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Summary

DNA stores genetic information in all living organisms. It is also the basic material on
which evolutionary mechanisms operate to generate the enormous diversity of living
beings. DNA is exposed to several endogenous and exogenous agents that can damage
it and, according to the type of damage, several enzymatic routes of DNA repair have
evolved. These DNA repair routes often include a DNA polymerase. DNA polymerases
of the X family are involved in the synthesis of small fragments of DNA, being
specialized in functions such as DNA repair (Polu and Pol\) or the generation of
variability (TdT). The four human X family polymerases combine a broad range of
activities in order to cover some DNA repair functions of the cell.

This thesis is about the biochemical activities of Polp and their comparison with those
of TdT, which share a high sequence identity. A mutational analysis of the active center
of Polu and the effect of these mutations in the biochemical properties of this enzyme is
described. We have found a mutant which displays a large increase in terminal
transferase activity, but a weaker interaction with single stranded DNA. Based on 3D-
structural information of both Polp and TdT complexed with different DNA substrates,
we concluded that Polp residue Arg387, a DNA binding ligand likely involved in
primer translocation prior to catalysis, is critical to maintain template-independent
synthesis rate-limiting.

Furthermore, we performed a comparative analysis of the terminal transferase activity
present on TdT and Polu as a function of its ability to extend 3 -protuberances in DNA.
Terminal transferase activity of Polu, that could contribute to non homologous end
joining, is distinct of that present in TdT, which inserts a larger number of nucleotides
in order to generate variability during V(D)J recombination. Although terminal
transferase activity of Polu is less efficient than that of TdT, the studies described in this
thesis show how these polymerases could complement or even substitute each other.

Additionally, interaction studies between Polu and PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen) were made in order to understand previous studies that suggested that Polp is
involved in DNA translesion synthesis, a mechanism of DNA damage tolerance in the
cell. We found an interaction between Polu and PCNA, which could suggest that PCNA
drives Polu towards especific lesions or coordinates its activity with other enzymes.

Finally, we broadened the study of human NHEJ with the study of a polymerase
involved in this route in bacteria. The functional comparison between the polymerase
domain (PolDom) of LigD in Mycobacterium tuberculosis and M. smegmatis with the
human eukaryotic polymerases of the X family highlights the simplicity of lower
organisms, as PolDom includes the various activities present in several polymerases of
the X family (Polp, PolA y TdT).
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Antigeno nuclear de células en proliferacion (Proliferating Cell
Nuclear Antigen)

Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain
Reaction)

Proteinquinasa

Polimerasa

Acido Ribonucleico (Ribonucleic acid)

Ribonucledtido Trifosfato (Ribonucleotide Tri-Phosphate)
Sefial de reconocimiento de recombinacion

Dodecil sulfato sodico (Sodium Dodecyl Sulfate)
Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
Tris-acético-EDTA

Deoxinucleotidil transferasa terminal (Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase)
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~ Introduccion~

Introduccion

El DNA almacena la informacioén genética de todos los organismos. Es ademas el
material basico sobre el que actian los mecanismos evolutivos que han generado la
enorme diversidad de seres vivos. No obstante, la informacién codificada en el DNA
debe ser transmitida fielmente cada vez que una célula se divide (Baker y Kornberg,
1992). La maquinaria enzimatica necesaria para la replicacion del DNA esta también
implicada en los mecanismos de su reparacion y del mantenimiento de la integridad del
genoma (Friedberg ef al., 2006). E1 DNA est4 expuesto a multiples agentes enddgenos y
exogenos que lo pueden danar. Cuando el dafio en el DNA no es reparado
adecuadamente, las mutaciones pueden dar lugar a procesos de apoptosis o descontrol
del ciclo celular (cancer) (Hoeijmakers, 2001). En funcién del tipo de dafio en el DNA
se han descrito multiples rutas de reparacion especializadas en su procesamiento. Estas
rutas de reparacion incluyen a multitud de enzimas y entre ellas casi siempre esta
implicada al menos una DNA polimerasa. En las células humanas se han identificado
hasta 15 polimerasas, y de ellas al menos 10 estan especializadas en la reparacion del
DNA o en la capacidad de tolerar DNA dafiado durante la replicacion (Bebenek y
Kunkel, 2004).

I.1. Las DNA polimerasas

Estudios estructurales indican que las subunidades cataliticas de las polimerasas en
diferentes familias comparten tres subdominios comunes, llamados dedos, palma y
pulgar (Baker y Kornberg, 1992; Beard y Wilson, 2003). Estos subdominios forman una
cavidad cuya base es la palma, donde se alojan los tres residuos cataliticos coordinados
con dos atomos de un metal divalente. Todas las polimerasas tienen un mecanismo
comun para catalizar la ruptura del enlace fosfodiéster del nucledtido previa a su
incorporacion al DNA y la consiguiente liberacion de pirofosfato (Steitz et al., 1994).

Las polimerasas interaccionan con diferentes proteinas accesorias que son
necesarias para la replicacion o reparacion del DNA. Por ejemplo, las polimerasas que
replican el cromosoma se asocian a factores que le aportan procesividad como el
PCNA. Las interacciones entre polimerasas y proteinas accesorias ocurren mediante
motivos de varios aminoacidos presentes en la polimerasa, o a través de dominios mas
extensos como el BRCT en el caso de ciertas polimerasas de reparacion (Mahajan et al.,
2002).

La eficiencia de polimerizaciéon del nucleotido correcto puede ser
extraordinariamente diferente entre las DNA polimerasas (puede variar con un rango de
107): unas polimerasas priman la fidelidad en la sintesis, mientras que otras introducen
nucleotidos erréneos con facilidad (Beard y Wilson, 2003). Otro rasgo que las
diferencia es la especificidad por el sustrato de DNA, que varia desde la preferencia por
gaps pequefios hasta la capacidad para polimerizar un gran numero de bases durante la
replicacion del DNA cromosémico (McHenry, 2003). Algunas polimerasas también
tienen propiedades enzimaticas adicionales como son la actividad 3'- 5" exonucleasa,
5’- 3’exonucleasa, 5'dRP liasa, ATPasa o primasa. Estas actividades se pueden
encontrar en el mismo polipéptido que la actividad polimerasa, o separados en otras
subunidades asociadas.
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Basandose en diferencias en la estructura primaria de sus subunidades
cataliticas, las DNA polimerasas se clasifican en diferentes familias (Tabla 1.1)
(Bebenek y Kunkel, 2004).

Tabla I.1. Clasificacion en familias de las DNA polimerasas.

Gen Gen Gen en
Nombre Familia  bacteriano humano levadura Otras actividades
Pol | A PolA 57-3 " exonucleasa

3°-5" exonucleasa
Pol y POLG MIP1 dRPliasa
3°-5’exonucleasa

Pol 6 POLQ ATPasa, helicasa
Pol v POLN
Pol Il B PolB 3°-5’exonucleasa
Pol o POLA POL1 Primasa, 3 ‘exo
Pol § POLD1 POL3 3°-5'exonucleasa
Pol ¢ POLE POL2 3°-5’exonucleasa
Pol ¢ POLZ REV3
Pol g X POLB dRP liasa, AP liasa
Pol A POLL POL4 dRPliasa
Pol u POLM TdT
TdT TdT TRF4
Pol IV Y dinB
Pol V umuC
Pol POLH RAD30
Pol . POLI dRPliasa
Pol POLK
Rev1 REV1 REV1

I.2. Clasificacion en familias de las DNA polimerasas
I.2.1. Polimerasas de la familia B

La familia B de DNA polimerasas esta representada en humanos por las polimerasas o,
0, ¢ y CT. Las DNA polimerasas o, 0 y € estan implicadas en la sintesis de las cadenas
leading y lagging durante la replicacion del DNA. El complejo Pol a-DNA primasa esta
encargado de la sintesis de oligos cebadores durante la sintesis de fragmentos de
Okazaki, mientras que las DNA polimerasas d y € estan encargadas de la sintesis de la
cadena lagging y leading, respectivamente (Nick McElhinny et al., 2008). Al requerirse
para estos procesos un alto grado de procesividad, tanto las polimerasas 8 como la &
interaccionan con el factor PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen). PCNA ancla
las polimerasas al DNA para aumentar su tiempo de residencia sobre el mismo (Bruck y
O'Donnell, 2001). Pold y Pole son polimerasas con multiples subunidades y como
durante la replicacion cromosomica prima la fidelidad de sintesis, tienen asociadas una
actividad 3'- 5’exonucleasa correctora de errores (Kunkel y Bebenek, 2000). Las DNA
polimerasas PolC y Pola, por el contrario, no poseen actividad exonucleasa asociada.
La funcién de PolC esta todavia por elucidar con claridad, pero se sabe que tiene una
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alta capacidad para extender bases desapareadas (Abdulovic et al., 2008). Se cree por
tanto que PolC podria actuar en concierto con otras polimerasas para atravesar lesiones
en el genoma durante la replicacion del DNA. Por ejemplo, se ha observado que el
bypass de un sitio apurinico se puede realizar mediante la accion combinada de Pold y
PolC (Zhong et al., 2006). Por otro lado, PolC puede extender una base desapareada
introducida por Poln (ver mas abajo) para que luego Pold pueda continuar la sintesis
(Huang et al., 2002).

La familia B de DNA polimerasas tiene representantes en procariotas y
bacteriéfagos como Pol II de E. coli, T4 y RB69, o la polimerasa del fago phi29, de
gran importancia en biotecnologia.

1.2.2. Polimerasas de la familia A

En humanos, la familia A de DNA polimerasas estd representada por la DNA
polimerasa y, encargada de la replicacion del DNA mitocondrial (Kaguni, 2004). Poly es
una proteina heterodimérica compuesta de una subunidad grande responsable de su
actividad catalitica y de una subunidad pequefia accesoria. La subunidad grande
contiene ademas actividades exonucleasa 5°-3° y 3’-5°, asi como actividad dRP liasa.
Por tanto se cree que Poly, ademas de una funcion replicativa del pequefio genoma
mitocondrial, también cumple funciones de reparacion (Kang y Hamasaki, 2002). Las
rutas de reparacion mitocondriales son de especial relevancia, y especialmente la ruta de
reparacion por escision de bases, dado el ambiente oxidativo imperante en la
mitocondria (Friedberg et al., 2006). Recientemente se han identificado otros miembros
de la familia A en eucariotas que parecen estar implicados en reparacion, PolO y Polv.

La familia A de polimerasas incluye otras muchas polimerasas replicativas y de
reparacion en procariotas (Baker y Kornberg, 1992). Las replicativas son, por ejemplo,
la del fago T7. En E. coli esta representada por DNA polimerasa I, cuyo gen (pol A) da
nombre a la familia. Pol I estd implicada directamente en reparacion por escision de
nucleodtido y en el procesamiento de los fragmentos de Okazaki durante la sintesis de la
cadena lagging.

1.2.3. Polimerasas de la familia Y

Las polimerasas de la familia Y estan representadas en humanos por la polimerasas n, t,
K y Revl (Bebenek y Kunkel, 2004). Las polimerasas de esta familia tiene baja
fidelidad de polimerizacion en sustratos sin dafio y ademas pueden polimerizar a través
de DNA danado (Lehmann, 2006). Debido a esta ultima caracteristica, estas enzimas se
denominan polimerasas de sintesis translesiva (translesion synthesis polymerases).
Dependiendo del tipo de lesion, las polimerasas de la familia Y pueden sintetizar DNA
de manera que incorpore errores con alta probabilidad, o lo pueden hacer con un cierto
grado de fidelidad (Maga et al., 2007). En el primer caso, la accion de estas polimerasas
resulta en una elevada mutagénesis. Por ejemplo, los pacientes con cierta variante de
Xeroderma pigmentosum (XPV) tienen mutaciones en el gen que codifica para Poln,
que mantiene una cierta fidelidad en lesiones causadas por la luz ultravioleta. En estos
pacientes XPV la polimerasa C (de la familia B), con muy baja fidelidad de
polimerizacion, estd implicada en la mutagénesis causada por la infructuosa reparacion
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de las lesiones causadas por la luz UV, y por ello estos pacientes tienen una alta
predisposicion de sufrir cancer (Friedberg et al., 2006).

1.2.4. Polimerasas de la familia X

A esta familia pertenecen polimerasas implicadas tanto en la reparacion del DNA como
en la generacion de variabilidad. Los cuatro miembros que forman esta familia en
eucariotas superiores son Polf, PolA, Polp y TdT. Las polimerasas de la familia X son
de pequetio tamafio (entre 39 y 66 KDa) siendo en general bastante imprecisas durante
la sintesis del DNA. Son enzimas distributivas, no pudiendo sintetizar mas que unas
pocas bases antes de disociarse del DNA. Todas las polimerasas de esta familia
comparten una estructura basica organizada en torno a un dominio catalitico altamente
conservado (Fig. I1.1) (Bebenek y Kunkel, 2004; Ramadan et al., 2004; Ruiz et al.,
2001). Estan involucradas en varias funciones como la reparacion por escision de bases
(BER), la reparacion de las roturas de doble cadena en el DNA (NHEJ) y la
recombinacion V(D)J. En la actualidad se dispone de gran cantidad de informacion
estructural de alta resolucidon de estas polimerasas, obtenida por resonancia magnética
nuclear y cristalografia. Estas estructuras han sido resueltas con sustratos de DNA,
nucledtido o con ambos. Estos estudios estructurales nos han permitido una mayor
comprension de las distintas conformaciones que adopta la proteina durante su ciclo
catalitico. Asimismo, el andlisis de estas estructuras ha permitido una mejor
comprension de las similitudes y diferencias entre los miembros de la familia.

Estructura basica tipo Polg

8KDa Dedos Palma Pulgar
PolP [ [
Zonarica| 1 335
NLS Ser/Pro
SN ] st [ T
1 575
NLS
N ] s~cr NN
NLS
ol lil ercr NINNNNESS

Figura I.1. Representacion esquematica de los dominios estructurales de las cuatro DNA polimerasas de la familia
X en humanos. La estructura basica de las cuatro polimerasas es similar a Polf. El dominio adicional de BRCT esta
presente en PolA, Polp y TdT.

1.2.4.1. Polp

Caracteristicas estructurales de Polpf. Polf es la polimerasa mas pequefia de
eucariotas superiores conocida hasta la fecha (39 KDa). Su pequefio tamafio y el hecho
de que no necesite proteinas accesorias para desarrollar su actividad in vitro ha
facilitado su caracterizacion bioquimica y cinética. Polf fue la primera polimerasa de la
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familia X de la que se obtuvo su estructura cristalizada de alta resoluciéon (Davies et al.,
1994; Sawaya et al., 1994). En la actualidad se dispone de un gran numero de cristales
de Polp formando complejos con distintos sustratos. La estructura de Polf es el
paradigma para el resto de las polimerasas de la familia, ya que todas comparten una
organizacion modular comun (Fig. 1.1). La estructura modular bésica de Polf consiste
en un dominio aminoterminal de 8 KDa y un dominio carboxiterminal de 31 KDa, que
estd dividido a su vez en tres subdominios: dedos, palma y pulgar. El dominio
aminoterminal (8 KDa) estd conectado al carboxiterminal a través de una region
altamente sensible a proteasas (Prasad et al., 2001). El dominio de 8 KDa se une
fuertemente a DNA de cadena simple con grupos fosfato en 5°. Este dominio también
posee una actividad dRP liasa. Las estructuras cristalograficas ternarias en un DNA con
un gap demuestran como el dominio de 8§ KDa puede unirse facilmente al DNA cuando
hay un grupo fosfato en el extremo 5" (Ahn et al., 1998; Prasad et al., 1996). La
estructura resultante tiene una forma de anillo en donde queda libre un canal por el que
puede difundir facilmente el nucledtido que deba ser incorporado al DNA. La
conformacioén que adopta en estas situaciones es cerrada en comparacion con la que
adopta en ausencia de DNA (Fig. 1.2). En presencia de un grupo fosfato en el extremo
5" del gap, PolP rellena estos gaps de manera mas eficiente y procesiva (Chagovetz et
al., 1997; Singhal y Wilson, 1993).

El centro activo de la polimerasa se encuentra en el dominio de 31 KDa. El
mecanismo cinético que sigue la enzima para la catélisis es similar al de muchas DNA
polimerasas. En un primer paso, se produce la unién de la polimerasa al DNA, a
continuacion se produce la union del nucledtido al sitio activo de la polimerasa con la
consiguiente y rapida reaccion de catdlisis en la que tres asparticos cataliticos coordinan
dos atomos de metal activador (magnesio o manganeso) (Steitz et al., 1994; Tanabe et
al., 1979). En este ultimo paso es cuando se producen cambios conformacionales en la
proteina. La union del nucledtido correcto facilita este cambio conformacional y lleva a
una interaccion mas fuerte con el mismo. Por el contrario, la unién de un nucleoétido

-

8 KDa
J <
&._, .
@ {. "
‘ -
L Nl
dedos

Figura 1.2. Modelos estructurales de Polf. Los diferentes dominios estan sefialados con colores que siguen el patron
de la Figura I.1. Polf en ausencia de DNA muestra una conformacion abierta (izquierda). En contraste, el cristal de la
derecha muestra la conformacion cerrada de Polp cuando esta interaccionando con DNA. La referencia PDB de los
cristales son 1BPD para la conformaciéon abierta y 1BPY para la conformacion cerrada, interaccionando con
nucleodtido y DNA.
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incorrecto provoca un entorpecimiento en este cambio conformacional que resulta en
una peor union.

Funcion de Polf en la célula. El dominio de 8 KDa de Polf, ademas de definir su
especificidad por sustratos, determina parte de la funcidon de la enzima, ya que en este
dominio reside la actividad dRP liasa de Polf (Prasad et al., 1998). Esta propiedad
resulta clave para la eliminacion de nucledtidos abasicos en un extremo 5° del DNA,
que es determinante en la ruta de reparacion del DNA por escision de base. El
mecanismo de reparacion por escision de base (BER) es el principal mecanismo que
poseen las células para reparar las lesiones producidas en el DNA por radicales
hidroxilo generados en el metabolismo celular o por agentes alquilantes como el MMS
(metil-metano-sulfonato). Este mecanismo (Figura 1.3; Hoeijmakers, 2001) se inicia por
una DNA glicosilasa que reconoce la base dafiada en el DNA y la elimina mediante la
rotura del enlace N-glicosilico, dejando un sitio abdsico apurinico o apirimidinico
(Lindahl, 1982). El sitio abasico generado por la glicosilasa es reconocido por una AP
endonucleasa que rompe el enlace fosfodiéster en la posicion 5° con respecto al sitio
abasico. Esta AP endonucleasa crea un nick con un extremo 3'-OH y otro extremo 5’
con el residuo 5’-desoxirribosa fosfato (5'-dRP) en el que ha quedado convertido el
nucledtido dafiado que activo el proceso. Alternativamente, el mecanismo de reparacion
por BER puede ser iniciado por una DNA glicosilasa multifuncional que posea
actividad AP liasa. Una vez se ha producido la rotura del enlace fosfodiéster en el sitio
abdésico se genera un gap de un unico nucledtido con un extremo 3’-OH y otro extremo
5’-P (Beard y Wilson, 2000; Hoeijmakers, 2001; Lindahl y Wood, 1999). Los agentes
quimicos pueden causar roturas de cadena simple en el DNA que posean extremos
modificados que deben ser procesados antes de proceder a su reparacion por BER.

PR X Rayos X . .
Metilacién, desaminacién (roturas de cadena simple) Figura 1.3. Mecanismo de
B reparacion por escision de base

o SPREEEE (Hoeijmakers, 2001). En la figura

Hidrdlisis espontinea estan rf{}?resentadas lgs dos rutas de
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En mamiferos, el mecanismo de reparacion por BER implica a diferentes
proteinas, siendo Polf} la polimerasa que actiia mayoritariamente. Cuando interviene
Polp, la ruta de reparacion se conoce como de “trecho corto” (Fortini et al., 1998) ya
que Polp inserta un unico nucledtido en el extremo 3°-OH y a continuacion elimina el
grupo 5°-dRP mediante su actividad dRP liasa. Finalmente Polf} es reemplazada por la
Ligasa I, que se encarga de sellar la rotura. Se ha descrito la existencia de otra via
alternativa de BER en la que se eliminan de 2 a 6 nucledtidos en una reaccion
dependiente de PCNA y de la endonucleasa Fen-1. Esta via, conocida como de “trecho
largo”, implica a las polimerasas replicativas Pold y Pole (Stucki et al., 1998) y se
utiliza como respuesta a algunos agentes quimicos que pueden causar roturas de cadena
simple en el DNA, con extremos fuertemente modificados. Estos extremos 5 no pueden
ser degradados por la actividad dRP liasa, por lo que deben ser procesados con
anterioridad, o eliminados por la actividad Fen-1 como parte del proceso de “trecho
largo”.

Otras polimerasas que también poseen esta actividad dRP liasa son Pol\ (Garcia-
Diaz et al., 2001), Polv (Bebenek et al., 2001) y Poly (Longley et al., 1998). Esto
implica que todas estas polimerasas son potencialmente capaces de participar en
procesos de reparacion que requieran la eliminacion de un residuo dRP. La implicacion
de Pol en BER también estd apoyada por la interaccion de esta enzima con varios
componentes de la via de reparacion como es el caso de la endonucleasa AP (Bennett et
al., 1997), la DNA ligasa I (Dimitriadis et al., 1998; Prasad et al., 1996) y XRCC1
(Caldecott et al., 1996; Kunkel y Bebenek, 2000).

