA polimerasas, se ha podido establecer
un mecanismo de accidon comun a todas ellas (Steitz et al., 1994). En la Figura 4 se esquematiza
un modelo general de la adicion de nucledtidos por una DNA polimerasa. Estas enzimas
catalizan la sintesis de DNA via un mecanismo ordenado en el que tiene lugar, como primer
paso, la union a la enzima de una molécula sustrato de DNA de tipo iniciador/molde, resultando
el complejo binario DNA polimerasa-DNA.

La parte diplex del DNA se posiciona en un surco formado entre los subdominios palm
y thumb. Este ultimo establece multiples contactos con el DNA, desencadendndose un cambio
conformacional en la enzima gracias al cual la cadena de DNA queda rodeada por el thumb.
Dicho subdominio establece la interaccion necesaria con el esqueleto de fosfatos del DNA a
través del surco menor. El subdominio thumb esta implicado en la estabilizacion del complejo
DNA polimerasa/DNA. En la mayoria de las DNA polimerasas replicativas, este subdominio
interacciona a su vez con un factor proteico que confiere una procesividad elevada al proceso de
replicacion.

La incorporacién del nucleétido en este complejo es iniciada por la unién de un dNTP al

complejo enzima-sustrato para formar el complejo ternario DNA polimerasa-DNA-dNTP.
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Tyr que mantiene el ANTP
en la orientacion correcta

El metal A ayuda a desprotonar
el 3°-OH del iniciador

a estabilizar el PP,

Lys y Arg que ayudan }

negativa del PP, PP, liberado

‘ El metal B coordina la carga

Figura 4. Mecanismo de transferencia de nucleétidos. Dos metales divalentes estabilizan el estado de
transicion generado durante la reaccion. El metal A facilita el ataque nucleofilico del 3'-OH del ultimo
nucleotido del iniciador al fosfato a del nucledtido entrante. El metal B estabiliza la carga negativa que se
genera en el oxigeno saliente del fosfato a y, al mismo tiempo, facilita la salida de la molécula de PP;
(fosfatos B y y del nucledtido incorporado).

El subdominio fingers juega un papel fundamental en el correcto posicionamiento del
dNTP en el centro activo de polimerizacion. Este subdominio contiene residuos conservados
importantes en el establecimiento de interacciones con los fosfatos y y 3 del nucle6tido entrante,
asi como con el extremo de la cadena iniciadora y molde. En ausencia de nucleotidos, el
subdominio fingers esta en conformacion abierta. Una vez unido el nucledtido, este subdominio
rota un determinado numero de grados, segun la polimerasa, hacia el subdominio palm,
cerrando de esta forma el centro activo y permitiendo la orientacion adecuada de los sustratos y
residuos requeridos para que tenga lugar la catdlisis de la reaccion. A diferencia del resto de
familias, las DNA polimerasas de la familia Y poseen el subdominio fingers en conformacién
cerrada, independientemente de la union del sustrato. El paso limitante en la polimerizacidon es
la conversion de este complejo ternario en un complejo activado competente para que tenga
lugar la reaccion quimica. En esta reaccion intervienen dos iones metalicos divalentes (A y B)
coordinados por dos residuos carboxilicos cataliticos conservados de manera invariable en los
motivos A y C, tanto en DNA como RNA polimerasas (ver Figura 4). El metal A interacciona
con el grupo —OH del extremo 3" de la cadena iniciadora permitiendo el ataque nucleofilico por
parte del mismo al fosfato o del dANTP entrante, dando lugar a la formaciéon de un enlace

fosfodiéster. El metal B interviene en la liberacion de la molécula de pirofosfato (PP;) generada
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tras la reaccion. Ambos iones estabilizan la estructura y carga del estado de transicion
pentacovalente formado durante el transcurso de la reaccion. Este mecanismo catalitico de dos
iones metélicos parece estar universalmente conservado entre todas las familias de DNA y RNA
polimerasas (Steitz et al., 1994).

En este punto, la enzima puede disociarse de la molécula sustrato (sintesis distributiva)
o continuar unida a ella para localizar el nuevo extremo 3" en el centro activo de polimerizacién
para una nueva ronda de incorporacién (sintesis procesiva). Si la incorporacion del nucledtido es
erronea, el extremo de la cadena iniciadora puede ser dirigido al dominio exonucleasa 3°-5" (si
esta presente en la DNA polimerasa) con objeto de ser eliminado.

Las DNA polimerasas presentan diferencias con respecto a sus propiedades de
polimerizacion, lo que conlleva a una gran diferenciacion funcional. Asi, la eficiencia con la que
insertan nucledtidos puede variar en un rango de mas de 107 segtin la polimerasa (Beard et al.,
2002); la fidelidad de insercién de nucleotidos, desde uno de cada tres en Pol v a 10° en DNA
polimerasas replicativas como T7 (Bebenek et al., 2001); el nimero de nucleotidos que alguna
de estas enzimas es capaz de incorporar por suceso de union al sustrato varia desde tan sélo uno
(Bebenek y Kunkel, 2004) a mas de 70.000, como es el caso de la DNA polimerasa de $29
(Blanco et al., 1989). Existen también diferencias con respecto a la preferencia de sustrato,
desde el uso de DNA con gaps de un sélo nucleoétido (Pol ) a la utilizacion preferente de un
DNA dafiado (Pol w) (McCulloch et al.,, 2004). Como anteriormente comentamos, existen
también polimerasas que no requieren la direccion de una cadena molde para la replicacion del

DNA, como es el caso de la TdT (Bollum, 1960).

2. La replicacion del DNA

La viabilidad de un organismo depende de la correcta replicacion de su genoma,
proceso que llevan a cabo las DNA polimerasas replicativas.

En general, la replicacion del DNA comienza en regiones internas de la molécula,
conocidas como origenes de replicacion. Una serie de proteinas de union a estas secuencias
especificas de DNA reconocen y abren parcialmente la doble hélice, permitiendo la entrada de
una proteina helicasa, necesaria para extender la desnaturalizacion local del DNA a medida que
avanza la horquilla de replicacion. El DNA de cadena sencilla es recubierto por proteinas de
uniéon a DNA de banda simple (SSBs) con objeto de protegerla de la accion de posibles
nucleasas y evitar la formacion de estructuras secundarias que pudieran impedir el paso de la
horquilla de replicacion. En esta “burbuja” de replicacion se ensamblardn el resto de proteinas

que conforman el replisoma (ver Figura 5).
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Figura 5. Modelo de la horquilla de replicacion.

Debido, por una parte, a que las DNA polimerasas solo sintetizan en direccion 5°-3" y,
por otra, al hecho de ser las dos cadenas antiparalelas de la doble hélice replicadas de forma
coordinada (Kornberg y Baker, 1992; McHenry, 2003), una de las dos cadenas del DNA se
sintetiza de modo continuo (cadena avanzada), mientras que la otra es copiada discontinuamente
(retrasada) en fragmentos de hasta 1.000 nucledtidos (fragmentos de Okazaki). Al ser las DNA
polimerasas incapaces de iniciar la polimerizacién por si mismas, otra proteina, la primasa,
sintetiza cadenas cortas de RNA (una para comenzar la cadena de sintesis continua, y una por
cada fragmento de Okazaki en la discontinua), que serdn posteriormente elongadas por la DNA
polimerasa. Para coordinar la replicacion de ambas cadenas, en la horquilla de replicacion
tienen que intervenir varias DNA polimerasas. En E. coli, la accion coordinada de las
polimerasas estd posibilitada por la union fisica de las mismas en un gran complejo
multiproteico llamado holoenzima DNA pol III, que incluye dos copias de la DNA pol III
unidas a una copia del complejo y (constituido por 5 subunidades proteicas). Conforme la
helicasa “abre” el DNA en la horquilla de replicacion, la cadena avanzada es copiada de manera
continua, mientras que la cadena retrasada lo es de manera discontinua. Cuando la polimerasa
completa un fragmento de Okazaki, la DNA polimerasa se disocia del DNA pero permanece
asociada al holoenzima, volviéndose a unir al 3'-OH de otro cebador para la sintesis de un
nuevo fragmento de Okazaki (Glover y McHenry, 2001).

En eucariotas, la horquilla de replicacion requiere la intervencién de tres DNA
polimerasas diferentes: DNA pol a/primasa, DNA pol & y €. La DNA polimerasa o/primasa
lleva a cabo la iniciacion de la sintesis de DNA, mientras que Pol 8 y € continuan la elongacion
de las cadenas de DNA iniciadas. Aunque existe evidencia que Pol & y & sintetizan cadenas

opuestas, no esta claro cudl es la encargada de replicar la cadena avanzada y cual la retrasada.
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2.1. Fidelidad en la insercion de nucleotidos

La replicacion del DNA se caracteriza por ser altamente fiel, incorporandose el ANMP
complementario al que esta siendo empleado como molde. La mayor contribucion a la fidelidad
que presenta el proceso de replicacion es aportado por la DNA polimerasa, capaz de incorporar
un nucleétido especifico en cada ciclo catalitico frente a los cuatro existentes, junto a una
variedad de analogos de nucleétido. Considerando la elevada fidelidad que las caracteriza, las
DNA polimerasas deben tener mecanismos que aseguren la correcta incorporacion de
nucleétidos. Estos son, la seleccion de bases y la capacidad de correccion de errores. La accion
combinada de estos dos mecanismos asegura que solo se cometa, por término medio, un error de
cada 10* nucledtidos incorporados (Loeb y Kunkel, 1982; Echols y Goodman, 1991). Esta
precision puede incrementarse en uno o dos drdenes de magnitud por la accion del sistema de

reparacion que actia de forma postreplicativa.

2.2. Capacidad de correccion de errores

Cuando se incorpora un dNMP erréneo, la adicion nucleotidica siguiente se haya
fuertemente inhibida debido a la orientacion incorrecta del extremo de la cadena iniciadora en el
centro activo de polimerizacion. La DNA polimerasa deshibrida los ultimos pares de bases
formados, permitiendo el posicionamiento del extremo de la cadena iniciadora en el centro
activo de exonucleolisis con objeto de eliminar el ANMP erréneo. Esta reaccion catalitica, al
igual que la reaccion de polimerizacion, es llevada a cabo por un mecanismo de dos iones
metalicos coordinados por una serie de residuos cataliticos. En base a los estudios estructurales
de las DNA polimerasas de RB69 y Pol I (Shamoo y Steitz, 1999; Beese et al., 1993a), se
observa una rotacion del DNA duplex con respecto a su eje helicoidal. El cambio de posicion de
la doble hélice es dirigido por el movimiento del extremo del subdominio tAumb que se halla en
contacto directo con la cadena de DNA. Este movimiento permite a la cadena iniciadora entrar
en el centro activo de exonucleolisis. En la DNA polimerasa de RB69, se ha descrito la
existencia de una estructura de tipo horquilla, localizada entre los centros activos de
polimerizacion y exonucleolisis, que confiere estabilidad a la porcion de DNA parcialmente

desnaturalizado (Shamoo y Steitz, 1999).

2.3. Procesividad y desplazamiento de banda: dos requisitos fundamentales en el

proceso de replicacion del DNA

Uno de los requisitos mas importantes de las replicasas es que tengan una elevada
procesividad para conseguir la replicacion completa del genoma de manera continua y eficiente.
En el contexto del proceso replicativo, entendemos por procesividad la capacidad de llevar a
cabo un numero determinado de eventos cataliticos previamente a que ocurra la disociacioén

entre la enzima y el sustrato. La gran mayoria de DNA polimerasas per se s6lo son capaces de
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incorporar unos pocos nucleétidos por suceso de unidn al sustrato. Generalmente, se precisa la
intervencion de factores accesorios (factores de procesividad) que actiian confiriendo el anclaje
necesario de la DNA polimerasa al DNA para que el proceso de replicacion sea procesivo.

En la mayoria de los sistemas de replicacion estudiados hasta la fecha se han
identificado este tipo de proteinas. Aunque no existe conservacion de secuencia entre los
diferentes factores de procesividad, su estructura tridimensional es muy similar en todos ellos
(ver Figura 6). Los llamados sliding-clamps suelen formar oligdbmeros que adoptan una
estructura toroidal o en forma de anillo que “abraza” a la doble hélice de DNA, deslizdndose a
lo largo de la misma en asociacion con la DNA polimerasa. La cavidad central de esta estructura
tiene un didmetro que oscila entre 30 y 35 A, espacio suficiente para acomodar la doble hélice

en su interior.

Figura 6. Estructura
tridimensional del complejo
binario de la DNA polimerasa
de RB69 en presencia de su
factor de procesividad. Se
muestran los subdominios de la
DNA polimerasa en diferentes
colores (el dominio exonucleasa
en rojo, el subdominio N-terminal
en blanco, y los subdominios
palm, fingers y thumb en azul,
amarillo y verde,
respectivamente). La  cadena
molde de la doble hélice se
representa en gris y la iniciadora
en verde. El factor de
procesividad ~ (color = malva)
interacciona con el extremo del
subdominio thumb de la DNA
polimerasa, quedando la molécula
de DNA “abrazada” por Ia
estructura anular de esta proteina.

Se han descrito otros tipos de factores de procesividad minoritarios que no presentan la
estructura anular comentada  anteriormente para los sliding-clamps, siendo ademas
monoméricos. Es el caso de la proteina UL42 del virus del herpes simple (HSV) que
interacciona con la DNA polimerasa a través del subdominio thumb (Digard et al., 1993), asi
como la tiorredoxina de E.coli, factor responsable de la elevada procesividad alcanzada por la
DNA polimerasa del bacteriofago T7 (Bedford et al., 1997). Curiosamente, en este ultimo caso,
el factor de procesividad carece de interaccion directa con el DNA.

Por otra parte, en la mayoria de los sistemas de replicacion, el movimiento de la
horquilla de replicaciéon a lo largo del DNA duplex requiere una actividad que permita la
apertura de las cadenas complementarias de la doble hélice con objeto de permitir a la DNA

polimerasa actuar sobre una de ellas. Por lo general, esta actividad no es intrinseca de la
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polimerasa sino que es desempefiada por una proteina conocida como helicasa (ver Figura 7).
Este desplazamiento a lo largo del DNA, asi como la apertura del mismo, estan asociados a la
hidrolisis de NTPs. Estas proteinas pueden ser monoméricas u oligoméricas, siendo el patrén
hexamérico de oligomerizacion el mas extendido. Presentan una estructura a modo de anillo
formando un poro o canal central a través del cual pasaria la cadena de DNA, siendo en la
mayoria de los casos ssDNA (ver Figura 7). Esta conformacion estad conservada desde
organismos procariotas a eucariotas. Estan presentes en bacteriofagos (T7, T4 y SPP1),
plasmidos bacterianos (RepA), virus eucariotas (papilloma y polyoma), bacterias, eucariotas y
arqueas. La mayoria de helicasas no muestra especificidad de secuencia ya que estas proteinas

estan implicadas en procesos que requieren su desplazamiento sobre la molécula de DNA.

Figura 7. Estructura cristalografica
de la  proteina  helicasa  del
bacteriofago T7.

Existen clasificaciones
diversas de las helicasas atendiendo
a diferentes criterios como puede ser
el tipo de sustrato sobre el que
actuan, la direccionalidad en su
desplazamiento o la naturaleza
oligomérica de su estructura.

La integridad y estabilidad

de la informacioén genética depende

en gran medida de la eficacia de la
reaccion catalizada por la helicasa. Son miembros ubicuos de casi todas las reacciones del
metabolismo de los acidos nucleicos (Lohman y Bjornson, 1996; Matson y Kaiser-Rogers,

1990).

3. La DNA polimerasa del bacteriéfago ¢$29: paradigma de la replicacion

Como hemos comentado anteriormente, las DNA polimerasas son incapaces de iniciar
la sintesis de DNA de novo. Todas precisan de un grupo 3'—OH proporcionado por un cebador o
iniciador a partir del cual continuar la elongacion. La solucion mas extendida en los sistemas
vivos frente a esta limitacion es la existencia de cadenas de RNA sintetizadas por la enzima
primasa (Baker y Kornberg, 1992). Estas cadenas suelen tener una longitud de unos pocos
nucledtidos que seran degradadas posteriormente. Sin embargo, en los genomas lineales, la

eliminacién del ultimo cebador de la cadena retrasada llevaria consigo una pérdida de la
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informacion genética en el extremo del DNA. En diferentes organismos se han encontrado
mecanismos diversos para resolver el problema de la replicacion de los extremos de los
genomas lineales. En eucariotas, la telomerasa resuelve esta situacion afiadiendo tras la
replicacion secuencias especificas en los extremos del cromosoma (Greider y Blackburn, 1985;
Cech, 2004). En bacterias y virus de DNA es comun la presencia de secuencias repetidas en los
extremos, favoreciéndose la formacion de moléculas circulares o concatémeros, como en el caso
de los fagos T4 y A, o bien, la creacion de estructuras a modo de horquilla en dichos extremos
como ocurre en el genoma de Vaccinia. Otros organismos, como algunos bacteridéfagos, virus
eucariotas, plasmidos lineales y cromosomas bacterianos, han solucionado este problema
mediante la utilizacion de una proteina como iniciador de la replicacion, quedando ésta
covalentemente unida a los extremos 5" del genoma (Salas, 1991; Salas et al., 1996; Salas,
1999). De todos los sistemas de replicacion que tienen como iniciador una proteina, ha sido el
del bacteriofago ¢29 el més extensamente estudiado (revisado en Salas 1991; Salas et al., 1996;

Salas, 1999).

3.1. Replicacion del genoma del bacteriofago ¢29

El genoma del bacteriofago ¢$29 es un dsDNA lineal de 19.285 pares de bases (pb)
(Paces et al., 1986), en cuyos extremos 5° se encuentra unida covalentemente una TP (Salas et
al., 1978). La replicacién en este virus requiere la formacion previa de un heterodimero entre la
DNA polimerasa y una molécula de TP libre (Blanco et al., 1987). Este complejo reconoce los
origenes de replicacion que se hallan en los extremos de la molécula de DNA, caracterizados
por la presencia de una secuencia repetida de 6 pb (3'-TTTCAT-5") (Salas, 1991). Durante la
iniciacion, la DNA polimerasa cataliza en ambos extremos la adicion de dAMP al grupo
hidroxilo de la Ser232 de la TP (Blanco et al., 1984; Hermoso et al., 1985), empleando como
base molde el segundo dTMP de la cadena (Méndez et al., 1992). Seguidamente, con objeto de
recuperar la primera posicion de la cadena que esta siendo empleada como molde, y gracias a la
reiteracion de secuencia en los extremos del genoma, el complejo se desliza una posicion hacia
atras (sliding-back), quedando el primer nucledtido incorporado enfrentado a la primera
posicion (dTMP) del genoma (Méndez et al., 1992). A continuacion, esta misma molécula de
polimerasa lleva a cabo la elongacion del DNA (Blanco y Salas, 1985b). A partir de la
incorporacion del sexto ANMP, la DNA polimerasa y la TP experimentan una serie de cambios
conformacionales, etapa de transicion (Méndez et al., 1997), que desencadenaran la disociacién
del heterodimero a partir de la incorporacion del décimo dNMP, quedando la TP unida
covalentemente al extremo 5° de la cadena naciente del DNA. A partir de ese momento, la DNA
polimerasa lleva a cabo la sintesis completa de la molécula de manera procesiva y acoplando el

desplazamiento de la cadena que no esta siendo copiada (Blanco et al., 1989). Cuando las dos
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horquillas de replicacién se encuentran, las dos cadenas parentales parcialmente replicadas se

separan y la sintesis del genoma se completa (ver Figura 8).

Origen derecho

,amomwmmmm Complejo
oriDBP
DBP poQ) J @

Complejo DNA
polimerasa/TP

Q Apertura del origen

e iniciacion

Polimerizacion/
desplazamiento de banda

@m%w Polimerizcién/
S l disociacion ssb

WMMZ Fin de la replicacién

@RIGCHOOCE00C0COTCOAOCOA" Disociaciéon de la DNA pol

Figura 8. Representacion esquematica de la replicacién del genoma del bacteriéfago ¢29.

Otros factores necesarios para la replicacion del genoma de ¢29 son las proteinas virales
de union a DNA de banda simple y de unién a DNA de banda doble (DBP). La primera se une a
la cadena sencilla que esta siendo desplazada en el proceso de replicacion, evitando de esta
forma la accion de las nucleasas (Martin et al., 1989), asi como la formacién de estructuras
secundarias (Soengas et al., 1995). La DBP de ¢$29 se une a los extremos del genoma del fago
formando un complejo nucleoproteico que favorece la apertura de los extremos del DNA para la
iniciacion de la replicacion (Blanco et al., 1986; Gutiérrez et al., 1986; Serrano et al., 1989). Por
otra parte, existen dos proteinas virales, pl y p16.7, que estan unidas a la membrana bacteriana e
interaccionan con la molécula de TP-DNA. Este hecho sugiere que ambas proteinas son

responsables de la asociacion de la replicacion del DNA del bacteriofago a la membrana
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bacteriana, probablemente facilitando la unién a ésta del complejo de replicacion (Bravo y

Salas, 1997; Meijer et al., 2001).

3.2. Caracteristicas funcionales de la DNA polimerasa de ¢29

La enzimologia de la replicacion del DNA del bacteriofago $29 se basa principalmente
en las multiples actividades cataliticas y en las propiedades peculiares del producto del gen 2 del
fago, la DNA polimerasa (Blanco et al., 1984).

La DNA polimerasa del bacteriofago ¢$29 es una enzima monomérica de 66 kDa
perteneciente a la familia B de DNA polimerasas dependientes de DNA (Blanco et al., 1987), y
dentro de ésta, al subgrupo de aquellas que inician la replicacion a partir de una TP. Posee
actividad polimerasa y exonucleasa 3°-5" (Blanco et al., 1984; Blanco y Salas, 1985a), cada una
de ellas localizada en un dominio estructuralmente independiente (Blanco y Salas, 1995; Blanco
y Salas, 1996) (ver Figura 9). Esta enzima cataliza tanto la iniciacion a partir de una TP
(Pefialva y Salas, 1982) como la elongacion posterior de la cadena de DNA que ha de ser
sintetizada (Blanco y Salas, 1995b). La DNA polimerasa de ¢$29 posee dos actividades de
degradacion sobre DNA, la anteriormente mencionada actividad exonucleasa 3'-5" y la
pirofosforolisis (Blasco et al., 1991). Esta ultima es el reverso de la actividad de polimerizacion,

cuyo papel funcional no se ha establecido hasta el momento.

Exonucleasa 3°-5" Polimerizacion 5°-3°
IEon Exo II Exo III Y 1 2a 2b 3 4 I
ct
"N - BN - - C
1 I VI

1L
'TPR1| |TPR2]

Figura 9. Representacion lineal de los dos dominios funcionales de la DNA polimerasa de ¢29. El
esquema muestra los motivos mas conservados en las DNA polimerasas tanto de origen procariotico
como eucaridtico. Los dominios N-terminal y C-terminal estan representados por un rectangulo de color
azul y rojo, respectivamente. El enlace entre estos dos dominios (ct) estd implicado en la “comunicacion”
(cross-talk) entre ambos dominios. En el dominio C-terminal se indican las diferentes nomenclaturas que
reciben las regiones que contienen a los motivos. También se muestran las dos inserciones especificas del
grupo de DNA polimerasas que inician la replicacion con TP (TPR1 y TPR2).

Como caracteristicas distintivas frente al resto de DNA polimerasas, la DNA polimerasa
de ¢29 lleva a cabo la replicacion completa de su genoma de forma procesiva (sin disociarse del
sustrato) y acoplada al desplazamiento de la cadena de DNA que no estéd siendo empleada como
molde (Blanco et al., 1989). Todo ello sin la intervencion de proteinas accesorias de tipo
sliding-clamp o helicasa, presentes habitualmente en el resto de sistemas de replicacion. Estas
caracteristicas han sido la base para el desarrollo de sistemas de amplificacion isotérmica de

DNA basados en la DNA polimerasa de ¢29 (Dean et al., 2001).
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Durante décadas, la DNA polimerasa de ¢29 ha servido como modelo de estudio de la
relacion estructura-funcion de las DNA polimerasas en base a un exhaustivo analisis mutacional
de la enzima (Blanco y Salas, 1996), llevado a cabo en aquellos residuos conservados segun el
alineamiento de regiones con homologia de secuencia de aminodcidos en DNA polimerasas
procedentes de diferentes organismos (ver Figura 10). De esta forma, se pudo definir la region
N-terminal donde reside la actividad exonucleasa 3°-5" (Blanco y Salas, 1985a). Este dominio
posee cinco residuos cataliticos pertenecientes a los tres motivos altamente conservados entre
las polimerasas con capacidad de correccion de errores: Exo I, Exo II y Exo III (Bernad et al.,
1989; Soengas et al., 1992; Blanco et al., 1991). En este dominio también se han identificado los
residuos que establecen contacto directo con la cadena de ssDNA (de Vega et al., 1996; de Vega
et al., 1997; de Vega et al., 1998a; de Vega et al., 1998b; de Vega et al., 2000). En la region C-
terminal, donde se localiza la actividad polimerasa, estdn presentes los segmentos mas
conservados entre las DNA polimerasas de tipo eucariotico: los motivos Dx,SLYP (motivo A o
1), YxDTDS (motivo C o 3) (Bernad et al., 1987), que incluyen los tres residuos carboxilicos
cataliticos (Bernad et al., 1990; Blasco et al., 1992; Blasco et al., 1993a; Blasco et al., 1993b), y
Kx3;NSxYG (motivo B o 2a) (Bernad et al., 1987), cuyos residuos estdn implicados en la uniéon
de la cadena molde, asi como en la unién y seleccion de dNTPs (Blasco et al., 1992; Blasco et
al., 1993a). Otro motivo conservado es el Tx,G/AR (motivo 2b) (Méndez et al., 1994), cuyos

residuos estan implicados en la unién del DNA y la TP, asi como en la catalisis de la reaccion.

Regién Motivo :::: : Union de DNA Unidn de TP Unién de dNTP "I:::: :: E

Exol “DxE”
Exoll “Nx,_sF/YD" L NN NN o s e
pre—“(S /T)Lx Zh” R9, Klo, Kl12, Ku3 R96, K4
“(S/T)szh" Sl22 | 123 Fl128 Si22 Fl2s

\\szhu

ExoIII “Yx,D”

N-terminal

’ K371, K379

N387, G391,F393, | 384 K383, Y390, K392
T434, R438 T434, R438

C-terminal

454

Figura 10. Estudios de relacion estructura-funciéon en la DNA polimerasa de ¢29. Se esquematiza el
papel atribuido a aquellos residuos pertenecientes a distintos motivos de la polimerasa que han sido
estudiados mediante mutagénesis dirigida.

El motivo con la secuencia consenso KxY (motivo 4) (Blasco et al., 1995), estd también
implicado en interaccion con la molécula de DNA. El motivo YXGG/A, localizado entre los
dominios C- y N-terminales, juega un papel importante en el movimiento del DNA entre los

centros activos de polimerizacion y exonucleolisis durante la replicacion (Truniger et al., 1996).
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Por ultimo, se ha identificado recientemente el motivo PreB que interviene en la afinidad de la
polimerasa por el nucleoétido entrante (Truniger et al., 2002).

Una de las principales diferencias entre la DNA polimerasa de ¢29 y el resto de
miembros de la familia B es la presencia en el dominio de polimerizacion de dos regiones
adicionales, que corresponden a inserciones de secuencia, conservadas especificamente entre las
DNA polimerasas que inician la replicacion con una proteina terminal (ver Figura 9). Son las
llamadas regiones TPR1 (Terminal Protein Region 1) y TPR2 (Terminal Protein Region 2)
(Blasco et al., 1990; Dufour et al., 2000).

3.3. Estructura tridimensional de la DNA polimerasa de ¢29

La estructura tridimensional de la DNA polimerasa de ¢29, recientemente determinada
(Kamtekar et al., 2004), muestra una conformacién espacial muy similar al resto de polimerasas
cristalizadas hasta la fecha, especialmente a aquellas pertenecientes a la familia B (RB69 (Wang
et al., 1997), T. gorgonarius (Hoptner et al., 1999), P. kodakaraensis (Hashimoto et al., 2001),
T.sp.9°N-7 (Rodriguez et al., 2000), y Desulfurococcus tok (Zhao et al., 1999)). Consiste en un
dominio exonucleasa 3°-5" localizado en la parte N-terminal de la enzima (residuos 5-189), y un
dominio polimerasa en la region C-terminal (residuos 190-575).