1.2.4.2. PolA

Caracteristicas estructurales de Pol) y su funcién en la célula. PolA y Polp son
polimerasas similares (32% de identidad de secuencia) (Aoufouchi et al., 2000; Garcia-
Diaz et al., 2000; Nagasawa et al., 2000) pero, a diferencia de Polf, PolA contiene un
dominio BRCT que le sirve para interaccionar con otras proteinas (revisado en Mueller
et al., 2008). Se ha demostrado que este dominio BRCT interacciona con XRCC4-
LigIV, dos de los factores claves de la ruta de reparacion de dobles roturas en la cadena
de DNA a través del mecanismo de “reunion de extremos no complementarios”
(NHEJ), implicando su actividad en esta ruta de reparacion (Fan and Wu, 2004). Esta
posibilidad se ve reforzada por el hecho de que PolA, al igual que Polf, Polp y TdT,
tiene un dominio de 8 kDa que es un punto de anclaje al fosfato en 5" durante la union
de extremos no homologos. PolA requiere al menos una base apareada para que se
produzca la recombinacion de extremos no homologos mediante NHEJ (Nick
McElhinny et al., 2005).

PolA presenta ademas actividad dRP liasa intrinseca en el dominio de 8KDa, y
por ello se ha sugerido que esta enzima puede estar implicada en la reparacion de
roturas que llevan asociado dafio oxidativo (Garcia-Diaz et al., 2001). Al igual que en
Polf, la procesividad de PolA aumenta al rellenar pequefios gaps con un grupo fosfato
en el extremo 5  (Picher et al., 2006). In vitro, PolA puede sustituir a Polf en el
reconocimiento y eliminacion de una base dafiada. Puede por tanto concluirse de estos
experimentos que PolA es una candidata idonea para la ruta de reparacion por escision
de base, tal vez en un papel redundante con Polf o tal vez participando en reacciones
mas especializadas de BER (Garcia-Diaz et al., 2005). Por ejemplo, el hecho de que
PolA tenga una alta afinidad por nucledtidos es consistente con la idea de que tenga que
ver con la reparacion por BER en situaciones en donde la concentracion de nucleotidos
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sea baja, como por ejempo ocurre en las células quiescentes. Aunque la funcion de PolA
estd atn por elucidar, su alta expresion en testiculos durante la espermatogénesis sugiere
una posible actuacion en BER durante la meiosis (Garcia-Diaz et al., 2000).

Adicionalmente, se ha demostrado que Pol\ puede tener un posible papel en la
sintesis translesiva durante la replicacion cromosoémica, ya que Pol) interacciona con el
factor de procesividad PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), y es capaz de
extender pares de bases que contienen bases dafiadas, como la 8-oxo-Guanina (Picher
and Blanco, 2007; Zhou et al., 2008). La procesividad de PolA se ve fuertemente
estimulada por la acciéon combinada de PCNA y RPA lo que redunda ademas en una
mejor fidelidad de la reaccion de sintesis frente a 8-oxo-G (Maga et al., 2007).

Se ha demostrado que PolA juega un cierto papel durante la recombinacion
V(D)J de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (Bertocci et al., 2002; Bertocci et
al., 2006), aunque su papel durante el desarrollo de los linfocitos es todavia incierto.

1.2.4.3. TdT

Caracteristicas estructurales de TdT. TdT es la Unica polimerasa conocida con
capacidad de adicion de nucleotidos a un extremo 3°-OH sin requerir la cadena template
(actividad transferasa terminal) (Bollum, 1960; Kato et al., 1967). TdT ha sido
encontrada exclusivamente en vertebrados, en donde esta altamente conservada. Su
apariciéon parece coincidir con el desarrollo de un sistema inmune adaptativo que
depende en parte de la diversidad generada en los segmentos génicos de los linfocitos.
TdT aporta diversidad adicional en el sistema inmune mediante la adiciéon de
nucleodtidos (adiciones N) a los sitios de unidén de los genes V(D)J que codifican las
inmunoglobulinas durante la recombinacion V(D)J y los receptores antigénicos de las
células T (Komori et al., 1993).

En un andlisis comparativo de los dominios estructurales de TdT y Polf se
puede observar como comparten un dominio catalitico comuin pero que ademas, TdT

Figura 1.4. Modelos estructurales de TdT. Los diferentes dominios estan sefialados con colores que siguen el
patrén de la figura I.1. TdT en ausencia de DNA y nucledtido muestra una conformacion cerrada (izquierda),
practicamente idéntica a la que presenta en complejo binario con DNA de cadena simple (derecha, DNA sefialado
en verde). La referencia PDB para la proteina libre es 1JMS y para el complejo binario es IKDH. En ambos casos
se muestra el dominio polimerasa en ausencia del dominio BRCT.
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consta de una region adicional en la zona aminoterminal de 13 KDa que contiene una
secuencia de localizaciéon nuclear (NLS en Fig.l.1). En esta regiéon aminoterminal
también hay un dominio BRCT, que es una region de interaccion proteina-proteina
(Bork et al., 1997; Callebaut y Mornon, 1997). Otra caracteristica en comun entre TdT y
Polp es que ambas tienen un dominio de 8 KDa en su estructura que les permite
posicionarse en un gap o en un nick en el DNA. En el caso de TdT no est4 clara la
funcion que puede desempenar este dominio (Moon et al., 2007a). TdT, a diferencia de
Polp, no adopta una conformacion abierta en ausencia de DNA. Los cuatro subdominios
(8 KDa, dedos, palma y pulgar) estdn agrupados en una estructura similar a la que
adopta cuando esta presente DNA de cadena sencilla (Fig. 1.4).

Un requerimiento esencial para la extension de extremos 3’ por transferasa
terminal es un extremo 3" OH con al menos tres nucleotidos (Kato et al., 1967). Una
caracteristica estructural especial de TdT es la presencia de un loop, el Loop 1, que le
permite compensar la falta de una cadena template durante la polimerizacion en
extremos 3°. Este loop también esta presente en Poly, que consecuentemente también
posee actividad independiente de molde (Dominguez et al., 2000). La obtencion de las
estructuras cristalograficas de TdT unida a DNA de cadena simple o a nucleotido han
permitido analizar mas en profundidad el mecanismo de accion de esta polimerasa y sus
preferencias por sustratos sin molde (Delarue et al., 2002).

La funcion de TdT es fundamental durante la recombinacion V(D)J en la que la
creacion de diversidad por adicion de secuencias aleatorias de DNA es prioritaria sobre
la precision de la reparacion de las roturas de doble cadena. Por ello, la expresion de
TdT esta restringida a los 6rganos linfoides primarios, el timo y a la médula osea, y su
ausencia tiene como consecuencia un sindrome de inmunodeficiencia. TdT no muestra
una gran discriminacion durante la incorporacion de ribonucledtidos o
desoxrribonucledtidos (Boule et al., 2001; Roychoudhury, 1972), sugiriendo que los
NTPs podrian ser utilizados como sustratos durante la creacién de variabilidad en los
intermedios V(D)J. Esto, junto a la capacidad de polimerizacion independiente de
molde y la interaccion con las proteinas Ku, XRCC4-Lig4, han permitido implicar a
esta proteina en la generacion de variabilidad en las regiones codificantes de receptores
antigénicos de las inmunoglobulinas (Mahajan ef al., 1999; Mahajan et al., 2002).

Funcion de TdT en la célula: Recombinacion V(D)J. La enorme diversidad de los
receptores antigénicos es generada mediante la recombinacion V(D)J en el desarrollo de
las células B y T (Tonegawa, 1983). Esto tiene lugar en el timo y en la médula 6sea
respectivamente. Los exones que codifican las regiones variables de los receptores
antigénicos de las inmunoglobulinas se ensamblan mediante la recombinacion de
subexones V (variability), D (diversity) y J (joining). La diversidad de las posibles
combinaciones de estos elementos, asi como la pérdida de nucledtidos y la
incorporaciéon de otros nuevos en las uniones, provoca que se produzca un repertorio de
hasta 10 receptores antigénicos diferentes (Bassing et al., 2002; Fugmann et al.,
2000).

La recombinacion V(D)J se inicia cuando son reconocidas determinadas
secuencias que estan flanqueando cada segmento codificante (Lieber ef al., 2003). Estas
secuencias especificas de recombinacion (RSS) forman heptameros y nonameros de
motivos conservados que estan separados por 12 6 23 pares de bases. El proceso de
recombinacion ocurre entre el extremo de la sefial heptamérica y la secuencia
codificante. El proceso de recombinacion comienza cuando dos secuencias especificas
de recombinacion son aproximadas por las proteinas RAG1 y RAG2 (Mombaerts et al.,
1992; Oettinger et al., 1990). Estas endonucleasas, que forman un complejo con otras
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proteinas de alta movilidad (HMG1) (Sawchuk et al., 1997), producen un nick entre el
extremo 3" codificante y el extremo 5" del heptamero. Estos extremos 3'-OH generados
atacan mediante una reaccion quimica a la cadena complementaria y crean una rotura de
doble cadena entre los extremos codificantes y las secuencias especificas de
recombinacion. El paso siguiente es la formacion de un hairpin en estas roturas de doble
cadena que ocurre mediante una transesterificacion en estos extremos del DNA (Lieber
et al., 2004; Ma et al., 2002). Posteriormente, estos Aairpins son abiertos de una forma
imprecisa por una endonucleasa especifica, Artemis. Debido a su actividad
endonucleasa, algunos nucledtidos se eliminan mientras que otros son adicionados al
azar por polimerasas con actividad transferasa terminal, como TdT o Polu. A su vez,
dependiendo de la rotura generada, también pueden insertarse nucledtidos en estos
puntos de rotura mediante polimerasas de direccion de molde, como PolA . Al final de
todo este proceso, estas regiones codificantes tienen hasta 15 pares de bases extra. Las
adiciones extra incluyen nucleétidos P (palindromicos), formados por una apertura
asimétrica del hairpin por Artemis, y adiciones N, generados mediante actividad
tranferasa terminal. Las secuencias comprendidas entre las regiones V, D y J codifican
las regiones mas variables de los receptores antigénicos (Friedberg et al., 2006).

Una vez Artemis procede a la apertura del hairpin se pone en marcha toda la
maquinaria de reparacion de roturas de doble cadena por “reunion de extremos no
homologos” (NHEJ), que se detallara en la seccion siguiente (Lieber et al., 2003). El
mecanismo de recombinacion V(D)J no es mas que una rotura programada en el DNA y
por tanto una especializacion de NHEJ (Figura 1.5).
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Figura L.5. Recombinacion V(D)J. A) Representacion esquematica del proceso de recombinacion de los segmentos
génicos codificantes en las inmunoglobulinas H (IgH). B) La reaccion de recombinacion V(D)J puede dividirse en
tres pasos. El complejo RAGI/RAG?2 introduce una rotura de doble cadena entre los segmentos VH y DH y sus
secuencias de sefializacion (RSS). En las secuencias codificantes se forma un hairpin para evitar la degradacion
nucleolitica de los extremos. Artemis, que es reclutada y fosforilada por el complejo Ku/DNA-PK, abre los hairpins.
Finalmente, los intermedios de recombinacién son procesados como si fuesen roturas de doble cadena en el DNA,
mediante la “reunion de extremos no homoélogos” (NHEJ).
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1.2.4.4. Polp

Caracteristicas estructurales de Polp. Polp fue identificada y caracterizada por
primera vez en el laboratorio del Dr Luis Blanco en el afio 2000 (Dominguez et al.,
2000). Polp y TdT comparten una identidad de secuencia del 42% y la organizacion
estructural de los dominios es también muy similar en ambas enzimas. Constan de un
core catalitico similar a Polf organizado en varios subdominios, y una regiéon amino
terminal en donde se localiza una serie de aminoacidos que sirven como sefial para la
localizacion nuclear, seguido de un dominio BRCT, implicado en la interaccion
proteina-proteina. Recientemente ha sido resuelta la estructura del BRCT de Polu
mediante la técnica de resonancia magnética nuclear (MNR) (DeRose et al., 2007). La
comparacion de esta estructura con el BRCT de TdT sera clave en un futuro para
aportar nuevas evidencias acerca del papel que desempefia Polp in vivo.

Una caracteristica estructural comun con TdT es la presencia de un loop, el Loop
1, que al igual que en el caso de TdT, es imprescindible para su actividad transferasa
terminal pero no para su actividad dependiente de molde, que incluso estd incrementada
en ausencia del Loop (Juarez et al., 2006; Nick McElhinny et al., 2005) En cuanto a sus
propiedades bioquimicas, Polp es una DNA polimerasa DNA-dependiente pero con
actividad transferasa terminal (Dominguez et al., 2000). Polu es capaz de extender in
vitro desapareamientos en la cadena primer y de llevar a cabo una sintesis translesiva.
Polu presenta una fidelidad de insercion muy baja, especialmente en presencia de iones
Mn"? como metal activador. La capacidad mutadora de Polu se ve potenciada por la
indiscriminada preferencia de insercion de deoxirribonucle6tidos o de ribonucleotidos
(Ruiz et al., 2003). Esta capacidad también es compartida por TdT, como ya ha sido
comentado en la seccion anterior. Asimismo, Polu es capaz de recolocar una cadena
molde de modo que la entrada del nucle6tido venga dirigida por otras posiciones que se
encuentran alejadas del extremo del primer (Ruiz et al., 2004; Zhang et al., 2001). Esta
capacidad de dislocacion se ve favorecida por la presencia de un grupo fosfato en
posicion 5 del gap, donde el dominio de 8 KDa encuentra el anclaje perfecto.

Recientemente ha sido resuelta la estructura cristalografica de alta resolucion del
complejo ternario de Polpu. La proteina fue cristalizada interaccionando con DNA de
doble cadena con un gap de un nucledtido, y el nucledtido entrante correspondiente
(Moon et al., 2007b). Esta estructura ha permitido comprobar especulaciones que
previamente se habian hecho basadas en extrapolaciones al cristal de TdT. Asi se ha
podido ratificar que el Loop I de Poly, a diferencia del de TdT, es un loop mévil que
puede y debe de ser apartado cuando hay una cadena template, y que probablemente
cumple la misma funcién que en TdT sobre una cadena sencilla de DNA que actia de
primer.

Funcion de Polp en la célula. Polu se expresa en todas las células del organismo pero
su expresion es mayoritaria en los 6rganos linfoides secundarios (nddulos linfaticos y
bazo), a diferencia de TdT, que se expresa mayoritariamente en oOrganos linfoides
primarios (Aoufouchi et al., 2000; Dominguez et al., 2000). No obstante, los ratones
knock out Polu son viables y no presentan inmunodeficiencias aparentes. No se ha
determinado la funcion exacta de Polu in vivo, pero parece clara su actuacion en los
mecanismos de recombinacion V(D)J y en el mecanismo de reparacion por NHEJ (Nick
McElhinny y Ramsden, 2004; Bertocci et al., 2006; Capp et al., 2007).

La ruta de reparacion por NHEJ es la via principal de reparacion de las roturas
del doble cadena en el DNA en eucariotas. Las roturas de doble cadena en el DNA son
especialmente problematicas ya que al romperse las dos hebras hay peligro de que se
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pierda parte de la informacién genética, o que se produzca una translocacion. Las
células han desarrollado dos mecanismos de reparacion para evitar este problema:
recombinacion homologa y la ruta de NHEJ (Jeggo et al., 1995; Krejci et al., 2003;
Roth et al., 1995; Weaver, 1995). La reparacion de roturas de doble cadena mediante el
mecanismo de reunion de extremos no homologos (NHEJ) es un tipo de reparacion que
ha sido conservado a lo largo de la evolucidn, y estd presente desde bacterias hasta
mamiferos. Conceptualmente este es un mecanismo simple: las roturas de doble cadena
generadas en el DNA son juntadas de nuevo para ser ligadas y reparar asi el dafo. El
problema se agrava si en la célula se produce mas de una rotura, por lo que pueden ser
unidos trozos del DNA que no deberian ser reunidos y dar lugar a reordenaciones
cromosomicas (Hefferin y Tomkinson, 2005). La union de factores proteicos
especificos a los extremos dafados es el primer paso en NHEJ y sirve para evitar la
degracion de nucledtidos en los extremos que resultaria en la pérdida de material
genético. El paso clave en NHEJ es la yuxtaposicion de los dos extremos del DNA. En
el caso de existir complementariedad en las secuencias, la reparacion es facil, pero en el
caso contrario, las proteinas que intervienen en el proceso han de actuar como puente de
union entre ambos extremos del DNA (Ma et al., 2002; Wilson y Lieber, 1999).

Las proteinas conocidas implicadas en reparacion por NHEJ en vertebrados son:
Ku, DNA-PKcs, XRCC4 y Ligasa IV. Estudios genéticos y bioquimicos han
determinado que el complejo Ku, un heterodimero formado por dos subunidades de 69
KDa y 83 KDa, es un factor de reparacion esencial y muy abundante en la célula. La
resolucion de la estructura cristalografica de Ku en complejo con DNA, reveld que el
heterodimero tiene una forma toroidal con un agujero central donde se acomoda el
duplex de DNA. El interior de este anillo esta cargado positivamente, permitiendo asi
una interaccion con los grupos fosfato del DNA independiente de la secuencia. Este
heterodimero es el primero en acudir a la zona de rotura de doble cadena del DNA. La
forma de anillo le permite acomodar los dos extremos del DNA evitando la degradacion
nucleolitica y permitiéndole translocar en el DNA hacia posiciones mas internas. Esta
habilidad para translocar a lo largo del DNA ha demostrado ser ATP-independiente in
vitro (Hefferin y Tomkinson, 2005). A continuacion, una serie de serinas de Ku son
fosforiladas por la quinasa DNA-PKcs y el complejo de ambas proteinas se le denomina
DNA-PK (Gottlieb y Jackson, 1993). Ku es desplazado hacia el interior del DNA y las
proteinas DNA-PKcs interaccionan entre si para mantener unidas las dos secciones del
DNA (Chen et al., 2000; DeFazio ef al., 2002; Dynan y Yoo, 1998). A este complejo
son reclutadas endonucleasas, como Artemis, para eliminar nucledtidos protuberantes
en los extremos 5’, dejando extremos romos o 3 -protuberantes (Moshous et al., 2000).
En un siguiente paso, el complejo Artemis-ADN PKcs se disocia del sistema vy, si las
protuberancias 3" encuentran microhomologia, el complejo Ku recluta a polimerasas y
al complejo XRCC4-LiglV para sellar esos extremos. En caso de no haber
complementariedad una polimerasa mas especifica como Polu es reclutada, que es
capaz de generar adiciones independientes de molde que podrian crear cierta
microhomologia en los extremos protuberantes. En caso de existir unas cuantas bases
apareadas las polimerasas proceden al relleno de los gaps. Una vez completadas las
bases que faltan del DNA se procede a la ligacion de los extremos mediante XRCC4-
LiglV (Fig. 1.6).

Ha sido publicado que Polp forma un complejo estable con los factores de end
joining Ku y XRCC4-LiglV de una forma similar a como lo hace TdT. Este complejo
facilita la habilidad de XRCC4-LiglV y Ku para unir extremos parcialmente
complementarios in vitro. La union a estas proteinas se hace mediante el dominio
BRCT (DeRose et al., 2007; Mueller et al., 2008). Estos experimentos han permitido
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implicar a Polp en procesos de reparacion por NHEJ. Mientras que TdT parece
implicada exclusivamente con el mecanismo de V(D)J, Polu tiene un papel tanto en
V(D)J como en NHEJ. Ambos sistemas comparten una serie de proteinas, con las que se
ha visto que Polp interacciona. El papel de Polp en V(D)J se restringe al proceso de
recombinacion VJ de las cadenas ligeras (kappa) de las inmunoglobulinas. La
deficiencia de Polp provoca deleciones a nivel de secuencias de estos segmentos
génicos.

Otro papel propuesto para Polp la implica en el mecanismo de hipermutacion
somatica. Este proceso consiste en una acumulacion de mutaciones en la region variable
de las cadenas ligeras y pesadas de las inmunoglobulinas. Este proceso sirve para
generar mayor variabilidad a nivel de los receptores de las inmunoglobulinas. La
hipermutacion somatica no es observada en células que se encuentran en un estadio G1,
donde se producen la mayoria de las roturas de doble cadena y donde ocurren por tanto
mayor nimero reacciones de end joining en donde Polu se ve involucrada. Ademas, ha
podido observarse como en ratones knock out Polp, la hipermutacion somadtica sigue
produciéndose y que por tanto la polimerasa es prescindible en este proceso. Son
necesarias mas investigaciones para descartar o confirmar la implicacion de Polp en
este proceso y, en el caso de verse implicada, si tiene que ver su actuacion con la
maquinaria de reparacion por NHEJ o si, por el contrario, utiliza otra ruta de reparacion.

Figura 1.6. Mecanismo de
reparacion por NHEJ. Este
mecanismo repara las roturas de
l Rotura del DNA; doble cadena que se producen en
“Sinapsis” el DNA. El heterodimero Ku es
> — el primer factor proteico que
= reconoce los extremos del DNA
l Ku se une a los y se une a ellos. A continuacién
extremos del DNA se recluta la DNA-PKcs, que
ﬂ ) produce un acercamiento fisico
OW entre los extremos del DNA.
Finalmente son reclutadas toda
l Ku recluta a DNA-PKes una  serie de  proteinas:
% e 0 polimerasas, nucleasas, ligasas...
S = que procesan y sellan la rotura en
l el DNA.
Yuxtaposicion de los
A extremos
U% -
Unidn de polimerasas,
l nucleasas, polinucleotidil
% Kinasa, ligasa IV
J
l Ligacién por Ligasa IV y
XRCC4
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1.2.5. NHEJ en organismos procarioticos

Hasta hace pocos afos estaba ampliamente aceptado que el sistema de
reparacion por NHEJ estaba ausente en procariotas y en arqueas. Sin embargo, hoy en
dia existen evidencias de que esta afirmacion no es correcta y que la reparacion de
roturas de doble cadena en el DNA de procariotas puede ser llevada a cabo mediante el
mecanismo de NHEJ (Pitcher ef al., 2007a). Genes ortologos al que codifica la proteina
Ku humana, importante para la reparacion de roturas de DNA de doble cadena, han sido
identificados en muchas especies bacterianas. Andlisis filogenéticos han revelado
ademas familias distintas de DNA ligasas bacterianas ATP-dependientes (Aravind y
Koonin, 2001; Doherty et al., 2001; Weller y Doherty, 2001; Wilkinson et al., 2001).
Una de estas familias es muy cercana a la de las ligasas de las arqueas y esta
genéticamente asociada en el mismo operoén que codifica la proteina Ku (Aravind y
Koonin, 2001; Doherty ef al., 2001; Weller y Doherty, 2001). Estas ligasas bacterianas
han sido identificadas en organismos como Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium
tuberculosis y Pseudomonas aeruginosa. Las ligasas bacterianas estdn formadas por
varios dominios asociados al dominio ligasa: un dominio polimerasa/primasa y un
dominio nucleasa. El dominio polimerasa de LigD, Pol Dom, pertenece a la familia de
primasas arqueo-cucariotas (AEPs) (Della et al., 2004; Iyer et al., 2005; Lao-Sirieix et
al., 2005). Este dominio tiene propiedades similares a otras nucleotidiltransferasas, pero
muestra una gran flexibilidad de sustratos, capacidad de generar distorsiones del
template y capacidad de producir realineamientos del primer (Pitcher et al., 2007b). Las
propiedades bioquimicas reunidas en LigD son fundamentales para la actuacion de esta
proteina en el mecanismo de reparacion de roturas de doble cadena en el DNA por
reunion de extremos no homoélogos.

El sistema de reparacion de roturas de doble cadena en organismos procarioticos
requiere unicamente la presencia de dos componentes (Ku y LigD) que, a pesar de su
relativa simplicidad, poseen las propiedades necesarias para proceder al reconocimiento,
procesamiento y ligacion de la lesion. Mt-Ku y Mt-LigD expresados en
Saccharomyces cerevisae son capaces de reconstruir un sistema de reparacion in vivo,
sugiriendo que el sistema de reparacion en bacterias es mucho mas simple que en el
mecanismo equivalente en humanos (Della et al., 2004).

Recientemente se ha obtenido la estructura cristalografica del dominio
polimerasa de LigD (PolDom) en un complejo sinaptico con otro mondémero y DNA de
doble cadena con una protuberancia 3" (Brissett et al., 2007). Este descubrimiento
aporta un importante avance en la comprension del mecanismo de reparacion de roturas
de doble cadena en el DNA, no solo de organismos procarioticos, sino también de
eucaridticos, ya que la simplicidad de los organismos inferiores es fundamental para la
comprension de mecanismos mas complejos.

1.2.6. Analisis comparativo

A la familia X pertenecen polimerasas implicadas en la sintesis de pequenios segmentos
de DNA, y por ello se han especializado en funciones diversas como la reparacion o la
generacion de variabilidad. Como se muestra en la Tabla 1.2, un amplio rango de
actividades y caracteristicas funcionales se combinan en las cuatro PolX humanas para
cubrir gran parte de las necesidades de la célula. Esta tesis estd centrada en las
actividades bioquimicas de la DNA polimerasa mu (Polu), asi como su comparacioén
con las actividades de TdT, con la que comparte una mayor identidad de secuencia.
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Tabla I.2. Propiedades comparativas de las cuatro polimerasas de la familia X presentes
en humanos.

Pol g Pol A Pol n TdT
Especificidad de sustrato:
- Relleno de gaps Si Si Si No
- Dependencia de Si Si .
molde I I Si No
- Independencia No No Si Si
de molde
Actividades adicionales y
dominios especificos:
- dRP liasa Si Si No No
- Transferasa No No Si Si
terminal
-Dominio Ser/ Pro No Si No No
-BRCT No Si Si Si
- Loop 1 No Si Si Si
Reparacion de DNA:
- BER Si Si No No
- NHEJ No Si Si No
- V(D)J No si si si

A lo largo de esta tesis doctoral se describe un analisis mutacional del centro activo de
Polu y el efecto de estas mutaciones en las propiedades bioquimicas de este enzima.
Este analisis ha permitido determinar cuales son los residuos claves para actividades
presentes en la polimerasa, como su actividad transferasa terminal, ademas de permitir
conocer cudl es el paso limitante en esta actividad. Posteriormente se procedidé a un
analisis comparativo de las actividades transferasa terminal de TdT y Polu en cuanto a
la extension de extremos 3’-protuberantes. Ademas se llevaron a cabo estudios de
interaccion entre Polp y PCNA para ampliar los estudios que previamente han
implicado a Polu en mecanismos de tolerancia al dafo en el DNA existentes en la
célula, como es la sintesis translesion. Por ultimo, ampliamos el estudio de NHEJ
humano con el estudio de una polimerasa implicada en esta ruta en bacterias.
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Objetivos

En esta tesis nos planteamos los siguientes objetivos:

- Analisis bioquimico del centro activo de Polp mediante la identificacion y
mutagénesis de residuos funcionalmente importantes en la sintesis de DNA dependiente
o independiente de molde.

- Analisis comparativo de las actividades transferasa terminal de TdT y Polu sobre
sustratos de DNA de cadena simple, DNA con extremos romos y DNA con extremos

3’-protuberantes.

- Evaluar las diferencias entre Polp y TdT en el contexto de la ruta de reparacion de
roturas de doble cadena en el DNA mediante reunion de extremos no complementarios.

- Estudio de la posible interaccion de Polp con el antigeno nuclear de proliferacion
celular (PCNA), proteina implicada en mecanismos de tolerancia al dafio en el DNA.

- Andlisis bioquimico comparativo entre Polp y el dominio polimerasa de LigD de
Mycobacterium.
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Materiales y métodos

M.1. Materiales

Los oligonucledtidos fueron obtenidos de Isogen (Ijsselstein, Holland). Los
oligonucleotidos descritos a continuacién fueron purificados por PAGE y empleados
para generar sustratos en los ensayos bioquimicos:

P15 (5-TCTGTGCAGGTTCTT)

T32 (5'-TGAAGTCCCTCTCGACGAAGAACCTGAACAGA)
D160OH (5'-GTCGAGAGGGACTTCA)

D16P (5'-GTCGAGAGGGACTTCA)

D150OH (5'-TGTCGAGAGGGACTTCA)

D15P (5'-TGTCGAGAGGGACTTCA)

PoliT21 (5'-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT)

PoliA21 (5'-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA)

T19 (5'-CGCAAGTCAGCGCTACGGQG)

T20 (5'-CGCAAGTCAGCGCTACGGGT)

T21 (5'-CGCAAGTCAGCGCTACGGGTT)

T22 (5'-CGCAAGTCAGCGCTACGGGTTT)

T23 (5'-CGCAAGTCAGCGCTACGGGTTTT)

T24 (5CGCAAGTCAGCGCTACGGGTTTTT)

T26 (5'-CGCAAGTCAGCGCTACGGGTTTTTTT)

T28 (5'-CGCAAGTCAGCGCTACGGGTTTTTTTTT)
T30 (5'-CGCAAGTCAGCGCTACGGGTTTTTTTTTTT)
D190OH (5-CCCGTAGCGCTGACTTGCG)

D19P (5'-CCCGTAGCGCTGACTTGCQG)

Los nucleodtidos (ANTP), dideoxinucledtidos (ddNTP) y los nucledtidos marcados ([y-
32p] NTP, 3000 Ci/mmol) fueron obtenidos de GE Healthcare (USA). Las enzimas
polinucledtido quinasa de T4 y la proteina quinasa A son de New England Biolabs

(Beverly, MA, USA). La DNA polimerasa Pfu se obtuvo de Promega Corporation
(Madison, WI, USA).

M.2. Construccion y purificacion de los mutantes de Polp humana

Mutagénesis dirigida (QuickChange Site Directed Mutagenesis Kit, Stratagene, USA)
fue llevada a cabo sobre el plasmido de sobreexpresion de Poluw (pRSETA-hPolw). Los
oligonucledtidos empleados para la mutagénesis dirigida fueron: K325s (5'-
TTCCGCAGGGGGGCGTTGCAGGGCCAT) y su complementario para generar la
mutacion K325A; H329s (5'-AAGTTGCAGGGCGGAGACGTGGACTTC) y su
complementario para generar la  mutacién H329G; R387s (5'-
GACGCTTTTGAGAAGAGTTTCTGCATT) y su complementario para generar la
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mutacion; R387s2 (CACGCTTTTGAGCGAAGTTTCTGCATT) y su complementario
para generar la mutacion R387A; K438s1 (5’-TGGACTGGCTCCCGGCTTTTCCAG
CGG) y su complementario para generar la mutacion K438R; K438s2 (5°-
TGGACTGGCTCCGACCTTTTCCAGCGG) y su complementario para generar la
mutacion K438A; K438s3 (5’-TGGACTGGCTCCGACCTTTTCCAGCGG) y su
complementario  para  generar la  mutacion K438D;  Polp QKFF - (57
CCATGGGCTGTTTGACCCGGAGGCGGCGACAGCTGCCCAAGCGGCTTCAGA
GGAAGAUQC) para generar el mutante cuadruple de Polu.

Todas los genes mutantes fueron secuenciados para comprobar que las
mutaciones habian sido generadas correctamente. A continuacion los plasmidos fueron
transformados en E. coli BL21(DE3)pLysS. Para la sobreexpresion de proteinas se
crecieron 3 litros de cultivo de estas células en medio LB, inoculadas con una dilucién
1/100 de un cultivo nocturno. Este cultivo se crecio a 30°C hasta una DO de 0,6 a 595
nm. A continuacion se anadié IPTG 0,5 mM, y tras 20 minutos de induccion se afiadio
rifampicina a 120 ug/mL y se prosiguid con la incubacion a 30°C durante 2 horas. Las
células se recogieron por centrifugacion (2000g, 20 min), se pesaron y congelaron a
-80°C.

Los mutantes sobreproducidos de este modo resultaron solubles y fueron
purificados del mismo modo que se ha descrito para Polu wt (Dominguez ef al., 2000).

M.3. Construccion y purificacion de transferasa terminal humana

El clon de TdT humana fue adquirido de ATCC LGC-Promochem (Catalog No.
6487524, IMAGE: 4509721) en el vector pCMV-SPORT®6. Fue clonado en pET16b
usando directamente las dianas de restriccion Ncol y Xhol presentes en ambos vectores.
TdT fué sobreexpresada en E. coli BL21pLysS y purificada siguiendo exactamente el
mismo protocolo aplicado a Polu (Dominguez et al., 2000).

M.4. Construccion y purificacion de PCNA humano

El clon de PCNA humano fue adquirido de ATCC LGC-Promochem (IMAGE:
2820036) en el vector pOTB7. El gen de PCNA fue amplificado por PCR y clonado en
pGEM. pGEM-PCNA fue digerido con las enzimas de restriccion AflIIl y BamHI, y
clonado entre las dianas Ncol y BamHI del vector de sobrexpresion pET16b. Este
vector fue transformado en E.coli BL21. Tras una induccion con IPTG (1 mM) las
células E.coli que expresaron PCNA humano fueron lisadas manualmente con dos
volimenes de alimina durante 20 minutos a 4°C para proceder a su purificacion. El
método seguido de purificacion de PCNA fue una modificacion del realizado por
Hiibscher y colaboradores (Schurtenberger et al., 1998). El lisado resultante se recogio
con dos volumenes de tampon A suplementado con NaCl 0,5M y se centrifugd a
1500xg durante 5 min para eliminar la alimina y los restos celulares. En un posterior
paso de centrifugacion a 15000xg durante 20 min se separ6 la fraccion insoluble del
extracto soluble. E1 DNA presente en este extracto soluble se elimind mediante la
precipitacion con 0,3% polietilenimina (Sigma) y posterior sedimentacion por
centrifugacion a 12000xg durante 10 min. La fracciéon proteica del sobrenadante
anterior se precipitd selectivamente con sulfato amonico hasta alcanzar una
concentracion de 0,4 g/mL. En estas condiciones la mayor parte de PCNA precipitaba.
Este precipitado fue resuspendido en Tampon A (20 mM TrisCl pH7.7, 1 mM BME, 0.5
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mM EDTA) y suplementado con 50 mM de NaCl. Esta solucién se cargd en una
columna Q sepharosa de 20 mL y la proteina fue eluida mediante un gradiente de NaCl
entre 200 y 1000 nM. Las fracciones recogidas fueron analizadas mediante SDS-PAGE
y las fracciones que contenian mayor cantidad de PCNA fueron precipitadas con sulfato
amoénico hasta alcanzar una concentracion de 0,4 g/mL. A continuacidn se repitid este
mismo proceso con una segunda columna de Q sepharosa de 10 mL eluyéndose la
proteina en un gradiente de NaCl entre 200 y 500 nM.

M.5. Ensayos de sintesis de DNA por Polp

M.5.1. Ensayos de polimerizacion independiente de molde (actividad transferasa
terminal). Los oligonucledtidos empleados para evaluar la actividad transferasa
terminal fueron: PoliT21, PoliA21, T19, T20, T21, T22, T23, T24, T26, T28, T30 y
DI19.

PoliT21, PoliA21, T19, T20, T21, T22, T23, T24, T26, T28 y T30 fueron
marcados radioactivamente en su extremo 5  con [y—3 ’P] ATP y T4 polinucledtido
quinasa. El oligonucledtido T19 marcado fue hibridado con D190OH o D19P frio para
generar un sustrato de DNA de doble cadena con extremos romos. Para generar los
extremos 3 -protuberantes fueron hibridados T20 , T21, T22, T23, T24, T26, T28 y T30
marcados con DI19P o D190OH frio. Las reacciones de polimerizacion se llevaron a cabo
en un volumen de 20 uL en presencia de 1 mM de MnCl, y en la mezcla de reaccion
(MR) 50 mM Tris HCI (pH 7,5); 1 mM DDT; 4% glicerol; 0,1 mg/mL BSA. La
concentracion de DNA, nucledtidos y proteina es la indicada en cada experimento. Tras
una incubacion de 30 min a 30°C, las reacciones se pararon afiadiendo tampon de carga
(95% de formamida; 10 mM EDTA; 0,1% xilencianol; 0,1% azul de bromofenol). Las
muestras se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% y urea
8 M y posterior autorradiografia.

Para cuantificar la actividad transferasa terminal bajo condiciones de estado
estacionario se llevaron a cabo las reacciones de polimerizacién en un volumen 20 uL
en presencia de 1 mM de MnCl, y en la mezcla de reaccion (MR) 50 mM Tris HCI (pH
7,5); 1 mM DDT; 4% glicerol; 0,1mg/mL BSA. La concentracion de DNA (PoliT21) en
el ensayo fue de 1 uM y la de proteina de 200 nM. El nucleétido [o->*P] NTP utilizado
fue titulado en un amplio rango de concentraciones (10 — 1000 nM). Despues de ser
incubadas las reacciones durante 30 min a 30°C, éstas fueron paradas con 50 uL EDTA
0,5 M. Las muestras fueron filtradas a través de columnas de Sephadex G-25 (Roche).
La radiacion Cerenkov fue cuantificada mediante contador de centelleo. Los datos
fueron ajustados mediante una curva de regresion no lineal a la ecuacion de Michaelis-
Menten:

V= Viax [ANTP])/(Km+] dNTP])
Los valores de Viyax y Km se pudieron determinar a partir de las curvas
ajustadas. Los valores de constante catalitica (Kc.) y eficiencia catalitica (Cat Eff )
fueron calculados a partir de las siguientes ecuaciones:

Keca=Vmax/ [enzima]; Cat Eff=K ,/Km

Para estudiar la velocidad de cada ciclo catalitico en DNA de cadena simple bajo
condiciones de estado estacionario, se us6 el oligonucledtido PoliT21 (1 uM) y
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dideoxinucledtidos (ddTTP, 100 uM). Las reacciones de polimerizacion se llevaron a
cabo en un volumen de 20 uL y en la mezcla de reaccion 50 mM Tris HCI (pH 7,5); 1
mM DDT; 4% glicerol; 0,1mg/mL BSA. La mezcla fue suplementada con Mn*? (1 mM)
y la proteina correspondiente en cada caso a una concentracion de 200 nM (Polu wt,
Polu R387K). Las reacciones fueron paradas a diferentes tiempos (indicados en las
correspondientes Figuras) mediante tampon de carga (95% de formamida; 10 mM
EDTA; 0,1% xilen-cianol; 0,1% azul de bromofenol), y analizadas por electroforesis en
geles de poliacrilamida (8M urea/ 20% ). Los productos extendidos fueron cuantificados
por Phosphorimager. Los datos fueron ajustados mediante una curva de regresion no
lineal a la ecuacion de Michaelis-Menten (descrita arriba).

M.5.2. Ensayos de polimerizacion dependiente de molde. El oligonucledtido usado
como primer (P15) fue marcado radioactivamente en su extremo 5" con [y—3 P] ATP y
T4 polinucledtido quinasa. Para crear los sustratos de DNA con un gap, P15 fue
hibridado a los oligonucleotidos T32 y D16P, D160H (gap de un nucleoétido), D15P y
DI50H (gap de dos nucledtidos) en presencia de 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) y 0,3 M
NaCl. Para analizar la polimerizacién dependiente de femplate, el sustrato de DNA fue
incubado con Polu wt o con las proteinas mutantes a la concentracion indicada en cada
caso. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 20 uL. en MR (50 mM Tris
HCI (pH 7,5); 1 mM DDT; 4% glicerol; 0,1 mg/mL BSA) con una concentracion de
DNA de 5 nM y de nucledtido a una concentracion indicada para cada caso. Las
reacciones fueron activadas con Mg™ (3 mM) y se incubaron por un tiempo de 30 min a
30°C. Los productos extendidos se analizaron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 20% y urea 8 M y posterior autorradiografia. Los datos fueron
ajustados mediante una curva de regresion no lineal a la ecuacion de Michaelis-Menten.

Para hacer el andlisis de la procesividad de Polu se construyd un sustrato
mediante la hibridacion del oligonucledtido P15, marcado radiactivamente, con el
oligonucleotido template T32. Las reacciones de polimerizacion se llevaron a cabo en
un volumen de 20 uL en MR (50 mM Tris HCI (pH 7,5); 1 mM DDT; 4% glicerol;
0,1mg/mL BSA) con una concentraciéon de DNA de 5 nM y de nucledtido a 100 uM. La
concentracion de proteina utilizada es la que estd indicada en cada experimento. Las
reacciones se incubaron por un tiempo de 30 min a 30°C. Los productos extendidos se
analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% y urea 8§ M y
posterior autorradiografia.

El analisis cinético de la incorporacion de dCTP sobre un sustrato de DNA de
doble cadena con un gap de dos nucleétidos en condiciones de estado estacionario se
realiz6 usando un sustrato generado mediante la hibridacion del oligonucleétido P15
(marcado radiactivamente) a T32 y posteriormente a D160H o D16P. Las reacciones de
polimerizacion se llevaron a cabo en un volumen de 20 uL. en mezcla de reaccion (50
mM Tris HCI pH 7,5; 1 mM DTT; 4% glicerol; 0,1 mg/mL BSA). La concentracion de
DNA marcado fue de 200 nM vy la de proteina fue de 30 nM. La reaccion fue activada
con MgCl, (3 mM). Para fijar las condiciones de estado estacionario se afiadid una
concentracion saturante de dCTP (100 uM) y varias concentraciones de proteina. Se
realizaron ensayos a distintos tiempos de reaccion para obtener una cantidad de primer
extendido no superior al 30% del total. Bajo las condiciones asi seleccionadas (30 nM
de proteina y 30 minutos de reaccion), la velocidad de la reaccion se representd en
funcién de la concentracion de dGTP (de 0,1 a 100 uM). Los datos fueron ajustados
mediante una curva de regresion no lineal a la ecuacion de Michaelis-Menten.
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M.6. Ensayos de interaccion de Polp con DNA

M.6.1. Ensayos de retraso en gel. El oligonucle6tido usado como primer (P15) fue
marcado radioactivamente en su extremo 5  con [y—32P] ATP y T4 polinucleo6tido
quinasa. Para crear los sustratos de DNA con un gap de un nucleétido, P15 fue
hibridado a los oligonucle6tidos T32 y D16 en presencia de 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) y
0,3 M NaCl. Las reacciones se llevaron a cabo en 20 uL en presencia de 50 mM Tris
HCI (pH 7,5); 1 mM DDT; 4% glicerol; 0,1mg/mL BSA; 4 nM de sustrato de DNA
marcado y la concentracion indicada de proteina en cada caso. Tras una incubacion de
10 min a 30°C, se afiadi6 glicerol a las muestras hasta una concentracion final del 10% y
a continuacién se las sometid a una separacion electroforética a 4°C en geles de
poliacrilamida al 4%, en tampon de retraso (TAE 1x) a 180 V durante una hora y 30
min. A continuacion el gel fue transferido a papel Whatman, secado y revelado
mediante autorradiografia.