La estructura del dominio exonucleasa 3°-5" de la DNA polimerasa de ¢29 confirma el
analisis mutacional llevado a cabo en base a la conservacion de secuencia, segun el cual los
residuos D12, E14, D66 y D169 poseen los grupos carboxilicos cataliticos (responsables de unir
los metales en el centro activo), y cuya sustitucion por alanina disminuye la actividad
exonucleasa en 10° veces (Bernad et al., 1989; Soengas et al., 1992; Esteban et al., 1994). Por
otra parte, la estructura de la polimerasa de $29 unida a un pentanucleoétido ((dT)s) ha permitido
confirmar el papel como ligandos de ssDNA de los residuos previamente identificados por
analisis bioquimico (de Vega et al., 1996; de Vega et al., 1998b; de Vega et al., 1998a; de Vega
et al., 2000).

El dominio polimerasa estd estructurado como una mano derecha y puede ser
subdividido en los ya mencionados subdominios palm, fingers y thumb. En el subdominio palm,
como en el resto de polimerasas cristalizadas, residen los residuos carboxilicos (D249, D456 y
D458) responsables de la reaccion de transferencia de nucleoétidos. El subdominio fingers se
halla en conformacién abierta, lo cual es esperable en ausencia de los sustratos de DNA y de
dNTP. Como en el resto de miembros de esta familia de polimerasas, el subdominio fingers
contiene un par de hélices a antiparalelas donde se localizan los residuos responsables de unir el

nucleotido entrante (motivo B y PreB).
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Figura 11. Estructura
tridimensional de la DNA
polimerasa de ¢29. El
dominio  exonucleasa  se
muestra en  10jo, el
subdominio palm en rosa, el
fingers en azul oscuro y el
thumb en verde. Las dos
inserciones especificas de las
DNA  polimerasas  que
inician la replicacién con
proteina terminal, TPRI vy
TPR2, en amarillo y azul
claro, respectivamente. Los
Asp cataliticos del dominio
de polimerizacion se
representan como esferas en
el subominio palm.

Exonuclease

El subdominio
thumb presenta una forma
inusual con respecto a la
observada en el resto de

DNA polimerasas. De

5 190  *261 359 395 427 * 531 575 tamaiio relativamente
pequefio (45 aminoacidos)
y con poco caracter helicoidal, este subdominio estd constituido basicamente por una estructura
de tipo horquilla, B-giro-f. Como anteriormente comentamos, la principal diferencia entre la
DNA polimerasa de $29 y el resto de miembros de la familia B es la presencia de las regiones
adicionales TPR1 y TPR2, conservadas especificamente entre las DNA polimerasas que inician
la replicacion con proteina terminal (Figura 11). La resolucion cristalografica de la DNA
polimerasa de ¢29 confirio6 a estas inserciones el nivel de subdominios discretos en la estructura
de la enzima (Kamtekar et al., 2004).

El subdominio TPR1, localizado en la estructura primaria entre los subdominios palm
(motivo Dx,SLYP) y fingers, conforma una estructura prominente adyacente al subdominio
palm (ver Figura 11). Como se observa en la Figura 12, el modelado de la apoenzima con DNA
obtenido a partir del complejo ternario de la DNA polimerasa de RB69, sugiere que el
subdominio TPRI1 estaria estableciendo contacto directo con el surco mayor del DNA a través

de un loop formado por los residuos 304-314 de dicho subdominio (Kamtekar et al., 2004).
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Figura 12. Modelado de la DNA polimerasa de ¢$29 con DNA a partir de la estructura
tridimensional del complejo ternario de la DNA polimerasa de RB69 (Kamtekar et al., 2004). La
orientacion de la DNA polimerasa en la imagen de la izquierda muestra el modo en el que la molécula de
DNA quedaria “abrazada” por los subdominos palm, thumb y TPR2. Una rotacion de 75°
aproximadamente (figura derecha) muestra el surco por el que podria pasar la cadena molde, formado por
el dominio exonucleasa y los subdominios palm y TPR2 antes de su entrada en el sitio activo de
polimerizacién. El dominio de exonucleolisis se muestra en rojo, y los subdominios palm, fingers y thumb
se presentan en malva, azul oscuro y verde, respectivamente. Los subdominios especificos de DNA
polimerasas que inician la replicacion con TP, TPR1 y TPR2, estan coloreados en naranja y azul claro,
respectivamente.

El subdominio TPR2, localizado entre los motivos Kx;NSxYP (subdominio fingers) y
Tx,GR (subdominio palm), presenta gran similitud con una region en forma de horquilla
(specificity loop) de la RNA polimerasa de T7. Este subdominio, enfrentado al subdominio
thumb, conforma con éste y el subdominio palm una estructura anular. El modelado de la DNA
polimerasa de ¢$29 con DNA sugiere que esta estructura a modo de anillo podria estar jugando
un papel importante en la estabilizacion del sustrato de DNA, ya que éste quedaria abrazado
completamente por la DNA polimerasa (ver Figura 12). Asimismo, la disposicion en la
estructura del subdominio TPR2 junto con el dominio exonucleasa y el subdominio fingers
origina un pequeio tunel cuyas dimensiones sugieren que podria unir la cadena molde, forzando
la apertura del DNA downstream para permitir que dicha cadena alcance el centro activo de
polimerizacion.

Como se discutira detalladamente mas adelante, los datos estructurales junto con los
resultados bioquimicos obtenidos en esta Tesis, nos permiten proponer un papel esencial para el
subdominio TPR2 en conferir tanto procesividad como capacidad de desplazamiento de banda a
la DNA polimerasa de 229.

Junto a la resolucion cristalografica de la DNA polimerasa de ¢29, se ha obtenido
recientemente la estructura del complejo DNA polimerasa/TP (Kamtekar et al., 2006). La

estructura de este complejo permite distinguir tres zonas o dominios en la TP, el dominio N-
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terminal, un dominio intermedio y el llamado dominio de iniciacion localizado en la porcion C-

terminal de la proteina (Figura 13). Este ultimo ocuparia el mismo tunel (formado por los

. subdominios TPR2, thumb y palm) que el
DNA.

Figura 13. Estructura tridimensional del
heterodimero DNA polimerasa de $29/TP. La
estructura fundamentalmente helicoidad de la
proteina terminal se representa en amarillo. Se
muestran los diferentes subdominios de la DNA
polimerasa de ¢29 con distintos colores: en rojo
el dominio exonucleasa, y los subdominios palm
y thumb en malva y verde, respectivamente. El
subdominio TPR1 se presenta en naranja, y el
TPR2 en azul claro.

El residuo Ser232 que proporciona
el grupo hidroxilo para que tenga lugar la

iniciacion de la replicacion, se localiza en

. una estructura tipo loop perteneciente al
2 - P
Dominio .. c e,
\"\ N-terminal dominio de iniciacion de la TP, muy
~—%n . , o
| e proximo al centro activo de polimerizacion.
‘ En la resolucion cristalografica se observa
\ T .. . . e ey,
- que los dominios intermedio y de iniciacion

de la TP establecen multiples contactos con la polimerasa. Por una parte, el dominio intermedio
de la TP interacciona con el subdominio TPR1 de la polimerasa, y por otra, el dominio iniciador
de la TP, con un fuerte caracter electronegativo, establece contactos con residuos de los
subdominios thumb y TPR2, fundamentalmente.

La superposicion de las estructuras de la apoenzima y el heterodimero ha mostrado que
el cambio més apreciable en la estructura de la DNA polimerasa cuando interacciona con la TP
se da a nivel del subdominio TPRI1, concretamente entre los residuos 304-314. El loop
localizado en esta region se desplaza para permitir a la TP la entrada al centro activo de
polimerizacion.

Hasta la fecha, la DNA polimerasa del bacteriofago ¢$29 ha sido la unica
polimerasa perteneciente al subgrupo de aquellas que inician su replicacion utilizando como
iniciador una proteina terminal, en ser resuelta cristalograficamente. De ahi la importancia del
estudio de las caracteristicas cataliticas especificas de esta polimerasa que la distinguen del resto

de DNA polimerasas resueltas estructuralmente.

23



Objetivos

Estudios previos a esta Tesis, identificaron residuos pertenecientes a diferentes motivos
de la DNA polimerasa de ¢$29, implicados en el establecimiento de contactos con la TP durante
el proceso de replicacion del DNA. El objetivo inicial fue ampliar el estudio funcional y/o
estructural de residuos conservados especificamente en DNA polimerasas que inician la
replicacion con TP. La eleccion de estos residuos se hizo en base a la conservacion de secuencia
que presentan este grupo de DNA polimerasas. La posible relevancia funcional de dichos
residuos se establecié mediante el analisis bioquimico de los derivados mutantes obtenidos.

1.- Identificacion y analisis funcional de residuos pertenecientes al dominio N-terminal
de la DNA polimerasa de 29, conservados en DNA polimerasas que emplean una proteina
terminal como iniciador de la replicacion.

2.- Identificacion y andlisis funcional de residuos localizados en la insercion TPR1 de la
DNA polimerasa de ¢29, conservada especificamente en las DNA polimerasas que inician la
replicacion a partir de una proteina terminal.

Durante el desarrollo del trabajo expuesto en esta Tesis, se obtuvo la estructura
tridimensional de la DNA polimerasa de ¢$29. En base a la localizacion espacial de la insercién
TPR2, segunda regioén conservada especificamente en las DNA polimerasas que emplean como
mecanismo de iniciacion de la replicacion una TP, el siguiente objetivo fue el estudio del papel
funcional del subdominio TPR2 en el proceso de replicacion.

3.- Implicacion del subdominio TPR2 en las dos caracteristicas distintivas de la DNA
polimerasa de ¢29: elevada procesividad y capacidad de desplazar banda durante la sintesis de
DNA.

4.- Identificacion de residuos pertenecientes al subdominio TPR2 que pudieran estar
desempefando un papel activo en el desplazamiento de banda.

5.- Estudio de un posible mecanismo de apertura de la estructura anular, formada por los
subdominios TPR2, thumb y palm de la DNA polimerasa de ¢$29, en el proceso de replicacion
del DNA.
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Materiales y Métodos

1. MATERIALES
1.1. Nucleotidos

Los nucledtidos no marcados radiactivamente fueron comprados a Pharmacia P-L
Biochemicals. [a-*P]JdATP (3000 Ci/mmol) y [y-"*PJATP (3000 Ci/mmol) se compraron a

Amersham International plc.

1.2. Proteinas

La DNA polimerasa wild-type del bacteriofago ¢29 se purificéd a partir de células de E.
coli NF2690 que portaban el plasmido pJLPM (un derivado de pT7-4w2), como esta descrito en
Lazaro et al., (1995). Los mutantes de la DNA polimerasa de ¢$29 que se describen en esta
memoria se purificaron a partir de células de E. coli BL21(DE3) que portaban los diferentes
plasmidos recombinantes, basicamente como se describe para la DNA polimerasa wild-type. La
proteina terminal de $29 se purificé como se describe en Zaballos y Salas, (1989). La proteina
de unién a banda simple asi como la de union a banda doble, obtenidas a partir de células de B.
subtilis infectadas con el bacteriofago $29, fueron purificadas como se describe en Martin et al.,
(1989) y en Pastrana et al., (1985), respectivamente. La enzima polinucledtido kinasa de T4 se
compré a Boehringer Mannhein. Las endonucleasas de restriccion se obtuvieron de New
England Biolabs.

En el caso de la DNA polimerasa de ¢$29 mutante G410C/P562C, la fraccion reducida
de la enzima se consiguié previa incubacion con el mismo tampén empleado para la fraccion
oxidada (25 mM Tris-HCI1 (pH 8.0), 500 mM EDTA, 0.5 M CINa, 0.05% Tween y 50%

glicerol) suplementado con 40 mM DTT. Ambas fracciones de la enzima se mantuvieron a 4 °C.

1.3. Sustratos de DNA

Todos los oligonucleétidos (ver abajo) fueron comprados a Isogen y purificados a partir
de geles de poliacrilamida al 20%-8 M urea. El oligonucleétido spl (15mer), marcado
radiactivamente en su extremo 5° con [y-""P]JATP y polinucledtido kinasa de T4, fue hibridado
con los oligonucleétidos correspondientes en presencia de 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) y 0.2 M
NaCl, obteniéndose una molécula hibrida de tipo iniciador/molde para ser utilizada en los
diferentes ensayos en los que se emplea como molécula sustrato dsDNA. Para analizar la
capacidad de desplazamiento de banda de la DNA polimerasa disefiamos la molécula spl-
D13/splc+18 (C+G), en la que los 13 primeros nucleétidos del extremo 5° del oligonucleo6tido
splc+18 (C+G) son complementarios al oligonucledtido D13, mientras que los 15 ultimos lo
son al spl; de tal manera que la estructura que se genera seria la de una molécula de dsDNA con

un gap de 5 nucleotidos de longitud en una de sus cadenas.
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El DNA de ¢29 (¢29 TP-DNA) fue obtenido por tratamiento de las particulas viricas
con proteinasa K en presencia de SDS (Inciarte et al., 1976), posterior extraccidén con fenol, y
precipitacion con etanol.

El ssDNA de MI13mpl8, comprado a Pharmacia Biotech., fue hibridado con el
oligonucledtido universal (Isogen) de 17mer de longitud, en presencia de 0.2 M NaCl y 60 mM
Tris-HCI (pH 7.5), y la molécula resultante se us6 como DNA iniciador/molde para analizar la
sintesis procesiva de DNA acoplada al desplazamiento de banda.

Spl: 5"GATCACAGTGAGTAC

Splct6: S'TCTATTGTACTCACTGTGATC

Splc+18: 5’ ACTGGCCGTCGTTCTATTGTACTCACTGTGATC
Splct21: 5" ACTTCATGACTTCGTTCTATTGTACTCACTGTGATC
Sple+18 (C+G): 5"GGGGGGCCGCCGCCGCCGGTACTCACTGTGATC
D13: 5°"GCGGCGGCCCCCC

2. METODOS

2.1. Mutagénesis dirigida y expresion de las DNA polimerasas mutantes

Las DNA polimerasas mutantes de ¢$29 fueron obtenidas empleando el kit de
mutagénesis dirigida QuickChange de Amersham Pharmacia. El plasmido pJLPM, que contiene
el gen de la DNA polimerasa de 29, se utilizé como sustrato molde de la DNA polimerasa Pfu
Turbo para la reaccion de mutagénesis. Los oligonucledtidos complementarios disefiados
hibridan con las cadenas opuestas del plasmido en las regiones flanqueantes a la mutacion.
Después del ciclo térmico y el posterior tratamiento con la endonucleasa Dpnl, el DNA
sintetizado se transformo6 en células competentes XL1-blue. La presencia de las mutaciones
deseadas, asi como la ausencia de otras, se verifico por secuenciacion del gen completo. La
expresion de todos los mutantes se llevd a cabo en la cepa de E. coli BL21(DE3), que contiene
el gen de la RNA polimerasa de T7 bajo el control del promotor /lacUVS, inducible por IPTG
(Studier y Moffatt, 1986).

2.2. Balance de las actividades de polimerizacion y exonucleolisis 3'- 5°

La molécula hibrida spl/splct6 (en algunos ensayos, spl/splc+18) contiene un
extremo 5" protuberante de 6 nucleotidos de longitud (18 en el caso de spl/splc+18), de forma
que el oligonucleotido sp1 puede ser sustrato tanto de la actividad exonucleasa 3’-5" como de la
polimerizacion. Las incubaciones se llevaron a cabo en un volumen de 12.5 ul que contenia 50
mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl, (1 mM MnCl, en el caso del mutante ATPR2), 1 mM
DTT, 4% glicerol, 0.1 mg/ml de BSA, 1.2 nM de sustrato de DNA y una cantidad de DNA

polimerasa variable segun los mutantes ensayados, asi como las concentraciones de dNTPs
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indicadas en cada caso. Después de una incubacién de 5 min a 25 °C, las reacciones se
detuvieron afiadiendo 10 mM EDTA. Las muestras fueron analizadas por electroforesis en gel
de poliacrilamida al 20%-8 M wurea y posterior autorradiografia. Las actividades de
polimerizacion y exonucleasa 3°-5" se detectaron por un incremento o disminucion,

respectivamente, de la longitud del sustrato original (15mer).

* 4 exo * 15 pol * 21
m 0000 ommmm. O T
-«
21 21 21

Figura 14. Esquema del equilibrio entre las actividades exonucleasa 3’-5" y polimerasa sobre una
molécula de DNA de tipo iniciador/molde.

Para evaluar la actividad en condiciones en las que cada molécula de DNA polimerasa
solo actlie sobre una molécula de DNA sustrato, se disefiaron experimentos de competicion con
el ssDNA de M13mp18. Se preincubaron todos los componentes de la reaccion salvo el metal
activador durante 5 min a 4 °C. Esta preincubacion permite la formacion del complejo DNA
polimerasa-sustrato. La reaccion se dispard anadiendo el metal activador junto a un exceso del
DNA competidor (DNA de M13). Como control de la eficiencia del DNA competidor o trampa
se llevaron en paralelo reacciones en las que el DNA trampa se mezclé con el DNA sustrato

antes de anadir la DNA polimerasa.

2.3. Ensayo de la actividad exonucleasa 3°-5"

Las incubaciones se llevaron a cabo en un volumen de 12.5 ul que contenia 50 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl, (1 mM MnCl, en el caso del mutante ATPR2), 1 mM DTT,
4% glicerol y 0.1 mg/ml de BSA. Como sustrato de ssDNA se utilizé 1.2 nM de oligonucleotido
spl marcado. Como sustrato de dsDNA se utilizé el mismo numero de moléculas hibridas. La
cantidad de proteina (indicada en cada caso) se ajustd para conseguir condiciones lineales de
reaccion. Las muestras se incubaron a 25 °C durante los tiempos indicados, y se pararon
anadiendo 10 mM EDTA. Las muestras se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida
al 20%-8 M urea, con la posterior densitometria de las autorradiografias obtenidas. La
degradacion total se obtuvo calculando el numero de eventos cataliticos que dieron lugar a los
diferentes productos de degradacion. A partir de esos datos pudimos calcular la eficiencia

catalitica de cada polimerasa mutante y relativizarla a la de la proteina wild-type.

2.4. Ensayo de interaccion DNA polimerasa-sustrato de DNA
Para analizar la interaccion que establece la DNA polimerasa con los diferentes
sustratos de DNA se llevaron a cabo ensayos de retraso en gel. Las reacciones se hicieron en un

volumen de 20 ul que contenia 12 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA, 20 mM sulfato
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amonico, 0.1 mg/ml de BSA, 1.2 nM de spl o spl/splct6 (en este caso también se afiadid metal
activador), y las cantidades indicadas de DNA polimerasa. Después de la incubacion durante 5
min a 4 °C, las muestras se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida (80:1
monomero:bis) al 4% (p/v) que contenia 12 mM Tris-acetato (pH 7.5). Tras la electroforesis,
llevada a cabo a 4 °C y en el mismo tampon a 8 V/cm (Carthew et al., 1985), los complejos
DNA polimerasa/DNA se detectaron como un retraso en la movilidad del sustrato marcado en

las autorradiografias.

2.5. Ensayo de fidelidad in vitro

Las condiciones son esencialmente las mismas que las empleadas para el ensayo de
acoplamiento pol/exo anteriormente descrito. Se utilizd la molécula sustrato spl/splct+6 y
concentraciones crecientes de dATP como Unico nucleotido, que es complementario a las
posiciones 1, 2, 4 y 6 de la cadena molde. La cantidad de DNA polimerasa, tanto wild-type
como mutante, fue de 20 ng. Con objeto de prevenir la degradacion exonucleolitica del extremo
3’ del oligonucleotido spl, se utilizé 25 uM dCTP. Tras una incubacion de 5 min a 30 °C, las
muestras fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida al 20%-8 M urea. Después
de obtener la autorradiografia de los mismos, se puede detectar la incorporacién erronea de
dAMP en posiciones no complementarias a la cadena molde por la aparicion de productos cuya
longitud es superior a la del producto de extension correcto de 17mer.

Las condiciones para el calculo de la K, aparente por ANTP de las DNA polimerasas
mutantes K305I y Y315A fueron las mismas que en el ensayo de fidelidad (Creighton et al.,
1995; Saturno et al., 1995). La incubacién se hizo a 4 °C durante 1 min. En este ensayo, la
primera incorporacion que lleva a cabo la enzima corresponde a la posicion en estudio. El

procesamiento de las muestras fue idéntico al anteriormente sefialado.

2.6. Ensayo de procesividad sobre sustratos de DNA de corta longitud

La procesividad de la DNA polimerasa sobre sustratos de DNA de tipo iniciador/molde
fue analizada en el caso del mutante de delecion ATPR2.

Las incubaciones se llevaron a cabo en un volumen de 12.5 ul que contenia 50 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM MnCl,, 1 mM DTT, 4% (v/v) glicerol, 0.1 mg/ml de BSA, 1.2 nM de
sustrato de DNA marcado (15/33mer), 50 uM dNTPs y cantidades decrecientes tanto de enzima
wild-type como mutante. Después de 5 min de incubacion a 25 °C, las reacciones se pararon
afiadiendo EDTA para obtener una concentracion final de 10 mM. Las muestras se analizaron
por electroforesis en gel de poliacrilamida al 20%-8 M urea, y posterior autorradiografia. La
procesividad de polimerizacion por la DNA polimerasa mutante se valoré analizando la longitud

de los productos de replicacion obtenidos en funcion de la relacion DNA polimerasa/DNA.
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2.7. Ensayo de desplazamiento de banda

Para estudiar la capacidad de desplazar banda del mutante de delecion en la region
TPR2 de la DNA polimerasa de ¢29 se empled la molécula iniciador/molde (15/33mer) con un
oligonucledtido de 13mer hibridado downstream al oligonucleotido iniciador, quedando entre
ambos un gap de 5nt (ver Nucleo6tidos en Materiales). Como control se utilizd la misma

molécula sin el oligonucledtido downstream a desplazar.

15 20 33 15 33
1 i 1 g

i .

Figura 15. Molécula con un gap de 5 nt empleada para analizar la capacidad de desplazamiento de
banda de la DNA polimerasa de ¢29 con la delecién en el subdominio TPR2. Se muestra a la derecha
la molécula hibrida de tipo iniciador/molde utilizada como control.

Las incubaciones se llevaron a cabo en un volumen de 12.5 ul que contenia 50 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM MnCl,, 1 mM DTT, 4% (v/v) glicerol, 0.1 mg/ml de BSA, 1.2 nM de
sustrato de DNA marcado, 20 y 300 ng de DNA polimerasa wild-type y mutante,
respectivamente, y las concentraciones indicadas de los cuatro dNTPs. Después de incubar
durante 10 min a 25 °C, las reacciones se detuvieron anadiendo EDTA hasta una concentracion
final de 10 mM. Las muestras se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida 20%-8 M
urea, y posterior autorradiografia. La capacidad de la enzima para llevar a cabo el
desplazamiento de banda se analiz6 comparando la longitud de los productos de elongacién

obtenidos segun la molécula sustrato empleada.

2.8. Ensayo de sintesis procesiva acoplada al desplazamiento de banda (replicacion
de DNA de M13)

Las incubaciones se llevaron a cabo en un volumen de 25 ul que contenia 50 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 20 mM sulfato amoénico, 1 mM DTT, 4% (v/v) glicerol, 0.1
mg/ml de BSA, 40 uM de cada uno de los cuatro dNTPs, 1 uCi de [0-"*P]dATP, 0.25 ug de
ssDNA M13mp18 hibridado con un oligonucleétido de 17mer y 100 ng de DNA polimerasa.
Después de los tiempos de incubacion a 30 °C indicados, las reacciones se pararon con 10 mM
EDTA y 0.1% SDS. Las muestras fueron filtradas a través de columnas de Sephadex G-50 en
presencia de 0.1% SDS por centrifugacion con objeto de eliminar los dNTPs no incorporados.
La actividad relativa de las DNA polimerasas mutantes respecto a la enzima wild-type se obtuvo
contando la radiacion Cerenkov correspondiente al volumen excluido de cada muestra después
del filtrado. El tamafio de la molécula de DNA sintetizada se analizé por electroforesis en gel
alcalino de agarosa (0.7%) (McDonnell et al., 1977), detectandose la unidad de longitud
correspondiente al DNA M13mp18 mediante tincion con bromuro de etidio. Posteriormente, el

gel fue secado y autorradiografiado.
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Para analizar la procesividad de la DNA polimerasa sobre este sustrato se llevo a cabo
el mismo tipo de ensayo, bajo las mismas condiciones pero disminuyendo progresivamente la

cantidad de DNA polimerasa frente a una cantidad fija de molécula sustrato.

Ensayos de actividades especificas de DNA polimerasas que inician la replicacion con
proteina terminal
2.9. Ensayo de iniciacion de la replicacion (formacion del complejo TP-dAMP)

La mezcla de reaccion contenia, en 25 ul, 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 20
mM sulfato aménico, 1 mM DTT, 4% (v/v) glicerol, 0.1 mg/ml de BSA, 0.2 uM dATP, 2 uCi
de [a-*P]dATP, 500 ng de $29 TP-DNA, y las cantidades indicadas en cada ensayo de TP y
DNA polimerasa. Las muestras se incubaron a 30 °C durante los tiempos indicados. En el caso
de los ensayos de iniciacion independiente de molde (desoxinucleotidilacion de la TP) se
empled6 1 mM MnCl, como metal activador en lugar de MgCl,, 15 ng de TP y 30 ng de DNA
polimerasa. Posteriormente, las muestras se incubaron a 30 °C durante el tiempo indicado en
cada caso. Las reacciones se detuvieron anadiendo 10 mM EDTA y 0.1% SDS, se filtraron a
través de columnas de Sephadex G-50, y se analizaron por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12%-0.1% SDS. La cuantificacion fue realizada mediante densitometria de las

bandas correspondientes al complejo TP-d AMP, detectadas por autorradiografia.

2.10. Ensayo de replicacion de ¢29 TP-DNA

La mezcla de reaccion contenia, en 25 ul, 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 20
mM sulfato amoénico, 1 mM DTT, 4% (v/v) glicerol, 0.1 mg/ml de BSA, 20 uM de cada uno de
los cuatro dNTPs, 1 uCi de [0-"P]dATP, 500 ng de $29 TP-DNA, 15 ng de TP y 30 ng de
DNA polimerasa. Después de la incubacion a 30 °C durante los tiempos indicados, las
reacciones se detuvieron con 10 mM EDTA-0.1% SDS. Posteriormente, las muestras se
filtraron por centrifugacion a través de columnas de Sephadex G-50. La actividad relativa se
calcul6 a partir de la radiacion Cerenkov correspondiente al volumen extraido. El analisis de los
tamatfios se llevd a cabo mediante la desnaturalizacion del DNA sintetizado con 0.7 M NaOH, y
posterior electroforesis en gel alcalino de agarosa al 0.7% (McDonnell et al., 1977). Después de
la electroforesis, la posicion de la molécula unidad correspondiente al $29 TP-DNA (19.285 pb)
se detectd por tincion con bromuro de etidio de los geles que, a continuacién, fueron secados y
autorradiografiados. La tasa de elongacion relativa de cada mutante analizado con respecto a la
enzima wild-type se infirieron a partir de los tamafios de los productos de elongaciéon obtenidos.

El andlisis de los productos de transicion se llevd a cabo como se acaba de describir
pero utilizando 100 ng de DNA polimerasa y 125 ng de TP, proporcionando la concentraciéon y

tipo de dNTP indicado en cada caso. Las muestras se analizaron en un gel de poliacrilamida
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12%-0.1% SDS (360x280x0.5 mm) con objeto de alcanzar la resolucidon necesaria para

distinguir los primeros productos de elongacion.

2.11. Ensayo de amplificacion de ¢29 TP-DNA

La mezcla de reaccion contenia, en 25 ul, 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 20
mM sulfato amoénico, 1 mM DTT, 4% (v/v) glicerol, 0.1 mg/ml de BSA, 80 uM de cada uno de
los cuatro dNTPs, 1 uCi de [0-""P]JdATP, 5 ng de $29 TP-DNA, 5 ng de TP, 5 ng de DNA
polimerasa, 10 ug de SSB de ¢29 y 10 ug de DBP de ¢29. Después de la incubacion durante 90
min a 30 °C, las reacciones se detuvieron con 10 mM EDTA-0.1% SDS. EI procesamiento de

las muestras fue analogo al descrito en el ensayo de replicacion de $29 TP-DNA.