M.6.2. Ensayos de filtracion en nitrocelulosa. Los oligonucledtido usados como
primers (PoliT21, T19, T21, T22 y T26) fueron marcados radioactivamente con [y—3 ’p]
ATP y T4 polinucledtido quinasa. Para crear los sustratos de DNA de doble cadena con
extremos romos y 3 -protuberantes, T19, T21, T22 y T26 fueron hibridados con D19 en
presencia de 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) y 0,3 M NaCl. Para evitar la presencia de primer
no hibridado los complejos fueron purificados mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (15%).

El andlisis de la interaccion de Polu y TdT con PoliT21 y con los complejos de
DNA con extremos romos y 3’-protuberantes se realiz6 incubando los sustratos de DNA
(5 nM) con cada una de las proteinas durante 10 min a 22°C en tampon de union (50
mM Tris HCI pH 8,0; 25 mM NaCl; 1 mM DTT). A continuacion fueron filtrados en
filtros de nitrocelulosa utilizando una presion de vacio constante y suave. Los filtros de
nitrocelulosa fueron obtenidos de Millipore en discos de 25 mm de diametro y con un
tamafio de poro de 0,65 um.

Para evitar la retencion de DNA de cadena sencilla los filtros fueron prelavados
durante 20 min en KOH (0,5M) seguido de varios lavados en agua MilliQ hasta obtener
un pH neutro (Wong y Lohman, 1993). Seguidamente los filtros fueron equilibrados en
tampon de union (50 mM Tris HCI pH 8,0; 25 mM NaCl; 1 mM DTT) al menos durante
una hora antes de ser usados. Para que las muestras fluyesen a través de los filtros de
nitrocelulosa fue aplicado vacio mediante una bomba de succion. Inmediatamente
después de haber pasado las muestras (200 uL) los filtros fueron lavados con 100 uL de
tampon de union para evitar la retencion inespecifica de DNA al filtro. La
radioactividad retenida en el filtro, indicativa de la cantidad de DNA unido a la
proteina, fue cuantificada mediante Phosphorimager.

M.7. Ensayos de interaccion proteina-proteina

M.7.1. Gradiente de glicerol. La interaccion entre Polu y PCNA se analiz6é mediante la
técnica de ultracentrifugacion en un gradiente de glicerol. Las muestras concentradas
mediante filtracion y centrifugacion hasta 7,81 uM de Polu y 7,14 uM de PCNA fueron
dializadas en un tampon que contenia 100 mM NaCl, 2 mM BME, 0,1 mM EDTA y
TrisHCI a pH 7,7. Las muestras fueron aplicadas en un volumen de 200 uL sobre 5 mL
de solucion (30-15% glicerol, 20 mM TrisHCI; 200 mM NaCl; 1 mM DTT; 1 mM
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EDTA). A continuacion las muestras fueron ultracentrifugadas a 62000 rpm durante 24
horas y a 4°C. Por altimo, alicuotas de 200 uL fueron recogidas y examinadas por geles
SDS-PAGE vy tefiidas con azul de Comasie.

M.7.2. Ensayo de cambio de movilidad electroforética de PCNA. Para ensayos de
interaccion entre Polw y PCNA en geles de retraso, el PCNA fue marcado con [y—3 ’p]
ATP mediante la accion de la proteina quinasa A (New England Biolabs, Cambridge,
USA) en la secuencia RRASL (Kelman et al., 1995). La interaccion entre Polu y
[**PJPCNA se analiz6 en una mezcla de reacciéon que contenia 50 mM Tris HCI pH 8,0;
25 mM NaCl; 1 mM DTT. Tras una incubacion de 10 min a 30°C, se afiadi6 glicerol a
las muestras hasta una concentracion final del 10% y a continuacion se las sometid a
una separacion electroforética a 4°C en geles de poliacrilamida al 4%, en tampon de
retraso (TAE 1x) a 180 V durante una hora y 30 min. A continuacion el gel fue
transferido a papel Whatman, secado y revelado mediante Phosphorimager.

M.7.3. Far-western PCNA-Polp. 3 uL de proteinas purificadas a una concentracion
de 50 nM fueron depositados en una membrana de nitrocelulosa. Tras un secado de la
membrana de 15 min a 22°C, la membrana fue bloqueada con PBST (tampon fosfato
salino) suplementado con 5% de leche durante 1 h. A continuacidon la membrana fue
lavada con PBST y sumergida en una mezcal de reaccion 1x (50 mM Tris HCI pH 7,5;
1 mM DTT; 4% glicerol) suplementada con [**PJPCNA (200 nM). Tras una incubacion
a 30°C durante 30 min, la membrana se lavo tres veces con un volumen de 10 mL en
cada lavado con PBST. A continuacion la mebrana fue secada y analizada mediante
Phosphorimager.
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1.1. Residuos del centro activo de Polp importantes para la actividad del enzima

En vertebrados, la familia X esta representada por cuatro polimerasas de pequefio
tamafio (30-60 KDa): Polu , Polp , PolA y TdT (Moon et al., 2007b). Su principal papel
en la célula es el relleno de pequefios gaps durante procesos de reparacion del DNA
(Ramadan et al., 2004). En plantas (Arabidopsis thaliana), en eucariotas inferiores
(Saccharomyces cerevisae, Schizossaccharomyces pombe), y en algunos virus, solo hay
un miembro presente en su genoma. Sorprendentemente no hay ningin miembro de las
PolX presente en los dos invertebrados modelo Caenorhabditis elegans y Drosophila
melanogaster.

TdT es la tnica polimerasa de la familia X capaz de incorporar nucleotidos con
total independencia de molde (Kato et al., 1967). Polp es el miembro més especial de la
familia, ya que tiene la dualidad de poder utilizar la dependencia de molde, o bien su
actividad transferasa terminal cuando sea requerida (Dominguez et al., 2000; Juarez et
al., 2006). El alto grado de similitud (42%) entre las secuencias de TdT y Polp nos
facilito el disefio y seleccion de una serie de mutantes del centro activo de Polp, con el
objetivo de analizar la implicaciéon de esos residuos en su actividad dependiente o
independiente de molde.

En la Figura 1.1 se muestra un alineamiento, a nivel de secuencia de
aminoacidos, de Polp, TdT, PolA y Polfp humanas en la region del centro activo de
polimerizacion.

Pol lambda GSYRRGKATCGDVDVLITHPDGRSHR----GIFSRLLDSLRQEGFLTDDLV---SQEENG---- 468
Pol beta GSFRRGAESSGDMDVLLTHPSFTSESTKQPKLLHQVVEQLOKVHFITDTLSKGE----------— 232
TdT GGFRRGKKMGHDVDFLITSPGST---EDEEQLLOKVMNLWEKKGLLLYYDLVE-STFEKLRLPS 392
Pol mu GGFRRGKLQOGHDVDFLITHPKEG----QEAGLLPRVMCRLODQGLILYHQHQH-SCCES-PTRL 376
A A
325 329
Pol lambda = ------- QOOKYLGVCRLPGPGRR--—--—-——-—---~- HRRLDIIVVPYSEFACALLYFTGSAHF 474
Pol beta @ = = -=------- TKFMGVCQLPSKNDEKEYP-~--—-----— HRRIDIRLIPKDQYYCGVLYFTGSDIF 236
TdT RKVDALDHFQKCFLIFKLPRORVDSDQOSSWOQEGKTWKAIRVDLVLCPYERRAFALLGWTGSRQF 405
Pol mu AQQOSHMDAFERSFCIFRLPQPPGAAVGGS TRPCPSWKAVRVDLVVAPVSQFPFALLGWTGSKLF 440
A A
387 438
Pol lambda NRSMRALAK-TKGMSLSEHALSTAVVRNTHGCKVGPGRVLPTPTEKDVFRLLGLPYREPAERDW 575
Pol beta NKNMRAHAL-EKGFTINEYTIRPLGVIGV------ AGEPLPVDSEKDIFDYIQWKYREPKDRSE 335
TdT ERDLRRYATHERKMILDNHALYDKTKR-=-======== IFLKAESEEEIFAHLGLDYIEPWERNA 509
Pol mu QRELRRFSRKEKGLWLNSHGLFDPEQK--~-~---~-~--~- TFFQAASEEDIFRHLGLEYLPPEQRNA 494

Figura 1.1. Alineamiento de la region del centro activo de las polimerasas humanas de la Familia X. En azul esta
sefialada parte del subdominio palma y en amarillo el subdominio pulgar. Los aminodcidos subrayados
corresponden a la region del Loop I descrita en Polp y TdT. Los asparticos cataliticos estan sefialados en amarillo
y los aminoacidos mutados en este estudio marcados en rojo. La posicion correspondiente a la Polp humana esta
indicada en cada caso
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1.2. Mutagénesis del centro activo de Polp

El analisis comparativo de las secuencias aminoacidicas de las distintas polimerasas de
la familia X permiti6 identificar en Polp aquellos aminoacidos que parecian ser mas
relevantes para la funcion de la proteina. Fue entonces cuando se procedid a
mutagenizarlos para determinar cual era la implicacion directa de estos residuos en las
distintas actividades que desempefia Polp. Una descripcion mas pormenorizada de cada
residuo se presenta a continuacion:

K325 es un residuo conservado en Polu, Pold (K422) y TdT (K338) de
vertebrados (Fig 1.1). En Polf esta posicion estd ocupada por una alanina (A185),
también muy conservada en las distintas especies de vertebrados. Estudios
cristalograficos de los complejos ternarios disponibles de las polimerasas de la familia
X, han mostrado una interaccion de este residuo con el nucledtido entrante (Garcia-Diaz
et al., 2005; Moon et al., 2007a). En Poly, el residuo K325 podria también estar
interaccionando con el nucledtido, por lo que el cambio a Ala aportaria informacion de
la implicacion directa de este residuo en la actividad dependiente o independiente de
molde de la polimerasa. La mutacion de este residuo, cargado positivamente en Polp, a
un residuo neutro podria reducir la interacciéon con el nucledtido (perdiéndose la
interaccion a través de sus grupos fosfato), aunque no es descartable que pudiera
generar cambios en la arquitectura del centro activo de la polimerasa que cambiasen la
eficiencia catalitica de la proteina.

H329 es un residuo so6lo presente en Poly y TdT (H342); tanto en PolA como en
Polp es una glicina (G426 y G189, respectivamente) (Fig 1.1). La estructura
cristalografica de TdT en un complejo binario con nucleétido o con DNA no aportaba
evidencia de la funciéon que podria cumplir este residuo en la proteina (Delarue et al.,
2002), pero al estar conservado en las dos unicas polimerasas de la familia que poseen
una actividad transferasa terminal se supuso que podria ser un residuo implicado
directamente en esta actividad. Se decidié mutarlo a Gly, como PolA y Polp.

R387 es un residuo que esta conservado en Polp de vertebrados pero que en el
resto de las polimerasas de la familia es una lisina (K) (Fig 1.1). Las estructuras
cristalograficas ternarias de Pol y PolA han demostrado que este residuo (Polf K234;
PolX K472) interacciona con la cadena template, en la region “upstream” respecto al
extremo del primer (Garcia-Diaz et al., 2004). En la estructura cristalografica binaria de
TdT con DNA de cadena simple, este residuo (K403) se encuentra muy proximo al
DNA (Delarue et al., 2002). Al ser este un residuo que podria interaccionar con la
cadena template, como ocurre en PolL y Polf , y estar en el centro activo, pensamos que
seria interesante analizar su implicacion en condiciones de transferasa terminal, tanto
sobre sustratos de cadena sencilla (sin una cadena template con la que este residuo
pudiese interaccionar) como sobre sustratos de cadena doble con protuberancias 3" de
diferente longitud. Se procedié a mutar la R387 de Polp a lisina (K), como el resto de
las polimerasas de la familia, o bien a alanina (A), un aminoéacido neutro y sin carga.

K438 es un aminoacido que no estd conservado entre las polimerasas de la
familia X, y tampoco lo estd dentro de Polp en las diferentes especies de vertebrados.
Este residuo en Polf es un aspartico (D276), en PolA una Alanina (A510) y en TdT una
arginina (R454) (Fig 1.1). Estudios cristalograficos demuestran que este residuo
interacciona con la base del nucledtido entrante en todas las polimerasas de la familia,
asi que se decidio hacer los cambios a cada uno de los residuos presentes en las otras
polimerasas para probar si habia un cambio en la actividad/especificidad de Polp al
modificar el grado de interaccion con el nucledtido. En TdT este residuo es una
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arginina, asi que la mutacion en Polp de K a R podria mejorar la actividad transferasa
terminal, debido a una interaccion mas fuerte con el nucledtido. Los cambios al residuo
equivalente en Pol (D) y PolA (A) se hicieron para probar si mejoraba la eficiencia en
la polimerizacién dirigida por molde. En Polf, la mutacién a 4cido glutdmico causa un
aumento de 25 veces la eficiencia catalitica en ensayos de relleno de gaps. Por el
contrario, la fidelidad del enzima disminuye otras tantas veces, ya que al ser un residuo
que interacciona con la base del nucledtido entrante, influye en la seleccion del
nucleotido (Skandalis y Loeb, 2001).

1.3. Obtencion de los mutantes

El gen de Polp humana se encuentra clonado en el vector pRSETa. Este vector permite
la expresion de genes heterdlogos en E. coli con una elevada eficiencia. Los mutantes
de Polp descritos en este capitulo se construyeron mediante mutagénesis dirigida del
plasmido pRSETa-Polu. Para ello se us6é el método de mutagénesis dirigida de
QuickChange (Stratagene, California, EEUU), utilizando los primers descritos en
Materiales y Métodos para cada uno de los mutantes.

Para producir la proteina recombinante, las construcciones pRSETa-Polu con los
distintos mutantes fueron transformadas en E. coli BL21(DE3)pLys. Estas células
contienen el gen de la RNA polimerasa del fago T7 expresada bajo el control del
promotor /acUVS5 y un plasmido que expresa de manera constitutiva la lisozima de T7.
La expresion de la RNA polimerasa de T7 es necesaria para la transcripcion de los
genes heter6logos clonados en pRSET, mientras que la presencia de lisozima reduce,
mediante bloqueo de la RNA polimerasa de T7, la expresion basal de dichos genes. En
presencia de IPTG se induce la expresion de la RNA polimerasa de T7 y por tanto la
expresion del gen heterélogo clonado en el vector pRSETa. De esta manera se
consiguen elevados niveles de proteina recombinante en poco tiempo tras afadir IPTG
al medio de cultivo de células E. coli. BL21(DE3)pLys. Estas proteinas mutantes,
solubles y expresadas en gran cantidad, se purificaron hasta homogeneidad en una serie
de pasos de precipitacion fraccionada con sulfato amonico y cromatografia con
diferentes matrices (fosfocelulosa y heparina).

Las proteinas mutantes purificadas se analizaron en ensayos de actividad
dependientes e independientes de molde para probar la importancia de estos residuos en
la actividad del enzima, como se describe en las secciones siguientes.

1.4. Reacciones dirigidas por molde con mutantes del centro activo de Polp

Polpu presenta in vitro una actividad polimerasa dependiente de molde mas activa cuanto
mas pequeio es el gap, con un 6ptimo entre uno y dos nucledtidos (Dominguez et al.,
2000; Ruiz et al., 2001). La fuerte actividad mutadora de Polp sobre estos sustratos,
reside en su capacidad de crear o aceptar distorsiones de distinto tipo sobre las
moléculas de DNA (Zhang et al., 2001). En ensayos con moléculas de tipo
“template/primer” o en gaps mayores de un nucledtido Polp puede distorsionar/dislocar
la molecula template, generando sustituciones y deleciones de bases (Ruiz et al., 2004).
Esta capacidad de dislocacién supone la base para la extension de primers mal
apareados o para estabilizar intermedios de NHEJ del tipo roturas del DNA con micro-
homologias.
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Figura 1.2. Actividad dependiente de molde de Polp wt y mutantes. A) Secuencia de DNA empleada para este tipo de
ensayo. El oligonucledtido marcado estd representado con un asterisco. B) El experimento de polimerizacion en gap de dos
nucleodtidos se llevd a cabo a una concentracion de DNA marcado radiactivamente a 5 nM y 300 nM de proteina. Las
concentraciones de dNTPs son las que estan indicadas en la figura. Las reacciones se incubaron durante 30 min a 30°C.
Las muestras se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 20% - urea 8 M y posterior autorradiografia.
C) Comparacion de la incorporacion de dC versus dG en un gap de dos nucledtidos para Polp wt. En rojo se indica la
incorporacion de dCTP, complementario a la primera base al gap, y en azul la incorporacion de dGTP, complementario a
la segunda base del gap. D) Cuantificacion de la incorporacion de dG para cada una de las proteinas. Polp wt esta
representada por el simbolo M, K438D por ®, K438R por 4 , K438A por () y K325A por A.
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Para analizar si habia cambiado la actividad dependiente de molde de las
proteinas mutantes con respecto a wt, se hicieron ensayos sobre este tipo de sustratos,
utilizandose un gap de 2 nucledtidos (ver Fig. 1.2). Como muestra el esquema de la
Figura 1.2 A, la reacciéon de dislocacion (incorporacion de dGTP) ocurre via
“estabilizacion por el nucledtido entrante”, tal como fue definida por Ruiz et al., 2004.
Se probo la eficiencia de incorporacion del nucledtido complementario a la primera y a
la segunda posicion del gap a diferentes concentraciones de nucleotido (1 nM - 100 nM)
para poder cuantificar la extension del primer en condiciones no saturadas. Las
reacciones se activaron con Mg™ (3 mM) y se incubaron 30 min a 30°C.

Como se puede comprobar en la Figura 1.2, tanto la dislocacion como la entrada
directa sobre el molde sin recolocar es posible en este tipo de sustrato, aunque es mas
eficiente la mediada por dislocacion. El porcentaje de primer extendido con dC en
relacion al extendido con dG indica que Polu wt prefiere, con un factor de 4 veces, usar
el segundo nucledtido del template (dC) para dirigir la primera incorporacion al primer
(dG) (Fig. 1.2 C).

Como se observa en la Figura 1.2 D, sdlo se detectan diferencias cuantitativas en
los mutantes del centro activo de Polp con respecto al enzima wt, no produciéndose
cambios en la preferencia de uno y otro nucleotido. Cuando se evalua la insercion de
dG, se puede concluir que la mutaciéon del residuo K325 afecta en escasa medida a la
actividad dirigida por molde del enzima. En este caso, su mutacion a alanina baja 1,5
veces la actividad de la proteina en el DNA con un gap de dos nucleodtidos. La
sustitucion del residuo K438 solo afecta a la actividad (7,5 veces menor) cuando
hacemos el cambio a aspartico (D), aminoacido con carga negativa, pero no parece que
ni el cambio conservativo (R) ni el cambio a un aminoécido neutro (A) tengan un efecto
relevante sobre la actividad dirigida por molde. La actividad de polimerizacion de los
mutantes en los residuos H329 y R387 de Polp sera descrita en el capitulo siguiente.

1.5. Reacciones independientes de molde con mutantes del centro activo de Polp

La actividad transferasa terminal se define como la capacidad de llevar a cabo
reacciones de polimerizacion independiente de molde, anadiendo nucleotidos a un
extremo 3" OH sin ser éstos seleccionados por ningun criterio de complementariedad
de bases. Para determinar si las mutaciones realizadas en el centro activo de Polu
producian cambios en su actividad transferasa terminal con respecto a Polu wt
decidimos llevar a cabo una serie de ensayos sobre tres tipos de sustratos: DNA de
cadena simple homopolimérica, DNA de doble cadena de extremos romos y DNA de
doble cadena con un extremo 3" protuberante homopolimérico (Fig. 1.3).

Las cadenas sencillas de DNA homopolimérico proporcionan un extremo de
DNA 3'-OH libre que, al estar compuestas por el mismo nucleétido en toda su longitud
elimina la posibilidad de autoapareamientos internos de la propia cadena de DNA o de
apareamientos intermoleculares. De este modo se comenz6 el estudio comparando la
capacidad de polimerizacion de las proteinas mutadas frente a Polp wt sobre una cadena
sencilla de PoliT (21 bases). Polp wt extiende aproximadamente 7 bases en las
condiciones de ensayo (30°C, 30 min). A continuacion se analizd la actividad
transferasa terminal sobre una molécula de DNA de doble cadena de extremos romos
(18 bases), compuesta por dos cadenas sencillas heteropoliméricas complementarias. En
este tipo de sustratos Polp muestra una actividad transferasa terminal menor que sobre
sustratos de DNA de cadena sencilla. Puede observarse como el porcentaje de primer
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extendido es mayor en el caso de la extension sobre sustratos de cadena sencilla que en
sustratos de DNA de doble cadena con extremos romos (Fig. 1.3 A y B). Finalmente se
analiz6 la extension por transferasa terminal sobre sustratos de DNA de doble cadena y
con una protuberancia 3’-homopolimérica (9 dTTP). Este tipo de sustrato con
protuberancias 3" son los mas dificiles de reparar in vivo por NHEJ en caso de no existir
complementariedad entre los extremos 3’-protuberantes. Una posible manera de ser
reparados es que mediante la actividad independiente de molde de Polpy se extiendan
los extremos 3" de manera que se cree la suficiente microhomologia para generar
apareamiento de los extremos. Por eso se decidio medir la capacidad de Polu para
utilizar este tipo de sustratos in vitro.