Analisis de la interaccion entre la TP y las DNA polimerasas mutantes
2.12. Ensayo de interferencia

El ensayo consiste en una reaccion de iniciacion sin molde en la que se utiliza una
cantidad limitante de TP y diferentes proporciones de la DNA polimerasa wild-type y mutante.
El mutante D249E (cataliticamente inactivo pero con la capacidad intacta de interaccionar con
la TP) se empled como control positivo del ensayo de interferencia (Blasco et al., 1993a). Las
cantidades de proteina utilizadas fueron ligeramente diferentes segiin los mutantes ensayados.
En el caso de los mutantes F128Y/A y E161Q/A, se emplearon 5 ng de TP, 25 ng de DNA
polimerasa wild-type, y 25, 50, 100 y 200 ng de DNA polimerasa mutante. Las cantidades de
proteinas utilizadas con los mutantes R96A, K110A, K112A, R113A y K114A fueron: 8 ng de
TP, 20 ng de DNA polimerasa wild-type o mutante (K110A, K112A, R113A y K114A), y
cantidades crecientes (20, 40, 80 y 160 ng) de la polimerasa mutante D249E. Por otra parte, se
incubaron 20 ng de polimerasa wild-type con cantidades crecientes (20, 40, 80 y 160 ng) de la
DNA polimerasa mutante R96A. En todos los casos, la incubacion se llevo a cabo a 30 °C
durante 4 h. Posteriormente, las reacciones se pararon y analizaron como se indica en el

apartado 2.9.

2.13. Ensayo de cosedimentacion

La mezcla de incubacion contenia, en 150 ul, 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM DTT,
0.1 mg/ml BSA, 20 mM sulfato amonico, 3 ug de TP y 6 ug de DNA polimerasa. Después de
incubar las muestras durante 30 min a 4 °C, se depositaron en la parte superior de un gradiente
de glicerol continuo del 15 al 30%. El gradiente, de 4 ml, se gener6é en un tampoén que contenia
50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 20 mM sulfato aménico, 0.4 M NaCl, ] mM EDTA y 7 mM 2-
mercaptoetanol, y se sometid a ultracentrifugacién durante 24 h, a 4 °C, y a 58.000 rpm (en un

rotor Beckman TST 60.4). Posteriormente, se recogieron fracciones individuales desde la parte
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inferior del tubo y se examinaron en geles de poliacrilamida 12%-0.1% SDS. Después de la

separacion electroforética, los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie.

Comparaciones de secuencias de aminodcidos y modelado estructural

Los alineamientos multiples de las secuencias aminoacidicas correspondientes a las
diferentes DNA polimerasas del subgrupo de aquellas que usan una proteina terminal como
iniciador de la  replicacion se  hicieron con el programa MULTALIN
(http://www.toulouse.inra,fr/multalin.html), y el resultado fue ajustado manualmente.

Las coordenadas de las estructuras tridimensionales se obtuvieron del banco de datos de
proteinas Protein Data Bank (http://www. rcsb.org/pdb/). Las tres estructuras diferentes de la
polimerasa de ¢29 utilizadas fueron: 1XHX (correspondiente a la estructura de la apoenzima),
1XHZ (correspondiente al complejo formado por la DNA polimerasa con un pentanucledtido) y
2EX3 (correspondiente al complejo heterodimérico DNA polimerasa y proteina terminal). Las
estructuras tridimensionales de la DNA polimerasa de ¢29 y sus construcciones mutantes se

modelaron utilizando el programa Swiss PDB Viewer (http://www.expasy.ch/spdbv).

32



Resultados

Estudios anteriores llevados a cabo con la DNA polimerasa del bacteriéfago ¢29 han
puesto de manifiesto la existencia de diferentes regiones de esta DNA polimerasa implicadas en
la interaccion con la proteina terminal. Asi, en el dominio de polimerizacion C-terminal fueron
identificados como ligandos de la TP residuos pertenecientes a los motivos Tx,GR (Méndez et
al., 1994; Truniger et al., 1999; Dufour et al., 2000). Por otra parte, la expresion aislada del
dominio C-terminal de esta DNA polimerasa dio lugar a una disminucion drastica de su
interacciéon con la TP, indicando un papel del dominio N-terminal en dicha interaccion
(Truniger et al., 1998). De hecho, se han podido identificar residuos de este dominio
pertenecientes a los motivos Exo II (Eisenbrandt et al., 2002) y (S/T)Lx;h (de Vega et al.,
1998a) implicados en la unién de la TP.

En este capitulo analizamos el papel de los residuos Phel28 y Glul61l de la DNA
polimerasa de $29, pertenecientes a los motivos (S/T)Lx,h y Exo III (de Vega et al., 1998a;
Bernad et al., 1989), respectivamente, regiones bien caracterizadas del dominio N-terminal
(exonucleasa 3°-5") de las DNA polimerasas que inician la replicacion a partir de una proteina

terminal.

Aminoacidos conservados en el dominio exonucleasa 3°-5" de las DNA polimerasas
que inician la replicacion con proteina terminal

Mediante alineamientos multiples de secuencias de aminoacidos de DNA polimerasas
de la familia B, hemos podido identificar residuos especificamente conservados en el subgrupo
de las DNA polimerasas que utilizan una proteina terminal como iniciador de la replicacion.

En la Figura 16 se presenta uno de dichos alineamientos, restringido a dos segmentos de
secuencia de aminoacidos correspondientes al dominio exonucleasa 3°-5" de las DNA
polimerasas pertenecientes a este subgrupo. El primer bloque de residuos aminoacidicos
corresponde al motivo definido por la secuencia consenso (S/T)Lx,h, localizado entre los
motivos Exo I y Exo III (de Vega et al., 1998a). El analisis bioquimico previo de las DNA
polimerasas de $29 mutantes en los residuos Ser122 y Leul23, demostraron la importancia
funcional de estos dos aminoacidos en el establecimiento de contactos con ssDNA, estando el
residuo de Ser implicado también en interaccion con la TP (de Vega et al., 1998a; de Vega et
al., 1998b). En este segmento de secuencia se localiza un residuo aromatico conservado en 16
de las 19 DNA polimerasas alineadas. En 12 de ellas, este residuo aromatico es Phe, mientras
que en las otras cuatro es un residuo de Tyr. El segundo segmento de similitud en el
alineamiento multiple mostrado en la Figura 16 es el motivo Exo III, que contiene uno de los
Asp cataliticos implicados en la unién y catalisis de la actividad exonucleasa 3°-5", y una Tyr

que orienta la molécula de agua en la reaccion de hidrdlisis de nucleotidos (Blanco et al., 1991).
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En la cuarta posicion precediendo a dicha Tyr se encuentra un residuo de Glu, especificamente

conservado en 14 de las 19 DNA polimerasas alineadas.

(S/MLx5h Exo III
Adeno-2 /361/ TH RKAAQAYAL 57 0
Adeno-7 /361/ TH RNAAQAYAL (57) L
Adeno-12 1361/ TH RKAAQAYAL (57) L
pGKL1 1481/ LLJ3PANASKAFLN (60) L
pGKL2 1470/ IL DKASKAFNV (57) L
pSKL 1475/ IL DKAAKAFNV (57) I
pCLK1 /545/ LPRHY?RDLCKDYNI 47) I
S-1 1356/ LKVK?ADLADSFCP a7) L
pAI2 1659/ LP DNLSKAFNI (57) L
pMC3-2 1379/ LP KRLGTNEFNT (60) K
pEM 1283/ VP DKALSSNGC (60) L
maranhar /441/ LP DKLAKDHNI (60) K
kalilo 1472/ LP DKLSNFFNN (58) I
pAL2-1 1517/ LPDR#DNLAKSFGT (51) L
PRD1 111/ LPVRB!AASDE-—-— a7 v
M2 116/ IY KKLP--FPV (29) E
GA-1 117/ FYIFI#KKLP--FKV (28) L
Cpl 115/ FRIEJIKILN--FSI (28) A
929 /119/ IY KKLP--FPV 29) 0
* *

Figura 16. Alineamiento multiple de dos segmentos de secuencia correspondientes al dominio
exonucleasa 3’-5" de DNA polimerasas de la familia B (tipo eucaridético) que usan una proteina
como iniciador de la replicacion. La nomenclatura y secuencia de las DNA polimerasas se recogen en
Braithwaite e Ito, (1993), con la excepcion de las secuencias de pMC3-2 y pAL2-1, codificadas por
plasmidos lineales de Morcella conica (Rohe et al., 1991) y Podospora anserina (Hermanns y Osiewacz,
1992), respectivamente; y las DNA polimerasas de los bacteriéfagos Nf (Gonzalez-Huici et al., 2001)
PZA (nimero de acceso PO6950), B103 (numero de acceso CAA67649) y Cpl (niimero de acceso
Q37989). Los nimeros indican la posiciéon del primer aminoacido alineado con respecto al extremo amino
de la DNA polimerasa correspondiente. Los residuos altamente conservados de los motivos (S/T)Lx,h (S
y L) y Exo III (Y y D), se presentan en blanco sobre fondo negro. El residuo aromatico conservado del
motivo (S/T)Lx;h y el residuo glutdmico del motivo Exo III se muestran en negro sobre fondo gris y estan
marcados con asterisco.

El alto grado de conservacidén de estos dos residuos dentro del subgrupo de DNA
polimerasas que inician la replicacion con proteina terminal, nos llevé a estudiar su implicacion

en las reacciones catalizadas especificamente por esta clase de DNA polimerasas.

Mutagénesis dirigida en los residuos Phel28 y Glul161 de la DNA polimerasa de
$29

Con objeto de estudiar el papel fisiolégico de estos residuos, llevamos a cabo la
mutagénesis dirigida en dichas posiciones de la DNA polimerasa de ¢29. La Phel28 fue
sustituida tanto por Tyr (F128Y) para mantener el grupo aromatico, como por Ala (F128A) para
eliminarlo. En la posicion 161 se introdujo, por una parte, un residuo de GIn (E161Q)
adquiriéndose de esta forma una carga positiva en dicha posicién y, por otra, una Ala (E161A)
con objeto de eliminar la carga negativa del residuo original. Estas DNA polimerasas mutantes

fueron sobreexpresadas y purificadas (Materiales y Métodos) para, posteriormente, ser
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analizadas bioquimicamente mediante una serie de ensayos in vitro correspondientes a las
diferentes etapas del mecanismo de replicacion, cuya iniciacion tiene lugar mediante una

proteina terminal.

Equilibrio pol/exo sobre un sustrato de DNA de tipo iniciador/molde de las DNA
polimerasas mutantes en los residuos Phel128 y Glu161

Para estudiar si estas mutaciones afectaban a la actividad de polimerizacion de la
enzima, utilizamos la molécula hibrida con estructura de tipo iniciador/molde de 15/21mer, en
la que marcamos radiactivamente el extremo 5” de la cadena iniciadora (spl) (ver Materiales y
Me¢étodos). Este ensayo permite el estudio directo del equilibrio dinamico entre las actividades
exonucleasa 3'-5" y de polimerizacion, ya que la molécula hibrida empleada es sustrato de
ambas actividades. En ausencia de nucle6tidos, los tnicos productos que se detectan provienen
de la actividad exonucleasa 3°-5" sobre la cadena iniciadora. El tipo de patrén obtenido, asi
como el grado de degradacion de la molécula, reflejan el nivel de actividad exonucleasa 3'-5°

que caracteriza a estos mutantes con respecto a la enzima wild-type.

c wild-type F128Y F128A E161Q E161A

- P 20
- _ . e _ — - mer

- - amih — 15
I - ] = - L 15 mer
- - o — 4 mer

- - -.e @ & -
[dNTPs, nM] 0 2 20 100 0 2 20100 0 2 20 100 0 2 201000 2 20 100

Figura 17. Balance pol/exo de las DNA polimerasas wild-type y mutantes en los residuos Phel28 y
Glul61. El ensayo se llevo a cabo como se describe en Materiales y Métodos, empleando la molécula
hibrida de 15/21mer como DNA de tipo iniciador/molde, y las concentraciones indicadas de dNTPs. Las
actividades de polimerizacion y exonucleasa 3'-5" son detectadas como un incremento o descenso,
respectivamente, en la longitud (15mer) de la cadena iniciadora marcada en su extremo 5" con *’P. La
relacion pol/exo productiva se indica en la Tabla I.

Como se observa en la Figura 17, los derivados mutantes presentaron un patrén de
degradacion similar al de la polimerasa wild-type, lo cual indica que, bajo las condiciones del
ensayo, estas mutaciones no interfirieron en dichas actividades. Por otra parte, a medida que
aumentamos la concentracion de dNTPs, la exonucleolisis es progresivamente competida por la
actividad de polimerizacion. El requerimiento nucleotidico necesario para conseguir una
elongacion eficiente por parte de la enzima puede ser empleado para definir la relacién pol/exo

productiva mostrada por las DNA polimerasas mutantes, que es independiente de la cantidad de
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complejos enzima/DNA formados (ver Materiales y Métodos). De esta forma, si una de las
actividades anteriormente mencionadas estuviera especificamente afectada, dicho equilibrio se
desplazaria hacia la polimerizacion (baja actividad exonucleasa) o hacia la exonucleolisis (baja
actividad de polimerizacion). Como puede observarse en la misma figura, las polimerasas
mutantes presentaron un requerimiento nucleotidico (20/100 nM) similar al de la enzima wild-
type (Tabla I). Estos resultados nos llevaron a concluir que los cambios introducidos en estas
posiciones no afectan a la actividad polimerasa de la enzima, al menos bajo condiciones en las
que la polimerizacién es iniciada por DNA.

Empleando cantidades limitantes de DNA polimerasa, pudimos estudiar
especificamente su actividad exonucleasa 3°-5" sobre este tipo de sustrato, utilizando un amplio
rango de tiempos. Bajo tales condiciones, el mutante F128Y mostr6 una reduccion de 30 veces
dicha actividad (ver Tabla I). Teniendo en cuenta su balance pol/exo wild-type, podriamos
concluir que la mutacion estd afectando a la interaccion general con el dsDNA pero no de
manera especifica a alguna de las actividades anteriormente mencionadas. En el caso de los
mutantes E161Q y E161A, la reduccion fue de 2 y 5 veces, respectivamente (ver Tabla I). El

resultado obtenido fue similar cuando se emple6 como sustrato ssDNA (ver Tabla I).

Tabla I. Actividades enzimaticas de las DNA polimerasas de 029 wild-type y mutantes

N . a
DNA polimerasa de 029

Phel28 Glylol
- < o <
Z g = =
Parametro ensayado Substrato wt = = B o
Exonucleasa 3°-5° dsDNA (15/21mer) 100 3 90 35 20
ssDNA (15mer) 100 8 62 51 52
Union Enzima/DNA b dsDNA (15/21mer) 100 n.d. 81 59 55
ssDNA (15mer) 100 n.d. 43 26 32
Relacion PolExo © 15/21mer, dNTPs 20/100 20/100  20/100  20/100 20/100
Replicacion 29 TP-DNA 029 TP-DNA, TP, dNTPs 100 20 2 109 77
Amplificacion 029 TP-DNA 029 TP-DNA, TP, SSB, DBP, 100 3 20 120 130
dNTPs
Replicacion M 13 DNA M 13 DNA hibridado, dNTPs 100 105 52 115 105
Iniciacion 929 TP-DNA 029 TP-DNA, TP, dATP 100 <l <l 67 53
TP-deoxinucleotidilacion TP, dATP 100 <1 <l 62 31

Los nameros indican el porcentaje medio de actividad relativo a la enzima wild-type obtenido de varios experimentos.
b Analizado por ensayo de retraso en gel de poliacrilamida en condiciones de baja fuerza ionica.

€ Los niimeros indican la concentracion de dNTP (en nM ) requerida para clongar eficientemente la cadena iniciadora (15mer)
hasta la posicion de 20mer.
n.d. no detectado.
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Estudio de la interaccion enzima/DNA

Para valorar la capacidad de estos mutantes de reconocer eficientemente la estructura
del extremo de la cadena iniciadora e interaccionar de forma estable con la misma, se llevo a
cabo un ensayo de retraso en gel, empleando como sustrato la misma molécula que en el
experimento precedente y Mg”* como metal activador. En estas condiciones, la enzima wild-type
forma un complejo estable competente para llevar a cabo la replicacion de DNA, dando lugar a
una Unica banda retrasada (ver Figura 18) cuya intensidad depende de la cantidad de enzima
adicionada.

c wt F128Y FI128A E161Q EI6IA

Figura 18. Interaccion con
Complejo dsDNA de las DNA

L W T DNA polimerasa/DNA - polimerasas de ¢29 wild-type

-— y mutantes. El ensayo se llevo
a cabo empleando la molécula

hibrida de 15/21mer como

sustrato, marcada en su

extremo 5 con °°P, en

presencia de 2.5 ng de DNA

polimerasa. Las muestras se

analizaron por electroforesis en

gel de poliacrilamida nativo.
m — dsDNA libre Las bgndas correspoqden al

DNA libre y al complejo DNA

polimerasa/dsDNA.

Como se observa en la Figura 18, las polimerasas mutantes F128A, E161Q y E161A
fueron capaces de interaccionar con la molécula sustrato a un nivel similar al de la enzima wild-
type. Sin embargo, bajo estas mismas condiciones, no se detectd interaccion estable entre la
polimerasa mutante F128Y y el sustrato de 15/21mer. Este resultado indica que el cambio
F128Y afecta a la formacion de complejos DNA polimerasa/dsDNA estables.

Por otra parte, se observé una ligera diferencia en la movilidad del complejo formado
entre los mutantes E161Q y E161A, y el DNA. Este hecho podria ser interpretado como el
resultado de una distorsion parcial de la union del DNA al centro activo exonucleasa. Cuando se
utiliz6 como sustrato DNA de banda simple, los resultados obtenidos fueron paralelos a los
obtenidos con dsDNA (ver Tabla I), lo que sugiere que el residuo Phel28 podria estar orientado

en la estructura de la enzima para poder interaccionar con ambos tipos de sustrato.

Las mutaciones introducidas en la Phel28 de la DNA polimerasa de ¢29 afectan a
la replicacion del DNA de ¢29

Como se ha explicado en la Introduccion, la replicacion del genoma de $29 conlleva
una serie de pasos. Para iniciar la replicacion del genoma, la DNA polimerasa tiene que formar
un heterodimero con una molécula de TP libre con objeto de catalizar la incorporacion dirigida

por molde de dAMP en el grupo hidroxilo de la Ser232 de la proteina terminal (iniciacion),
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dando lugar a la formacion del complejo covalente TP-dAMP (Hermoso et al., 1985). La
disociacion de la DNA polimerasa de la TP que ha iniciado la replicacion no ocurre
inmediatamente después de la adicion del primer nucleétido, sino que tiene lugar cuando el
décimo nucleotido se ha incorporado a la cadena de DNA naciente (Méndez et al., 1997). En
esta etapa de transicion se producen productos abortivos. Posteriormente, la DNA polimerasa
lleva a cabo la sintesis completa de la molécula de forma procesiva y acoplando a ella el
desplazamiento de la cadena paterna no molde (elongacion) (Blanco et al., 1989). Con el fin de
estudiar si las mutaciones introducidas en los residuos Phe128 y Glul61 jugaban algin papel en
el proceso de replicacion del genoma viral, utilizamos el sistema minimo de replicacion de $29,
TP-DNA, TP y DNA polimerasa. Como se puede observar en la Figura 19A, los mutantes
F128Y y F128A presentaron una eficiencia 5 y 50 veces menor, respectivamente, que la de la
enzima wild-type. Los mutantes E161Q y E161A mostraron, sin embargo, niveles normales de

actividad (ver también Tabla I).

A Figura 19. A, Replicaciéon
wt  FI28Y FI28A EI61Q EI61A de ¢29 TP-DNA por las

DNA polimerasas de ¢29

wild-type 'y mutantes. El

— 629 TP-DNA €nsayo se llevo a cabo segiin
se describe en Materiales y

Métodos en presencia de 15

ng de TP y 30 ng de DNA

polimerasa  wild-type o

mutante. Después de la

incubacion durante 5 y 10

min a 30 °C, se calcularon

los wvalores de actividad

relativa, y la longitud de los

5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 tiempo,min. productos de DNA
sintetizados fue analizada por

B electroforesis en gel de
wt F128Y FI28A EI61Q FEI61A agarosa alcalino. Se indica la

posicion a la que migra la

molécula unidad de ¢29 TP-

- - - - — 029TP-DNA  p{NA B, Amplificacién de

¢$29 TP-DNA. El ensayo se

llevd a cabo como se

describe en Materiales y

Métodos, en presencia de 5

ng de DNA polimerasa wild-

type o mutante, 5 ng de ¢29

TP, 10 ug de $29 DBP y 10 ug de ¢29 SSB. Tras la incubacion a 30 °C durante 90 min, las muestras se

procesaron y el DNA amplificado se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa alcalino. Se indica la
posicion a la que migra la molécula unidad de $29 TP-DNA (19.285 pb).

Uno de los sistemas mas eficientes de amplificacion isotérmica de DNA in vitro fue
desarrollado hace unos afios basado en la maquinaria de replicacion de ¢$29 (Blanco et al.,

1994). Usando cantidades apropiadas de las cuatro proteinas que intervienen en la replicacion
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del DNA de $29 se consigue una amplificacion de mas de tres 6érdenes de magnitud. Cuando se
llevo a cabo este ensayo, ambos mutantes, F128Y y F128A, estaban severamente afectados en
comparacién con la enzima wild-type, 30 y 5 veces, respectivamente (ver Figura 19B y Tabla I).

Por otra parte, los mutantes en el residuo E161 presentaron una actividad de amplificacion wild-

type.

Desplazamiento de banda acoplado a la capacidad de polimerizacion de las DNA
polimerasas mutantes

Como mencionamos anteriormente, la DNA polimerasa de $29 tiene que acoplar el
desplazamiento de banda a la sintesis procesiva de DNA en ausencia de proteinas accesorias o
helicasas (Blanco et al., 1989). Para analizar si el defecto mostrado por las polimerasas mutantes
F128Y y F128A en la replicacion de $29 TP-DNA era debido a un defecto en su capacidad para
desplazar banda, llevamos a cabo un ensayo de replicacion con un sustrato de ssDNA circular
(M13) hibridado con un oligonucleotido de 17mer de longitud. Sobre este sustrato, la DNA
polimerasa comienza la replicacion a partir del extremo 3°-OH del oligonucleoétido hibridado.
La primera ronda de replicacion no requiere desplazamiento de banda, pero una vez completada,
la polimerasa encuentra el extremo 5° del cebador a partir del cual necesita acoplar la
polimerizacion procesiva al desplazamiento de banda para poder continuar la sintesis de DNA.

Como se observa en la Figura 20, los mutantes en el residuo Glul61 fueron capaces de
replicar este sustrato con la misma eficiencia que la presentada por la enzima wild-type. La
polimerasa mutante F128Y también presentd el mismo nivel de actividad que la polimerasa
wild-type. Sin embargo, el tamafio de los productos de replicacion obtenidos con el mutante
F128A revela un defecto en la velocidad de polimerizacion durante el primer ciclo de

replicacion. Cuando este mutante empieza la segunda ronda, para lo cual requiere la capacidad

Figura 20. Desplazamiento de

wt  FI28Y FI28A EI161Q E161A banda acoplado a la replicacién
de M13 DNA por las DNA

a polimerasas wild-type y

'T_ £ i X mutantes. La replicacion de M13

DNA hibridado con el
oligonucledtido iniciador
universal se llevd a cabo
- Longitud Unidad  empleando 40 uM dNTPs y 100
M13 DNA ng de DNA polimerasa. Después
de la incubacion durante los
tiempos indicados a 30 °C, los
valores de actividad relativa
fueron calculados en base a la
incorporacion de dNMPs (ver
Tabla I). La posicion de la
molécula unidad se indica a la
5 20 S 20 5 20 S5 20 5 20 tiempo,min. derecha.
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para desplazar banda, este defecto en la velocidad se agrava con respecto al comportamiento
wild-type. La presencia de la proteina SSB de ¢29 restauré la velocidad de la polimerasa
mutante F128A (no mostrado). La SSB mantiene el molde de ssDNA en una conformacion
optima para la elongacion, ya que evita la formacion de estructuras secundarias y reduce el
requerimiento energético necesario para el proceso de apertura de cadenas durante la
polimerizacion (Soengas et al., 1995). Este hecho podria explicar la recuperacion parcial
experimentada por este mutante en el ensayo de amplificacion (en presencia de SSB) con
respecto al ensayo de replicacion de $29 TP-DNA (en ausencia de SSB). Estos resultados
sugieren que el residuo Phel28 podria tener alguna implicacion en el mecanismo de

desplazamiento de banda de la DNA polimerasa de ¢$29.

Formacion de TP-dAMP (reaccion de iniciacion) por las DNA polimerasas
mutantes

Para empezar la replicaciéon del DNA de ¢29, la DNA polimerasa tiene que formar un
heterodimero con una molécula de proteina terminal libre. Una vez que el origen de replicacion
es reconocido por este complejo, la DNA polimerasa cataliza la insercion dirigida por molde de
dAMP en el grupo hidroxilo de la Ser232 de la TP, usando como molde el segundo dTMP de la
cadena. Como se observa en la Figura 21, los mutantes en el residuo F128 presentaron una
disminucioén severa en su capacidad de iniciacion, mientras que la actividad de los mutantes en
el residuo E161 solo estaba ligeramente afectada (Tabla I). Considerando que la iniciacion es un
proceso dirigido por molde, podria ocurrir que el defecto que presentaban los mutantes en el
residuo F128 fuese consecuencia de una afinidad débil por el molde de DNA. Esta posibilidad
puede analizarse ya que la DNA polimerasa de ¢29 tiene la capacidad de llevar a cabo la
iniciacion en ausencia del sustrato molde (desoxinucleotidilacion de la TP) (Blanco et al.,
1992). Bajo estas condiciones, la actividad de los derivados mutantes en los residuos Phel28 y
Glul61 de la polimerasa fue similar a la obtenida en presencia de molde (ver Figura 21 y Tabla

I). Por tanto, la disminucién en la capacidad de iniciacion mostrada

wt_ FI28Y FI28A E161Q EI61A Figura 21. Formacion del complejo
TP-DNA — TP-dAMP catalizada por las DNA
JTP_ aamp  Polimerasas wild-type y mutantes en

sin molde presencia o ausencia de ¢29 TP-

DNA. La reaccion dependiente de

molde (arriba) se realizé en presencia
de 10 mM MgCl,, 0.5 ug TP-DNA, 7.5 ng TP y 15 ng de DNA polimerasa. El tiempo de incubacion fue
de 3 min a 30 °C. La reaccién independiente de molde (abajo) se llevd a cabo en presencia de 1 mM
MnCl,, 15 ng TP y 30 ng de DNA polimerasa. El tiempo de incubacion fue de 120 min a 30 °C. Las
muestras se analizaron por SDS-PAGE y posterior autorradiografia. Las bandas corresponden al
complejo de iniciacion TP-dAMP.
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por los mutantes F128Y y F128A podria ser debida a un defecto en la interaccion con la
proteina terminal iniciadora. La capacidad de estos mutantes para interaccionar con la TP se
analiz6 mediante un ensayo de interferencia (ver Materiales y Métodos) en el que las DNA
polimerasas wild-type y mutantes compiten por una cantidad limitada de TP. Como control se
empled la DNA polimerasa mutante D249E, cataliticamente inactiva pero con una capacidad de
interaccion con la TP intacta (Blasco et al., 1993a). Como se muestra en la Figura 22, el patrén
de inhibicién obtenido con este mutante fue paralelo al tedrico. Por otra parte, aunque el
mutante F128A fue capaz de interferir la uniéon de la TP con la polimerasa wild-type, dicha
capacidad, en las dosis mas altas de la proteina mutante, fue ligeramente menor que la
presentada por el mutante D249E, sugiriendo una interaccion defectuosa con la TP. Por el
contrario, la enzima wild-type no fue competida por el mutante F128Y reflejando una
deficiencia en la interaccion de este ultimo con la TP. Estos resultados estdn de acuerdo con una

posible implicacion del residuo Phel28 de la DNA polimerasa de ¢29 en contactar con la TP.

Figura 22. Ensayo de interferencia
por la unién a la TP. Las reacciones se
llevaron a cabo como se describi6 en el
ensayo de iniciaciéon independiente de
molde, usando en este caso una cantidad
limitante de TP y diferentes dosis de
DNA polimerasa mutante (12.5 ng, 25
ng, 50 ng y 100 ng). Se indica el
F128A porcentaje de producto TP-dAMP
formado en las diferentes condiciones de
D249E competicion con respecto al formado en

tedrico ausencia total de competicion (100%).
T T T T T x T

/1 172 1/4 1/8

100

80~ F128Y

60-

40-

20-

Formacion Relativa de TP-dAMP [%]

Relacion DNA polimerasa wt/mutante Con objetode confirmar

estos resultados, se estudio la

interaccion de las polimerasas mutantes F128Y y F128A con la proteina terminal por
ultracentrifugacion en gradiente de glicerol, como se describe en Materiales y Métodos. La
DNA polimerasa wild-type (66 kDa) y la TP (31 kDa) forman un heterodimero de 97 kDa,
cosedimentando ambas proteinas en las mismas fracciones. Sin embargo, la polimerasa mutante
F128Y y la TP eluyeron independientemente como monoémeros, lo que confirma la deficiente
interaccion de este mutante con la TP. Bajo estas mismas condiciones, el mutante F128A
mantuvo su capacidad de union con la TP (resultados no mostrados). Estos resultados apuntaban

a la Phel28 como un residuo importante para que tenga lugar una interaccion estable y

funcional entre la DNA polimerasa y la TP.
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Analisis de la fase de transicion por las DNA polimerasas mutantes

Debido a la interaccion deficiente y no funcional con la TP que presentaban las DNA
polimerasas mutantes F128Y y F128A, respectivamente, consideramos interesante estudiar la
etapa de transicion que tiene lugar durante los primeros estadios de la replicacion del DNA de
929, que comprende desde la fase de iniciacion a la de elongacion (Méndez et al., 1997). Con tal

proposito, llevamos a cabo un ensayo de elongacién truncada (ver Materiales y Métodos).

12 8
@TP-AAAGTAAGCCCCCAC // GCTGTACCCTACTTT
TTTCATTCGGGGGTG /1 CGACATGGGATGAAA(TD
14 11 21
wt F128Y F128A

Figura 23. Andlisis de los productos de
- — 029 TP-DNA  transicién generados durante el proceso
de replicacion de ¢29 TP-DNA. El
ensayo se llevo a cabo como se describe en
Materiales y Métodos, empleando 15 ng de
TP, 30 ng de DNA polimerasay 5 uM de
los dNTPs indicados. Tras la incubacion
durante 5 min a 30 °C, los productos de
transicion obtenidos se analizaron por
SDS-PAGE de alta resoluciéon. Las
moléculas  completamente  replicadas
permanecen en la interfase del gel (arriba).
En la figura se indica la longitud de los
diferentes productos de transiciéon asi
como la posicion correspondiente a la
longitud completa de la molécula ¢$29 TP-
DNA.

En presencia de dATP como
unico nucledtido, la enzima wild-type
dio lugar a los productos TP-dAMP y
TP-(dAMP),, como era de esperar

- — TPdNMP),, considerando que el producto TP-

— TP{dNMP),, o
- — 1PdNmP), (dAMP); es degradado por la actividad

__ TP-(dAMP),
-aeaa-s . . . |— TP-dAMP ~  exonucleasa 3°-5" (Esteban et al.1993).
A A A A A A A A A .

G G G G G G En presencia de dATP, dGTP y dTTP,
T I T I T I la polimerasa wild-type elonga los

productos de iniciacion hasta generar
las moléculas TP-(dANMP)g y TP-(dANMP),;, que son las longitudes esperadas teniendo en cuenta
la secuencia de los origenes de replicacion (ver Figura 23). Durante esta etapa de transicion, la
enzima wild-type elongd alrededor del 29% de las moléculas iniciadas. Sin embargo, en el caso
de la enzima mutante F128Y fueron elongados sdlo el 4% de los productos de iniciacion y,
practicamente, no se observo elongacion en el caso del mutante F128A. Ademads, la cantidad

relativa de productos TP-(dAMP), obtenida con respecto al TP-dAMP fue mucho menor en los
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mutantes F128Y y F128A que en el caso de la enzima wild-type. La baja cantidad de productos
elongados por las polimerasas mutantes no puede ser consecuencia de la actividad exonucleasa
3’-5" ya que apenas se observo acumulaciéon del producto TP-(dAMP),. Por tanto, estos
resultados reflejan un defecto de las DNA polimerasas mutantes en el residuo Phel128 durante la

etapa de transicion del proceso de replicacion.

Los resultados presentados en este capitulo, junto con el alto grado de conservacion de
la Phe128 entre las DNA polimerasas que tienen como iniciador una proteina, sugieren un papel
funcional para este residuo de aminoacido en el establecimiento de contactos con la proteina
terminal durante los primeros estadios de la replicacion del genoma, asi como con el DNA en

los posteriores pasos de la replicacion.
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En este capitulo, continuamos estudiando el papel del dominio N-terminal de la DNA
polimerasa de $29 en aquellas reacciones especificas de DNA polimerasas que emplean como
iniciador de la replicacion una proteina terminal. Para ello, hemos analizado bioquimicamente la
funcion de los residuos Arg96, Lys110, Lys112, Argl13 y Lys114 de la DNA polimerasa de
029, localizados en direccion N-terminal respecto al motivo (S/T)Lx,h, descrito en el capitulo

anterior.

Conservacion de residuos aminoacidicos en el dominio exonucleasa 3°-5" de las
DNA polimerasas que inician la replicacion con proteina terminal

La Figura 24 muestra un alineamiento multiple de secuencias de aminoéacidos del
subgrupo de las DNA polimerasas que inician la replicacion con una proteina terminal, y que
contiene la region definida por la secuencia consenso (S/T)Lx,h (de Vega et al., 1998a; capitulo
anterior).

Como se muestra en la Figura 24, existe un residuo con carga positiva conservado
especificamente en 22 de las 25 DNA polimerasas alineadas, y localizado a una distancia de
entre 24 y 28 residuos en direccion N-terminal (con la excepcién de PAI-2, situado a una
distancia de 32 residuos) desde el aminoacido Ser del motivo (S/T)Lx,h. Como se observa en la
figura, entre dicho residuo y el motivo (S/T)Lx;h existe una regién con numerosos residuos con
carga positiva. El primero de ellos esta especificamente conservado en 19 de las 25 DNA
polimerasas alineadas. El segundo esta localizado a dos posiciones en direccion C-terminal al
residuo anterior y estd conservado en 13 polimerasas. Contiguo a este ultimo, existe otro con
carga positiva presente en 15 polimerasas. Por ultimo, el cuarto residuo con carga positiva que
sigue al anterior se encuentra conservado en 16 de estas DNA polimerasas. El alto nivel de
conservacion de estos residuos en las DNA polimerasas eucarioticas que inician la replicacion
con proteina terminal podria sugerir un papel en las funciones intrinsecas al mecanismo de
iniciacion de la replicacion utilizado por esta clase de polimerasas, llevandonos a estudiar el
papel fisiologico que desempefian mediante la construccion y posterior analisis funcional de
polimerasas mutantes en las posiciones correspondientes, Arg96, Lys110, Lys112, Argll13 y
Lys114 de la DNA polimerasa de $29. Con objeto de eliminar la carga positiva, todos estos

aminoacidos fueron sustituidos por alanina.
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(S/T)Lx2h
Adenovirus -2 /328/ ETDFLLWEQGGCDDTDF - KYQYLKV MVF
pSKL /444/ -JDKYIIKNNMITYSELYFK-HSKI--- - - ILKYPFLFIL
S1 /336/ MENDCIYSIKLYKVSK- - -NGDKRLV - - - LTFMpEYLLLK
pGKL-1 451/ -ENTLIRNNSFISFNFAHDGVRF-- - - - - - SVIEIY SFLL
pGKL-2 1439/ SDKYIIKNNMITYGELYYENAILI YLKMPYLFIL
pCLK-1 481/ SDILKLTIKRTVDG- -KT-RRV-T--I--MMIFALLP
PAI-2 1621/ I4TDT IMRDDKIMKLKITFRI PGRNTEYSTSFIPELL
pMC3-2 /349/ ®1.DMTLKTFETNTKKC- -K-NKRMVL - - - - -
pAL2-1 /488/  -BEDDRILKCVIKV------ KTPSGYNK- - ITFIPEYNILP
pEM 1252/ DST-RKL-T- - IKLRMETKLVP
kalilo 1431/ NSKRKY - T- - LY FMpJEl
maranhar /410/ LSIKISYKFEPKKKGG- - -KAERH- -T- - ITI A
Gelasinospora 1456/ MENGKILKLTFNFTLP - - -NSKRKY - T - - LQFMaE!
B.napus /400/ MENNCLYQLSIYN KGNNLLLY - - - KYMal
F.velutipes /352/ DGKIIELRAEFNY NDNKKTVI N4z DS
P.kluyveri /521/ A5 AKVLKMTVRYMDESG-KESQM- - - - - - VMIPEILT
P.purpurea /104/ NSTIWEGAKY IKLIYTILTTHIL-- -~~~ SLRMELNLLP
PRDI1 /82/ -ISY FRGKLKIVNGRILEVEHGIH------- KFRpEIY!
CP1 97/ NDMGVWYSITLEFP DFTL TFR
GA-1 /95/ SGMGQWYAVDVCINT RGKNKNHV - - -VF
NF 194/ ISMCGQWYMIDICFGY RGKRKLET VI
B103 192/ SIMGOWYMIDICFGY - - - -KGKRRLHT - - -VI
M2 192/ MGQWYMIDICFGY - - - -KGKRKLHET - - -VI
PZA 192/ MGQWYMIDICLGY - - - -KGKRRIHT - - -VI
029 194/ S RMGOWYMIDICLGY KGRRRIET- - -VI

w % wwk

Figura 24. Alineamiento miiltiple de secuencias de aminoacidos de la region localizada en direcciéon
N-terminal al motivo (S/T)Lx,h de las DNA polimerasas que inician la replicacion con TP. La
nomenclatura y secuencia de las DNA polimerasas se recogen en Braithwaite e Ito, (1993), con la
excepcion de las DNA polimerasas del plasmido lineal mitocondrial de Gelasinospora sp. (numero de
acceso S62752), Brassica napus (numero de acceso NP862323), Flammolives velutipes (numero de
acceso BAB13499), Pichia kluyveri (nimero de acceso T28426) y Porphira purpurea (nimero de acceso
NP049297), las secuencias de pMC3-2 y pAL2, codificadas por plasmidos lineales de Morchella conica
(Rohe et al., 1991) y Podospora anserina (Hermanns y Osiewacz, 1992), respectivamente; y las DNA
polimerasas de los bacteriofagos Nf (Gonzélez-Huici, 2001), PZA (nimero de acceso PO6950), B103
(nimero de acceso CAA67649) y Cpl (nimero de acceso Q37989). Los niimeros indican la posicion del
primer aminoacido alineado con respecto al extremo N-terminal de la DNA polimerasa correspondiente.
Los residuos altamente conservados se muestran en letras blancas sobre fondo negro. Los residuos
conservados se presentan en negro sobre fondo gris. Los residuos estudiados en el capitulo se indican con
asteriscos (Arg96, Lys110, Lys112, Argl13 y Lys114 en ¢29) y los que han sido estudiados en trabajos
anteriores se sefialan con puntos negros (Ser122 y Leul23).

Balance pol/exo de las DNA polimerasas mutantes sobre un sustrato de tipo
iniciador/molde

Como se describio en el capitulo anterior, la molécula sp1/splc+6 es util para evaluar la
capacidad de polimerizacion en funcion de la concentracion de nucleotidos (balance pol/exo).
Asi, en ausencia de los mismos, los productos generados nos daran una estimaciéon de la
capacidad exonucleolitica de las DNA polimerasas mutantes.

Como puede verse en la Figura 25, aunque el patrdn de degradacion obtenido por los
mutantes fue similar al wild-type, el nivel de degradacion por la polimerasa mutante R96A fue
menor. De hecho, cuando ensayamos la actividad exonucleasa 3°-5” de estas DNA polimerasas

en dicho sustrato usando cantidades limitantes de enzima, el mutante R96A presentd una
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reduccion de la actividad de solo 2.5 veces con respecto a la enzima wild-type (ver Tabla II).
Asimismo, las polimerasas mutantes presentaron un

un balance neto de polimerizacion (ver Tabla II).

c wild-type R96A KI110A KI112A R113A KI114A
- —20 mer

—15 mer
\ - - - - — ‘

¥ StmeBE R —=m w-a= &

.
- S . - - —
- - -— — —_— = - — ="
—4 mer
. " ol
W me . aeme WE Ww. -
[NTPs,nM] 0 2 20 100 0 2 20 100 0 2 20 100 0 2 20 100 O 2 20 100 O 2 20 100

Figura 25. Balance pol/exo de las DNA polimerasas wild-fype y mutantes. El ensayo se llevo a cabo
como se describe en Materiales y Métodos usando la molécula hibrida de 15/21mer como DNA
iniciador/molde, y las concentraciones indicadas de dNTPs. La actividad de polimerizacion o
exonucleolisis se detecté como un aumento o disminucion, respectivamente, en la longitud de la cadena
iniciadora (15mer) marcada radiactivamente en su extremo 5'. La relacion pol/exo productiva se indica en
la Tabla II.

Este resultado sugeria que las mutaciones introducidas en los residuos seleccionados no
afectan a la actividad polimerasa, como podia ser esperado considerando la localizacion de los
mismos en el dominio N-terminal de la DNA polimerasa. Aunque el mutante R96 A mostr6 una
disminuciéon en su actividad de degradacion, su balance pol/exo wild-type indica que esta
mutacion estd afectando a la estabilidad de la interaccion con dsDNA (se aprecia la existencia
de una fraccion de sustrato que no es usada por el mutante).

Por otra parte, cuando se analizd la fidelidad de estas enzimas en el proceso de
polimerizacion, llevando a cabo un ensayo de incorporaciéon erronea (ver Materiales y
M¢étodos), todas las DNA polimerasas mutantes extendieron la cadena iniciadora inicamente
hasta las posiciones de 16 y 17mer, como en el caso de la wild-type, indicando que no se
produce incorporacion nucleotidica estable en posiciones no complementarias al molde (no se

muestra).

Interaccion de las DNA polimerasas mutantes con el sustrato de DNA
La interaccion de las diferentes polimerasas mutantes con la molécula iniciador/molde
fue analizada mediante un ensayo de retraso en gel (ver Materiales y Métodos). Como se

observa en la Figura 26, las DNA polimerasas mutantes K110A, K112A, R113A y, en menor
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grado K114 A, mostraron un nivel de interaccion similar al de la enzima wild-type, mientras que

el mutante R96A presentd una disminucion en la eficiencia de union, detectandose una banda

¢ wt

R96A KI110A K112A RI113A K114A

- e

Complejo

" DNA pol/dsDNA

— dsDNA libre

— DNA no hibridado

Figura 26. Retraso
en gel por las DNA
polimerasas wild-type
y mutantes. El ensayo
se llevo a cabo usando
como  sustrato la
molécula hibrida de
15/21mer marcada en
el extremo 5°, en
presencia de 1.25 ng
de DNA polimerasa
wild-type o mutante.
Las muestras se
analizaron por
electroforesis en gel
de poliacrilamida. Las

bandas correspondientes al DNA libre asi como al complejo DNA polimerasa/DNA se detectaron por

autorradiografia.

retrasada bastante tenue. Este resultado indica que la pérdida de la carga positiva en la posicion

96 y, a un menor nivel en la posicion 114, afecta a la interaccion de la enzima con el sustrato de

dsDNA, lo cual sugiere que ambos residuos ejercen un papel en el establecimiento de los

contactos necesarios entre la enzima y el DNA para la formacion de un complejo estable.

Tabla II. Actividades enzimaticas de las DNA Polimerasas de ¢29 wild-type y mutantes

DNA polimerasa de ¢29 *

Parametro ensayado Substrato wt R96A  KI10A KII2A RII3A KI4A
Exonucleasa 3°-5° dsDNA (15/21mer) 100 40 105 95 94 50
ssDNA (15mer) 100 30 78 79 88 78
Unién Enzima/DNA ® dsDNA (15/21mer) 100 20 87 76 86 57
ssDNA (15mer) 100 32 150 170 130 74
Relacion Pol/Exo © 15/2Imer, dNTPs 20/100 20/100  20/100  20/100  20/100  20/100
Replicacion 629 TP-DNA  ¢29 TP-DNA., TP, dNTPs 100 2 45 54 16 3
Amplificacion 929 TP-DNA, TP, 100 2 26 40 11 4
929 TP-DNA SSB, DBP, dNTPs
Replicacion M13 DNA M13 DNA hibridado. dNTPs 100 148 97 96 110 104
Iniciacion 629 TP-DNA 029 TP-DNA, TP, dATP 100 4 30 45 25 4
TP-deoxinucleotidilacion TP.dATP 100 3 100 120 110 10
* Los nimeros indican el porcentaje medio de actividad relativa a la enzima wild-fype a partir de varios experimentos.

® Analizado mediante ensayo de retraso en gel de poliacrilamida en condiciones de baja fuerza idnica.
¢ Los nimeros indican la concentracion de dNTP (en nM) requerida para la elongacién eficiente de la cadena iniciadora
de 15mer hasta la posicion de 20mer.
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Replicacion de $29 TP-DNA por las DNA polimerasas mutantes

Utilizando el sistema minimo de replicaciéon, basado en $29 TP-DNA, TP y DNA
polimerasa, las DNA polimerasas mutantes K110A y K112A y, a un nivel menor R113A,
fueron capaces de sintetizar la molécula completa de $29 TP-DNA, lo que nos llevo a descartar
defectos en la procesividad y el desplazamiento de banda (Figura 27A). Sin embargo, los
mutantes R96A y K114A presentaron una actividad fuertemente reducida con respecto a la

enzima wild-type (ver Tabla II).

A . .,
wt R96A KI10A KI12A RII3A KI14A Figura 27. A, Replicaciéon de

$29 TP-DNA por las DNA

" —029TP-DNA  polimerasas wild-type y
mutantes. El ensayo se llevo a
cabo como se describe en

Materiales y Métodos, en

presencia de 30 ng de DNA

polimerasa y 15 ng de TP.

Después de la incubacion

durante 5 min a 30°C, se

calcularon los valores de

actividad relativa (ver Tabla II).

5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 tiempo,min.  La longitud del DNA sintetizado

se analizd por electroforesis en

gel de agarosa alcalino. En la

figura se indica la posicion de

B migracion de la molécula unidad

wt  R96A KI10A KI112A R113A KI114A de $29 TP-DNA. B,

prp— R Amplificacién de ¢29 TP-

' o=7 TR DNA. El ensayo se realizdé como

se describe en Materiales y

Métodos, en presencia de 5 ng

de TP-DNA, 5 ng de DNA

polimerasa, 5 ng de TP y 10 ug

tanto de ¢29 SSB como de DBP. Después de la incubacién durante 90 min a 30°C, las muestras se

procesaron y el DNA amplificado se analizé por electroforesis en gel de agarosa alcalino. Se indica
igualmente la posicion de migracion de la molécula unidad de $29 TP-DNA (19.285 pb).

De forma similar, en los ensayos de amplificacion de DNA de ¢29, cuyas condiciones
se aproximan a la situacion in vivo (ya que ademas de TP y DNA polimerasa, se emplean
cantidades limitantes de $29 TP-DNA, asi como las proteinas de unién a ssDNA y a dsDNA de
029), se obtuvieron resultados similares a los obtenidos en el ensayo de replicacion de TP-DNA

(ver Figura 27B y Tabla II).

Capacidad de desplazamiento de banda por las DNA polimerasas mutantes
Como anteriormente mencionamos, con objeto de llevar a cabo la replicacion del genoma
eficientemente, la DNA polimerasa de ¢$29 tiene que acoplar a la sintesis procesiva del DNA el

desplazamiento de banda en ausencia de proteinas accesorias o helicasas (Blanco et al., 1989).
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Para analizar si la disminuida capacidad que presentaron los mutantes en la replicacion de $29
TP-DNA era consecuencia de un defecto especifico en dicho acoplamiento, llevamos a cabo el
ensayo de replicacion sobre el DNA de M13 (Materiales y Métodos). Como se muestra en la
Figura 28 y en la Tabla II, la eficiencia catalitica global, asi como la longitud de los productos
sintetizados (varias veces el tamafio de la molécula molde) por las polimerasas mutantes
indicaban que son capaces de llevar a cabo un desplazamiento de banda procesivo. En el caso
del mutante R96A, esta actividad fue incluso mayor a la de la polimerasa wild-type a pesar de
mostrar una disminucion en su capacidad de interaccion con el dSDNA. Este fenotipo podria ser
explicado como consecuencia de la recuperacion de la estabilidad del complejo
polimerasa/DNA debido a otras interacciones establecidas entre el sustrato molde, de mayor

longitud, y la enzima.

wt R96A  KI110A KI112A RI113A KI114A Figura 28.
Desplazamiento de banda

acoplado a la replicacién

de DNA de MI13. La

replicaciéon de la molécula

de DNA de M13 hibridada

‘ con un oligonucledtido se

4‘ , __ Longitudunidad  llevé a cabo como se
DNA M13 describe en Materiales y

Métodos, usando 40 uM

dNTPs y 100 ng de DNA

polimerasa. Después de la
incubacion a 30 °C durante
los tiempos indicados, los
valores de actividad
relativa se calcularon en
base a la incorporacion de
dNMPs (ver Tabla II).

5 20 5 20 5 20 5 20 5 20 5 20 tiempo, min.

Iniciacion de la replicacion por las DNA polimerasas mutantes

Como hemos descrito anteriormente, las DNA polimerasas mutantes R96A, K114A vy,
en menor grado R113A, presentaron un nivel de actividad de replicacion de $29 TP-DNA muy
bajo aunque mantuvieron la procesividad caracteristica de la DNA polimerasa de ¢29. Para
analizar la actividad de iniciacion de la replicacion por estos mutantes, estudiamos la capacidad
de los mismos para catalizar la formacion del producto TP-dAMP. Como se puede apreciar en
la Figura 29 y en la Tabla II, las polimerasas R96A y K114A mostraron una disminucion
drastica en la reaccion de iniciacion (25 veces), estando el resto de mutantes ligeramente

afectados (2-4 veces).

wt R96A KI110A K112A RI113A KI114A

Figura 29. Formacion del complejo
TP-DNA - — D - TP-dAMP catalizado por las DNA
]Tp.d,mp polimerasas wild-type y mutantes en

presencia o ausencia de ¢$29 TP-

sin molde  —_ — G — ., .
DNA. La reaccion dependiente de
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molde (arriba) se realizo en presencia de 10 mM MgCl,, 0.5 ug de 29 TP-DNA, 15 ng de TP y 30 ng de
DNA polimerasa. La incubacion fue de 1.5 min a 30 °C. La reaccion independiente de molde (abajo) se
hizo en presencia de 1 mM MnCl,, 15 ng de TP y 30 ng de DNA polimerasa. La incubacién fue de 3
horas a 30 °C. Las muestras fueron analizadas por SDS-PAGE y posterior autorradiografia. Las bandas
correspondientes al complejo de iniciacion TP-dAMP formado fueron detectadas por autorradiografia y la
cuantificacion de las mismas se realizd por analisis densitométrico.

Considerando que la iniciacion en ¢29 es un proceso dirigido por molde (Méndez et al.,
1992), el defecto observado podria ser consecuencia de una afinidad reducida por el sustrato de
DNA. En ausencia de molde, la actividad del mutante R96A fue similar a la correspondiente
reaccion dirigida por molde. Con respecto al mutante K114A, el nivel de actividad se mantuvo
igualmente bajo, aunque fue 2.5 veces mayor que en presencia de TP-DNA (Figura 29 y Tabla
II). En el caso de los mutantes K110A, K112A y R113A la recuperacion de la actividad fue total
(Figura 29 y Tabla II). Este ultimo resultado indicaba que las polimerasas mutantes K110A,
K112A y R113A tienen afectada su capacidad de interaccidon con el sustrato $29 TP-DNA. Por
otra parte, los bajos niveles de actividad obtenidos con los mutantes R96A y K114A en ambos
ensayos, con y sin molde, estaban apuntando a un defecto mas especifico en la interaccion con

la proteina terminal.

Interaccion entre las DNA polimerasas mutantes y la proteina terminal

Puesto que los mutantes K110A, K112A, R113A y K114A conservaron de forma total o
parcial la actividad de desoxinucleotidilacion de la TP (ver Tabla II), la interaccidon de éstos con
la proteina terminal fue competida con cantidades crecientes de la enzima mutante D249E,

presentando todos un patrén de interferencia muy similar al de la enzima wild-type (Figura 30).

Figura 30. Ensayo de interferencia por la unién
con la TP de las DNA polimerasas wild-type y
mutantes. Las reacciones se llevaron a cabo como se
describio para la formacién independiente de molde
del complejo TP-dAMP por las polimerasas wild-type,
K110A, K112A, R113A y KI114A, una cantidad

100

'2 ;{;6‘\ limitada de TP y cantidades crecientes de la DNA
=§}}gt polimerasa mutante D249E (ver Materiales y
50 O RI113A M¢étodos). Para analizar la capacidad de interferencia

A K1l4A del mutante R96A se incub6 la DNA polimerasa wild-

type con cantidades crecientes de la polimerasa
mutante. En la grafica se indica el TP-dAMP formado
; en las diferentes condiciones de competicion con
1/4 1/8 respecto al formado en ausencia de competicion
(100%).

Formacion relativa de TP-dAMP [ %]

0

T I

11 12
Relacion DNA polimerasa wt/mutante

Estos resultados indican que, al menos bajo estas condiciones, estos mutantes

mantuvieron la capacidad de interaccion con la TP. Sin embargo, la polimerasa wild-type no fue

competida por el mutante R96A, lo que probablemente refleja un defecto de este ultimo en su
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interaccion con la TP. Este resultado sugiere la participacion de este residuo de la DNA
polimerasa de $29 en la interaccion con la proteina terminal.

Para confirmar estos resultados, la interaccion de las polimerasas mutantes con la TP se
analiz6é directamente por ultracentrifugacion en gradiente de glicerol, como se describe en
Materiales y Métodos. Tanto la enzima wild-type como los mutantes K110A, K112A, R113A 'y
K114A, formaron un heterodimero de 97 kDa con la TP, cosedimentando ambas proteinas en
las mismas fracciones (Figura 31). Sin embargo, la DNA polimerasa y la TP sedimentaron
independientemente como monoémeros en el caso del mutante R96A, confirmando el defecto en

interaccion con la proteina terminal observado en el ensayo de interferencia (Figura 31).

Wild-type RY96A
8 8"
6 6
4 4
» 2 2
<
=
£ — .
3 6 8 10 12 1 6 8 10 12 14
[~
w
< R113A K110A
=
= 8 8
6 - 6
4 4-
2 2
6 8 10 12 6 S 10 12 14

Numero de fraccion

Figura 31. Interaccién entre la DNA polimerasa y la TP analizada por ultracentrifugacion en
gradiente de glicerol. Las DNA polimerasas wild-type y mutantes fueron incubadas con TP durante 30
min a 4 °C. Posteriormente, las muestras se cargaron en la parte superior de un gradiente de glicerol
continuo 15%-30% (4 ml) y se centrifugaron como se describe en Materiales y Métodos. Se fraccionaron
los gradientes y se sometieron a SDS-12% PAGE. Después de la electroforesis, los geles se tifieron con
azul de Coomassie. En las gréficas se representa la cuantificacion densitométrica en unidades arbitrarias
de la DNA polimerasa (circulos negros) y la TP (circulos blancos).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con estos mutantes, analizamos el
comportamiento de los mismos durante la fase de transicion, que tiene lugar tras la iniciacion de
la replicacion, llevando a cabo un ensayo de replicacion truncada en el que se utilizan dosis
elevadas tanto de DNA polimerasa y TP. En todos los casos, la proporcion de moléculas

parcialmente elongadas [TP-(dNTP),s] con respecto a productos iniciados [TP-dAMP + TP-
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(dNTP),5] por parte de todas las polimerasas mutantes fue igual a la obtenida con la enzima
wild-type (no mostrado). Este resultado sugeria que los defectos que presentaban los mutantes

R96A y K114A se restringen a la fase de iniciacion de la replicacion del DNA de ¢29.

Los resultados mostrados en este capitulo, junto con estudios anteriores, nos permitieron
en aquel momento entender la interaccion entre la DNA polimerasa y la proteina terminal como
un proceso complejo que implica residuos pertenecientes, al menos, a tres regiones de la DNA
polimerasa. Estos residuos podrian estar formando un subdominio especifico de interacciéon con

la TP.
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Alineamientos multiples de secuencias de DNA polimerasas de tipo eucaridtico
condujeron a la identificacion de dos regiones de residuos de aminoacidos que solo estan
presentes en el grupo de las DNA polimerasas que utilizan como iniciador de la replicaciéon una
proteina terminal. Una de esas regiones, llamada TPRI1, estd insertada entre los motivos
Dx,SLYP (en el subdominio palm) y Kx;NSxYG (en el subdominio fingers) (Blasco et al.,
1990). Estudios previos llevados a cabo en el residuo Asp332 de la DNA polimerasa de ¢29,
altamente conservado en esta region, mostraron su implicacion en la interaccion funcional con
la TP (Dufour et al., 2000). En este capitulo se muestra el anélisis funcional de otros dos
residuos conservados en la region TPR1, correspondientes a la Lys305 y Tyr315 en la DNA

polimerasa de ¢29.