En todas las reacciones independientes de molde aqui descritas se suministro el
mismo nucledtido, dTTP (100 uM) y se empleé Mn*™ (1 mM) como metal activador.
Es con este metal con el que se observa una actividad independiente de molde mas
potente, aunque la actividad transferasa terminal también puede detectarse con otros
metales como Mg™ y Co™.

Al comparar la actividad transferasa terminal de los mutantes de Polp en
relacion a la del enzima wt, resultd sorprendente la altisima actividad del mutante
R387K, 38 veces mayor que la de Polp wt (Tabla 1). La mutacién del mismo residuo
R387 a Ala provoco el efecto contrario, ya que el mutante R387A tiene una actividad
transferasa terminal casi nula. Este efecto sera analizado y discutido mas extensamente
en el capitulo siguiente. En los demds casos, los mutantes de Polp K325A, K438R,
K438A, y K438D muestran una reducida actividad transferasa terminal con respecto al
enzima wt, mientras que no se observa actividad en el mutante H329G en ninguno de
los moldes ensayados (Fig. 1.3).

En el caso de sustratos de DNA de doble cadena con extremos romos (Fig. 1.3
B) puede apreciarse como la polimerizacion inicial es lenta, ocurre una parada en la
sintesis una vez se han polimerizado cuatro bases, y se observa una mayor dificultad
para continuar desde ese punto. Puede apreciarse, especialmente en el caso del mutante
R387K, como son extendidos preferentemente los sustratos en los que la polimerasa ha
extendido uno, dos o tres nucledtidos que los sustratos iniciales con extremos romos. A
partir de las cuatro bases polimerizadas, el patron de insercion es semejante al que
presenta sobre sustratos homopoliméricos de cadena sencilla (Fig. 1.3 A). Sobre
sustratos con extremos 3’-protuberantes, en las condiciones experimentales aqui
descritas, la actividad transferasa terminal es superior a la observada en los otros dos
sustratos, observandose un patréon de polimerizacion similar al observado en cadena
simple (Fig. 1.3 C).

El descenso en la actividad transferasa terminal en estos mutantes con respecto a
Polp wt es aproximadamente entre dos y cinco veces, como se observa en la Tabla 1,
en donde se muestran las eficiencias cataliticas para cada uno de los mutantes en su
actividad transferasa terminal sobre sustratos de DNA de cadena sencilla.

Para determinar qué parametros cinéticos de la transferasa terminal estaban
afectados por las mutaciones en estos residuos se determin6 la Km aparente (Km,,,) por
nucledtido en DNA en la reaccion sobre DNA de cadena sencilla (PoliT). Se midi6 la
incorporacion de dTTP al DNA usando Mn™ (1 mM) como metal activador. El
nucledtido estaba marcado con **P en posicion alfa ([o->*P]dTTP) y la reacciéon se
incubd a 30°C durante 30 min. La titulacion de nucledtido frio mezclado con el marcado
se llevo a cabo en unas condiciones de DNA y proteina en exceso (estado estacionario).
Las reacciones se pararon con EDTA 50 mM y las muestran fueron filtradas a través de
columnas de Sephadex G-25, cuantificindose la radiacion Cerenkov en un contador de
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centelleo. Los datos fueron ajustados a la ecuacion de Michaelis-Menten
V=Vmax*(dNTP)/[Km + (dNTP)].

*5° TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3° *5”CGCAAGTCAGCGCTACGGG 3~
3°GCGTTCAGTCGCGATGCCC 5

*5 “CGCAAGTCAGCGCTACGGGTTTTTTTTT 3~
3 "GCGTTCAGTCGCGATGCCC 5°

C Figura 1.3. Actividad transferasa terminal de
Polp y mutantes sobre diferentes sustratos. A)
Comparacion de la actividad transferasa
terminal sobre DNA de cadena sencilla (PoliT)
de Polp wt y de sus mutantes en el centro
activo. La concentracion de DNA es de 5 nM, la
de proteina 600 nM, y el nucledtido 100 uM.
Las reacciones se llevaron a cabo a una
temperatura de 30°C durante 30 min. B)
Comparacion de la actividad transferasa
terminal sobre extremos romos de DNA de
doble cadena. Las concentraciones son las
mismas que en el caso anterior. C) Actividad
transferasa  terminal en  extremos 3'-
protuberantes. La concentracion de proteina es
de 300 nM, la de nucledtido (dT) y la de DNA
es igual que en el resto de los ensayos. Las
reacciones se incubaron durante 30 min a 30°C.
En todos los casos, las muestras se analizaron
mediante  electroforesis en  geles de
poliacrilamida 20% - urea 8 M y posterior
autorradiografia.
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En la Tabla 1 puede observarse que los mutantes de Polp K325A, K438R,
K438A, K438D tienen una Kmg,, por nucledtido mayor que Polp wt, lo que justifica
una disminucion en la eficiencia catalitica en DNA de cadena simple (Fig. 1.3 A).

Kmp, (uM) Kcat (s) Eficiencia catalitica f ext

wild-type dTTP 319+ 16 0,00041 = 0,000023 (1,39 = 0,0004)10° 1

dATP* 4300 + 2400 0,0016 = 0,0006 (4,10 £ 0,92) 107

dCTP 224 + 26 0,0008 = 0,0004 (5,97 =2,35) 10

dGTP 5830+ 70 0,0049 = 0,0025 (8,43 +4,34) 107
K325A dTTP  2215+276,4 0,00076 = 0,0005 (3,16 = 1,45) 107 0,22
H329G ND ND ND
R387K dTTP 307 =17 0,015 + 0,006 (5,35+1,13)10° 38
R387A ND ND ND
K438A dTTP 953 =430 0,00038 = 0,0003 (4,04 £0,93) 107 0,29
K438R dTTP 1768 + 730 0,00062 = 0,0023 (3,56 = 1,50) 107 0,25
K438D dTTP 1619 + 982 0,00095 + 0,0004 (5,88 £2,22)107 0,42

Tabla 1. Tabla de eficiencias cataliticas de mutantes del centro activo de Polp. La tabla compara los parametros
cinéticos de polimerizacion independiente de molde (transferasa terminal) sobre DNA de cadena sencilla, de Polp wt
y mutantes del centro activo. Se indica el valor de la Km aparente, Kcat y Eficiencia catalitica, con los valores de
media y desviacion estandar de al menos tres experimentos.

Este efecto sugiere que estas mutaciones, como se habia especulado, afectan a la
interaccion con el nucledtido. Para los mutantes H329G y R387A no puede calcularse
una Km,p,, ya que la actividad transferasa terminal es tan baja que el error de calculo es
demasiado elevado para que pueda ser fiable (Fig. 1.3). Para el caso del mutante R387K
no hay diferencias en la Km por nucledtido y es muy parecida al valor de Polp wt, lo
que implica que el residuo R387 aparentemente no interacciona con el nucleétido.
Como se muestra en la tabla, se observa un incremento de la K., en el mutante de 38
veces con respecto al valor de K¢, de Polp wt, lo que resulta en un incremento de la
eficiencia catalitica para el nucleotido dTTP de 38 veces con respecto a Polp wt. Su
caso serd tratado mas extensamente en el capitulo siguiente.

Es interesante sefialar como los mutantes K325A, K438D y K438R muestran un
patron similar de subida de Km y subida de K, 1o que hace que la comparacion de sus
eficiencias cataliticas respecto de Polp se vea hasta cierto punto compensada (por
ejemplo, K438D presenta con respecto a wt un aumento de Km de 5 veces y un
aumento de Kcat de 2.3 veces, con lo que su eficiencia catalitica resulta ser 2.4 veces
menor que wt). La explicacion de este fenomeno, como se describira en mas detalle en
el capitulo siguiente, podria ser que en este tipo de sustrato el extremo del primer y el
nucledtido entrante compiten inicialmente por los mismos residuos del centro activo,
entre los que se encontrarian los aqui estudiados. Por ello, una misma mutacion puede
empeorar la interaccion con el nucleotido (subida de Km) a la vez que mejorar la
catalisis (subida de K.,). La mejora de la catalisis podria deberse a que estos residuos
modulen la traslocacion del primer de una posicion inicial improductiva a una
cataliticamente productiva (ver Capitulo 2).

Puede apreciarse en la Tabla 1 como la preferencia de adicion de nucleotidos por
Polp wt en un sustrato de DNA de cadena sencilla (PoliT) es dCTP> dTTP> dATP
>dGTP. Esta preferencia de insercion ha sido recientemente publicada (Gu et al., 2007)
en ensayos in vivo, en donde observan, al igual que nosotros, una preferencia de Polp
por la adicion de pirimidinas.
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La preferencia de insercion de nucledtidos por la actividad transferasa terminal
de TdT es opuesta a la de Polu. Asimismo, estudios in vivo han demostrado una
preferencia por la insercion de purinas, mayoritariamente dGTP (Gauss y Lieber, 1996;
Mickelsen et al., 1999), de acuerdo con la mayor insercion de dGTP mediada por TdT
durante la recombinacion V(D)J de las cadenas de inmunoglobulinas.

1.6. Ensayos de union a DNA de doble cadena y DNA de cadena sencilla

Un paso mas en el estudio de los mutantes del centro activo de Polp consistio en
determinar si habia cambios en la interaccion directa con el DNA con respecto a la
proteina wt. Los ensayos de interaccion fueron realizados utilizando tanto DNA de
doble cadena como DNA de cadena sencilla, mediante dos técnicas diferentes, retraso
en gel y filtracion en nitrocelulosa, respectivamente.

1.6.1. Interaccion de las proteinas mutantes con un gap de dos nucleétidos en el
DNA.

Para analizar si los mutantes del centro activo de Polp tenian afectada la interaccion con
DNA de doble cadena se realizaron ensayos de retraso de movilidad electroforética
(EMSA) en geles de poliacrilamida. La molécula de DNA utilizada es un DNA que
contiene un gap de dos nucleotidos y un fosfato en 5°, ya que este tipo de sustrato es el
idoneo para la union de esta polimerasa. En tesis anteriores se ha demostrado una
interaccion de Polp mas fuerte a un gap con P que con OH en 5’, ya que el dominio de
8 KDa favorece la interaccion con el grupo fosfato en los extremos 5° recesivos del
DNA (Ruiz, F.J., 2004; Juarez, R.,20006).

Los resultados obtenidos indicaron que los mutantes K325A, H329G, K438R,
K438A y K438D no tienen afectada la interaccion con DNA, como se puede ver en la
(Figura 1.4), y su patron de retraso fue muy parecido en todos los casos al del enzima
wt. Los mutantes R387K y R387A seran descrito mas detalladamente en el capitulo
siguiente, ya que en este caso si se pueden observar cambios en la interaccion con el
DNA.

3~ AGACACGTCCAAGAAGCAGCTCTCCCTGAAGT 5 ~
*5° TCTGTGCAGGTTCTT éCGAGAGGGACTTCA 37

Figura 1.4. Unién de las proteinas
a un sustrato de DNA de doble
cadena (gap de dos nucleotidos). Se
llevé a cabo un ensayo de retraso

en gel con la molécula dibujada en
bl . i la parte superior de la figura. El

g Enzima/ DNA ensayo se hizo con DNA marcado
radiactivamente a una
concentracion de 5 nM. La

concentracion de las proteinas fué
de 100 nM en cada caso. El ensayo
de retraso en gel se llevd a cabo

: como se indica en Materiales y
M_DNA HHbre Métodos. En la figura estd sefialada
g la posicion a la que migra el

complejo estable enzima/DNA y la
posicion del DNA libre.
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1.6.2. Interaccion de las proteinas mutantes con DNA de cadena sencilla (PoliT).

Para determinar la afinidad de las proteinas mutadas por DNA de cadena sencilla se
procedio a determinar la interaccion directa proteina:DNA mediante retencion en filtros
de nitrocelulosa, ya que la interaccion entre este tipo de sustratos de DNA y la proteina
es demasiado 1&bil para poder ser analizada por ensayos de retraso en gel. Ademads de su
mayor sensibilidad, la técnica de retencion en filtros de nitrocelulosa permite obtener un
valor de afinidad del complejo formado.

Los filtros son equilibrados en el tampon de reaccion durante al menos una hora
antes de ser usados. Para el ensayo se utilizan sustratos de DNA marcados
radiactivamente (5 nM) y se incuban con diferentes concentraciones de proteina durante
10 min a 22°C en mezcla de reaccion (ver Materiales y Métodos). A continuacion se
procede al paso de filtracion, mediante succion con una bomba de vacio. La proteina
queda siempre retenida en el filtro de nitrocelulosa, por lo que el DNA (marcado) que
interaccione con ésta, puede cuantificarse mediante Phosphorimager.

Como se observa en la Figura 1.5, no se detectan diferencias entre las proteinas
mutadas en los residuos K325, K438 y H329 con respecto a Polp wt. La Kgis de la
interaccion para todos los casos fué de 1,3 + 0,003 uM .

*5 " TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3~ Figura 1.5. Unién a DNA de cadena

sencilla de Polp y mutantes del
90 ) centro activo. El experimento se
realizo6 ~mediante filtraciéon en
nitrocelulosa. La concentracién de
NaCl presente en cada mutante se
rebajé a 10 mM para poder detectar
la interaccion. E1 DNA utilizado en
el ensayo fue un DNA
homopolimérico de cadena sencilla
(PoliT). Polp wt estd representada
por cuadrados negros, H329G por
cuadrados  grises, K438R por
rombos negros, y K325A por
y T - ' triangulos blancos. La interaccion
0.5 1 1.5 2 25 3 35 uM fue cuantificada por
Concentracién de Proteina Phosphorimager.

% 32 P -DNA unido
8

1.7. Factores que afectan a la actividad transferasa terminal de Polp

Durante los estudios realizados sobre la actividad transferasa terminal de Polp se
observo que tanto la fuerza idnica como la temperatura de ensayo, eran variables que en
gran medida condicionaban la actividad transferasa terminal de Polu. Por ello, se
decidio hacer un anélisis de los efectos de estas dos variables sobre la actividad
transferasa terminal. Como se observa en la Figura 1.6, la actividad transferasa terminal
de Polp decrece con rapidez a medida que aumenta la concentraciéon de NaCl en la
solucion. La sensibilidad de la interaccion entre Polp y DNA de cadena sencilla sugiere
que la superficie de union entre ambas moléculas estd dominada por interacciones
i6nicas. Esta observacion estd de acuerdo con la informacion estructural disponible
sobre la interaccion de TdT con DNA de cadena sencilla, donde la mayoria de
interacciones ocurren a través de la cadena de fosfatos del DNA.

En lo que se refiere a la temperatura Optima de reaccion, se realizaron ensayos
de actividad transferasa terminal sobre DNA de cadena sencilla, en un intervalo entre 15
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y 40 °C. Polu present6 un optimo de actividad entre 15-20 °C y la actividad empeoro a
medida que se aumentaba la temperatura (Fig. 1.6). En estos ensayos de actividad han
de interaccionar simultaneamente 3 componentes que tienen baja afinidad entre si. In
vivo es de esperar que las interacciones entre ellos se vean facilitadas por componentes
accesorios en la reaccion de reparacion, lo que se consigue gracias a la interaccion entre
el dominio BRCT de Polp y el complejo Ku-XRCC4-LiglV.

100
90 -
80 -
70

%, 32p- DNA unido

60
50 4
40
30

% 32p- DNA extendido

20 -
10 -

0 - - 0
50 100 150 200 10 20 30 40

Concentracién NaCl (nM) Temperatura (°C)

Figura 1.6. Variables que condicionan la actividad transferasa terminal de Polp . A) Titulacion de la fuerza idnica
del buffer de la reaccion. La interaccion entre Polp (400 nM) y el DNA de cadena sencilla (PoliT) fue detectada por
filtracion en filtros de nitroclelulosa. B) Porcentaje de primer extendido a diferentes temperaturas de ensayo. El
tiempo en el que se llevaron a cabo las reacciones (20 uL) fue de 30 min.

1.8. Conclusiones

Puede concluirse que la union de las proteinas mutadas en los residuos K325, K438 y
H329 a DNA de doble cadena con gaps y a DNA de cadena sencilla es en todos los
casos semejante a la de Polp wt en las condiciones experimentales indicadas. El
descenso de la eficiencia catalitica de las proteinas mutadas en estos residuos se debe
probablemente a un defecto de interaccion con el nucleotido y no es causado por la
interaccion con el DNA. Esto queda patente en la Tabla 1, en donde se calcula la Kmyy,
por nucleotido en ensayos de transferasa terminal sobre DNA de cadena sencilla.

Los mutantes en los residuos K325 y K438 estin mas afectados en la actividad
transferasa terminal que en la actividad dirigida por template (3 veces mas
aproximadamente). Asi, concluimos que los defectos de interaccién con el nucledtido
son mas patentes cuando se mide su efecto sobre la actividad transferasa terminal y no
tanto en reacciones dirigidas por molde, donde la entrada del nucledtido viene
sustentada y reforzada por la presencia de un template. Los efectos de las mutaciones en
los residuos K325 y K438 son mas obvios en condiciones de transferasa terminal ya
que se requiere una interaccion del enzima con el nucledtido méas reforzada debido a la
ausencia de un nucledtido molde. No obstante, en el caso del mutante K438D, la
polimerizacion dirigida por molde esta notablemente mas afectada que la actividad
sobre sustratos de DNA de cadena sencilla. Este efecto puede ser debido a que la
sustitucion de este aminodcido cargado positivamente por otro aminodcido de carga
opuesta es mas critica en la configuracion del centro activo durante la polimerizacién
dirigida por molde, tal como ha sido sugerido en el caso del residuo equivalente de la
DNA polimerasa lambda (Pol A) humana (Garcia Diaz, M., 2003).
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En este capitulo se discuten los residuos de Polu que afectan exclusivamente a su
actividad transferasa terminal. Estos residuos son la H329 y la R387, que como se
menciono en el Capitulo 1, se localizan en el centro activo de Polu. El residuo H329
interacciona con el nucledtido entrante y el residuo R387 con la cadena template del
DNA (Moon et al., 2007a). En las primeras secciones de este capitulo se describen
experimentos que demuestran que estos residuos no afectan a la actividad dirigida por
molde de Polp cuando el DNA contiene un gap de pequeiio tamafio (como se vera en el
capitulo siguiente, las reacciones de end joining de extremos no complementarios,
aunque formen un gap, estan afectadas por la mutacion H329G). A continuacién, se
analiza el mecanismo por el cual el mutante R387K tiene aumentada su actividad
transferasa terminal con respecto a Polp wt. El estudio del mutante R387K de Polp nos
ha permitido conocer cudl es el paso limitante en la actividad transferasa terminal de
esta enzima. Por el contrario, el mutante H329G no tiene actividad transferasa terminal
ya que este residuo es esencial en la coordinacion entre el primer y el nucleotido.

2.1. Analisis de la actividad dirigida por molde de los mutantes en los residuos
H329 y R387 de Polp

2.1.1. Actividad en doble cadena con un gap de un nucledtido. Polp muestra gran
afinidad por sustratos de DNA con gaps de pequefio tamafio (una o dos bases) (Juarez,
R., 2006). Para analizar la actividad de polimerizacion de los mutantes de Polp en los
residuos H329 y R387, se llevaron a cabo una serie de ensayos de actividad con
sustratos de DNA marcado. El sustrato utilizado fue un DNA con un gap de un
nucleétido y con un grupo fosfato en 5°. Las reacciones se activaron con Mg~ (3 mM) y
transcurrieron por 30 min a 30°C. Como se puede observar en las Figuras 2.1 y 2.2, la
eficiencia de insercion del nucledtido complementario al template (dC) en los mutantes
de Polp es similar al de wt. Se puede concluir que H329G, R387K y R387A no
presentan diferencias con Polp wt en el relleno de gaps de pequefio tamafio.