Conservacion de la insercion TPR1 en las DNA polimerasas que inician la
replicacion con proteina terminal

La insercion TPR1 fue identificada especificamente en el subgrupo de DNA
polimerasas que inician la replicacion con proteina terminal (Blasco et al., 1990). Esta region
esta localizada entre los motivos conservados A (Dx,SLYP) y B (Kx;NSxYG), en el dominio de
polimerizacion (ver Figura 32). Cuando se alinea la secuencia de aminoacidos de la DNA
polimerasa del bacteriofago $29 con la del bacteriofago RB69, pertenecientes ambas a la familia
B de DNA polimerasas, esta region estaria localizada entre los residuos 474 y 475 de la DNA
polimerasa de RB69 (Wang et al., 1997; Franklin et al., 2001). La ausencia en aquel momento
de la estructura tridimensional de la DNA polimerasa de ¢$29, nos hizo sugerir que la insercion
TPR1 quedaria anclada en el subdominio fingers de la DNA polimerasa de $29 y, por tanto,
podria estar desempefiando un papel en la interaccion con el DNA. Como se detallard en la
Discusion de esta Tesis, la posterior resolucion cristalografica de la DNA polimerasa de ¢$29
puso de manifiesto que la region TPR1 constituye un subdominio estructuralmente
independiente, adyacente al subdominio pal/m y previo al fingers.

Con objeto de estudiar el posible papel funcional de esta region, llevamos a cabo
mutagénesis dirigida en los residuos Lys305 y Tyr315 de la DNA polimerasa de $29. Como se
muestra en la Figura 32, en todas las secuencias de las DNA polimerasas comparadas se
encontrd un residuo bésico, arginina o lisina, en la posicion correspondiente a la 305 en la DNA
polimerasa de ¢$29, mientras que se encontr6 un residuo aromatico (tirosina, fenilalanina o
triptéfano) en la posicion 315 en 14 de las polimerasas alineadas. De esta forma se obtuvieron
las DNA polimerasas mutantes K305I, K305R, Y315A y Y315F. El cambio de Lys a Ile
permitio la introduccion de una cadena lateral hidrofobica, mientras que el cambio conservativo

a Arg se disefid para mantener la carga positiva. El cambio de Tyr a Ala introdujo una pequefia
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cadena lateral hidrofobica, frente al cambio a Phe que permitié la conservacion del grupo

aromatico.

adeno4 DELMLDPRRIEFCS FKG “PL...RGE VATSV..
adeno? : . ... .RGE VATSV..
adenol2 ! 3/ QLD V g . JdINESL. . .RGE WTSV. .

RE

Figura 32. Alineamiento miiltiple de secuencias de aminoacidos de DNA polimerasas que contienen
la regiéon TPR1. La nomenclatura y secuencia de las DNA polimerasas se recogen en Braithwaite e Ito,
(1993), con la excepciéon de la DNA polimerasa de adenovirus tipo 4 (nimero de acceso X74672), la
DNA polimerasa del plasmido lineal mitocondrial de Morchella conica, pMC3-2 (Rohe et al., 1991) y la
DNA polimerasa de GA-1 (Illana et al., 1996). Los numeros entre barras indican la posicién del primer
aminodacido de la secuencia con respecto al extremo N-terminal de la polimerasa. Los residuos altamente
conservados de la region TPRI1 se muestran en letras blancas sobre fondo negro. Los residuos
conservados de esta region estan en negro sobre fondo gris. Los residuos que se estudian en este capitulo
se han sefialado con asteriscos (Lys305 y Tyr315), y los estudiados anteriormente a esta Tesis se indican
con un punto negro (Asp332 y Leu342).

Balance de las actividades de polimerizacion y exonucleolisis de las DNA
polimerasas mutantes en la region TPR1

El efecto de las mutaciones introducidas en la capacidad de la enzima para catalizar la

polimerizacion se analiz6 sobre una molécula hibrida de tipo iniciador/molde de 15/33mer (ver

Materiales y Métodos).
¢ wild-type K3051 K305R Y315A Y315F
- anen = o= - ™ B
- -— - - _— SR p_— —15 mer
-— -> = ‘ D - 8= - w»
= L 4 8 - -—- . : e —4 mer

[dNTPs,nM] 0 10 10? 10° 10* 0 10 10° 10* 0 10> 10° 10 0 10? 10° 10 0 10% 10° 10°

Figura 33. Ensayo acoplado de las actividades de polimerizaciéon 5°-3" y exonucleasa 3°-5".
El ensayo se llevdo a cabo como se describe en Materiales y Métodos usando la molécula 15/33mer
marcada con **P como molécula hibrida de tipo iniciador/molde, y las concentraciones de dNTPs
indicadas. Se sefialan las posiciones de 4mer, 15mer (cadena iniciadora no elongada) y 33mer (elongacion
completa). Las muestras se analizaron en gel de poliacrilamida del 20%-8 M urea.
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Como se observa en la Figura 33, las polimerasas mutantes requirieron una
concentracion superior a la de la wild-type (100 nM) para conseguir la polimerizacion neta. Los
derivados mutantes con cambios conservativos, K305R y Y315F, presentaron un requerimiento
nucleotidico 10 veces mayor (1 uM dNTPs) (Tabla III), mientras que las polimerasas con
cambios no conservativos, K3051 y Y315A, necesitaron una concentracion de 10 uM dNTPs
para obtener una polimerizacion neta. Por otra parte, las cuatro polimerasas mutantes
presentaron un nivel de degradacion mayor sobre dsDNA respecto a ssDNA en comparacioén

con la DNA polimerasa wild-type (ver Figura 33 y Tabla III).

Tabla III. Actividades enzimaticas de las DNA polimerasas de 029 wild-type y mutantes

. a
DNA polimerasa de 029

Ly 305 Typ1s
Parametro ensayado Substrato wt Q Q o o
Exonucleasa 3°-5° dsDNA (15/33mer) 100 211 178 240 178

ssDNA (15mer) 100 107 101 83 114

b . .

Relacion Pol/Exo dsDNA (15/33mer) 100 10* 10° 10* 10%
Replicacion M 13 DNA M 13 DNA hibridado, 80 uM dNTPs

Mg 100 16 55 14 35

Mn?* 100 33 74 29 34
Replicacion 029 TP-DNA 029 TP-DNA, TP, 20 uM dNTPs 100 <] 22 <2 18
Iniciacion 029 TP-DNA 029 TP-DNA, TP, dATP 100 5 101 54 89
TP-deoxinucleotidilacion TP, dATP 100 <1 59 31 87

 Los nimeros indican el porcentaje medio de actividad relativo a la enzima wild-type obtenido de varios exp erimentos.
? Los nimeros indican la concentracion de dNTP (en nM ) requerida para la elongacion eficiente de la cadena iniciadora
de I5mer hasta la posicion de 20mer.

Para determinar si el elevado balance pol/exo mostrado por las DNA polimerasas
mutantes era debido uUnicamente a su incrementada actividad exonucleasa, construimos
mutantes dobles introduciendo el cambio en el residuo Asn62 a Asp. Esta sustitucion en la DNA
polimerasa de $29 provoca una disminucion dréstica en la actividad exonucleolitica sobre
dsDNA, manteniendo un nivel wild-type en el resto de las actividades (de Vega et al., 1996). En
dichas condiciones, y empleando el mutante N62D como control, los mutantes K3051/N62D y
Y315A/N62D continuaban presentando un balance pol/exo muy elevado requiriendo,
respectivamente, una concentraciéon de dNTPs 50 y 5 veces mayor que en el caso de la DNA
polimerasa wild-type para obtener la elongacion productiva de la cadena iniciadora (no

mostrado). Estos resultados nos llevaron a analizar si las polimerasas mutantes estaban
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afectadas en el uso de los dNTPs mediante la medida de la K, aparente. Disefiamos un
experimento usando como sustrato la molécula de tipo iniciador/molde marcada radiactivamente
en el extremo 5 de la cadena iniciadora (Creighton et al., 1995; Saturno et al., 1995) y
empleando dATP como tnico nucleodtido. Estos ensayos se llevaron a cabo a 4 °C con el fin de
evitar la actividad exonucleasa. En dichas condiciones, los valores de K, aparente (uM) que
presentaron las DNA polimerasas ensayadas fueron 1.5, 200, 10, 29.1 y 7.6 para la enzima wild-

type, K3051, K305R, Y315A vy Y315F, respectivamente.

Estabilizacion del extremo de la cadena iniciadora por las DNA polimerasas
mutantes

El hecho de que los mutantes de la region TPR1 presentaran una actividad exonucleasa
mayor que la wild-type especificamente sobre sustratos de DNA de doble cadena, junto con el
alto valor de K., por nucledtido obtenido, podria ser consecuencia de un defecto en la
estabilizacion del extremo de la cadena iniciadora en el centro activo de polimerizacion. Para
estudiar la interaccién que establecen las polimerasas mutantes con dsDNA, llevamos a cabo
ensayos de retraso en gel (descritos en Materiales y Métodos). Como se comentd en capitulos
anteriores, la formacion de un complejo estable enzima/DNA, competente para la replicacion,
da lugar a una unica banda retrasada cuya intensidad depende de la cantidad de DNA
polimerasa utilizada (Figura 34). En ausencia de Mg”", para evitar la actividad exonucleasa, la
interaccion entre dsDNA y la DNA polimerasa depende exclusivamente de aquellos residuos
que actuan como ligandos especificos de DNA. Como puede apreciarse en la Figura 34A, los
mutantes K3051 y Y315A presentaban disminucion en su interaccion con el sustrato, mientras
que el mutante Y315F estaba solo ligeramente afectado. La interaccién en el caso de la
polimerasa K305R fue wild-type. No obstante, el mutante K305 y, en menor extension el
mutante Y315A, presentaron una banda difuminada a lo largo del carril, lo cual podria
interpretarse como una interaccion inestable con el DNA. Se sabe que los iones magnesio
estimulan la formacioén del complejo de polimerizacion entre la DNA polimerasa y el DNA
(Méndez et al., 1994). Como se observa en la Figura 34B, en presencia de Mn”", el mutante
K305I, y en menor extension el mutante Y315A, dieron lugar a una banda retrasada bastante
débil asi como a otra situada por debajo del dsDNA libre, consecuencia de su mayor actividad
exonucleasa (Tabla III).

Estos resultados, junto con las diferencias mostradas en la degradacion de dsDNA y
ssDNA, estan de acuerdo con la hipotesis de que estas dos polimerasas mutantes estan afectadas
en la estabilizacion del extremo de la cadena iniciadora en el centro activo de polimerizacion,
favoreciéndose la “apertura” o deshibridacion parcial del extremo 3" y, por tanto, la unioén

preferente del mismo en el centro activo de exonucleolisis.
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A ¢ wt K3051 K305R Y315A Y315F
— Complejo
—- -l = - DNA pol/dsDNA
.*“ _dsDNA libre
25 10 25 10 2510 25 10 2.5 10 DNA pol, ng.
B ¢ wt K3051 K305R Y315A Y315F

e ——— o
DNA pol/dsDNA

- — DNA degradado

25 10 2.5 10 25 10 2.5 10 2.5 10 DNA pol, ng.

Figura 34. Interaccion de las DNA polimerasas mutantes con dsDNA. El ensayo se llevo a cabo como
se describe en Materiales y Métodos, empleando como sustrato la molécula hibrida de 15/33mer marcada
con *?P en su extremo 5. La interaccion entre las DNA polimerasas y la molécula de DNA se ensay6
tanto en ausencia (A) como en presencia de 10 mM MgCl, (B). Las muestras fueron analizadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida a 4 °C.

Capacidad de sintesis procesiva de las DNA polimerasas mutantes

Puesto que todas las DNA polimerasas mutantes fueron capaces de elongar una
molécula hibrida de DNA lineal de pequefio tamafio, llevamos a cabo el proceso de replicacion
in vitro usando una molécula de ssDNA circular (M13) hibridada con un oligonucleétido de
17mer, con el fin de estudiar la sintesis procesiva de DNA acoplada al desplazamiento de banda.
Cuando utilizamos Mg”" como metal activador, a pesar de ser ocho veces mayor la
concentracion de dNTPs presente en este ensayo con respecto al anterior, los mutantes K3051 y
Y315A estaban fuertemente afectados en su capacidad de replicacion (ver Tabla III). Por otra
parte, aunque las polimerasas mutantes K305R y Y315F fueron capaces de replicar
completamente la molécula sustrato (no se muestra), el nivel de actividad fue menor al de la

enzima wild-type (ver Tabla III).
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Con objeto de analizar la procesividad de estos mutantes, llevamos a cabo este mismo
ensayo utilizando diluciones crecientes de la enzima y Mn>" como metal activador, ya que dicho
i6n incrementa la cantidad de DNA sintetizado en la mayoria de los casos. Un patréon no
procesivo de elongacion daria lugar a una disminucién de la longitud de los productos de DNA

sintetizados a medida que se incrementa la dilucion de la enzima.

Wild-type K3051 K305R Y315A Y315F
A g
1 a ' 2 - ’ -—MI13 DNA
Factor de
1 12 1/4 1/8 1/80 1 12 1/4 1/8 1/80 1 12 1/4 1/8 1/80 1 172 1/4 1/8 1/80 1 1/2 1/4 1/8 1/80 dilucion

Figura 35. Procesividad en la replicacién de DNA de M13 por las DNA polimerasas mutantes. Este
ensayo se llevo a cabo como se describe en Materiales y Métodos, empleando 80 uM dNTPs y cantidades
decrecientes de DNA polimerasa, en presencia de | mM MnCl,. Después de la incubacion durante 40 min
a 30 °C, los valores de actividad relativa se calcularon a partir de la incorporaciéon de dNMPs (ver Tabla
IIT). Las muestras fueron analizadas como se detalla en Materiales y Métodos. Se indica la posicion de la
longitud unidad de la molécula de M13 DNA.

Como se muestra en la Figura 35, la disminucién progresiva de la relacion molar DNA
polimerasa/DNA reduce la cantidad de DNA sintetizado, aunque su longitud sea la misma en
todos los casos. Este hecho indica que la misma molécula de enzima que inicia la replicacion
elonga la cadena de DNA sin que medie disociacion durante el proceso. Por otra parte, este
ensayo nos permitio analizar la capacidad de desplazamiento de banda de las polimerasas
mutantes, ya que cuando la horquilla de replicacion llega al extremo 5° del oligonucledtido
iniciador, tras la primera ronda de sintesis, la polimerizacion debe proceder acoplada al
desplazamiento de la cadena no molde. Como puede verse en la Figura 35, todos los mutantes
consiguieron sintetizar productos de DNA de una longitud superior a la de la molécula unidad,
indicando que mantienen la capacidad de desplazar banda. Aunque estas DNA polimerasas
fueron capaces de replicar de manera procesiva la molécula de DNA de M13, la cantidad de
DNA sintetizado fue menor que en el caso de la enzima wild-type, especialmente en los cambios
no conservativos (K305Iy Y315A), probablemente consecuencia del defecto en interaccidon con

el sustrato.

Replicacion del genoma de ¢29 por las DNA polimerasas mutantes en la region
TPR1

Para valorar la capacidad de las polimerasas mutantes en llevar a cabo la replicacion del
genoma de ¢29, usamos el sistema minimo de replicacion que contiene DNA polimerasa y TP

como Unicas proteinas (ver Materiales y Métodos).
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Wild-type K3051 K305R Y315A Y3ISF Figura 36. Replicacion de
$29 TP-DNA. El ensayo se
llevd a cabo como se

_ 029 TP-DNa describe en Mater.iales y
Métodos, en presencia de 30
' ng de DNA polimerasa y 15
ng de TP. Las muestras
fueron incubadas a 30 °C
durante los tiempos
indicados. Se sefala la
posicion de la longitud
unidad de la molécula de
$29 TP-DNA.

Como se observa

5 15 5 15 5 15 5 15 5 15 tiempo, min.
en la Figura 36, los

mutantes K305R y Y315F estaban afectados en la replicacion de $29 TP-DNA (22% y 18% de
actividad, respectivamente, con respecto a la enzima wild-type), mientras que apenas se detectd
actividad de replicacion sobre dicho sustrato con los mutantes K3051'y Y315A (ver Tabla III).
Para identificar el paso concreto en el que los mutantes estaban afectados, se analiz6 la
capacidad de llevar a cabo la desoxinucleotidilacion de la TP (ver Materiales y Métodos) por las
DNA polimerasas mutantes. Como se observa en la Tabla III, no se detectd actividad alguna por
parte del mutante K305I, mientras que el mutante Y315A alcanzo el 31% de la actividad de la
enzima wild-type. El derivado mutante K305R estaba ligeramente afectado (59%), mientras que

el mutante Y315F mostr6 un nivel de actividad similar al de la polimerasa wild-type.

. . Figura 37. Formacion del complejo TP-
wt K305 K305SR_Y315A Y3ISF dAMP catalizado por las DNA polimerasas
mutantes. El ensayo se llevd a cabo en

—-_— S — . _TP-dAMP esencia de 15 ng de TP, 30 ng de DNA
polimerasa y 0.5 uM de TP-DNA. El tiempo de
incubacion fue de 1.5 min a 30°C.

Cuando el sustrato TP-DNA fue afiadido como molde para la formacion del complejo
TP-dAMP (Figura 37), el mutante K305I alcanzé el 5% de la actividad wild-type, el mutante
Y315A fue mas activo (54%), y los mutantes K305R y Y315F lograron un nivel de iniciacién
wild-type (ver Tabla III). Por tanto, la reducida capacidad de iniciacion de las enzimas mutantes

K305Iy Y315A podria deberse a un defecto en la interaccion con la proteina terminal.

Interaccion de las DNA polimerasas mutantes con la TP

Con objeto de analizar la capacidad de las DNA polimerasas mutantes para
interaccionar con la TP se llevé a cabo un ensayo de interferencia (ver Materiales y Métodos)
con los mutantes K3051 'y Y315A. El patron de interferencia obtenido con el mutante K3051 fue

paralelo al teorico. Puesto que la DNA polimerasa mutante Y315A presentaba cierto nivel de
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actividad de desoxinucleotidilacion de la TP (ver Tabla III), su interaccion con la TP fue
competida con cantidades crecientes de D249E, originando un patrén de interferencia similar al
de la enzima wild-type (Figura 38). Estos resultados reflejan que, al menos en estas condiciones
de ensayo, tanto el mutante K305 como el Y315A mantuvieron su capacidad de union con la
TP. De hecho, estos mutantes fueron capaces de cosedimentar con la TP tras la
ultracentrifugacion en gradiente de glicerol del mismo modo que lo hizo la DNA polimerasa
wild-type (datos no mostrados). Por tanto, la baja actividad de iniciacion de la polimerasa

mutante K305I no era debida a un defecto en la interaccion con la TP.

Figura 38. Ensayo de interferencia por la

1oo union de la TP. La reaccion de formacion de
[J Teérico TP-dAMP independiente de molde llevada a
@ Wt cabo por la DNA polimerasa wild-type o
75 - B K305 mutante, K305TA y Y315A, se realizd en

presencia de cantidades crecientes de la
DNA polimerasa D249E, -cataliticamente
inactiva pero con la capacidad intacta para
interaccionar con la TP. Esta DNA
polimerasa mutante se emple6 como control
del 100% de competicion, patron que fue
paralelo al tedrico. En la grafica se indica el
porcentaje de TP-dAMP formado en las
diferentes condiciones de competicion con

respecto al formado en ausencia de
11 1/2  1/4 U8 competicion (100%).

O Y3154

Formacion Relativa de TP-dAMP %]

Relaciéon DNA polimerasa wt/mutante
Como hemos mostrado

anteriormente, los mutantes K3051 y Y315A presentaron deficiencias en la estabilizacion del
extremo de la cadena iniciadora del DNA sustrato en el centro activo de polimerizacion. En este
punto, podriamos proponer un papel similar para estos residuos aminoacidicos, especialmente
en el caso de la Lys305, en la estabilizacion del grupo -OH de la Ser232 de la TP. Asi, aunque
el mutante K3051 interaccionara eficientemente con la TP, seria incapaz de catalizar la reaccioén

de iniciacién.

Analisis de los productos de transicion obtenidos por las DNA polimerasas
mutantes K3051 y Y315A

Con objeto de valorar la capacidad de los mutantes para llevar a cabo el paso de
transicion, analizamos los productos de reaccion obtenidos llevando a cabo una replicacion
truncada (dCTP ausente) (ver Figura 39A). Proporcionando dATP como unico nucledtido, tanto
la DNA polimerasa wild-type como los mutantes dieron lugar a los productos TP-dAMP y TP-
(dAMP),. En presencia de los tres nucleotidos afiadidos, la DNA polimerasa wild-type se para
en la posicion octava cuando la replicacion comienza desde el origen derecho del genoma del

bacteriéfago, y en la posicion undécima si parte desde el extremo izquierdo. En el caso de los
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mutantes K305I y Y315A, el patroén de bandas obtenido fue el mismo en ambos, detectandose
unicamente los productos TP-dAMP y TP-(dAMP),. Los mutantes K305R y Y315F presentaron
el mismo patron que la enzima wild-type, aunque la cantidad de producto elongado fue menor,

de acuerdo con su reducida capacidad de replicaciéon de TP-DNA (no mostrado).

12 8
@P-AAAGTAAGCCCCCAC /] GCTGTACCCTACTTT
TTTCATTCGGGGGTG /1 CGACATGGGATGAAATP)
14 11 21
wild-type N62D K3051 K305I/N62D Y315A Y315AN62D
= — - — TP-(ANMP
a - - = = = TN T
- e - s TP-(dNMP)L!
= — - - - . = TP-(dAMP)]
o = - - = —am — TP-dAMP *
02 20 20 02 20 20 02 20 20 02 20 20 02 20 20 02 20 20 [dNTP],uM
dA dA dA dA dA dA dA dA dA dA dA dA dA dA dA dA dA gaA
dG aG dG dG dG dG
dT aT dT dT dT dT

N62D oD nead Figura 39. Analisis de los productos de transicién de la

replicacién de $29 TP-DNA. A, Ensayo de transicién
con las DNA polimerasas mutantes simples y dobles (la

- - - g':g‘:lﬁg;s mutacion simple mas el cambio N62D). El ensayo se llevo

e T TP-dAMP a cabo como se describe en Materiales y Métodos,

empleando las concentraciones de dNTPs indicadas en

20 20 20 INTPL, uM cada caso. B, Al.lallSlS del mecanismo de sliding-back

dA dA dA por las DNA polimerasas mutantes dobles. El ensayo se
dG dG dG P, : : ;

ddT ddT 4dT realizd como se describe en Materiales y Métodos,

empleando los mutantes K305I/N62D y Y315A/N62D, en
presencia de la proteina DBP de ¢29 y las cantidades indicadas de dATP, dGTP y ddTTP. La DNA
polimerasa mutante N62D se llevd como control. Las muestras fueron analizadas por electroforesis en
SDS-PAGE de alta resolucion. La longitud de los diferentes productos de transiciéon se indica a la
derecha.

La ausencia de productos de una longitud mayor en el caso de los mutantes K3051 y
Y315A podria ser debida al alto nivel de actividad exonucleasa exhibido por ambos mutantes
(ver Tabla III). Para descartar dicha posibilidad, analizamos el comportamiento de los dobles
mutantes K305I/N62D y Y315A/N62D. Como se observa en la Figura 39A, con el mutante
N62D fue posible detectar ademas de TP-(ANMP)g y TP-(dANMP),;, los productos TP-(dNTP) y
TP-(dNTP);4, no observados con la enzima wild-type. El producto TP-(dANTP)s probablemente
corresponda a aquellas moléculas abortadas durante la transicion, y el TP-(dNTP),4 seria
consecuencia de una incorporacioén erronea en la posicion 12 desde el origen derecho seguida de
una elongacion posterior (Truniger et al., 1999). La incorporacion de la mutacion N62D en los
mutantes K305y Y315A permiti6 la deteccion de productos de longitud mayor a TP-(dAMP),,
aunque en un nivel bastante menor que el obtenido con la DNA polimerasa mutante N62D. Por
tanto, podemos descartar la posibilidad de que sea un nivel de degradacion exonucleolitica

elevado el causante de la baja capacidad de transicién que presentan estos mutantes.

61



Resultados

Por otra parte, considerando la repeticion de tres timinas consecutivas en el extremo del
genoma, podria ser que las DNA polimerasas mutantes tuvieran un defecto en el mecanismo de
“paso atras” o sliding-back si utilizasen la antepentiltima base de timina de la cadena como
nucledtido molde para la insercion de la segunda molécula de dAMP. Para estudiar dicha
posibilidad, llevamos a cabo el mismo tipo de ensayo que el anteriormente descrito pero usando
como nucledtidos dATP, dGTP y ddTTP. Ademads, con objeto de mejorar el paso de transicion
llevado a cabo por las DNA polimerasas mutantes, anadimos a la reaccion la proteina DBP del
bacteriéfago $29 (Méndez et al., 1997). Bajo tales condiciones, la polimerasa pararia la sintesis
tras la incorporacion de ddTMP en la posicion quinta, dando lugar a productos de 5 nucleétidos
de longitud. La presencia de productos con una longitud de un nucledtido menor indicaria un
defecto en el paso de sliding- back. Las DNA polimerasas con doble mutacion llevaron a cabo
la transicién de forma mas eficiente en presencia de DBP de ¢29 que en ausencia de la misma
(comparar Figura 39 A y B). Ademas, la presencia de un producto alongado de 5 nucledtidos de
longitud indicé que las DNA polimerasas mutantes fueron capaces de llevar a cabo el paso de
sliding-back. No obstante, la elongacion de TP-dAMP y TP-(dAMP), fue menor en los
mutantes K305I/N62D y Y315A/N62D en comparacion con el mutante N62D. Este
comportamiento podria reflejar un defecto especifico en la sintesis entre las posiciones 2 y 5,
probablemente como consecuencia de su incapacidad para estabilizar el extremo de la cadena
iniciadora en el sitio activo de polimerizacion. Sin embargo, no puede descartarse un posible
defecto en la interaccion entre la DNA polimerasa y la proteina terminal durante la etapa de

transicion.

El elevado balance pol/exo, junto con los defectos de estabilizacion del DNA en el
centro activo de polimerizacion de los mutantes K3051 y Y315A, asi como los defectos
mostrados por estas polimerasas en los pasos de la replicacion dependientes de TP, sugieren un
papel general para los residuos Lys305 y Tyr315 de la DNA polimerasa de ¢29 en la

estabilizacion del extremo 3'-OH iniciador en el centro activo de polimerizacion.
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Una vez concluidos los estudios presentados en los capitulos precedentes, se obtuvo la
estructura cristalografica de la DNA polimerasa de $29 (Kamtekar et al., 2004) que proporciond
las bases estructurales tanto de su procesividad como de su capacidad para acoplar la
polimerizacion al desplazamiento de banda. La DNA polimerasa mostraba un patrén de
plegamiento comun a otras DNA polimerasas eucarioticas cristalizadas: un dominio de
polimerizacion que se asemeja a una mano derecha parcialmente abierta, conteniendo los
subdominios palm, fingers y thumb, y un dominio exonucleasa 3'-5" implicado en la actividad
correctora de errores. La principal diferencia entre la DNA polimerasa de ¢29 y el resto de DNA
polimerasas eucaridticas es la presencia de dos inserciones de secuencia especificas,
conservadas en las DNA polimerasas que inician la replicacion con proteina terminal,
estructuradas como los subdominios TPR1 y TPR2 (Blasco et al., 1990; Dufour et al., 2000). El
modelado de la DNA polimerasa de $29 con un DNA procedente del complejo ternario de la
DNA polimerasa de RB69 (Franklin et al., 2001), sugiere un posible papel funcional para estas
inserciones. En concreto, la disposicion en la estructura de la polimerasa del subdominio TPR2
ayuda a formar un tunel estrecho a través del cual podria unir la cadena molde downstream, y
cuya entrada en el centro activo tendria que estar precedida por la apertura de las dos cadenas
parentales. Ademas, el TPR2 junto con los subdominios palm y thumb formaria una estructura
anular alrededor del producto de DNA upstream, potenciando presumiblemente la procesividad
de la enzima. Como se muestra en este capitulo, el andlisis bioquimico de un mutante de
delecion de la DNA polimerasa de ¢29 que carece de la insercion TPR2, demuestra el papel
funcional de esta regién en conferir tanto una elevada procesividad como capacidad de

desplazamiento de banda a la DNA polimerasa de $29.