2.1.2. Unidn a sustratos de DNA con un gap de pequeiio tamafio. Para evaluar la
afinidad de estas variantes mutantes de Polp por un DNA de doble cadena con un gap
en su estructura y un grupo fosfato en el extremo 5°, se realizaron ensayos de
interaccion directa mediante cambios de movilidad electroforética en geles de
acrilamida (EMSA) (Fig. 2.3). El mutante H329G, como ya se habia sefialado en el
capitulo anterior, tiene un patrén de union similar a Polp wt y no se observan
diferencias en cuanto a la interaccion con DNA. En cambio la mutacion en el residuo de
Polp R387, tanto en la variante mutada a Alanina como a Lisina, reduce la afinidad de
la interaccion entre la proteina y el DNA de doble cadena, especialmente en el rango de
concentracion entre 0,2-0,4 uM, donde los complejos retrasados son aparentemente
menos estables que los generados por Polp wt en estas condiciones experimentales (Fig.
2.3).
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3" -AGACACGTCCAAGAAGAGCTCTCCCTGAAGT-5
*5 " -TCTGTGCAGGTTCTT G%CGAGAGGGACTTCA—3 -

Pol n wt R387K R387A

- 0,001 0,003 0,01 003 041 0001 0003 001 003 01 0001 0003 001 003 041 uM

Pol p wt H329G

- 0,001 0,003 0,01 0,03 0,1 0,001 0,003 0,01 0,03 0,1 uM

Figura 2.1. Actividad dependiente de molde de Polp wt, R387K, R387A y H329G. A) Secuencia y estructura del
DNA utilizada en este ensayo de actividad. El oligonucledtido marcado esta sefialado con un asterisco. B) El ensayo
de polimerizacion en un gap de un nucledtido se realizé a una concentracion de DNA de 5 nM y 300 nM de proteina.
Las concentraciones de dNTP son las indicadas en la figura. Los ensayos fueron hechos durante 30°C a 30 min y
fueron activados con Mg'? (3 mM). Los productos de polimerizacion se analizaron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida 20%-urea 8 M y posterior autorradiografia.

90
80 " Figura  2.2.  Cuantificacion de Ia
incorporacion de dCTP en un DNA con un
L d ledtido. La concentracion de
8 gap de un nuc
=§ 60 DNA es de 5 nM y las proteinas estan a la
S 50 concentracion indicada en el grafico. En el
E grafico se representan Polp wt (cuadrados
§ 40 negros), R387K (circulos blancos) R387A
Q 30 (triangulos blancos) y H329G (cuadrados
2 5 grises). Las reacciones de polimerizacion
:‘2 fueron activadas con Mg*? durante un tiempo
10 de 30 min a 30°C. El primer extendido fue
ort : . : cuantificado por Phosphorimager.

0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Concentracién de proteina (uM)
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Estos resultados fueron contrastados mediante otra técnica de interaccion directa entre
proteina y DNA: el uso de filtros de nitrocelulosa para separar los complejos de
DNA/enzima del DNA libre (Fig. 2.4). En este caso, corroborando el resultado de la
Figura 2.3, también se observa como la mutacion en el residuo R387 empeora la
interaccion de la proteina al DNA. El valor de Kgis para Polp wt es de 306 nM y para
R387K y R387A es de 412 nM y 950 nM, respectivamente. Es decir, la mutacion afecta
a la interaccién con el DNA de doble cadena y produce un incremento de 1,3 (para
R387K) y 3,1 (para R387A) veces la Kgis del enzima. Por el contrario, la mutacion en el
residuo H329 no afecta a la interaccion con el DNA.

120

100

% 32 P -DNAunido

Pol p wt R387A Pol p wt R387K
R
- - Enzima/
Wk eap ﬁ 3 TR v DNA
ollsaclitsne - i‘ & |-Dna
e AR 0 T libre
- 16 0804 02 01 16 08 04 02 0,1 - 16 08 04 02 - 16 08 04 02 uM
Pol p wt
o HIZ90 Figura 2.3. Afinidad de Polp wt y Polp mutantes
(H329G, R387K y R387A) por un DNA con un

proteinas mutantes R387A y R387K de formar
complejos estables en el rango de concentraciones
entre 0,1 y 0,2 uM es inferior con respecto a Polp
wt, mientras que no hay diferencias entre Polp wt
y H329G. Estos ensayos se realizaron para medir
cambios en la movilidad electroforética (EMSA)
del DNA tal y como se describe en Materiales y
Métodos. El DNA de doble cadena estd a una
concentracion 5 nM y las proteinas a la
concentracion indicada en cada caso.
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Figura 2.4. Afinidad de Polp wt
y Polp mutantes R387K, R387A
y H329G por DNA con un gap
de dos nucledtidos. El
experimento se realizd6 mediante
filtracién en nitrocelulosa. La
interaccion de Polp (cuadrados
negros) es mejor que la de
R387K (circulos blancos) y que
la= de R387A (tridngulos
blancos). Por el contario, la
interaccion del mutante H329G
(cuadrados grises) es similar a la

0,2

r . . que presenta Polp wt. El DNA
04 0,6 0,8 1 1,2 1,4 estd a una concentracion de 5nM
y las  proteinas a la

Concentracién de proteina (uM) concentracién indicada.
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El hecho de que los mutantes R387K y R387A interaccionen peor con DNA de
cadena doble pero no se observen efectos en la actividad probablemente se explique
porque en los ensayos realizados en sustratos de DNA con un gap la interaccion entre la
proteina y el DNA no determina la velocidad de la reaccion.

2.2. Analisis de la actividad transferasa terminal de Polp

2.2.1. Actividad transferasa terminal en sustratos de DNA de cadena sencilla y
DNA de doble cadena con extremos romos. Se analizo la actividad independiente de
molde de Polp wt, R387K, R387A y H329G utilizando dos sustratos: DNA
homopolimérico de cadena simple (PoliT) y un fragmento de DNA de doble cadena con
extremos romos. Ya habiamos avanzado en el capitulo anterior que estos mutantes
estaban afectados en la actividad transferasa terminal, pero se decidié comprobar si
ademads conservaban el mismo patrén de adicion de cada nucledtido por separado igual
que Polp wt. Como metal activador se usé Mn™* (1 mM) y las reacciones se realizaron a
30°C durante 30 min para cada uno de los sustratos. En DNA de cadena sencilla (PoliT),
Polp lleva a cabo adiciones sucesivas de nucledtidos alcanzando una longitud
aproximada de 8 bases para el caso del dTTP, nucle6tido con el que presenta mayor
capacidad de elongacion (Fig. 2.5). En el caso de extension con dCTP, a pesar de
presentar la Km mas baja por este nucledtido, s6lo unas pocas bases son incorporadas a
cada molécula de DNA. Con dATP observamos un patron caracteristico: aparecen unas
primeras inserciones, seguidas de una fuerte y eficiente polimerizaciéon que resulta en
un acumulo de material a una altura siempre definida. Este comportamiento puede
explicarse debido a que unas primeras adiciones de dATP al extremo de esta molécula
de PoliT mediante actividad transferasa terminal generan un extremo con varias
unidades de dATP sobre una molécula de PoliT (Juarez et al., 2006). Este extremo es
capaz de hibridar con otras moléculas de PoliT presentes en el medio, pudiendo
continuar su extension mediante direccion de molde hasta llegar al final de la cadena.
Esta es la explicacion por la que aparecen bandas a una altura definida. Las pequefias
diferencias del tamafio inicial observadas podrian ser determinadas por el numero de
dNTPs que haya incorporado la polimerasa durante la fase de polimerizacion
independiente de molde. Ha sido comprobado que se produce la misma reaccion en el
caso de que la molécula utilizada sea PoliA y se suministre dTTP. También es posible
que la cadena naciente pueda autohibridar mediante la formacion de un bucle (Juarez,
2006). No obstante, esta aun por dilucidar si la primera base insertada por Polu esta o
no dirigida por molde, pues existe la posibilidad de que la primera reaccion de end
Jjoining ya suponga la insercion del nucledtido complementario (ver Capitulo 3).

En sustratos de DNA de doble cadena con extremos romos el patron de insercion
de cada ANTP se mantiene (Fig. 2.6). Como se verd en el capitulo siguiente, la
incorporacion de bases a este tipo de sustrato es menos eficiente que a DNA de cadena
sencilla hasta que se incorporan unas cuantas bases. A partir de ese punto, la
polimerizacion es mejor que la observada para el DNA de cadena simple.

El mutante H329G, como ya se habia comentado en el capitulo anterior, presenta
una muy reducida actividad transferasa terminal para cada uno de los nucleotidos. Por el
contrario, la mutacion en el residuo R387 produce diferentes efectos en funcion de la
mutacion. Asi, la mutacion R387A provoca una caida de la actividad transferasa
terminal, especialmente sobre sustratos de DNA con extremos romos, mientras que la
mutacion R387K provoca un enorme aumento de la actividad transferasa terminal con
cada uno de los nucledtidos con respecto a Poluwt, tanto en

48



Resultados ~ Capitulo 2

*5° TTTTTTTTTTTTTTTTTTTIT 3~

Pol p wt R387K R387A H329G

itd o ® o

- dA dT dC dG - dA dT dC dG - dA dTdCdG - dA dT dCdG
100 uM 100 uM 100 uM 100 uM

Figura 2.5. Comparacion de la actividad transferasa terminal de Polp wt y mutantes en el residuo R387 y H329 en
DNA de cadena sencilla. Las reacciones (20 uL) se llevaron a cabo como se describen en Materiales y Métodos, en
presencia de 5 nM de DNA marcado radiactivamente (PoliT), 1 mM de Mn*?, 600 nM de proteina y 100 uM del
dNTP. Tras una incubaciéon de 30 min a 30°C, los productos de polimerizaciéon se analizaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (20%)-urea 8 M y posterior autorradiografia.

*5° ATAACATGAGTGACACTAG 3~
3° TATTGTACTCACTGTGATC 5

Pol p wt R387K R387A H329G

- dA dTdCdG - dA dTdCdG - dA dTdCdG - dA dT dC dG
100 uM 100 uM 100 uM 100 uM

Figura 2.6. Comparacion de la actividad transferasa terminal de Polu wt y mutantes en los residuos R387 y
H329 en DNA de doble cadena con extremos romos. Las reacciones (20 ulL) se llevaron a cabo como se
describen en Materiales y Métodos, en presencia de 5 nM de DNA marcado radiactivamente (PoliT), 1 mM de
Mn*%, 600 nM de proteina y 100 uM del dNTP. Tras una incubacién de 30 min a 30°C, los productos de
polimerizacion se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (20%)-urea 8 M y posterior
autorradiografia.
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sustratos de DNA de cadena sencilla como de extremos romos (Fig. 2.5 y 2.6). El
aumento en actividad del mutante R387K es especialmente acusada para el caso de
DNA de cadena sencilla. No obstante, en DNA de extremos romos la diferencia es
patente en el caso de extensiones de dT y dC, pero muy similar a wt en el caso de dA o
dG. Estos efectos sugieren que el residuo R387 cumple diferentes funciones en funcién
de la estructura del DNA. En el caso de DNA de cadena sencilla, R387 puede estar
implicado en limitar la correcta recolocaciéon del primer en cada ciclo catalitico
(traslocacion, ver Seccion 2.6), mientras que en cadena doble su efecto puede estar
enmascarado por la participacion de otros muchos residuos que interaccionan con el
DNA.

2.2.2. Unioén a sustratos de DNA de cadena sencilla y DNA de doble cadena con
extremos romos. Para determinar la afinidad de las proteinas mutadas por DNA de
cadena sencilla (PoliT) y DNA de doble cadena con extremos romos se utilizé la técnica
de filtracion en filtros de nitrocelulosa (Wong y Lohman, 1993) ya que la interaccion
entre el DNA y la proteina es demasiado labil para poder ser medida por ensayos de
movilidad electroforética. La interaccion entre Polp wt y DNA de cadena sencilla (Kgis=
1,3 uM) es mucho mas estable que la interaccion con DNA de doble cadena con
extremos romos. En el caso del mutante H329G, como ya habiamos sefialado en el
capitulo anterior, no se detectan diferencias en la interaccion con DNA de cadena
sencilla (Fig. 2.6). En el caso de los mutantes R387K y R387A se puede observar una
peor interaccion en ambos casos con el DNA de cadena sencilla con respecto a Polp wt
(Fig. 2.7A). La Kgis de la interaccion de Polp R387K con DNA de cadena sencilla (5,5
uM) y la de R387A (5,8 uM) es mayor (4,2 y 4,4 veces, respectivamente) que la de wt
en DNA de cadena sencilla (Fig. 2.7A). Para cadena doble con extremos romos la

A
80 Figura 2.7. Union a DNA de cadena
sencilla y DNA de doble cadena con
70 extremos romos de Polp wt, R387K y
8 60. R387A. El experimento se realizd
‘c mediante filtraciéon en nitrocelulosa. A)
g 50 1 Interaccion de Polp wt y los mutantes
8 R387K y R387A a DNA de cadena
a 30| simple. La interaccion de Polp wt
b} (cuadrados negros) es mas fuerte que la
® 20, % de Polp R387K (circulos blancos) y que
10 la de Polp R387A (tridangulos blancos).
La concentracion del DNA es de 5 nM,
0 T T T " y la de proteina es la que se indica en la
0,5 1 15 2 25 3 3,5 figura. B) Interaccion de Polp wt y los
B Concentraci6n de proteina (M) mutantes R387K y R387A a DNA de
18 - doble cadena con extremos romos. Polp
16 - wt (cuadrados grises) y los mutantes
14 | R387K (circulos grises) y R387A
8 (triangulos grises) interaccionan
< 121 practicamente igual con este tipo de
2 10 - sustrato. Los ensayos se llevaron a cabo
g 8 | a 22°C después de una incubacion de 10
o 6. min. El DNA retenido en el filtro fue
8 4 cuantificado mediante Phosphorimager.
* P
2 |
0.

05 1 1,5 2 25 3 35
Concentraclén de proteina (uM)
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interaccion es practicamente indetectable en estas condiciones (<10%) pero
aparentemente similar en todos los casos (Fig. 2.7B).

Como se puede observar, la interaccion de las proteinas con DNA de cadena
sencilla es mucho mas estable que con DNA de doble cadena con extremos romos,
aunque sobre ambos sustratos Polu es capaz de llevar a cabo reacciones de transferasa
terminal.

En el caso de R387A, la peor interaccion podria justificar su peor actividad en la
polimerizacion sobre sustratos de DNA de cadena sencilla. Por el contrario, la minima
actividad observada con este mutante sobre sustratos de DNA de doble cadena con
extremos romos no puede ser justificada por su poco aparente defecto de union a este
sustrato. Deberia ser utilizada otra técnica mas sensible para poder valorar si en realidad
hay diferencias en la union. En el caso del mutante R387K es dificil explicar por qué
una peor union resulta en una mejor actividad. Para resolver esta aparente contradiccion
se decidio llevar a cabo con este mutante los experimentos que se detallan en las
secciones siguientes.

El mutante H329G, a pesar de no tener actividad transferasa terminal, no
presenta cambios en la interaccion sobre los sustratos sobre los que se midio la
actividad transferasa terminal (Fig. 3.5). Esto sugiere que el residuo H329 cumple una
funcion especifica en el mecanismo de transferasa terminal independiente de la
interaccion del DNA. La reciente elucidacion de la estructura cristalina de Polp ha
revelado la funcion de este residuo y es consistente con nuestros resultados, como se
vera en la Discusion (Moon et al., 2007a).

2.3. Célculo de Km aparente (Km,,,) para cada uno de los nucledtidos en el
mutante R387K

Para elucidar por qué el mutante R387K mejora su eficiencia catalitica con respecto a
Polp wt, en primer lugar se determind su Km,p,, por nucledtido. Aunque como ya se
analizo6 en el Capitulo 1, el mutante R387K y Polp wt tienen una Km,,, por dTTP muy
similar cuando se mide sobre sustratos de cadena sencilla, se decidi6 confirmarlo para
cada uno de los nucledtidos. Como metal activador de la reaccion se usd Mn™ (1 mM).
El nucleétido estaba marcado con **P en posicion alfa y el tiempo en que se llevo a cabo
la reaccion de polimerizacion fue de 30 min a 30°C. La titulacion del nucledtido se
realizd en unas condiciones de DNA y proteina en exceso (estado estacionario). Las
reacciones se pararon con EDTA 50 mM y las muestran fueron filtradas a través de
columnas de Sephadex G-25 y cuantificadas con contador de centelleo. Los datos
fueron ajustados a la ecuacion de Michaelis-Menten V=Vmax*(dNTP)/[Km + (dNTP)]
y el valor de la Km,,, para cada nucleotido esta reflejado en la Tabla 2.

Como se puede observar, los cambios en la Km,p, de Polp R387K por cada uno
de los nucle6tidos no son tan significativos como los que se detectan para K¢, No es
posible excluir la posibilidad de que la mutacion tenga un cierto efecto en la
arquitectura del centro activo que redunde en cambios en la interaccion con cada
nucleétido de manera diferente. No obstante, es patente que el mayor cambio entre Polp
wt y Polp R387K es a nivel de la constante catalitica en este tipo de reacciones. La Ky
es mucho mas alta para el mutante, especialmente en el caso de extensiones con dG y
dT (74 y 38 veces, respectivamente). El aumento en la K¢, refleja que el mutante
R387K tiene un ciclo catalitico mas rapido, posiblemente debido a la mayor capacidad
de éste de recolocar el primer para una mas eficaz polimerizacion.
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Km,, (uM) Kcat (s'l ) Eficiencia catalitica fo ext
wild-type dT 319 =16 0.0004 = 0.0002 (1.39 = 0.0004) 10° 1
dA 4300 =2400 0.0016 = 0.0006 (4.10 = 0.92) 107 1
dC 224 +26 0.0008 = 0.0004 (5.97 £2.35) 107 1
dG 583070 0.0049 + 0.0025 (8.43 = 4.34) 107 1
R387K dT 307 =17 0.015 = 0.006 (5.35 = 1.13) 10” 38
dA 5100 = 2300 0.015 = 0.00008 (3.28 £1.47) 107 8
dC 13124 0.018 = 0.004 (1.36 £ 0.34) 10 22
dG 3010 =100 0.188 = 0.015 (6.25 = 0.30) 107 74

Tabla 2. Comparacion de la eficiencia catalitica en cadena sencilla (PoliT) entre Polp wt y Polp R387K. En la tabla
se indican los valores de la Km aparente, Kcat y eficiencia catalitica para cada nucledtido incorporado por transferasa
terminal sobre PoliT(21T). EI dATP fue incorporado sobre un sustrato de PoliA (21A), para evitar direccion de
molde. La ultima columna indica el ratio de las eficiencias caliticas para cada nucledtido entre Polp wt y Polp R387K.

103 -
fial —
1 [~ Figura 2.8. Comparacion de las eficiencias
cataliticas de Polp wt y Polp R387K para
105 - cada nucleotido. Polp R387K (barras

blancas) estd al menos un orden de
magnitud por encima de Polp wt (barras

grises). Las barras de error estan
106 ‘ IT representadas en cada caso.
107 T - -
dATP dTT

P dCTP dGTP

Eficiencia catalitica por nucleétido

Se puede observar en la Tabla 2 como el ratio de la eficiencia catalitica del
ensayo para cada nucleotido entre wt y mutante es diferente. Hay un ratio mas alto para
dGTP, seguido de dTTP y dCTP. Esto no se corresponde con el valor de la Km,,, para
cada nucleotido. Probablemente hay diferencias en la afinidad de la proteina por cada
sustrato a medida que se van polimerizando nuevas bases del nucle6tido incorporado y
queda atras la cadena de DNA original (PoliT). La incorporacion de dATP se midio
sobre un sustrato de PoliA (21A) para evitar polimerizacion dirigida de molde. En este
caso la afinidad por el DNA serd siempre la misma a medida que se van incorporando
mas bases, lo mismo que cuando se mide la adicion de dTTP sobre PoliT(21T).

2.4. Analisis de procesividad en reacciones dirigidas por molde y reacciones de
transferasa terminal
Seguidamente se determind si un aumento de la procesividad del enzima podia explicar

el aumento de la eficiencia catalitica con respecto a Polp wt. Este analisis de la
procesividad se realizo sobre dos tipos de sustratos, un template/primer, y un DNA de
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cadena sencilla, mediante dilucion seriada de la proteina (Ruiz, 2004). En el caso de que
el mutante de Polp R387K hubiese ganado procesividad la dilucién de la enzima no
afectaria significamente al nimero de bases extendidas. En caso de ser tan distributiva
como Polp wt, la enzima mutante mostraria una extension en cada sustrato de DNA
proporcional a su concentracion.

En el caso del template/primer se realizd una mezcla de los cuatro nucledtidos a
una concentracion final de 100 uM, y en el caso del DNA de cadena sencilla se empled
el mismo nucledtido que el presente en el DNA (dTTP) para evitar cambios en la
afinidad de la proteina al ir incorporando dTTP. Se puede observar como en el caso de
las reacciones dirigidas por molde, el mutante R387K y Polp wt tienen un
comportamiento similar, extendiendo el primer aproximadamente por igual en ambos

Pol pn wt R387K

Figura 2.9. Analisis de la procesividad de Polp wt
y mutante R387K en un template/primer. El
experimento se realizd mediante diluciones
seriadas de las  proteinas. El DNA
(template/primer) estd a una concentracion final
de 5 nM y la mezcla de nucle6tidos a 100 uM
final. La reaccién fue activada con Mg** (3 mM) y
se llevd a cabo durante 30 min a 30°C. Las
muestras se analizaron mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida 20% - urea 8 M y posterior
autorradiografia.

- 200100 50 25 12,5 200100 50 25 12,5 nM

casos (Figura 2.9). Tampoco se ven cambios en el patron de extension del primer. En la
Figura 2.10 se ve como en DNA de cadena sencilla el mutante necesita menos
concentracion que la proteina wt para una similar extension, pero sus patrones son muy
similares.

En conclusion, la procesividad del enzima no ha cambiado significativamente
con respecto a Polp wt, ni en DNA de doble cadena ni en DNA de cadena sencilla, y el
aumento de la eficiencia catalitica de R387K en cadena sencilla no puede explicarse por
un aumento en la procesividad con respecto a wt.

Pol p wt R387K

5 AR, b
i ¥
gy e
Ry, a AR
iy ‘

P ! I.i yics
¢ y . .

- 1180 590 295 147 73 36 18 1180590 295 147 73 18 9 4 nM
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Figura 2.10. Analisis de la procesividad de Polp wt y mutante R387K en un DNA de cadena sencilla. El
experimento se realizd mediante diluciones seriadas de las proteinas. El DNA (PoliT) est4 a una concentracion de 5
nM y los nucledtidos a 100 uM. La reaccion fue activada con Mn? (1 mM) y se llevo a cabo durante 30 min a
30°C. Las muestras se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 20% - urea 8 M y posterior
autorradiografia.
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2.5. Ensayo de velocidad de un unico ciclo catalitico

A continuacion, se analizé la velocidad de cada ciclo catalitico para R387K y para Polp
wt. Se utilizéo un DNA de cadena sencilla (PoliT) a una concentracion 10 veces superior
a la de proteina (100 nM de proteina, 1 uM de DNA). El nucleotido empleado fue
ddTTP (100 uM), para evitar mas de un evento de polimerizacion. El ensayo cinético
fue activado con Mn"? (1 mM) y se interrumpid cada reaccion en los tiempos indicados
en la Figura 2.11. Las reacciones se realizaron a una temperatura de 18°C. Como vimos
en el capitulo anterior, esta temperatura es la mas adecuada para conseguir una dptima
actividad transferasa terminal de Pol.

Se observa que la eficiencia de cada ciclo catalitico en estas condiciones
limitantes de proteina y con un exceso de DNA y nucledtido es mayor para el mutante
de Polp R387K que para Polu wt. En conclusion, el mutante R387K muestra una
velocidad en cada ciclo catalitico superior a Polp wt y este resultado confirma la mayor
eficiencia en condiciones de transferasa terminal de este mutante de Polp. El modelo
mas adecuado para explicar este fendmeno es que el mutante R387K tiene una mayor
facilidad para configurar un complejo ternario productivo (Polp-DNA-nucledtido
entrante), que es el paso limitante de la reaccion de transferasa terminal. El residuo
R387 podria estar directamente implicado en la proceso por el cual el primer es
recolocado tras cada adicidon de nucledtido, como se describira en la seccion siguiente.

Pol p. wt R387K

- 1 2 4 8 16 3264 1 2 4 8 16 32 64 Tiempo (min)

Figura 2.11. Cinética de
incorporacion de ddTTP en un DNA
de cadena sencilla (PoliT). Se
determiné la velocidad de un unico
ciclo catalitico para Polp wt y R387K
en condiciones limitantes de poteina
(100 nM). Polp wt (M) y Polp R387K
(O) fueron mezclados con DNA (1
uM) y nucledtido (100 uM) en
exceso. Las reacciones (18°C) fueron
paradas a los tiempos que se indican
en la figura y analizados por
electroforesis. El primer extendido
fue cuantificado por Phosphorimager.

% 32P extendido

10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (minutos)

2.6. Competicion entre nucleétido y DNA en su interaccion con Polp

La estructura de TdT se ha resuelto en dos complejos binarios: TdT unida a DNA de
cadena sencilla (PDB: 1KDH) y TdT unida a nucle6tido (PDB: 1KEJ) (Delarue et al.,
2002). En el cristal de TdT interaccionando con una cadena sencilla de DNA se observa
como la enzima est4d unida al extremo 3° del primer en lo que se asemejaria a una
posicion postcatalitica (n+1), posicion incompatible con la uniéon simultanea de un
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nucleodtido libre. No existe un cristal de TdT formando un complejo con DNA y
nucledtido. Este hecho podria implicar que el DNA unido a la proteina en la posicion
catalitica “n” (esto es, la que tendria justo antes de la hidrolisis del nucleétido) es una
posicion relativamente inestable en ausencia de nucledtido. En estos estudios
cristalograficos también se describe que el cristal de TdT unido a nucledtido se puede
superponer al cristal de la proteina unida al DNA de cadena simple asi como al de la
proteina libre, sin haber grandes cambios conformacionales en la estructura general de
la proteina. La aparente rigidez de TdT, y presumiblemente de Polp, contrasta con lo
que ocurre a otra polimerasa de la familia, Polp, en donde hay grandes cambios
conformacionales en el pulgar para que la proteina pueda translocarse a lo largo del
DNA en pequeiios gaps (Beard y Wilson, 1998; Sawaya et al., 1997). El residuo R258
de PolP, que es esencial para mantener la estabilidad de la conformacion abierta, esta
ausente en TdT, Polu y PolA (Sawaya et al., 1997). Este cambio conformacional no es
necesario en el caso de polimerasas independientes de molde como TdT y Poly, ya que
la distribuidad o falta de procesividad de estas enzimas hace que sean totalmente
compatibles con una conformacion de la proteina siempre cerrada (Delarue et al., 2002).
No obstante, los estudios cristalograficos comparativos también sugieren que ocurren
cambios conformacionales a nivel de residuos del centro activo, como es el caso de
H329 (Moon et al., 2007).

En el cristal de TdT unido a DNA de cadena sencilla, el residuo K403
(equivalente a R387 en Polu humana) interacciona con el DNA (Delarue et al., 2002).
En el caso de Polp, el residuo de arginina en esa posicion podria provocar una
interaccion mas estable con el DNA. Para determinar si Polp se une a DNA de cadena
sencilla de una forma similar a como lo hace TdT, se decidi6 comprobar mediante la
técnica de filtracion en nitrocelulosa la estabilidad de Polp unido a DNA de cadena
sencilla en una posicion precatalitica (mediante la adicion de nucleétido) y compararla
con la que presenta en ausencia de nucledtido (equivalente a la postcatalitica o que
podria ser la posicion inicial de unidén, como asi se ha observado en el cristal de TdT).

60 ! 1
Figura 2.12. Ensayos de filtracion en nitrocelulosa de
complejos ternarios de Polp wt (barras grises) y Polp
50 R387K (barras blancas) con DNA marcado (PoliT-
I ddCTP) en ausencia y presencia de nucledtido. Un
l esquema de las dos posibles posiciones del primer
40 dependiendo de la ausencia (izquierda) o presencia

(derecha) del nucledtido estan dibujadas encima del
grafico. Estd representado el bolsillo de unioén del
30 nucledtido (6valo blanco) en la proteina (rectangulo
gris). El esquema de la izquierda estd basado en la
estructura del cristal de TdT, en donde la proteina esta
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20 unida a cuatro bases de un oligonucledtido en una
I posicién que se asemeja a una situacion postcatalitica.

T L El esquema de la derecha representa el complejo

10 ternario (o precatalitico) de Polp unida a un primer y al

nucledtido entrante.
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Se realiz6 un ensayo de interaccion de la proteina con el DNA en ausencia y en
presencia de nucledtido mediante filtros de nitrocelulosa. En ambos casos, se midid la
interaccién en presencia de Mn™ (1 mM). Para evitar catalisis en presencia del
nucleétido, se utilizO DNA conteniendo una base ddCTP en el extremo 3" OH. El
nucleédtido (dTTP) fue puesto en un amplio exceso (100 uM) y el DNA (5 nM) fue
marcado con **P en el extremo 5° OH para poder detectar su interaccién con la proteina.

Si en Polp ocurre lo mismo que en TdT, el nucleodtido y el extremo 3” del primer
competiran por la misma posicion en la proteina. Por tanto, en presencia de nucledtido
la proteina interaccionara con el DNA peor, ya que tendra unido a éste en una posicion
“n” (pre-catalitica) que resulta ser mas inestable. Los resultados muestran que la
afinidad de Polp wt y Polp R387K por una cadena simple de DNA estd reducida
considerablemente en presencia de nucledtido (2,8 veces y 2,4 respectivamente). Esto
sugiere que Poly, al igual que se observo en el cristal de TdT, une el extremo del primer
en una posicion estable pero improductiva (similar a la postcatalitica) en ausencia de
nucleétido, y en una posicion precatalitica, menos estable pero productiva, cuando esta
presente (Fig. 2.12). Por tanto, la necesidad de llevarse a cabo un desplazamiento del
extremo del primer a una posicidon mas inestable, junto con la baja afinidad del
nucledtido entrante, al no ser seleccionado y estabilizado por una cadena molde, hacen
de este paso de ajuste del complejo ternario (induced-fit) el paso limitante de la reaccion
de transferasa terminal.

Ya habiamos demostrado que el mutante R387K tenia reducida su capacidad de
interaccion con DNA de cadena sencilla, lo cual podria alterar el balance de
interacciones que conducen a la formacion del complejo ternario productivo. Para
determinar de modo directo si la union de Polp a DNA de cadena sencilla en la posicion
improductiva es mas estable en Polp wt que en el mutante R387K, se llevo a cabo un
experimento para determinar la estabilidad del complejo improductivo una vez formado.
Este experimento se realizd mediante filtracién en nitrocelulosa con DNA de cadena
sencilla (PoliT) marcado en 5" OH y DNA competidor (PoliT). Se parti6 de un mismo
grado de interaccion de las proteinas al DNA marcado (mismo porcentaje de union de la
proteina al DNA, 20%) para que la concentracion de complejos binarios inicial fuese la
misma para ambas proteinas independientemente de su afinidad por el DNA. Estos
complejos de proteina y DNA fueron incubados durante 10 min a temperatura ambiente.
A continuacion se inicid la reaccion a tiempo O anadiendo una cantidad de DNA
competidor frio en funcién de la concentracion de proteina de partida (2 uM de R387K
y 375 nM de Polp wt). Las reacciones fueron filtradas a diferente tiempos y la
radioactividad retenida en los filtros, indicativa de la interaccion entre el DNA unido
inicialmente y Poly, fue cuantificada por Phosphorimager.

Figura 2.13. Ensayo de competiciéon en la
union de proteina a DNA de cadena sencilla. El
ensayo se llevd a cabo mediante filtracion en
nitrocelulosa a una temperatura de 22°C. Polp
wt (cuadrado negro) presenta una K¢ menor
que Polp R387K (circulo blanco). E1 DNA de
cadena simple (PoliT) estd marcado en 5" OH y
a una concentracion de 5 nM. El DNA (PoliT)
competidor se afiade a una concentracion de 2
uM para R387K y 375 nM para Polp wt (un
exceso de 4 veces con respecto a la proteina)

— N sobre la mezcla de proteina y DNA marcado. El
10 20 30 40 DNA retenido en el filtro fue cuantlﬁca{io por
Phosphorimager. Los ensayos fueron realizados
auna temperatura de 22°C.
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Como se observa en la Figura 2.13, el mutante R387K muestra una Ky por
DNA de cadena sencilla < 3 segundos, diferente a la de Polpn wt (aproximadamente 5
segundos). El valor real de K¢ para el mutante R387K no puede determinarse mediante
esta técnica, ya que no se puede comprobar el grado de interaccion entre la proteina y el
DNA en menos de 3 segundos. Este resultado implica que la interacciéon con DNA de
cadena sencilla en la posicion improductiva es mas inestable para el mutante R387K
que para la Polp wt, es decir, R387K tiene una mayor facilidad que Polp wt para formar
un complejo ternario productivo en presencia de nucledtido. Este experimento se repitid
en las mismas condiciones utilizando TdT humana, obteniéndose un resultado similar al
mutante de Poly, es decir, un valor de la Ko < 3 segundos.

2.7. Conclusiones

Segun los experimentos mostrados en este capitulo, Polp parece interaccionar con DNA
de cadena sencilla en una posicion similar a la que se observa en el cristal del complejo
binario TdT-DNA. Esta interaccion con el primer es mas estable en Polp wt que en el
mutante R387K. Para la formacién de un complejo ternario productivo ha de llevarse a
cabo un desplazamiento del extremo del primer a una posicion mas inestable, y para que
esto ocurra, una peor interaccion de R387K con el DNA facilita el movimiento.

El residuo R387 de Polu parece ser critico en determinar la velocidad de la
actividad transferasa terminal y ésta puede ser aumentada al hacer el cambio
conservativo de R a K. El residuo R387 esta implicado en el paso limitante de la
actividad transferasa terminal de Polu y contribuye a una interaccion mas estable con el
DNA de cadena simple.

En los experimentos descritos en este capitulo se ha demostrado como el
mutante R387A esta afectado en la actividad transferasa terminal y provoca un descenso
en la actividad. Este comportamiento podria deberse a que la eliminacion de un residuo
cargado positivamente por un residuo neutro modificase la arquitectura del centro activo
e impidiese la correcta recolocacion del extremo del primer en posicion “n” en
presencia del nucleotido.

Otro residuo clave para la actividad transferasa terminal de Polp es H329, que
como se ha visto no cambia la actividad dirigida por molde de Polp en gaps de pequefio
tamafio, pero es crucial en la actividad independiente de molde y en reacciones de end
joining donde no hay complementariedad de secuencia. Como veremos en el capitulo
siguiente, el residuo H329 es critico para la correcta orientacion del primer con el
nucledtido entrante, y por tanto su mutacion repercute directamente en la reparacion de
roturas de doble cadena en el DNA cuando no hay complementariedad.

Con los elementos aqui descritos tratamos de estudiar en el siguiente capitulo la
actividad transferasa terminal en el contexto de reparacion por NHEJ y como la
actividad transferasa terminal de Polp se distingue y complementa a la de la TdT
durante la reaccion de reparacion.
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El sistema de reparacion del DNA por reuniéon de extremos no homologos (NHEJ) es el
principal mecanismo de reparacion de roturas de doble cadena utilizada por las células
de los organismos eucaridticos superiores (Friedberg et al., 2006). Cuando ocurren este
tipo de lesiones en el DNA, son reclutadas en la zona dafnada una serie de factores de
reparacion especializados. Inicialmente, se une al DNA el dimero Ku, que a su vez
recluta a nucleasas (Artemis: DNA-PKcs), polimerasas (Polp y Pol)) y ligasas (XLF:
XRCC4:DNA ligasa IV) (Nick McElhinny y Ramsden, 2004). Dependiendo de la forma
en la que el DNA se rompe se pueden generar extremos romos, 5 -protuberantes o 3'-
protuberantes (Daley y Wilson, 2005; Ma et al., 2002). Los extremos 5 -protuberantes
son sustratos de ciertas polimerasas, como por ejemplo PolA, que pueden polimerizar
facilmente mediante direccion de molde los nucledtidos que faltan (Garcia-Diaz et al.,
2000). En las situaciones en las que el extremo del DNA es 3 -protuberante la situacion
es mas complicada. Un extremo 3" puede tener regiones de cierta microhomologia con
otro extremo 3’-protuberante o pueden ser secuencias sin ningin par de bases
complementarias. Es especialmente en este ultimo caso donde una polimerasa como
Polp, con una gran capacidad de distorsion del template y realineamiento del primer, es
capaz de reunir extremos con poca o ninguna complementariedad (Dominguez et al.,
2000; Juarez et al., 2006). Adicionalmente, como se visto en capitulos anteriores, Polp
puede incorporar bases no dirigidas por molde mediante su actividad transferasa
terminal, creando asi un cierto potencial para que exista complementariedad entre los
extremos 3 -protuberantes que deben ser reunidos para reparar la rotura.

En las células del sistema inmune, la ruta de reparacion del DNA por reunion de
extremos no homoélogos se ha especializado en un mecanismo para generar variabilidad
durante la recombinacion V(D)J en los receptores antigénicos de las inmunoglobulinas.
Es en este contexto donde TdT y Polu, ambas con capacidad de polimerizacion
independiente de molde, tienen un papel critico por su habilidad de extender los
extremos romos o 3’ protuberantes generados durante las roturas programadas que
ocurren en este proceso. Polp genera variabilidad mediante la adicion de nucledtidos
durante el mecanismo de recombinacion VJ de las cadenas ligeras (kappa) de las
inmunoglobulinas. Por otra parte, TdT actGa incorporando nucleétidos entre los
segmentos V, D y J de las cadenas pesadas (Bertocci ef al., 2003; Bertocci et al., 2006).

La comparacion entre Polp y TdT llevd a un andlisis mas exaustivo del
mecanismo que permite modular la incorporacioén de pocos nucledtidos que generen una
conectividad eficaz para la reparacion de roturas de doble cadena en el DNA (NHEJ).
La actividad transferasa terminal de Polp en NHEJ contrasta con la de TdT, que
incorpora una gran cantidad de nucledtidos para generar variabilidad durante la
recombinacion V(D)J. Aunque la actividad transferasa terminal de Polu es mucho mas
reducida que la de TdT, los estudios en este capitulo implican que estas polimerasas
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pueden complementarse o sustituirse en ciertos tejidos o durante el desarrollo
embrionario.

3.1. Actividad transferasa terminal de Polp y TdT en DNA de doble cadena con
extremos 3° protuberantes

Como se ha descrito, la habilidad de Polu y TdT de extender extremos 3’-protuberantes
mediante actividad transferasa terminal hace que estas polimerasas sean capaces de
crear conectividad entre extremos no complementarios. La adicion de un tnico
nucledtido en un extremo 3° puede generar la suficiente complementariedad para
hibridar con otro extremo 3 -protuberante de otra molécula de DNA (Gu et al., 2007a;
Gu et al., 2007b; Ma et al., 2004).

Para determinar si Polp y TdT muestran un patron de actividad transferasa
terminal semejante sobre sustratos romos o 3’-protuberantes, se decidié medir este tipo
actividad en estos sustratos. Se disefiaron moléculas sintéticas de DNA con
protuberancias 3" que abarcaban desde un sélo nucleotido protuberante hasta 11
nucledtidos protuberantes. En todos los casos se sintetizaron secuencias
homopoliméricas (Poli-T) para evitar complementariedad entre dos moléculas de DNA.
El experimento se llevo a cabo en condiciones limitantes de proteina (200 nM) frente a
una concentracion de DNA (400 nM) y nucleétido (100 uM) en exceso. La reaccion fue
activada con Mn" (1 mM) e incubada por 30 min a 30°C. El nucleétido incorporado fue
ddTTP para evitar mas de un evento de catalisis y la posibilidad de complementariedad
con otra molécula de DNA.

Se puede observar en la Figura 3.1 como el patron que presenta Polu es
marcadamente diferente al que presenta TdT. TdT tiene una mayor actividad que Polu
(un factor de cinco veces) en extremos romos de DNA de doble cadena. Asimismo, TdT
es mas activa a partir de protuberancias de mas de 3 Ts mientras que Polu presenta el
patron inverso: Polp es mas eficiente en protuberancias de DNA cortas (1, 2 y 3
nucledtidos) y se observa un minimo de actividad con una protuberancia de 4 y 5
nucleotidos. El porcentaje de DNA extendido empeora paulatinamente a medida que
aumenta la protuberancia 3” hasta 3 nucledtidos. La actividad de Polp se estabiliza
cuando la protuberancia tiene 7 bases, con una actividad equivalente a la que presenta
cuando el sustrato es DNA de cadena simple (PoliT).

Como se comentd en el capitulo anterior, el mutante de Polp R387K presenta
una actividad transferasa terminal mucho mas alta (100 veces) que Polu wt. Se decidio
ensayar la actividad transferasa terminal de este mutante en extremos de DNA 3'-
protuberantes con el objetivo de determinar si el patron de actividad cambiaba con
respecto a Polp wt. El experimento se llevo a cabo en condiciones limitantes de proteina
(200 nM) frente a una concentracion de DNA (400 nM) y nucleotido (100 uM) en
exceso. La reaccion fue activada con Mn™ (1 mM) e incubada 30 min a 30°C. El
nucleétido empleado fue el ddTTP, el mismo que la protuberancia 3°, para evitar mas de
un evento de catalisis y la posibilidad de complementariedad con otra molécula de DNA
3’-protuberante. Se puede observar en la Figura 3.2 como el patrén de incorporacion de
ddTTP a extremos de DNA 3’-protuberantes es semejante al que presenta Polp wt.
R387K, al igual que Polp wt, extiende mejor protuberancias cortas (hasta 3 T) y su
actividad va disminuyendo paulatinamente a medida que la protuberancia se hace mas
larga. Polp R387K presenta un minimo de producto extendido cuando la protuberancia
3’ del sustrato es de 4 bases. Por tanto las diferencias que se pueden observar entre Polp
wt y Polp R387K son aparentemente cuantitativas.
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A Pol p wt TdT wt
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Romo 11T 2T 3T 4T ST 7T 9OT 1T Romo 11T 2T 3T 4T ST 7T 9OT 1T
B
18
o 16 Figura 3.1. Ensayo de polimerizacion
=P + de Polp y TdT en sustratos de DNA de
'E 12 doble cadena con extremos 3'-
g ] protuberantes  homopoliméricos. A)
@ 101 Polimerizacion de Polu wt (izquierda) y
§ 8 TdT (derecha) sobre sustratos 3'-
Q g protuberantes homopoliméricos. Para el
&' 4 ensayo se afladio proteina a 200 nM,
e 2 DNA a 400 nM y ddTTP a 100 uM. Las
° 0 m m reacciones fueron hechas a 30°C durante
Romo 1T 2T 3T 4T 5T 7T 9T 11T ssDNA 30 min y fueron activadas con Mn" (1
mM). Los productos de polimerizacién
C se analizaron mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida 20%-urea 8M y
100 posterior autorradiografia. B)
.8 20 Cuantificaciéon de la incorporacion de
‘g 80 ddTTP por Polp en extremos 3'-
e 70 protuberantes de distintas longitudes
° 60 (Romo hasta 11T). C) Cuantificacion
< 50 de la incorporacion de ddTTP por TdT
E 40 en extremos 3’-protuberantes.
a 30 La ultima cuantificacién en ambos casos
8 20 corresponde a la polimerizacion en
X 10 l . cadena sencilla bajo unas mismas
0l l i condiciones experimentales.
Romo 1T T 9T 1"T ssDNA

Como queda patente en la Figura 3.3, con la mutaciéon R387K en Polpu se obtuvo
una polimerasa mas potente que la propia TdT en protuberancias 3° de DNA menores
de tres nucleotidos (8 veces mas eficiente en el caso de protuberancias de un nucleétido
y 5,5 veces mas eficiente en protuberancias de 2 nucledtidos).