Delecion del subdominio TPR2, una insercion especifica de las DNA polimerasas
que inician la replicacion con proteina terminal

La DNA polimerasa de ¢29 contiene dos inserciones en el subdominio palm,
conservadas especificamente en el subgrupo de las DNA polimerasas que utilizan una proteina
como iniciador de la replicacion (Blasco et al., 1990; Dufour et al., 2000). Tales inserciones son
el subdominio TPR1, cuyos residuos conservados fueron propuestos como posibles ligandos de
la proteina terminal y el DNA (Dufour et al., 2000; Capitulo III de esta Tesis), y el subdominio
TPR2, con un papel funcional desconocido (ver Figura 40A). La insercion TPR2 comprende los
residuos 394-427 y estd localizada entre los motivos conservados Kx;NSxYG (motivo B) y
Tx,G/AR (ver Figura 40A y B). Contiene una estructura f-giro-f3 (S-hairpin), de tipo horquilla,
que conecta las hélices o N (perteneciente al subdominio fingers) y O (perteneciente al

subdominio palm) (Kamtekar et al., 2004) (ver figura 40B). La region TPR2 se localiza justo
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enfrentada al subdominio thumb, también con estructura S-hairpin en contraste a otras DNA

polimerasas estructuralmente resueltas.

C RB69 1558/ ... V- FRYYD-LRNATAITTEGOMAL. . .
T. gorgonarnus 481/ ... pe ARWYC-KECAESVIAWGROYI. ..
Thermococcus sp.9°N-7 /483/ ... YAK. ARWYC-KECAESVTAWGRHYI. ..
P. kodakaraensis 483/ ... A ARWYC-LECAESVTAWGREYI. . .
TOK DNA pol 483/ ... AR ARWYC-KECAESVTAWGREYI...
E. coli Pol I 490/ ... CREED-PRLASSITMRGHOIM. . .

029 379 ... ASNPDVTGKVPYLKENGALG FRLGEEETKDP VYTPMGVEITAWARYTT. . .
1298 220,

=0

Figura 40. La insercion TPR2 de la DNA polimerasa de ¢29, un subdominio especifico de las DNA
polimerasas que inician la replicacion con TP. A, Localizacién de la insercion TPR2 de la DNA
polimerasa de ¢$29. La representacion estructural de la polimerasa muestra sus cuatro subdominios
coloreados como sigue: el dominio exonucleasa 3°-5" en rojo y los subdominios palm, fingers 'y thumb en
rosa, azul y verde, respectivamente. La insercion TPR2 que conecta las hélices N (fingers) y O (palm) se
presenta en azul claro, mientras que la region delecionada de la insercion se representa en gris. Los datos
cristalograficos estan recogidos en Kamtekar et al., (2004). B, Superposicion de las hélices o de los
subdominios fingers y palm homoélogas de las DNA polimerasas de tipo eucariotico de los
bacteriofagos $29 y RB69, y de la DNA polimerasa II de E. coli, obtenida por ajuste automatico de los
residuos Lys y Tyr del motivo Kx;NSxYG, y de la Thr del motivo Tx,G/AR usando el programa SWISS-
PDBVIEWER (www.expasy.org/spdbv). La insercion TPR2 de la DNA polimerasa de ¢29 se presenta en
gris y sus hélices a flanqueantes estan coloreadas en azul. Las hélices correspondientes en las DNA
polimerasas de RB69 y Il de E. coli, y el bucle localizado entre ellas se muestra en rojo y amarillo,
respectivamente. Los datos cristalograficos provienen de los cédigos ID obtenidos de la base de datos
Protein Data Bank: 11G9 (DNA polimerasa de RB69), 1XHX (DNA polimerasa de ¢29) y 1Q8I (DNA
polimerasa II de E. coli). Las cadenas laterales representadas en las hélices a pertenecen a los
aminodacidos subrayados en los motivos Kx;NSxYG y TX,G/AR. C, Alineamiento de secuencias de
aminoicidos de la regién comprendida entre los motivos Kx;NSxYG y TX,G/AR de DNA
polimerasas dependientes de DNA pertenecientes a la familia B o de tipo eucaridtico. La
nomenclatura y secuencia de las DNA polimerasas se han recogido de Braithwaite e Ito, (1993), con la
excepcion de las DNA polimerasas bacterianas de 7. gorgonarius (no. de acceso en GenBank P56689), P.
kodakaraensis (no. de acceso en GenBank BAA06142), T. sp.9°-N7 (Rodriguez et al., 2000), la DNA
polimerasa de la arqueobacteria D. tok (no. de acceso en GenBank 1QQCA), y la DNA polimerasa del
bacteriofago RB69 (no. de acceso en GenBank Q38087). Los numeros indican la posicion del primer
aminodcido alineado con respecto al extremo amino de la DNA polimerasa correspondiente. Los residuos
altamente conservados entre las DNA polimerasas de la familia B se muestran en letras rojas. Los
residuos conservados especificamente en el subgrupo de las DNA polimerasas dentro de la familia B que
inician la replicacién con proteina terminal se muestran en verde. En el alineamiento se indica la
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secuencia de aminoacidos comprendida entre los residuos Asp398 y Glu420, delecionada en el mutante
de la DNA polimerasa de ¢29.

Segun la resolucion cristalografica, los subdominios TPR2, thumb y palm constituyen
una estructura en forma de anillo que podria estar “abrazando” al DNA upstream en el dominio
de polimerizacién durante la replicacion, otorgando a la polimerasa la estabilidad requerida para
su interaccion con el DNA. En la misma posicién, otras DNA polimerasas contienen un
pequeiio bucle, formado por entre 7 a 9 aminoacidos (ver Figura 40B). Por tanto, como puede
verse en las DNA polimerasas alineadas en la Figura 40C, la insercion TPR2 esta presente s6lo
en la DNA polimerasa de $29 pero conservada en el subgrupo de las DNA polimerasas que
inician la replicaciéon con proteina terminal (no se muestra). Con objeto de estudiar el papel
funcional del subdominio TPR2 en la capacidad de la DNA polimerasa de ¢$29 de replicar el
genoma viral de forma procesiva y acoplada al desplazamiento de banda, llevamos a cabo la
delecion de dicho subdominio en esta DNA polimerasa eliminando los residuos comprendidos
entre las posiciones 398 y 420 (ATPR2). La proteina resultante mantiene 11 residuos
aminoacidicos entre las hélices a N y O con el fin de preservar el correcto plegamiento y la

adecuada orientacion del subdominio fingers con respecto al subdominio palm.

Interaccion entre la DNA polimerasa mutante y el DNA

El modelado de un sustrato de DNA de tipo iniciador/molde en la DNA polimerasa de
029 sugeria que el subdominio TPR2, junto con los subdominios thumb, fingers y palm, se
dispondrian rodeando el DNA duplex en el sitio activo de polimerizacion confiriéndole
procesividad a la enzima (Kamtekar et al., 2004). Con objeto de analizar la capacidad del
mutante ATPR2 para interaccionar eficientemente con el DNA, se llevaron a cabo ensayos de
retraso en gel utilizando como sustrato una molécula hibrida de 15/33mer (ver Materiales y

Métodos).

¢ Wild-type ATPR2
0.4 0.8 1.6 04 0.8 1.6 6.4 304 60.8  DNA pol, ng.
_ Complejo
- DNA pol-DNA

Figura 41. La DNA polimerasa mutante ATPR2 estd afectada en su capacidad de interaccién
estable con el DNA. El ensayo se llevo a cabo como se describe en Materiales y Métodos usando como
sustrato una molécula de DNA de tipo iniciador/molde de 15/33mer marcada radiactivamente. Se indican
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las concentraciones de DNA polimerasa wild-type y mutante. Las muestras se analizaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida y posterior autorradiografia. En la figura se indica la posicion de
las bandas correspondientes al DNA libre y al complejo DNA polimerasa/DNA.

Como se muestra en la Figura 41, la enzima wild-type dio lugar a una tinica banda
retrasada. El mutante ATPR2 estaba fuertemente afectado en su capacidad de interaccion con el
DNA (Figura 41). Ademas, en presencia de una concentracion relativamente alta de enzima
mutante (6.4 ng), se observa difusion de la banda a lo largo del carril, lo cual indica la

formacion de complejos DNA polimerasa/DNA inestables.

La DNA polimerasa mutante ATPR2 tiene actividad de polimerizacion y

exonucleolisis

Para analizar tanto la actividad de polimerizacion como de exonucleolisis, estudiamos el
acoplamiento funcional entre la sintesis y la degradacion sobre la misma molécula hibrida
empleada en el ensayo de retraso en gel, en funcién de la concentracion de dNTPs (ver
Materiales y Métodos). El mutante ATPR2 present6 actividad exonucleasa aunque la longitud
de los productos de degradacion fue mayor que con la polimerasa wild-type (Figura 42). Por
otra parte, el mutante de delecién también presentd actividad de polimerizacion aunque requirid
una concentracion de dNTPs mayor (500 nM) para obtener la elongacion eficiente de la cadena
iniciadora. Sin embargo, a una concentracion de 20 nM dNTPs, la banda +1 fue mas intensa que
la obtenida con la DNA polimerasa wild-type. Ademads, el mutante ATPR2 mostr6 una mejora
en la capacidad para incorporar el nucledtido complementario a la ultima posicion de la cadena
molde (comparar las actividades de ambas enzimas a 500 nM). Estos resultados podrian estar
reflejando un comportamiento distributivo por parte de la DNA polimerasa mutante, incapaz de

continuar la replicacion en presencia de una concentracion de dNTPs relativamente baja.

Wild-type ATPR2
¢ - 20 100 500 - 20 100 500 10° 10°  [dNTPs,nM]

Figura 42. La DNA

— o — - 21 mer polimerasa mutfll}te ATPR2
presenta actividad de

polimerizacién y

- — - = IS mer exonucleolisis. El ensayo se
realizd como se describe en

Materiales y Métodos, usando

como molécula sustrato un

DNA de 15/33mer y las

concentraciones indicadas de

dNTPs. Las actividades de

polimerizacién y exonucleasa

3’-5" se detectaron como un

» — aumento o disminucion,

T — respectivamente, de la longitud
(15mer) de la cadena iniciadora

- — 4 mer marcada en su extremo 5" con
32
P.
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Por otra parte, la fidelidad en la insercion de nucleoétido por la polimerasa mutante
durante la replicacion en este tipo de moléculas iniciador/molde (ver Materiales y Métodos) fue
similar a la de la DNA polimerasa wild-type (datos no mostrados). El hecho de que la
polimerasa mutante conserve tanto la actividad de polimerizaciéon como de exonucleolisis, asi
como una fidelidad inalterada en la insercion de nucleodtidos, descarta la posibilidad de un

plegamiento no funcional como consecuencia del cambio introducido en la molécula.

Analisis de la capacidad procesiva de la DNA polimerasa de ¢29 mutante ATPR2

La DNA polimerasa de ¢29 es un paradigma de la replicacion procesiva del DNA, ya
que es capaz de incorporar >70 kb sin disociarse del DNA en ausencia de factores accesorios
(Blanco et al., 1989).

Con objeto de estudiar si la eliminacion de la insercion TPR2 tuvo alglin efecto en la
procesividad de la enzima, analizamos la longitud de los productos obtenidos durante la
polimerizacion en funcion de la relacion enzima/DNA. Como se muestra en la Figura 43, la
disminucion de la relacion enzima/DNA no alter6 la longitud (33mer) de los productos de
elongacion sintetizados por la enzima wild-type, hasta un limite en el que la relacion fue
demasiado baja para detectar elongacion de la cadena iniciadora. Por el contrario, la longitud de
los productos sintetizados por el mutante ATPR2 disminuy6 con la relacion enzima/DNA

(Figura 43), de acuerdo a un patrén de polimerizacion distributivo.

Wild-type ATPR2
200 60 125 3 0.8 0.16 0.04 200 60 12.5 3 0.8 0.16 0.04 DNA pol, ng.
- — — =33 mer

Y :
e s tew -

Figura 43. La DNA polimerasa mutante ATPR2 muestra un patrén de polimerizacion distributivo.
El ensayo se llevo a cabo como se describe en Materiales y Métodos, usando como sustrato la molécula

67



Resultados

hibrida de 15/33mer marcada radiactivamente y en presencia de las concentraciones indicadas de DNA
polimerasa wild-type y mutante.

Estudio de la capacidad para desplazar banda de la DNA polimerasa de ¢29
mutante ATPR2

Para analizar si la delecion del subdominio TPR2 tenia alguna consecuencia en la
capacidad de desplazamiento de banda de la DNA polimerasa de ¢29, analizamos la extension

de la cadena iniciadora en moléculas de DNA con un gap (ver Figura 44).

= 15 20 33 & 15 3
‘T 0000
Wild-type  ATPR2 Wild-type  ATPR2
¢ 10 1 10 50 ¢ 10 1 10 50 [dNTPs, pM]

= ™

20 mer—

_ 15 mer— * -

Figura 44. La eliminacién de la insercién TPR2 anula la capacidad de la DNA polimerasa
de ¢29 de acoplar la polimerizacion de DNA al desplazamiento de banda. El ensayo de
polimerizacién se llevd a cabo segiin Materiales y Métodos, empleando como sustrato una molécula de
tipo iniciador/molde con un gap de 5nt (izquierda) y, como control (derecha) la misma molécula sin el
oligonucleétido downstream a desplazar. Se utilizaron 20 y 300 ng de DNA polimerasa wild-type y
mutante, respectivamente, y las concentraciones indicadas de los cuatro dNTPs. Después de la incubacion
durante 10 min a 25 °C, las reacciones se pararon y las muestras fueron analizadas por PAGE 20%-8 M
urea y posterior autorradiografia.

Como se esperaba, la enzima wild-type fue capaz de rellenar el gap de 5 nucleodtidos
introducido en la molécula, continuando posteriormente la sintesis de DNA a través de la region
duplex via desplazamiento de banda. Se observaron sélo algunas moléculas alrededor de las

posiciones +6 y +7, punto en el que comienza la region de DNA de doble cadena. Este hecho
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indica que la polimerasa en muy pocas ocasiones es incapaz de hacer la transicién entre el
relleno del hueco y la sintesis acoplada al desplazamiento de banda. Sin embargo, el mutante
ATPR2 fue muy ineficiente en esta transicion; la longitud de la mayoria de los productos
sintetizados correspondi6 a la obtenida tras haber rellenado el gap de 5 nucleétidos (ver Figura
44). La inserciéon TPR2 parece, por tanto, ser crucial para la polimerizacion acoplada al
desplazamiento de banda. En paralelo, se llevo a cabo un experimento control en el que usamos
la molécula iniciador/molde de 15/33mer (ver Figura 44), la cual contiene la misma cadena
molde pero carece del oligonucledtido localizado downstream. La enzima wild-type fue capaz
de elongar completamente la cadena iniciadora a baja concentracion de dNTPs (1 uM); la
polimerasa mutante ATPR2 llevd a cabo la extension completa de la molécula aunque a una
concentracion nucleotidica mayor. El hecho de que la polimerasa mutante no mostrara una
parada preferencial en las posiciones +6 y +7 descarta la posibilidad de que el bloqueo
observado en la molécula de DNA con el gap fuera debido al contexto de secuencia. Estos
experimentos confirman la hipotesis de que la insercion ATPR2 es necesaria para el
desplazamiento de banda por la DNA polimerasa de $29.

Estos resultados muestran que la insercion TPR2, especifica de las DNA polimerasas
de la familia B que inician la replicacion con proteina terminal, es un elemento necesario para
llevar a cabo la replicacion de manera procesiva y acoplada al desplazamiento de banda, sin la

intervencion de factores accesorios necesarios en el resto de replicasas.

Analisis funcional de residuos especificos localizados en el subdominio
TPR2 en procesividad y desplazamiento de banda durante la
replicacion

Una vez establecido el papel del subdominio TPR2 en conferir a la DNA polimerasa de
029 capacidad de desplazamiento de banda, la siguiente cuestion que abordamos fue si dicho
dominio simplemente representa un impedimento estérico que fuerza la separacion de las dos

cadenas del DNA o, por el contrario, contiene residuos que estan jugando un papel activo en

dicha actividad tipo helicasa.

Mutagénesis dirigida en residuos pertenecientes al subdominio TPR2 de la DNA
polimerasa de ¢29

La ubicacion de la cadena molde en el tinel formado por los subdominios TPR2, palm
y fingers, y el dominio exonucleasa, implica que la banda desplazada interaccionaria con la
cadena 3 formada por los residuos 410-427 de la insercion TPR2 (ver Figura 45). Esta cadena se

caracteriza por poseer una region fuertemente electronegativa, formada por los residuos Glu418,
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Glu419 y Glu420, muy conservados entre las DNA polimerasas que tienen como iniciador de la
replicaciéon una proteina terminal. Se podria especular que el desplazamiento de banda fuese
llevado a cabo por la repulsion electrostatica entre el esqueleto polifosfato de la cadena
desplazada de DNA y dichos residuos electronegativos. Para comprobar la hipotesis propuesta
hicimos un triple cambio de los residuos Glu418, Glu419 y Glu420 a alanina, eliminando de
esta forma las cargas negativas, asi como a lisina, con objeto de sustituirlas por cargas positivas.
Posteriormente, las DNA polimerasas mutantes se sobreexpresaron y purificaron (Materiales y

M¢étodos) para, finalmente, analizar su capacidad de desplazar banda mediante ensayos

bioquimicos in vitro.

Figura 45. Localizacion de los residuos
Glu418, Glu419 y Glu420 en la estructura de
la DNA polimerasa de ¢29. Se sefiala en blanco
la cadena § que comprende los residuos 410-427,
perteneciente al subdominio TPR2.

Replicacion de $29 TP-DNA por las
DNA polimerasas mutantes

Ensayos preliminares mostraron
como las DNA polimerasas mutantes fueron
capaces de replicar la molécula completa de

TP-DNA con un nivel de actividad similar al

de la polimerasa wild-type, lo que nos llevo a
descartar cualquier impedimento en la procesividad y el desplazamiento de banda de las

polimerasas ensayadas (Figura 46).

Wild-type EK EA Figura 46. Replicacion de ¢29 TP-
: DNA por las DNA polimerasas
'Y wild-type y mutantes puntuales del
— — — 029 TP-DNA  gybdominio TPR2. El ensayo se
‘ llevé a cabo en presencia de 30 ng
de DNA polimerasa y 15 ng de TP.
Después de la incubacioén durante 5
min a 30°C, se calcularon los
valores de actividad relativa. La
longitud del DNA sintetizado se
analizé por electroforesis en gel de
agarosa alcalino.

5 10 5 10 5 10  tiempo,min.
Por tanto, los resultados

preliminares obtenidos con estas DNA polimerasas mutantes, permitirian descartar que residuos
especificos del subdominio TPR2 estén implicados de forma activa en el mecanismo de

desplazamiento de banda de la DNA polimerasa de ¢29 durante la replicacion.
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Una vez concluido el estudio presentado en el capitulo anterior por el que se identifico
la base estructural de la procesividad y el desplazamiento de banda, propiedades intrinsecas de
la DNA polimerasa del bacteriofago ¢29 (Blanco et al., 1989), se pas6 a estudiar la implicacién
que sobre la replicacion tenia la estructura anular formada por los subdominios TPR2, thumb y
palm de esta DNA polimerasa.

A partir de la resolucion cristalografica de la DNA polimerasa de $29 (Kamtekar et al.,
2004) se pudieron localizar en la estructura los diferentes dominios y subdominios que
conforman la enzima. Concretamente, las estructuras de tipo B-hairpin distintivas de los
subdominios TPR2 y thumb de esta DNA polimerasa, se disponen enfrentadas entre si
constituyendo la estructura anular anteriormente descrita que rodearia al producto de DNA
upstream, potenciando asi la procesividad de la enzima.

Sabemos que la DNA polimerasa de ¢$29 es capaz de llevar a cabo la replicacion de
moléculas de ssDNA circular, como es el caso del DNA de M13. Aunque en la estructura
obtenida de esta enzima, la disposicion relativa de los subdominios TPR2 y thumb genera un
“anillo” practicamente cerrado, seria necesaria la apertura de esta estructura para el
emplazamiento del sustrato de DNA circular en el surco de union de DNA de la enzima, asi
como durante la terminacion de la replicacion del TP-DNA.

Con objeto de introducir una restriccion topolodgica que impidiera el posible mecanismo
de apertura de la estructura anular presente en la DNA polimerasa de ¢29, generamos una
enzima mutante con un puente disulfuro entre los extremos de los subdominios TPR2 y thumb,
llevando a cabo posteriormente los ensayos bioquimicos in vitro descritos en capitulos

anteriores.

Formacion de un puente disulfuro en la estructura de la DNA polimerasa de ¢29
En base a la resolucion tridimensional de la DNA polimerasa de ¢$29, identificamos los
residuos ubicados en la region del giro de las estructuras S-hairpin de los subdominios TPR2 y
thumb, que corresponden a los residuos Gly410 y Pro562, respectivamente (ver Figura 47). Con
el fin de verificar la probabilidad del establecimiento de un enlace covalente entre las posiciones
seleccionadas, en base a las distancias de enlace de sus atomos, recurrimos al programa de
prediccion de residuos para la formacion de un puente disulfuro SSBOND (Hazes y Dijkstra,
1988). Posteriormente, mediante mutagénesis dirigida se llevo a cabo el cambio de los residuos
Gly410 y Pro562 al aminodcido Cys con la intencion de obtener, bajo condiciones oxidativas, la

formacion del puente disulfuro.
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Figura 47. Formaciéon de un puente
disulfuro entre los extremos de los
subdominios TPR2 y thumb en la
DNA polimerasa de ¢29. Por
mutagénesis dirigida se han introducido
dos residuos de Cys situados en las
\ posiciones indicadas. El subdominio

j \\., TPR2 y thumb se presentan en azul claro
/ ‘ y en verde, respectivamente. En rojo se
' representa el dominio exonucleasa 3-5".

G410€ /\-k P562C
/.

La DNA polimerasa mutante
fue sobreexpresada y purificada (ver

Materiales y Métodos) para luego,

ser analizada  bioquimicamente
mediante una serie de ensayos in vitro correspondientes a las diferentes etapas del mecanismo
de replicacion. Se hicieron fracciones correspondientes a las formas reducida y oxidada tanto de

la polimerasa wild-type como mutante (ver Materiales y Métodos).

Balance de las actividades de polimerizacion y exonucleolisis sobre un sustrato de
DNA de tipo iniciador/molde

Para estudiar si la formacion de un puente disulfuro entre los residuos sustituidos por
Cys afectaba a la capacidad de polimerizacion de la enzima sobre un sustrato de DNA de tipo
iniciador/molde, ensayamos las fracciones reducidas y oxidadas de la DNA polimerasa wild-
type y mutante en el ensayo acoplado pol/exo (ver Materiales y Métodos; capitulos anteriores).
Como se observa en la Figura 48, las fracciones reducida y oxidada de la polimerasa mutante
presentaron el mismo requerimiento nucleotidico entre si y con respecto a la enzima wild-type
(100 nM) para conseguir un balance neto de polimerizacion (ver Tabla IV). Por otra parte, las
dos fracciones de la polimerasa mutante presentaron un patréon de degradacion similar al de la
polimerasa wild-type. Estos resultados indicaban que bajo condiciones en las que el sustrato es
una molécula de tipo iniciador/molde, estas mutaciones no interfieren en dichas actividades, no
requiriéndose en principio, la apertura del “anillo” interno presente en la DNA polimerasa de
029 para la union de una molécula de DNA lineal en el dominio de polimerizacién. Por otra
parte, se observa como en la posicion correspondiente a la cadena iniciadora (15mer), la
cantidad de molécula sustrato que permanece sin ser utilizada por la enzima en ambas
fracciones del mutante es mayor que en el caso de la wild-type. Este hecho indica una
deficiencia en la interaccion de la enzima con el sustrato de DNA como consecuencia de las

mutaciones introducidas.
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Figura 48. Balance pol/exo de la fraccién reducida y oxidada de las DNA polimerasas wild-type y
mutante. El ensayo se llevo a cabo empleando la molécula hibrida de 15/21mer como DNA de tipo
iniciador/molde, y las concentraciones indicadas de dNTPs. Las cantidades de DNA polimerasa wild-type
y mutante fueron 20 y 100 ng, respectivamente. Las actividades exonucleasa 3°-5" y polimerasa son
detectadas como una disminucién o aumento, respectivamente, en la longitud de la cadena iniciadora
(15mer) marcada en su extremo 5° con *°P.

Interaccion de la DNA polimerasa mutante con DNA

Para valorar la capacidad de estos mutantes para interaccionar de forma estable con
DNA, se llevo a cabo un ensayo de retraso en gel empleando como sustrato la misma molécula
que en el experimento precedente y Mg”" como metal activador. Como se observa en la Figura
49, ambas fracciones de la polimerasa mutante estaban fuertemente afectadas en su interaccion
con el DNA ya que fueron necesarias cantidades mayores de enzima para conseguir un retraso
similar al obtenido por la wild-type. Ademas, se observa difusion de la banda retrasada a lo
largo del carril por parte de las dos fracciones de DNA polimerasa mutante, lo que sugiere la

formacion de complejos DNA polimerasa/DNA inestables.

Wild-type G410C/P562C
¢ red oxd red oxd

__Complejo
» DNA pol-DNA

** — dsDNA libre
- -—

1.25 25 1.25 25 25 50 100 25 50 100 DNA pol, ng.
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Figura 49. Interaccion con dsDNA de las DNA polimerasas de ¢29 wild-type y mutante. El ensayo se
llevd a cabo como se describe en Materiales y Métodos, empleando la molécula hibrida de 15/21mer
como sustrato, marcada en su extremo 5’ con 32P, en presencia de las cantidades indicadas de DNA
polimerasa. Las muestras se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida nativo. Las bandas
correspondientes al DNA libre y al complejo DNA polimerasa/dsDNA fueron detectadas por
autorradiografia.

Tabla IV. Actividades enzimaticas de las DNA polimerasas de 29 wild-type y mutante

DNA polimerasa de 029a

Wild-type G410C/P562C
Parametro ensayado Sustrato red oxd red oxd
Balance Pol/Exo b dsDNA (15/21mer), dNTPs 20/100 20/100 20/100  20/100
Union Enzima/DNA dsDNA (15/21mer) 100 100 10 10
Replicaciéon M13 DNA M13 DNA hibridado, dNTPs 100 100 30 <1
Replicacion 629 TP-DNA 029 TP-DNA, TP, dNTPs 100 100 21 <1
Iniciacion 029 TP-DNA 029 TP-DNA, TP, dATP 100 100 33 36

Los nimeros indican el porcentaje medio de actividad relativo a 1a enzima wild-fype obtenido de varios experimentos.

b p - y . . Lo
Los numeros indican la concentracion de dNTP (en nM) requerida para elongar eficientemente la cadena iniciadora
(15mer) hasta la posicion de 20mer.

Replicacion de un DNA circular por la DNA polimerasa mutante

Una vez probada la capacidad para llevar a cabo la correcta polimerizacion sobre una
molécula de DNA lineal por la polimerasa mutante con el puente disulfuro y, con objeto de
analizar si la restriccion de la movilidad relativa entre los subdominios TPR2 y thumb de la
DNA polimerasa de ¢29 impedia la sintesis sobre un sustrato de DNA circular, llevamos a cabo
un ensayo de replicacion con el ssDNA circular de M13. Sobre este sustrato, la DNA
polimerasa comienza la replicacion a partir del extremo 3’-OH del oligonucleoétido hibridado al
DNA de M13 (ver Materiales y Métodos). Como se observa en la Figura 50, tanto la fraccioén
reducida como la oxidada de la enzima wild-type llevaron a cabo la sintesis procesiva acoplada
al desplazamiento de banda con una eficiencia similar. En el caso de la polimerasa mutante, la
fraccion reducida fue capaz de replicar este sustrato aunque menos eficientemente que la misma
fraccion de la polimerasa wild-type (ver Tabla 1V), consecuencia de su disminuida capacidad de
interaccion con el DNA. La obtencion de productos de replicacion de tamafio similar al de la
wild-type indicaba que la introduccion de las dos mutaciones no estaba afectando a la velocidad

de polimerizacion de la enzima ni a su capacidad de desplazamiento de banda. Sin embargo,
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como puede observarse en la Figura 50, la forma oxidada de la polimerasa mutante, en la que se
ha formado el puente disulfuro, no present6 actividad detectable sobre el DNA circular de M13
(Tabla 1V), confirmando la necesidad de apertura de los subdominios TPR2 y thumb para alojar

este tipo de sustrato.

Wild-type G410C/P562C . . ..,
red  oxd red  oxd Figura 50. Capacidad de replicacion sobre un DNA

circular por la DNA polimerasa de ¢29 mutante con el
. ¥ puente disulfuro. El ensayo se llevé a cabo segin se
describe en Materiales y Métodos, empleando 500 ng de
DNA de M13, 100 ng de DNA polimerasa y 40 uM dNTPs.
_Longitud unidad Después de la incubacién durante 40 min a 30 °C, se
DNA MI3 calcularon los valores de actividad relativa. La longitud de
los productos de DNA sintetizados fue analizada por
electroforesis en gel de agarosa alcalino. Se indica la
posicién a la que migra la molécula unidad de M13 DNA.

Replicacion del genoma de ¢29 por la DNA
polimerasa mutante

El siguiente paso en la caracterizacion de este

doble mutante en sus dos formas, reducida y oxidada,
fue analizar la capacidad de replicacion del genoma viral. Para tal fin utilizamos el sistema
minimo de replicacion, es decir, el $29 TP-DNA, la proteina terminal y la DNA polimerasa.
Como puede observarse en la Figura 51, las dos fracciones de la DNA polimerasa wild-type
fueron capaces de llevar a cabo la sintesis completa del DNA de ¢29 de manera procesiva y
acoplando a ella el desplazamiento de banda. La fraccioén reducida del doble mutante mostro
una eficiencia de replicacion 3 veces menor con respecto a la enzima wild-type, manteniéndose
el tamafio esperado de los productos de replicacion. La fraccion oxidada, sin embargo, estaba

fuertemente afectada en dicha actividad (ver Tabla IV).

Figura 51. Replicaciéon de ¢29 TP-
DNA por las DNA polimerasas wild-
type y mutante. El ensayo se llevo a
cabo en presencia de 100 ng de DNA
polimerasa y 50 ng de TP. Después de
la incubacién a 30 °C durante los
tiempos indicados, se calcularon los
valores de actividad relativa (ver
Tabla IV). La longitud del DNA
sintetizado se analiz6 por
electroforesis en gel de agarosa
alcalino.

Wild-type G410C/P562C
red oxd red oxd

— 029 TP-DNA

5 10 5 10 5 10 5 10 tiempo, min.
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Iniciacion de la replicacion

Como se ha explicado en la Introduccion, la replicacion de $29 TP-DNA conlleva una
serie de fases. Para empezar la replicacion del DNA de ¢29, la DNA polimerasa tiene que
formar un heterodimero con una molécula de proteina terminal libre y, posteriormente, catalizar
la formacion de TP-dAMP. Para analizar la actividad de iniciacion de la replicacion del mutante
en sus dos formas, estudiamos la capacidad de las mismas para llevar a cabo dicha reaccion.
Como puede apreciarse en la Figura 52 y en la Tabla IV, ambas fracciones de la polimerasa
mutante fueron capaces de catalizar la formacion de TP-dAMP, aunque presentaron una

disminucion en su capacidad de iniciacion (3 veces).

Wild-type G410C/P562C . L
red oxd red oxd Figura 52. [Iniciacion de Ila
replicaciéon por las DNA
— — - —TP-dAMP  polimerasas wild-type y mutante en
1.5 3 1.5 3 1.5 3 1.5 3 tiempo, min. presencia de ¢29 TP-DNA. La

reaccion de formacion del complejo
TP-dAMP dependiente de molde se realizé en presencia de 50 ng de TP y 100 ng de DNA polimerasa.
Los tiempos de incubacion a 30 °C fueron de 1.5 y 3 min. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE y la
cuantificacion se hizo por andlisis densitométrico de la banda correspondiente al complejo TP-dAMP
marcado, detectado por autorradiografia.

Los resultados presentados en este ultimo capitulo ponen de manifiesto la existencia de
flexibilidad de movimiento del subdominio TPR2 con respecto al subdominio thumb, frente al

cudl se situa, y al dominio exonucleasa de la DNA polimerasa de $29.
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La replicacion es un proceso complejo en el que intervienen un amplio nimero de
proteinas y actividades enzimaticas (Kornberg y Baker, 1992). La actividad de sintesis de DNA
es llevada a cabo por las DNA polimerasas que, siguiendo la informacién contenida en la
cadena molde, afiaden nucleétidos al extremo 3°-OH de una cadena iniciadora. Las DNA
polimerasas son incapaces de iniciar la sintesis de DNA de novo. Todas precisan de un grupo
3’-OH proporcionado por un cebador o iniciador a partir del cual continuar la elongacion. La
solucion mas extendida en los sistemas biologicos frente a esta limitacion es la existencia de
cadenas de RNA sintetizadas por una RNA polimerasa especifica (primasa). Sin embargo, el
requerimiento absoluto de un cebador para la iniciacion de la sintesis de DNA representa un
problema para la replicacion de los extremos en los genomas lineales. La eliminacion del tltimo
cebador de la cadena retrasada en estos genomas lleva consigo una pérdida de la informacién
genética en el extremo del DNA. En diferentes organismos se han encontrado mecanismos
diversos para resolver el problema de la replicacion de los extremos de los genomas lineales. En
eucariotas, la telomerasa resuelve esta situacion afadiendo secuencias especificas en los
extremos del cromosoma tras la replicacion, y utilizando como molde su propio RNA (Greider y
Blackburn, 1985; Cech, 2004). En bacterias y virus de DNA es comun la presencia de
secuencias repetidas en los extremos, favoreciéndose la formacién de moléculas circulares o
concatémeros, como en el caso de los bacteriéfagos T4 y A, o bien la creacion de estructuras a
modo de horquilla en dichos extremos (Kornberg y Baker, 1992). Otros organismos, como
algunos bacteriofagos, virus eucariotas, plasmidos lineales y cromosomas bacterianos, han
solucionado este problema mediante el uso de una proteina como iniciador de la replicacién, en
la que el grupo —OH de un residuo especifico de Ser, Thr o Tyr, actia como cebador de la
elongacion, quedando la proteina covalentemente unida a los extremos 5° del genoma (Salas,
1991; Salas et al., 1996). De todos los sistemas de replicacion que tienen como iniciador una
proteina, el del bacteriéfago $29 es el mas extensamente estudiado.

La enzimologia de la replicacion del DNA de ¢29 se basa en las multiples actividades
cataliticas y propiedades especificas de su DNA polimerasa. La DNA polimerasa de $29 es una
enzima relativamente pequeiia (66 kDa), siendo la unica DNA polimerasa implicada en la
replicacion del genoma del fago, catalizando tanto la iniciacion de la replicacion como la
posterior elongacion de los productos de iniciacion para sintetizar la molécula completa de TP-
DNA (Blanco y Salas, 1985b). Ademas, las peculiares propiedades de polimerizacion de la
DNA polimerasa de ¢29, alta procesividad y desplazamiento de banda, hacen innecesaria la
participacion de factores de procesividad y de tipo helicasa durante la replicacion del TP-DNA

(Blanco et al., 1989).
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Los resultados presentados en los Capitulos I-III que se describen en esta Tesis fueron
previos a la resolucion cristalografica de la DNA polimerasa de ¢29 (Kamtekar et al., 2004). Por
tanto, la interpretacion de estos resultados se hizo en base al analisis bioquimico de polimerasas
mutantes, asi como a su extrapolacion a estructuras tridimensionales de otras DNA polimerasas
pertenecientes, como la DNA polimerasa de ¢$29, a la familia B como es el caso de la DNA
polimerasa del bacteriéfago RB69 (Wang et al., 1997). Todas ellas presentan una organizacién
bimodular estructural y funcionalmente, con un dominio N-terminal que contiene la actividad
exonucleasa 3’-5" y un dominio C-terminal con la actividad de polimerizacion.

La DNA polimerasa de ¢$29 ha sido la primera y, hasta la fecha, la inica DNA
polimerasa perteneciente al subgrupo de las que inician la replicacion con TP en ser resuelta
cristalograficamente. Este hecho ha permitido, por una parte, revisar la implicacion de los
residuos mutados anteriormente y, por otra, ampliar el estudio de esta enzima partiendo
directamente del analisis de su estructura. De esta forma, se ha encontrado la base estructural de
las dos principales caracteristicas intrinsecas de la DNA polimerasa de $29, la procesividad y el

desplazamiento de banda.

1. Residuos aminoacidicos conservados especificamente en DNA polimerasas que
inician la replicacion con TP

En las DNA polimerasas que inician su replicacion utilizando como iniciador una
proteina terminal, el primer requisito para que se lleve a cabo dicho proceso es la formacion de
un heterodimero estable entre la DNA polimerasa y la proteina terminal. La interaccion entre
estas proteinas es bastante compleja ya que debe ser, por una parte, lo suficientemente estable
para ser mantenida durante los primeros pasos de la replicaciéon del DNA y, por otra, lo
suficientemente dindmica para permitir el cambio progresivo de sustrato (TP y DNA).

Previamente a la obtencion de la estructura de la DNA polimerasa de 929 (Kamtekar et
al., 2004), se identificaron residuos que fueron descritos como ligandos en la interaccion DNA
polimerasa/TP, localizados a lo largo de la estructura primaria de la polimerasa y pertenecientes
tanto al dominio C-terminal de polimerizacién como al N-terminal con la actividad exonucleasa
3°-5’. La mayoria de estos residuos juegan también un papel en la union y establecimiento de
interacciones entre el DNA y la DNA polimerasa. De esta forma, en el dominio C-terminal de
polimerizacion, se han identificado los residuos Thr434 y Arg438, pertenecientes al motivo
Tx,G/AR (Méndez et al., 1994), Tyr226 y Gly229, en el motivo YXGG/A (Truniger et al., 1999)
y Asp332 en la regiéon TPR1 (Dufour et al., 2000), implicados en interaccion con la TP. Por otra
parte, la expresion aislada del dominio C-terminal llevd a una disminucion drastica de la
interaccion entre la TP y la DNA polimerasa (Truniger et al., 1998), lo cual sugeria un papel

importante para el dominio N-terminal en dicha interaccion. De hecho, en los tltimos afios, se
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han descrito residuos pertenecientes a distintos motivos de este dominio de la polimerasa
implicados en la interaccion con la TP, como son la Ser122 del motivo (S/T)Lx,h, y la Tyr59,
His61 y Phe65 localizados en el motivo Exo II (Truniger et al., 1998; Eisenbrandt et al., 2002).
Los resultados anteriores apoyaban la idea de la existencia de multiples residuos
distribuidos en diferentes regiones de la polimerasa implicados en la interaccion con la TP. Se
consider6 la posibilidad de que estos residuos pudieran estar formando un subdominio
especifico en la estructura tridimensional de las DNA polimerasas que inician la replicacion con
proteina terminal, responsable de la interaccion y orientacion eficiente de la proteina iniciadora.
La resolucion cristalografica de la estructura del heterodimero DNA polimerasa/TP (Kamtekar
et al., 2006) pone de manifiesto que, si bien no existe un subdominio estructural especifico
implicado en la interaccion con la TP, dicha interaccion esta constituida por residuos
pertenecientes al dominio exonucleasa, asi como a los subdominios TPR2, TPR1, thumb y palm

del dominio de polimerizacion.

1.1. Implicacion del dominio exonucleasa 3-5" en la interaccion con la TP
1.1.1. El residuo Phe128 de la DNA polimerasa de ¢29

En este trabajo, hemos estudiado el papel de los residuos Phel28 y Glul6l,
pertenecientes a los motivos (S/T)Lx,h y Exo III, respectivamente, de la DNA polimerasa de
029, en sus actividades de sintesis comunes al resto de polimerasas, asi como en aquellas
especificas de las DNA polimerasas que inician su replicacion mediante una proteina terminal.
Las mutaciones introducidas en estos residuos no alteraron la capacidad de la DNA polimerasa
para llevar a cabo las reacciones de sintesis de DNA, como puede observarse por el balance
pol/exo de las enzimas mutantes. Sin embargo, el mutante F128Y perdi6 parte de su capacidad
de interaccion con el DNA, siendo necesarias cantidades mayores de enzima para conseguir un
comportamiento similar a la polimerasa wild-type cuando se empleaban sustratos de DNA de
corta longitud. Al aumentar el tamafio de la cadena molde, el defecto de unidon desaparecio,
como queda reflejado en el ensayo con DNA de M13. Este hecho podria estar sugiriendo un
papel auxiliar para el residuo Phel28 de la DNA polimerasa de $29 en el establecimiento de
contactos con el dsDNA durante las actividades de exonucleolisis y polimerizacion,
concretamente cuando existen pocos puntos de interaccion entre la polimerasa y la cadena
molde de ssDNA. Esta situacion podria darse durante la terminacion de la replicacion. De esta
forma, una cadena molde de mayor longitud podria establecer contactos inespecificos con
residuos pertenecientes a la superficie de la polimerasa, mejorando asi la estabilidad de la unién
enzima/sustrato.

Por otra parte, las DNA polimerasas mutantes F128Y y F128A mostraron una

disminucion en la eficiencia de replicacion y amplificacion de ¢29 TP-DNA. En el caso del
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mutante F128Y, dicho defecto no puede estar relacionado con la pérdida de la capacidad para
desplazar banda, ya que es capaz de llevar a cabo la replicacion de tipo circulo rodante sobre el
sustrato M13 hibridado con el oligonucledtido universal. Sin embargo, el mutante F128A
presentd una disminucion en su capacidad para desplazar banda, recuperandose parcialmente en
presencia de la SSB de ¢29, situacion similar a la que tiene lugar in vivo. De hecho, el mutante
recuperd parte de su actividad en el ensayo de amplificacion, en el que la proteina SSB esta
presente, con respecto al ensayo de replicacion que carece de la misma. El anélisis de la
reaccion de iniciacion utilizando la TP como cebador reveld6 que ambos mutantes estaban
bastante afectados en este paso, tanto en presencia como en ausencia del molde $29 TP-DNA.
Este defecto podria estar relacionado con una disminucién de la capacidad para formar un
heterodimero estable y/o funcional entre la DNA polimerasa y la TP. Mediante ensayos de
interferencia y gradiente de glicerol se vio un efecto moderado en el caso del mutante F128A,
mientras que en el del mutante F128Y se observo un claro defecto en la interaccion con la TP.
El mutante F128A, aunque fue capaz de establecer una interaccion estable con la TP, mostrd
una reducida actividad de iniciacién que podria reflejar la importancia del residuo Phel28 en la
formacion de complejos DNA polimerasa/TP funcionalmente activos. Segun esto, no solo seria
importante la fuerza de la interaccion, sino también, la correcta orientacién de la TP en el sitio
activo de polimerizacion de la enzima. La interaccion deficiente con la TP mostrada por las
DNA polimerasas mutantes en el residuo Phel28 podria ser la causa del defecto observado
posteriormente en el paso de transicion de la replicacion. Estas polimerasas fueron
extremadamente ineficientes en dicha fase ocasionando la parada de la replicacion,
principalmente a nivel del producto TP-(dAMP).

Por otra parte, las mutaciones introducidas en el residuo Glul6l no alteraron la
capacidad de la enzima para llevar a cabo las actividades especificas por las DNA polimerasas
pertenecientes al subgrupo de aquellas que inician la replicacion con proteina terminal. Se
propone, por tanto, que el alto grado de conservacion del residuo Glul61 en este subgrupo de
enzimas podria deberse a un papel mas estructural que funcional en las mismas.

Comparando el modelado de la DNA polimerasa de $29 con DNA, obtenido a partir del
complejo ternario de la DNA polimerasa de RB69 resuelto cristalograficamente, con la
estructura del heterodimero DNA polimerasa de $29/TP (Kamtekar et al., 2006), se observa que
la localizacién del dominio de iniciacion de la TP solapa con la posicion del DNA
iniciador/molde unido a la enzima (Figura 53). Esto tiene importantes implicaciones tanto a
nivel funcional como a nivel de residuos de la DNA polimerasa que establecen contacto con
ambos sustratos. El residuo Phel28 se dispone en la estructura con el grupo aromatico orientado
hacia el surco de unién del DNA. Teniendo en cuenta, por una parte, que es en este mismo surco
en el que se sitia la TP durante la iniciacion y, por otra parte, los resultados bioquimicos

obtenidos de las polimerasas mutantes en la posicion Phel28, este residuo podria establecer
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contacto directo con la TP durante los primeros pasos del proceso de replicacion, contribuyendo
a la correcta orientacion de la TP en la fase de iniciacion. Pese a que en la estructura del
heterodimero no se observa dicha interaccidon, no podemos descartar que, en presencia de metal
y dNTP, lo que llevaria al complejo a un estado activado, tenga lugar un cambio conformacional
en la polimerasa que lleve a un reajuste de la TP en el surco de unidn, llegando a establecer

contacto con la Phel28, como sugieren los resultados bioquimicos.

Figura 53. Solapamiento del surco de uniéon de la TP y el DNA en la DNA polimerasa de ¢29. En la
figura de la izquierda se muestra la estructura del heterodimero DNA polimerasa/TP (Kamtekar et al.,
2006). La imagen de la derecha corresponde al modelado de la DNA polimerasa de $29 con un DNA en
base a la estructura cristalografica del complejo binario de la DNA polimerasa de RB69 (Franklin et al.,
2001).

Por otra parte, la Phel28 se encuentra en el “camino” que ha de seguir el loop iniciador
de la TP, asi como el extremo del DNA durante la elongacion, para acceder al centro activo
exonucleasa 3°-5". Teniendo en cuenta que durante la iniciacion de la replicacion ambos
iniciadores, TP y DNA, tienen que moverse entre los centros de polimerizacion y exonucleolisis
para eliminar nucleétidos introducidos erroneamente, es plausible que la Phel28 facilite los
contactos necesarios para que la coordinacion de las actividades de sintesis y degradacion tenga
lugar de manera eficiente.

La cristalizacion del heterodimero DNA polimerasa/TP (Kamtekar et al., 2006) ha
permitido proponer un modelo para la etapa de transicion que tiene lugar entre la iniciacidén por
la TP y la posterior elongacion. Esta fase implica cambios conformacionales en la TP ya que, a
medida que la cadena iniciadora es elongada, el producto de DNA duplex ird desplazando a la

proteina terminal para ocupar el canal al que inicialmente se encontraba unido el dominio de
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iniciacion de la TP. Segtin la disposicion de los diferentes dominios de la TP en la estructura del
heterodimero, la bisagra que articula los dominios iniciador e intermedio de la TP parece
permitir la incorporacion de entre 6 a 10 nucleétidos antes de que tenga lugar la disociacioén
DNA polimerasa/TP. Este modelo, basado en la resolucion cristalografica del heterodimero, es
consistente con los datos bioquimicos que indican que la disociacién ocurre después de la
incorporacion del décimo nucledtido (Méndez et al., 1997).

Por otra parte, seglin la estructura, el residuo Glul61 se localiza en la superficie que esté
en contacto con el solvente, fuera de las regiones que establecen contacto con los diferentes
sustratos de la enzima. Por tanto, como se propuso en base a los resultados bioquimicos

obtenidos, el residuo Glul61 desempefiaria un papel puramente estructural.

1.1.2. Los residuos R96A, K110A, K112A, R113A y K114A de la DNA polimerasa
de 29

Hemos analizado el papel de cinco residuos aminoacidicos localizados en direccion N-
terminal al motivo (S/T)Lx,h del dominio exonucleasa 3°-5" de la DNA polimerasa de ¢$29, y
conservados especificamente entre las DNA polimerasas que inician la replicacion con TP.
Todos ellos poseen en sus cadenas laterales grupos con carga positiva. Los correspondientes en
la DNA polimerasa de ¢$29 son Arg96, Lys110, Lys112, Argll13 y Lys114. Ninguna de las
polimerasas mutantes presenté disminucion en la eficiencia para incorporar dNMPs en el
extremo de la cadena iniciadora. Por tanto, estas mutaciones no alteraron el centro activo de
polimerizacion de la enzima. Por otra parte, estas polimerasas mantuvieron el balance pol/exo
caracteristico de la polimerasa wild-type. Estos resultados indicaban que los cambios
introducidos en la enzima no estaban afectando especificamente a las actividades cataliticas de
sintesis y degradacion. Mediante ensayos de retraso en gel observamos que los mutantes R96A
y K114A presentaban una deficiencia en la interaccion con el sustrato de dsDNA. Esto sugeria
un papel para ambos residuos en la interaccion estable DNA polimerasa/DNA, sin estar
afectando de forma especifica a la uniéon del extremo de la cadena iniciadora en el centro activo
de exonucleolisis y/o en el de polimerizacién. Mediante ensayos de replicacion de DNA de M13
se observo que los cambios introducidos en la enzima no alteraron la capacidad de acoplar la
sintesis procesiva del DNA al desplazamiento de banda. En el mutante R96A, el empleo de un
sustrato de mayor longitud, como es el caso de este ultimo, permitid la estabilizaciéon de su
unién al DNA, lo cual se tradujo en un nimero mayor de moléculas replicadas. Probablemente,
este efecto sea debido al establecimiento de interacciones no especificas del DNA con residuos
de la superficie de la enzima, como ocurre en el caso del mutante en el residuo Phel28 descrito

en el Capitulo I de este trabajo.
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Cuando se ensayo la capacidad de replicacion y amplificacion de 929 TP-DNA, los
mutantes R96A, R113A, K114A y, en menor grado, los mutantes K110A y K112A, mostraron
una reduccion en su eficiencia con respecto a la enzima wild-type. Considerando que estas
polimerasas, segun el ensayo de replicacion de M13, eran capaces de llevar a cabo la replicacion
acoplada al desplazamiento de banda de manera procesiva, pasamos a analizar los primeros
pasos que tienen lugar en la replicacion de $29 TP-DNA. Las polimerasas mutantes R96A,
K114A y, de forma mas leve, los mutantes K110A, K112A y R113A, presentaron una
disminucién en la reaccion de iniciaciéon. Sin embargo, en ausencia de molde
(desoxinucleotidilacion de la TP), las polimerasas mutantes K110A, K112A y R113A
recuperaron por completo dicha actividad. Este resultado sugeria que los residuos Lys110,
Lys112 y Argl13 podrian estar estableciendo contacto con el TP-DNA molde durante el primer
paso de la replicacion. La ausencia de interaccion con la TP presentada por la polimerasa
mutante R96A, deducida a partir del ensayo de interferencia y por gradiente de glicerol, nos
permitié concluir que el residuo Arg96 es un ligando importante de la TP. La interaccién
correcta entre la DNA polimerasa y la TP es esencial para la formacion de un heterodimero
estable y funcional. En el caso del mutante K114A, a pesar de mantener intacta la capacidad de
interaccion con la TP, apenas se aprecian productos de iniciacion. Este hecho podria estar
reflejando la importancia del residuo Lysl14 en la formacion de un complejo DNA
polimerasa/TP funcionalmente activo, probablemente asegurando la correcta orientacion de la
TP en el centro activo de polimerizacion. Posteriormente, se analizé la fase de transicion entre
los dos modos de iniciacion (TP y DNA), lo que permitid restringir el defecto observado en la
replicacion de 29 TP-DNA en estos mutantes a la fase de iniciacion.

El alineamiento de esta region en las DNA polimerasas de $29 y RB69, sugirié que el
residuo homologo de la Arg96 en ¢29, podria ser la Arg260 en el bacteriofago RB69 (Shamoo y
Steitz, 1999). Se habia descrito que este ultimo estaba formando parte de una estructura de tipo
horquilla que se localiza entre el surco de entrada al centro activo de exonucleolisis y el canal
por el que pasa la cadena molde (Shamoo y Steitz, 1999). La incorporaciéon erronea de un
dNMP desestabiliza la estructura de la doble hélice de DNA en el extremo 3" de la cadena
iniciadora. Este hecho disminuye la tasa de ataque nucleofilico por el 3-OH del cebador al
fosfato a del nucleodtido entrante, lo cual permite la escision del ANMP incorrecto gracias a la
actividad correctora de errores del dominio exonucleasa 3°-5". Esta escision requiere el
movimiento del extremo 3" desde el centro activo de polimerizacién al de exonucleolisis (ver
Figura 54A). En este contexto, la estructura de tipo horquilla actuaria a modo de cufia separando
ambos sitios activos (Shamoo y Steitz, 1999) y proyectandose entre las cadenas de dsDNA,
estabilizando asi la estructura parcialmente desnaturalizada de la doble hélice en este punto. De

hecho, el residuo Arg260 junto con la Phe123 de RB69 estarian bloqueando la cadena molde en
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el modo de exonucleolisis al interaccionar con el penultimo nucleotido desde el extremo 3 de la
cadena iniciadora (Shamoo y Steitz, 1999), contribuyendo a la estabilizacion de la estructura

parcialmente desnaturalizada del sustrato de DNA.

Cadena iniciadora

Palm

Cadena molde

Figura 54. A, Representacion estructural del centro activo del dominio exonucleasa 3’-5" de la DNA
polimerasa del bacteriéfago RB69. Las coordenadas corresponden a la estructura cristalina de la enzima
en el modo de exonucleolisis (PDB1CLQ37). Sélo se representan los cinco nucleotidos del extremo 3°-
terminal de la cadena iniciadora y los cuatro nucle6tidos del extremo 5’-terminal de la cadena molde. Los
residuos representados pertenecen a tres categorias: (1) los directamente implicados en catalisis (Asp114,
Glull6, Asp222 y Asp327); (2) los que cumplen un papel auxiliar en catélisis (Lys302 y Tys323); y los
que son ligandos de ssDNA (Asn217, Phe221, Ser289 y Leu290). También se muestran los residuos
Arg260 y Lys279 de la DNA polimerasa de RB69, homoélogos a los residuos Arg96 y Lysll4,
respectivamente, de la DNA polimerasa de $29. B, Localizacion en la estructura tridimensional de la
polimerasa de RB69 de los residuos homélogos que juegan un papel dual en la unién del DNA y la
TP en las DNA polimerasas que tienen como iniciador una proteina terminal. El dominio
exonucleasa de la DNA polimerasa de RB69 se muestra en azul claro, y los subdominios palm, fingers y
thumb en magenta, azul oscuro y verde, respectivamente. La region N-terminal se representa en blanco.
Los residuos Trp216, Phe221, Arg260, Lys279, Ser289 y Phe296, pertenecientes al dominio exonucleasa,
se presentan en rojo. Los residuos Tyr391 y Ala394 del motivo YxXGG, localizado entre los dominios de
exonucleolisis y polimerizacion, estan coloreados en amarillo. Por ultimo, los residuos Thr587 y GIn591
del motivo Tx,GR, localizado en el subdominio palm, se han representado en azul oscuro.

La posterior resolucion cristalografica de la DNA polimerasa de ¢$29 (Kamtekar et al.,
2004) y del heterodimero DNA polimerasa/TP (Kamtekar et al., 2006) puso de manifiesto que
los resultados obtenidos en base a la mutagénesis dirigida en el residuo Arg96 de la enzima
confirmaban el papel supuesto para dicho residuo. La estructura del heterodimero muestra que
el residuo Arg96 de la DNA polimerasa de ¢$29 establece un puente de hidrogeno con los
residuos Tyr250 y GIn253 de la TP (Kamtekar et al., 2006). Este ultimo dato estructural
confirma la existencia de interaccion entre el residuo Arg96 y la TP, predicha previamente en
base al andlisis bioquimico de la polimerasa mutante R96A (Figura 55). La pérdida de contacto
entre ambos residuos por el cambio mutacional anula, por tanto, la interacciéon entre la DNA

polimerasa y la TP, necesaria para la replicacion de 29 TP-DNA.
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Figura 55. El residuo Arg96 de la DNA
polimeasa de ¢29 establece interaccién
directa con la TP. Sobre la estructura de la
DNA polimerasa de ¢29 (mostrada en verde)
se destaca el residuo Arg96, que interacciona
con los residuos Tyr250 y GIn253 de la TP
(mostrada en amarillo).

El analisis de la estructura de la
apoenzima muestra que la Arg96 esta
interaccionando con residuos del /oop
del subdominio TPR1, probablemente
contribuyendo a la correcta orientacion

de éste para llevar a cabo su interaccion

con el DNA. Teniendo en cuenta el
solapamiento estructural del DNA y del dominio de iniciacion de la TP, seria predecible que
tuviera lugar una sustitucion de las interacciones que la Arg96 crea con la TP por otras
establecidas con el DNA, justificando de esta forma los defectos de unién a DNA presentados
por el mutante R96A. Por otra parte, dicha unién defectuosa podria ser consecuencia indirecta
de una inadecuada orientacion del /oop del subdominio TPR1 debido a la pérdida de contactos
con el residuo Arg96 de la DNA polimerasa de ¢29.

Los residuos Lys110, Lys112 y Argl13 del dominio exonucleasa 3°-5" de la DNA
polimerasa de ¢29 se situan en un /oop exterior expuesto al solvente, sobresaliendo de la
estructura por la parte opuesta a donde se ubicaria el dsSDNA (seglin el modelado) y la TP (ver
Figura 56). La disposicion espacial de estos residuos en la estructura de la DNA polimerasa
podria justificar la interaccion propuesta para estos residuos con la TP del sustrato molde TP-
DNA (ver Figura 56). Por tanto, este modelo justificaria que los mutantes recuperen la actividad
de iniciacion en ausencia de molde.

Atendiendo a la estructura de la DNA polimerasa de ¢29, el residuo Lys114 se sitiia en
el mismo loop donde se localizan los residuos Lys110, Lys112 y Argl13. Segun los resultados
obtenidos de los ensayos in vitro, la ausencia de actividad de iniciacién no es debida a un
defecto de interaccién con la TP (ver ensayo de cosedimentacidén). Teniendo en cuenta su
disposicion espacial, es probable que la mutacion introducida haya ocasionado, al menos
parcialmente, un cambio conformacional del dominio exonucleasa, teniendo como consecuencia
indirecta la formacion de complejos DNA polimerasa/TP funcionalmente inactivos. No
podemos descartar tampoco que la Lys114 juegue un papel en el reconocimiento de la TP

paterna, como se ha propuesto para los residuos Lys110, Lys112 y Argl13.
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Figura 56. Localizacion en la estructura de la DNA polimerasa de ¢29 del loop positivo situado en el
dominio exonucleasa 3°-5°, donde se localizan los residuos Lys110, Lys112, Argl13 y Lys114. En
ambas imagenes, se muestran en rojo los residuos Lys110, Lys112 y Argl13. En la figura de la derecha,
se presenta la posible interaccion de la TP paterna (en gris) con el loop positivo de la DNA polimerasa.

1.2. Implicacion de la insercion TPR1 en interaccion con la proteina terminal
1.2.1. Los residuos Lys305 y Tyr315 de l1a DNA polimerasa de ¢29

La insercion TPR1 es una de las dos regiones de secuencia exclusivas del subgrupo de
DNA polimerasas que inician la replicaciéon con TP (Blasco et al., 1990). Esta region se sitia
entre los motivos A y B del dominio C-terminal de estas DNA polimerasas. Estudios previos a
esta Tesis describieron al residuo Asp332, perteneciente a la region TPR1, como el tinico
aminoacido de la DNA polimerasa de $29 encontrado hasta la fecha implicado exclusivamente
en establecer contactos con la proteina terminal (Dufour et al., 2000). Con objeto de ampliar el
estudio del subdominio TPR1, se llevo a cabo mutagénesis dirigida en dos de los residuos de la
DNA polimerasa de $29, Lys305 y Tyr315, conservados en este subgrupo de DNA polimerasas.

Las cuatro polimerasas mutantes obtenidas, y mas especificamente aquellas con el
cambio no conservativo, mostraron un balance pol/exo muy elevado. Ademas, presentaron una
actividad exonucleasa 3'-5" sobre dsDNA mayor que la de la enzima wild-type, mientras que en
ssDNA el comportamiento de todas las polimerasas mutantes fue wild-type. Estos resultados,
junto con la baja interaccion a dsDNA que presentaron en los ensayos de retraso en gel, asi
como la elevada K, por el dNTP entrante, sugieren que las DNA polimerasas mutantes estan

afectadas en la estabilizacion del extremo iniciador en el centro activo de polimerizacion.
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Por otra parte, las polimerasas mutantes con el cambio no conservativo, K305 y
Y315A, fueron incapaces de llevar a cabo la replicacion del TP-DNA. Esto sugiere que los
residuos de Lys en la posicion 305 y de Tyr en la posicion 315 son esenciales para las
actividades de la polimerasa en las que el iniciador de la reaccidén es la proteina terminal.
Cuando se ensayaron en la reaccion de iniciacion de la replicacion del DNA de ¢29, el mutante
K3051 estaba severamente afectado en la formacion del enlace fosfodiéster entre la TP y el
dAMP, a pesar de conservar intacta su capacidad de interaccion con la TP. Este resultado, junto
con el hecho de que ambos mutantes presentaran un defecto en la transicion entre los dos modos
de iniciacion de la replicacion, nos llevo a concluir que dichos residuos estaban desempeiiando
un papel en la reaccion de iniciacion utilizando como cebador la TP, asi como en el posterior
posicionamiento del extremo 3’-OH de la cadena de DNA en el centro activo de polimerizacion.

Por estudios anteriores a esta Tesis, se habia demostrado que tanto la TP como el
dsDNA ocupan el mismo canal en la DNA polimerasa de ¢29 (de Vega et al., 1998a; Truniger
et al., 2000). Por tanto, estos residuos tendrian un papel en la estabilizacion del extremo 3'-OH
de la TP y, posteriormente, del 3-OH del DNA en el sitio activo de polimerizacion. Del estudio
mutacional se pudo concluir que la insercion TPR1, especifica de las DNA polimerasas
pertenecientes al subgrupo de las que inician la replicacién con TP, seria importante durante los
primeros pasos de la sintesis de DNA de ¢29, asi como en la siguiente etapa de transicion,
probablemente jugando un papel en la estabilizacion de extremo 3’-OH de la cadena iniciadora
en el centro activo de polimerizacion.

Con la obtencioén, posterior a estos resultados, de la estructura de la DNA polimerasa de
029 (Kamtekar et al., 2004), se observd que la inserciéon TPR1 forma un subdominio dentro de
esta estructura, comprendiendo los residuos 261-358 y disponiéndose en una zona adyacente al
subdominio palm. No se ha observado homologia alguna con otras estructuras conocidas. El
aspecto mas llamativo de este subdominio es la existencia de una region, comprendida entre los
aminoacidos 304 y 314, que se encuentra formando un bucle o loop que presenta elevados
valores de temperatura, indicio de cierto grado de flexibilidad. Segin el modelado con DNA
obtenido en base al complejo ternario de la DNA polimerasa de RB69, el /oop del subdominio
TPR1 estableceria contacto directo con el DNA duplex que estd siendo sintetizado al
introducirse en el surco mayor de la doble hélice (Figura 57). Este hecho sugiere que, si bien los
residuos K305 y Y315 no estan contactando directamente con el 3'-OH del DNA, son
importantes para el correcto posicionamiento del extremo iniciador en el centro activo de
polimerizacion. Esto ultimo justificaria los defectos de union al DNA mostrados por los
mutantes K3051y Y315A, asi como la elevada K,, aparente por nucledtido.

Por otra parte, a partir de la resolucién cristalografica del complejo DNA
polimerasa/TP, se vio que tanto el dominio intermedio como el dominio de iniciaciéon de la TP

establecen un elevado numero de contactos con la DNA polimerasa (Kamtekar et al., 2006).
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Concretamente, el dominio intermedio de la TP comparte un area de interaccion de 575A con el
subdominio TPR1 de la DNA polimerasa, pudiendo estar actuando de punto de anclaje de la TP
durante los primeros pasos de la replicacion. Por otra parte, se observa que la estructura de tipo
bucle en la que estan localizados los residuos Lys305 y Tyr315 de la DNA polimerasa de ¢29,
experimenta un cambio en su posicion relativa desplazdndose hacia fuera del centro de
polimerizacion en presencia de la TP con objeto, probablemente, de dejar paso a esta ultima
para que se lleve a cabo la iniciacion de la replicacion (ver Figura 12 en Introduccion). El
establecimiento de un gran nimero de interacciones entre el loop “curvado” de la DNA
polimerasa y la “base” del dominio iniciador de la TP, junto con los datos bioquimicos
obtenidos, permiten proponer un papel para los residuos K305 y Y315 en la correcta orientacioén

del -OH de la Ser232 en el centro activo de polimerizacion.

Figura 57. Localizacién en la
estructura de la DNA polimerasa de
$29 de los residuos Lys305 vy
Tyr315. El dominio exonucleasa se
muestra en rojo y los subdominios
TPR2 y thumb en azul claro y verde,
respectivamente. Los residuos en
estudio estdn representados con
esferas, situados en el /loop del
subdominio TPR1 (naranja) de la
polimerasa. Se muestra la interaccion
existente entre estos residuos y el
DNA modelado sobre la estructura de
la DNA polimerasa de ¢29.

Por tanto, los resultados

obtenidos a partir de la

mutagénesis en los residuos
Lys305 y Tyr315 son compatibles con los datos estructurales obtenidos con posterioridad. A
medida que el DNA va siendo sintetizado ird ocupando el canal de union para el producto
duplex de DNA, surco inicialmente ocupado por el dominio iniciador de la TP, y para lo cual es
necesario el progresivo desplazamiento de este ultimo. Es predecible que las interacciones
establecidas entre el /loop del TPR1 de la DNA polimerasa y el dominio iniciador de la TP
jueguen un papel importante durante la transicion. A medida que se sintetiza la cadena de DNA,
se romperan interacciones y se estableceran otras nuevas en ese dominio de la TP. Esta hipotesis
viene refrendada por los resultados bioquimicos obtenidos para las polimerasas mutantes en los

residuos Lys305 y Tyr315, los cuales mostraban una deficiencia en la fase de transicion.
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2. Un subdominio especifico de la DNA polimerasa de ¢29 confiere procesividad y

capacidad de desplazamiento de banda

En la mayoria de sistemas de replicacion de DNA, el movimiento de la horquilla a lo
largo de la doble hélice requiere la deshibridacién de ambas cadenas para que el proceso se lleve
a cabo. De forma general, dicha actividad no es intrinseca a la DNA polimerasa, sino que es
proporcionada por enzimas monoméricas o multiméricas, conocidas como helicasas, que
desnaturalizan la doble hélice de una manera dependiente de ATP. Por otra parte, la
procesividad (nimero de nucledtidos incorporados por suceso de union al DNA) de la mayoria
de polimerasas per se no es lo suficientemente alta para conseguir la replicacion completa del
genoma, requiriéndose la intervencion de los llamados factores de procesividad (revisado en
Kornberg y Baker, 1992).

La DNA polimerasa de ¢29 lleva a cabo la replicacion de su genoma completo en
ausencia de factores de procesividad o proteinas accesorias de tipo helicasa (Blanco y cols.,
1989). Estas propiedades enzimaticas tienen su base en la capacidad intrinseca de esta DNA
polimerasa para llevar a cabo la sintesis de manera procesiva, asi como de acoplar a ella el
desplazamiento de la cadena no molde. Desde que se observaron por vez primera mediante
ensayos bioquimicos estas dos propiedades de la DNA polimerasa de ¢29 que la distinguian del
resto de DNA polimerasas, uno de los aspectos mas interesantes a conocer ha sido como esta
enzima relativamente pequefia es capaz de coordinar ambas actividades en la misma cadena
polipeptidica. Afios de estudio de mutagénesis dirigida en residuos especificos de la DNA
polimerasa de ¢$29 no llegaron a resolver esta cuestion.

La reciente obtencion de la estructura tridimensional de la DNA polimerasa de $29
(Kamtekar et al., 2004) sugirid la posibilidad de que fuera el subdominio TPR2, especifico de
las DNA polimerasas que inician la replicacion con TP, el que estuviera jugando un papel
funcional en este sentido. Esta insercion se sitia entre los subdominios fingers y palm,
conectando las hélices a N (perteneciente al fingers) y O (perteneciente al pal/m) (Kamtekar et
al., 2004). La estructura anular que conforman los subdominios TPR2, thumb y palm parece
estar abrazando al dsDNA en el dominio de polimerizacion durante la replicacion,
proporcionando de esta forma estabilidad al complejo DNA polimerasa/DNA. Por otro lado, la
disposicion del subdominio TPR2 en la estructura establece un canal estrecho por el que pasaria
la cadena molde de banda simple antes de su entrada al sitio activo de polimerizacion, forzando
de esta forma la separacion entre las cadenas molde y desplazada (Kamtekar et al., 2004).

El mutante con la delecién en el subdominio TPR2 de la DNA polimerasa de ¢29
presentd una relacion de actividades exonucleasa/polimerasa similar a la de la enzima wild-type,
aunque fue necesaria una mayor cantidad de polimerasa para conseguir la elongacioén neta del

sustrato. Este hecho, junto con la deficiencia que presenta en interaccion con DNA en los
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ensayos de retraso en gel, indican que la insercion TPR2 es un subdominio de la DNA
polimerasa de $29 requerido para que haya una fuerte interaccion DNA polimerasa/DNA. Una
consecuencia directa de esta reduccion en la capacidad de union al sustrato fue la pérdida de la
extraordinaria procesividad de la polimerasa, pasando de 70.000 nucleétidos incorporados por
suceso de unidn a s6lo unos pocos. Por tanto, estos resultados apoyan la hipdtesis de que el
TPR2 es un subdominio que confiere procesividad a la DNA polimerasa de $29.

Como comentamos en la Introduccion de este trabajo, el dominio de polimerizacion de
las DNA polimerasas comprende, por analogia a una mano derecha, los subdominios palm,
fingers y thumb. En conjunto, estos subdominios forman un surco al que se une la molécula de
DNA iniciador/molde. Comparando las estructuras de diferentes DNA polimerasas en sus
formas de apoenzima asi como unidas a DNA, es frecuente la rotacion del subdominio thumb
cuando esta presente un oligonucleoétido (Franklin et al., 2001; Doublié et al., 1998; Li et al.,
1998; Cannistraro y Taylor, 2004). Aunque este cambio conformacional estabiliza la union del
DNA, la mayoria de polimerasas replicativas precisan de factores adicionales de tipo sliding-
clamp para conseguir la procesividad necesaria para la duplicacion del genoma (Kong et al.,
1992; Krishna et al., 1994; Shamoo y Steitz, 1999; Miyata et al., 2004; Bowman et al., 2004).
Estas proteinas presentan por lo general una conformacion toroidal con un agujero en el centro a
través del cual pasa el dsDNA, de forma que la DNA polimerasa queda estabilizada en el punto
donde se sitiia el extremo iniciador. La DNA polimerasa de ¢29 es intrinsecamente procesiva,
ya que el TPR2 junto con los subdominios thumb, fingers y palm, constituyen un clamp interno
(Kamtekar et al., 2004) proporcionando a la enzima la estabilidad de unién necesaria para
replicar todo el genoma (19.285 pb) a partir de un tinico suceso de union.

Por otra parte, la eliminacion de esta insercion causa también la pérdida de la capacidad
intrinseca de desplazamiento de banda que posee la DNA polimerasa de $29. En la estructura, el
subdominio TPR2 forma, junto con los subdominios fingers y palm, y el dominio exonucleasa,
un tunel de tales dimensiones que sélo permite la unién de una cadena de ssDNA, en contraste
al canal abierto presente en el resto de DNA polimerasas de la familia B (Kamtekar et al., 2004).
Una consecuencia de esta restriccion topoldgica es que solo la cadena molde puede ser
enhebrada a través de dicho tinel para alcanzar el centro activo de polimerizacion. Aunque no
podemos descartar que existan otros subdominios en la polimerasa que pudieran contribuir a la
capacidad para desplazar banda, los resultados presentados en esta Tesis validan el papel clave
propuesto para la insercion TPR2 en dicha capacidad (Kamtekar et al., 2004). Asi, el
subdominio TPR2 actuaria de “cufia molecular” al separar las dos cadenas parentales de la doble
hélice, confiriéndole de esta forma a la enzima una funcién de tipo helicasa (Figura 58). De
hecho, la regién responsable de la separacion de las cadenas debe estar localizada muy proxima
al sitio activo de polimerizacion, ya que la parada de la replicacion en el mutante de delecion

tiene lugar en la posicion en la que comienza la region de DNA duplex.
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Figura 58. Modelo para la procesividad y el desplazamiento de banda en la DNA polimerasa de
¢29. La inserciéon TPR2 podria contribuir a la formaciéon de una estructura anular en la polimerasa
otorgandole procesividad al “abrazar” a la molécula de DNA. Paralelamente, por su disposiciéon en la
estructura, podria constituir una barrera estructural forzando la deshibridacion de la doble hélice previa
entrada de la cadena molde en el centro activo de polimerizacion.

Se han descrito ejemplos de estructuras intercalantes en el dsDNA similares en varias
RNA polimerasas, como la de los bacteriéfagos T7 (Cheetham et al., 1999) y ¢6 (Butcher et al.,
2001). En estos casos, la RNA polimerasa puede desnaturalizar parcialmente el dsRNA y
desplazar la banda durante la iniciacion de la transcripcion en ausencia de helicasas. En este
punto, cabria la posibilidad de que la capacidad para desplazar banda por la DNA polimerasa de
029 fuera debida al papel activo que podrian estar desempefiando residuos especificos
localizados en la cadena [ externa del subdominio TPR2. Sin embargo, los resultados
preliminares obtenidos apuntan al subdominio TPR2 como la barrera topologica que, de forma
pasiva, facilita la apertura de la doble hélice por su mera disposicion en la estructura.

La DNA polimerasa de $29 ha evolucionado para resolver dos requerimientos cruciales
en la replicacion del genoma, la procesividad y el desplazamiento de banda, mediante la
insercion de una region en su secuencia localizada entre los subdominios fingers y palm. Esta
insercion, comun al resto de DNA polimerasas que inician la replicacion con proteina terminal,
cierra el surco de union de dsDNA en el dominio de polimerizacidén, conservado
universalmente, generando por una parte un clamp interno y, por otra, un tinel que imita a una

helicasa al estar rodeando a la cadena molde de banda simple, contribuyendo también de esta
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forma al mantenimiento de la estabilidad de la union con el DNA necesaria para llevar a cabo
una replicacion procesiva. Por tanto, es muy probable que al estar conservada esta insercion de
secuencia entre las DNA polimerasas que inician la replicacion con proteina terminal, las
funciones que otorgan las estructuras de tipo sliding-clamp y helicasa en la mayoria de los
sistemas de replicacion de DNA, caracterizadas por primera vez en la DNA polimerasa de ¢29,

estén también presentes en otros miembros de DNA polimerasas pertenecientes a este subgrupo.

3. La replicacion del genoma de ¢29 requiere una interaccion dinamica entre los
subdominios TPR2 y thumb de 1a DNA polimerasa de ¢$29

La presencia de la estructura que a modo de pinza presenta la DNA polimerasa de ¢29,
identificada a partir de su resolucion tridimensional (Kamtekar et al., 2004), junto a la capacidad
de replicacion de esta enzima utilizando sustratos de DNA circular, nos llevd a sugerir un
posible mecanismo de apertura de esta estructura para el emplazamiento de la molécula sustrato
en el surco de union del DNA. El disefio de una polimerasa mutante en la que el movimiento de
apertura de este “anillo” estuviera impedido, nos permitié estudiar la posible dindmica que
tendria lugar entre los subdominios TPR2 y thumb en la replicacion de los diferentes sustratos
de DNA. Con dicho objetivo se diseiid6 un doble mutante con el cambio de los residuos
seleccionados a Cys para permitir la formacion de un puente disulfuro en condiciones
oxidativas, y “cerrar” asi la estructura anular generada por la disposicion relativa de los
subdominios TPR2 y thumb de la DNA polimerasa de ¢29.

El balance de las actividades de exonucleolisis y polimerizacion similar a la wild-type
por las fracciones reducida y oxidada de la polimerasa mutante sobre una molécula sustrato
lineal de tipo iniciador/molde, mostré que la replicacion de este tipo de molécula no requiere la
apertura de la estructura toroidal de la DNA polimerasa de ¢$29. Probablemente, la localizacién
en el centro de polimerizacion de una molécula de DNA lineal se lleve a cabo por
“deslizamiento” del extremo 5 de la cadena molde a través del surco de unién del DNA (ver
mas arriba). Por otra parte, la mayor proporciéon de molécula sustrato no utilizada por parte de
ambas fracciones de polimerasa mutante con respecto a la enzima wild-type, asi como la
necesidad de una mayor cantidad de enzima para obtener retraso en un gel de poliacrilamida
nativo, ponian de manifiesto una deficiencia en la interaccion polimerasa/DNA debido a la
introduccién del doble cambio aminoacidico. Una vez estudiado el comportamiento de la
enzima mutante sobre una molécula de DNA lineal, llevamos a cabo el ensayo de replicacion
sobre una molécula de DNA circular. En este caso, la ausencia de productos de replicacion por
la fraccion oxidada frente a los obtenidos por la fraccion reducida probd la necesidad de
apertura de la estructura anular formada por los subdominios TPR2 y thumb, con objeto de

ubicar la molécula sustrato en el centro activo de polimerizacion.
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Figura 59. Dindmica del subdominio TPR2 en la unién de una molécula de DNA circular.

En condiciones en las que el sustrato es el genoma de ¢29, situacion mas proxima a la
que ocurre en la naturaleza, la ausencia de replicacion por la fraccion de la polimerasa mutante
que posee el puente disulfuro, denota el requerimiento de flexibilidad entre ambos subdominios
para llevar a cabo la replicacion de $29 TP-DNA. Por otra parte, tanto la fraccion oxidada como
la reducida de la polimerasa mutante llevaron a cabo la reaccidon de iniciacion de manera
analoga. Este hecho indicaba que, como ocurria en el caso de la union de un DNA de tipo
iniciador/molde, no se requiere la separacion de los subdominios TPR2 y thumb para unir la TP.
Este resultado esta de acuerdo con la ausencia de diferencias estructurales en la disposicion
relativa de ambos subdominios cuando se compara la apoenzima con el complejo DNA
polimerasa/TP.

In vivo, en la fase final de la replicacion de los extremos del DNA de ¢29, la base del
extremo 5° de la molécula molde esta unida covalentemente a la TP y resulta dificil considerar
que la conformacién observada en la estructura de la DNA polimerasa permita el acceso al sitio
activo de ese gran sustrato. Segun esto, la fase de terminacion de la replicacion de $29 TP-DNA
también conllevaria cierta movilidad entre los sudominios TPR2 y thumb.

Actualmente, se desconoce la dinamica molecular exacta de apertura de la estructura
toroidal interna de la DNA polimerasa de ¢29. Existe la posibilidad de que implique un
movimiento de distanciamiento en el mismo plano por parte del S-hairpin del subdominio TPR2
con respecto al subdominio thumb (ver Figura 59). Estudios recientes realizados en otros
sistemas de replicacion con el fin de dilucidar el mecanismo de apertura de los factores de

procesividad para ser posicionados sobre el DNA, han llevado al establecimiento de pautas de
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accion comunes en bacterias y eucariotas. En el caso de los organismos eucariotas, es el
complejo heteropentamérico RF-C el que lleva a cabo la apertura del PCNA (O'Donnell y
Kuriyan, 2006) mediante cambios conformacionales asociados a la unioén e hidrélisis de ATP.
Por simulacion molecular, se ha observado que el anillo de PCNA se abre fuera del plano para
formar una espiral dextrogira (Kazmirski et al., 2005) que abraza al DNA. Estos resultados son
consistentes con reconstrucciones recientes que, por microscopia electronica, se han realizado
con el complejo RF-C/PCNA de organismos pertenecientes al dominio de arqueas (Miyata et

al., 2005).

De estos estudios podriamos concluir que la DNA polimerasa de ¢29 ha evolucionado
para resolver dos requerimientos cruciales en la replicacion del genoma, la procesividad y el
desplazamiento de banda, mediante la insercion de una region en su secuencia localizada entre
los subdominios fingers y palm. Esta insercién de secuencia estructurada como el subdominio
TPR2, comun al resto de DNA polimerasas que inician la replicaciéon con proteina terminal,
genera junto con los subdominios thumb y palm, una estructura toroidal a modo de clamp que,
lejos de ser una estructura rigida dentro de la enzima, presenta una dindmica de movimiento

durante la replicacion de $29 TP-DNA, una vez llevada a cabo la iniciacion.
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1.- Mediante mutagénesis dirigida en el gen de la DNA polimerasa del bacteriéfago $29
y el analisis bioquimico de los mutantes obtenidos, hemos demostrado el papel del residuo
Phe128, localizado en el motivo (S/T)Lx,h del dominio N-terminal de la DNA polimerasa, en
el establecimiento de interacciones tanto con la TP como con el DNA. Estos resultados, junto
con el alto grado de conservacion entre las DNA polimerasas que inician la replicacion con
proteina terminal, sugieren un papel funcional secuencial para este residuo en el establecimiento
de contactos con la TP durante los primeros pasos de la replicacion del genoma, y con el DNA

en los posteriores pasos de elongacion del producto de iniciacion.

2.- Mediante andlisis bioquimico de la DNA polimerasa mutante en el residuo Glul61,
localizado en el motivo Exo III del dominio N-terminal de la DNA polimerasa de ¢$29, asi como
por su localizacion en la estructura tridimensional de la enzima, se propone que el residuo

Glul61 juega un papel puramente estructural en la DNA polimerasa.

3.- Mediante alineamientos multiples de secuencias hemos identificado cinco residuos
aminoacidicos, cargados positivamente, especificamente conservados en el grupo de las DNA
polimerasas que inician la replicacion con TP, y localizados en posicion N-terminal respecto al
motivo (S/T)Lx,h. El andlisis mutacional de los correspondientes residuos de la DNA
polimerasa de $29, Arg96, Lys110, Lys112, Argl13 y Lys114, junto a su disposicion en la
estructura tridimensional de esta enzima, nos permite concluir que la Arg96 juega un papel
importante como ligando de DNA y TP, esencial para formar complejos estables DNA
polimerasa/DNA(TP) y, por lo tanto, en la unidon secuencial de ambos sustratos durante la
replicacion del TP-DNA. Por otra parte, los resultados bioquimicos obtenidos con los mutantes
en las posiciones Lys110, Lys112 y Argl13, junto con su disposicion espacial en la estructura
de la DNA polimerasa formando un /oop externo expuesto al solvente, permiten proponer un
papel para estos residuos en el establecimiento de contactos con la TP parental durante las

primeras etapas de la replicacion del genoma.

4.- Los residuos Lys305 y Tyr315, pertenecientes al subdominio TPR1, especifico de
las DNA polimerasas que emplean una proteina terminal como iniciador de la replicacion,
desempefan un papel en la estabilizacion del extremo 3'-OH del DNA en el centro activo de
polimerizacion. Segun la estructura tridimensional del heterodimero DNA polimerasa/TP, estos
residuos se localizan en el /oop del subdominio TPR1 que interacciona tanto con el DNA,
intercalandose en el surco mayor de la doble hélice, como con la base del subdominio de

iniciacion de la TP cuando éste sirve de cebador para la iniciacion de la replicacion.
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5.- El analisis bioquimico de un mutante de delecion de la DNA polimerasa de $29 que
carece de los residuos Asp398-Glu420 de la insercion TPR2 (ATPR2), indica que su capacidad
de unién al DNA esta afectada, disminuyendo drasticamente su procesividad. Este resultado
apoya la hipotesis de que la insercion TPR2 conforma un subdominio en la estructura de la
polimerasa que cumple un papel esencial en la procesividad intrinseca de la DNA polimerasa de
929, ya que estaria “abrazando” al DNA en el surco de union de DNA del dominio de

polimerizacion.

6.- Ademas, el estudio bioquimico del mutante de delecion ATPR2 ha indicado que el
subdominio TPR2 contribuye a la capacidad intrinseca de desplazar banda de la DNA
polimerasa de ¢29. En base al andlisis mutacional realizado en la region TPR2, no se han
encontrado residuos que de una forma activa estén implicados en dicha capacidad de
desplazamiento de banda de la polimerasa. Por su disposicion en la estructura de la polimerasa,
el subdominio TPR2 probablemente constituya una barrera estérica que fuerza la deshibridacion

de la doble hélice previa entrada de la cadena molde en el centro activo de polimerizacion.

7.- Tras la iniciacién de la replicacion de ¢29 TP-DNA, la DNA polimerasa de ¢29
precisa una dinamica de movimiento por parte de la estructura toroidal presente en la enzima.
De igual modo, la replicacion de genomas circulares por esta polimerasa requiere cierto grado
de flexibilidad que permita la apertura del anillo casi “cerrado” que conforman los subdominios

TPR2, thumb y palm de la DNA polimerasa de $29.
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