En conclusion, TdT y Polp, las dos tinicas DNA polimerasas con actividad
transferasa terminal conocidas en células humanas, no tienen un papel redundante en la
extension de protuberancias 3” en el DNA. Mientras TdT es mas activa en sutratos de
DNA con protuberancias mayores de tres nucledtidos, Polp lo es en aquellas
protuberancias menores de tres bases.
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A R387K

Figura 3.2. Ensayo de polimerizacion de
Polp R387K en sustratos de DNA de
doble cadena con extremos 3'-
protuberantes ~ homopoliméricos.  A)
Polimerizacion de Polp R387K sobre
sustratos 3’-protuberantes homopolimé-
ricos. Para el ensayo se utilizo una

concentracion de proteina de 200 nM,
. - DNA a 400 nM y ddTTP a 100 uM. Las
reacciones fueron hechas a 30°C durante
30 min y fueron activadas con Mn"? (1
mM). Los productos de polimerizacion se

B Romo 1T 2T 3T 4T ST 7T 9OT MNMT

90 1 analizaron mediante electroforesis en
o 807 % geles de poliacrilamida 20%-urea 8M y
f_g 70 | posterior autorradiografia. B)
< 60 Cuantificaciéon de la incorporacion de
‘5 50 | ddTTP por Polp R387K en extremos 3'-
< 40| protuberantes de distintas longitudes
S (Romo  hasta 11T). La tltima
a 30 cuantificacion ~ corresponde a la
8 20 polimerizacién en cadena sencilla bajo
X 10 m m m unas mismas condiciones experimentales.
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Figura 3.3. Comparacion

§ 80 - de los patrones de extension
2 70 de Polp R387K (barras
% 60 . blancas) y TdT (barras
o negras) sobre sustratos de
§ 504 DNA de doble cadena con
0O 40 extremos romos, 3'-
5'- 304 protuberantes y DNA de
T cadena sencilla.
X 20

il Bl
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Romo 1T 2T 3T 4T 5T 7T 9T 11T ssDNA

3.2. Interaccion de TdT y Polp wt con sustratos de DNA de doble cadena con
extremos 3° protuberantes

Para estudiar la interaccion de Polp y TdT con sustratos 3 -protuberantes, se llevaron a
cabo ensayos de filtracion en filtros de nitrocelulosa. Se comparé la afinidad de las
proteinas por estos sustratos 3 -protuberantes frente a la afinidad por DNA de cadena
sencilla (PoliT). La interaccion de Polp y de TdT con DNA de extremos romos es peor
que a DNA de cadena sencilla. La Kgis en cadena sencilla de Polp es de 1,3 uM y la de
TdT de 5,7 uM mientras que en DNA de doble cadena con extremos romos la Kgis es
mas alta (por debajo del 10% del DNA retenido en el filtro) en ambas proteinas.
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Se estudio la interaccion de Polp con fragmentos de DNA romos, con extremos
3’-protuberantes de dos y siete bases y con DNA de cadena sencilla. La interaccion de
Polp con DNA de cadena sencilla es mejor que con cadena doble con extremos romos,
como ya se habia descrito en el Capitulo 2. Sorprendentemente, una protuberancia 3" en
el DNA de siete bases no cambia la interaccion con respecto al DNA de extremos romos
ni lo hace asemejarse mas a la interaccion observada entre Polp y DNA de cadena
sencilla (Fig. 3.4). Estos resultados sugieren que Polp, independientemente de la
longitud de la protuberancia, esta preferentemente unida a la region del DNA de doble

A
100,
o) 90 Figura 3.4. Ensayos de interaccion
= 80, DNA-proteina mediante la técnica
E 704 de filtracion en nitrocelulosa. A)
g 60- Interaccion entre Polp wt y DNA
T 50, de cadena sencilla (circulos
c negros), DNA con sustratos romos
3 40, (cuadrados negros), DNA con tres
‘zt 30 bases protuberantes en el extremo
(@] 20 3’ (triangulos blancos) y DNA con
R siete bases protuberantes
134 (cuadrados blancos). B) Interaccion
i o i " i " entre TdT y DNA de cadena
0,5 1 1,5 ) ,2 2,5 3 3,5 sencilla (circulos negros), DNA
B Concentracion de Prot (uM) con sustratos romos (cuadrados
negros), DNA con dos bases
80- protuberantes en el extremo 3’
.9_, DNA (triangulos grises); DNA con
= 701 tres bases protuberantes en el
= 60 extremo 3° (tridngulos blancos) y
o 50 DNA con siete bases protuberantes
B 40 (cuadrados blancos).
§ 30 En todos los casos el DNA esta
< marcado radiactivamente y el
E 20 retenido en el filtro  fue
2 10; cuantificado por Phosphorimager.
o.

05 1 15 2 25 3 35
Concentracion de Prot (uM)

cadena. Posiblemente Polu extiende el extremo 3 -protuberante del primer aunque esté
anclada a la region de doble cadena. Este mecanismo ya ha sido observado en otras
polimerasas en las que protuberancias 3” son extendidas por el enzima tras formar una
distorsion o bucle (snap back) (Brissett et al., 2007).

TdT, por el contrario, a partir de una protuberancia 3" de tres nucleotidos,
interacciona con el DNA de doble cadena igual que con el DNA de cadena sencilla.
Este tipo de union se corresponde con el cambio de actividad de TdT observado en la
Figura 3.1 cuando la proteina pasa de un DNA de dos bases 3" protuberantes a otro
DNA con tres bases protuberantes. Lo mas probable es que a partir de la posicion de
tres nucleotidos protuberantes, el Loop 1 de TdT puede cerrarse sobre la cadena sencilla
al no tener ya impedimentos estéricos con la cadena molde.
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3.3. La presencia de un grupo fosfato en el extremo 5" inhibe la reaccion de
transferasa terminal de Polp sobre extremos de DNA con protuberancias cortas

En condiciones fisiologicas, en los extremo 5" recesivos del DNA de doble cadena ha de
existir un grupo fosfato para que pueda ser ligado el gap y asi reparada la rotura en el
DNA. Recientemente se ha publicado como la Ligasa IV puede ligar a través de gaps de
pequefio tamafio, pero siempre es requerida la presencia de un grupo fosfato para hacer
la reaccion de ligacion (Gu ef al., 2007a). El dominio de 8 KDa que poseen todas las
polimerasas de la familia X permite la interaccidon con el grupo fosfato en la posicion 5°
de sustratos de DNA que forman un gap (region downstream). Es la alta concentracion
de cargas positivas en este dominio la que favorece la interaccion con el grupo fosfato
en 5. La afinidad de las polimerasas de la familia X por sustratos de DNA con un grupo
5’ fosfato en el gap, se correlaciona con la cantidad de cargas positivas que contienen
en este dominio (Fig. 3.5). Esta interaccion con el grupo 5 fosfato del gap es mas fuerte
en PolA y en Polf que en Polu. TdT, por el contrario, es la polimerasa de la familia con
menor nimero de residuos cargados positivamente en este dominio. No estd clara la
funioén del dominio de 8 KDa en TdT ya que hasta el momento no existen estructuras
cristalograficas de la proteina con un gap de DNA (Moon et al., 2007).

La interaccion del dominio de 8 KDa de estas polimerasas con el grupo 5°
fosfato al reunir dos extremos 3’-protuberantes de DNA durante el mecanismo de

(Al (B)

(©)

Figura 3.5. Comparacion del nimero de residuos cargados positivamente presentes en el dominio de 8§ KDa de las
polimerasas de la Familia X. El DNA y los residuos de las proteinas estan marcados en blanco. En naranja esta
sefialado el DNA downstream en cada polimerasa. A) Pol (PDB: 2FMS) B) Polh (PDB: 1XSN) C) Polu (PDB:
2IHM) D) TdT (PDB: 1JMS). En este ultimo caso, fue modelado el DNA downstream de Polpu en el dominio de 8
kDa de TdT, ya que no hay cristal de TdT unido a un gap de DNA. La figura esta adaptada de Moon et al (2007).
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reparacion por NHEJ, resulta en una estructura similar a la de un gap. In vivo estas
reacciones tienen lugar en presencia de Ku, DNA-PKcs y XRCC4-Lig4.

Se decidid comparar la eficiencia catalitica de Poly wt en una reaccion de
polimerizacioén con un grupo fosfato versus un grupo OH en un extremo 5” de un gap de
dos nucleotidos. El ensayo de la cinética de incorporacion del nucledtido
complementario a la seguna base del gap (dG) se realizd en condiciones de estado
estacionario (DNA a una concentracion de 200 nM y Polp a 30 nM). La reaccion fue
activada con Mg+2 (3 mM) y se incubd 30 min a 30°C.

Kmp, (uM) Kcat (s'l ) Eficiencia catalitica
Gap P
Experimento 1 83,00 0,00335 4,036.107
Experimento 2 85,27 0,00219 2,576.107
Experimento 3 90,42 0,00363 4,015.107
Media + SD 86,23 + 3,80 0,0030 = 0,00076 3,542.10° = 8,370.10°
Gap OH
Experimento 1 410,36 0,00285 6,9663.10'6
Experimento 2 362,52 0,00333 9,2102.10'6
Experimento 3 375,90 0,00281 7,4968.10'6

Media + SD 382,92 + 33,82  0,0030 = 0,00028 7,891.10° = 1,172.10°

Tabla 3. Comparacion de los parametros cinéticos de Polp wt sobre DNA de doble cadena con un gap de dos
nucleodtidos y con un grupo OH versus un grupo fosfato en el extremo 5 del gap. Se indican los valores de Kcat, Km
y Eficiencia catalitica obetenidos a partir de experimentos independientes. Los valores de la media y la desviacion
estandar (SD) estan indicados en cada caso.

Tras ajustar los datos resultantes a la ecuacion de Michaelis-Menten, se
calcularon los valores aparentes de Viax ¥ Kimax. Como se observa en la Tabla 3, el
hecho de que haya un grupo fosfato en el extremo 5" del gap no cambia la constante
catalitica (Kca) de la reaccion, pero provoca un descenso de la Km,,, de
aproximadamente 5 veces. Esto implica que en presencia de un grupo fosfato en la
posicion 5 del gap, la eficiencia catalitica de la reaccion aumenta hasta 5 veces.

En vista del aumento observado en la eficiencia de incorporacion del nucledtido
complementario (dC) al femplate en un gap con fosfato con respecto a un gap sin
fosfato, se determin6 si la actividad transferasa terminal se veia afectada por la
presencia de un grupo fosfato o un grupo OH en el extremo 5" recesivo.

El experimento se realizo a una concentracion de DNA y de proteina de 100 nM
y 200 nM respectivamente. E1 DNA con el que se llevo a cabo el experimento fue DNA
de doble cadena con una, dos y tres bases 3" protuberantes homopoliméricas. El
nucledtido incorporado al extremo 3" protuberante fue el mismo que el presente en la
protuberancia, ddTTP (100 uM). Como se observa en la Figura 3.6, un grupo fosfato en
posicion 5° empeora la incorporacion de ddTTP en extremos 3" protuberantes respecto a
la presencia de un grupo OH en ese extremo. Esto ocurre principalmente cuando la
protuberancia 3" del DNA de doble cadena es de una base. Puede observarse que en las
protuberancias de dos y de tres nucleotidos, ese efecto inhibitorio debido al fosfato en la
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posicion 5° va perdiéndose. Cuando los nucledtidos protuberantes son tres, la presencia
de un grupo OH o un grupo fosfato es irrelevante para la incorporacion de ddTTP.

3 @ 3 o Figura 3.6. Extension de DNA de

doble cadena con extremos romos y

3’-protuberantes por Polp con un
grupo OH versus un grupo fosfato en
el extremo 5° del DNA. A)
Polimerizacion de Polp wt sobre
sustratos romos y 3’-protuberantes
homopoliméricos (hasta 3 bases
protuberantes). Para el ensayo se
utilizé una concentracion de proteina

B Romo 1T 2T 3T Romo 1T 2T 3T de 200 1M, DNA a 100 nM y ddTTP
100 - a 100 uM. Las reacciones fueron
90 - =] hechas a 30°C durante 30 min y

fueron activadas con Mn™> (1 mM).

8 80 1 Los productos de polimerizacion se
"g 70 1 analizaron mediante electroforesis en
[ | geles de poliacrilamida 20%-urea 8M
g 60 y posterior autorradiografia. B)
< 50 1 Cuantificacion de la incorporacion de
E 40 - ddTTP por Polp wt en extremos
d romos y 3’-protuberantes. En la
o 30 1 izquierda (barras gris claro) se
X2 20 muestra la incorporacién de ddTTP en
10 - r—‘ presencia de un grupo OH y en la
= derecha (barras gris oscuro) la

0 T T T T incorporaciéon en presencia de un

Romo 1T 2T 3T Romo 1T 2T 3T grupo fosfato.

3.4. La presencia de un grupo fosfato permite reacciones de reunion de extremos
no complementarios

Debido a la importancia del grupo 5 fosfato en el reconocimiento de gaps y a la
inhibicién de la actividad transferasa terminal de Polu observada sobre sustratos 3'-
protuberantes con un grupo fosfato en el extremo 5" recesivo (Fig. 3.6), pensamos en la
posibilidad de que dos moléculas de DNA estuviesen configurando un gap. Si asi fuese,
la reaccidon Optima requeriria un nucledtido complementario al posible gap (dATP en

A B dATP

dTTP

3
5™

Figura 3.7. Modelo de la actividad de Polu sobre extremos 3 -protuberantes en funcion de la presencia de un grupo
fosfato en el extremo 5°. A) La actividad de Polu es estrictamente transferasa terminal cuando el nucledtido
incorporado es idéntico a la protuberancia, reaccion que es eficiente en ausencia de un grupo 5P . B) Si hay un grupo
5P, el nucledtido incorporado podria ser complementario a la protuberancia 3" si la reaccion sobre uno de los
extremos fuese dirigido por la otra molécula de DNA que actuase como molde.
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este caso y no dTTP). Este modelo puede observarse en el esquema de la Figura 3.7.

Se decidid ensayar la eficiencia de incorporacion del nucleotido complementario
a la protuberancia, ddATP, y del no complementario, ddTTP, en presencia y en ausencia
de un grupo fosfato en el extremo 5" del DNA de doble cadena. La concentracion del
DNA y de proteina en el ensayo fue de 200 nM para ambos casos y la de nucledtido de
100 uM. El metal con el que se activo la reaccion fue Mn™ (ImM). La reaccion fue
incubada a 30°C durante 30 min. En la Figura 3.8 se observa que si se suministra
ddATP, nucledtido complementario a la protuberancia 3°, el hecho de tener un grupo
fosfato a una distancia no mayor de un nucleétido incrementa el porcentaje de primer
extendido. A medida que aumenta la protuberancia 3°, tener un grupo fosfato en el
extremo 5° del gap va dejando de tener efecto. El porcentaje de primer extendido con
ddATP es muy similar en presencia o en ausencia de un grupo fosfato a partir de 3 bases
protuberantes. Este efecto es el mismo que el observado con el ddTTP a partir de tres
bases protuberantes.

La explicacion de este fenomeno es que Polp puede hacer una reuniéon de
extremos con el DNA de una forma mas eficiente cuando hay un grupo fosfato en el
extremo 5" y cuanto mas cortas son las protuberancias 3. La incorporacion de la base
complementaria a la protuberancia es mas eficiente en protuberancias de un nucleétido
y a medida que aumenta la longitud de la protuberancia 3" esta reaccion se dificulta. En
DNA con protuberancias de tres nucledtidos, la polimerizacion de ddATP no esta
favorecida por direccion de molde sino que las incorporaciones ocurren mediante la
actividad transferasa terminal de Pol.

El hecho de tener un grupo fosfato en 5" mejora el end joining de dos moléculas
de DNA por molécula de Polp pero dificulta la entrada de un nucledtido no
complementario a la protuberancia. Asi, si se suministra el mismo nucleoétido que tiene
la protuberancia 3°, ddTTP, la incorporacidon es mas eficiente cuando no hay un grupo
fosfato en 5, por eso puede observarse un efecto inhibitorio debido a la presencia de
fosfato en protuberancias de un nucleotido. Este efecto se va perdiendo a medida que la
capacidad de unir extremos desapareados empeora debido a la longitud de la
protuberancia. Cuando la longitud de la protuberancia es de 3 bases, el efecto del grupo
5" P es irrelevante con ambos nucleotidos (ddTTP versus ddATP).

Como se puede observar en la Figura 3.9, el mutante R387K no mostrd

diferencias cualitativas con wt en la incorporacién tanto del nucledtido complementario
como del no complementario a la protuberancia 3". En el caso del mutante fue necesario
reducir la concentracion de nucleétido cuatro veces para observar el mismo porcentaje
de producto extendido que en el caso de Polp wt.
Como se ha descrito anteriormente, en un DNA con un extremo 3’-protuberante de una
unica base las reacciones de reunion de extremos por Polu se ven mas favorecidas. Se
decidié ensayar en este tipo de sustrato si existia incorporacion de cada uno de los
cuatro nucleétidos independientemente. El objetivo era estudiar el modo en el que Polp
incorpora nucle6tidos no complementarios a la secuencia 3 -protuberante. Se compard
para cada nucledtido incorporado el efecto de la presencia de un grupo fosfato en el
extremo 5" del DNA y se contrastd con el efecto que tendria en TdT. El ensayo se
realizé a una concentraciéon de DNA de 200 nM y de proteina de 200 nM (tanto de Polu
como de TdT). Los nucledtidos fueron anadidos a una concentracion de 50 uM. La
reaccion fue activada con Mn' a una concentracién de 1 mM y fue realizada durante 30
min a una temperatura de 30°C.
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*5° TTT -3° *5° TT-3° *5 TTT -37 *5 TT-37
A 3, ¥ :E y 3 q

B Romo 41 21 3T Romo 1T 2T 3T Romo 1T 2T 3T Romo 1T 2T 3T

Romo 1T 2T 3T Romo 1T 2T 3T Romo 1T 2T 3T Romo 1T 2T 3T

ddTTP ddATP

Figura 3.8. Ensayo de polimerizacion de Polu wt en sustratos de DNA de doble cadena con extremos romos y
3’-protuberantes (hasta tres bases protuberantes). A) Esquema de las moléculas utilizadas. B) Incorporacion de
ddTTP (izquierda) y de ddATP (derecha) por Polu wt sobre sustratos 3’-protuberantes homopoliméricos
(PoliT). Para el ensayo se utilizd una concentracién de proteina de 200 nM, DNA a 200 nM y nucleétido a 100
uM. Las reacciones fueron hechas a 30°C durante 30 min y fueron activadas con Mn “2(1 mM). Los productos
de polimerizacion se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 20%-urea 8M y posterior
autorradiografia. C) Cuantificacion de la incorporacion de ddTTP y ddATP por Polu en extremos romos y 3'-
protuberantes.
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ddTTP + + + + + + + + =« = =« - e e e o
T 1 T T T S A T T

Romo 1T 2T 3T Romo 1T 2T 3T Romo 1T 2T 3T Romo 1T 2T 3T
ddTTP ddATP

Figura 3.10. Ensayo de polimerizacion de Polp R387K en sustratos de DNA de doble cadena con extremos
romos y 3’-protuberantes homopoliméricos (hasta tres bases protuberantes). A) Esquema de las moléculas
utilizadas. B) Incorporacion de ddTTP (izquierda) y ddATP (derecha) por Polp R387K sobre sustratos 3°-
protuberantes homopoliméricos (PoliT) con un grupo fosfato o con un grupo OH en posiciéon 5° seglin se indica
en cada caso. Para el ensayo se utilizo una concentraciéon de proteina de 200 nM, DNA a 200 nM y nucledtido a
100 uM. Las reacciones fueron hechas a 30°C durante 30 min y fueron activadas con Mn*? (1 mM). Los
productos de polimerizacion se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 20%-urea 8M y
posterior autorradiografia. C) Cuantificacion de la incorporacion de ddTTP y ddATP por Polp en extremos
romos v 3 ’-nrotuberantes.
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Como se observa en la Figura 3.10, Polp incorpora preferentemente la base
complementaria a la protuberancia, ddATP, cuando hay un grupo fosfato en la posicion
5’. Polup también puede incorporar cada uno de los cuatro nucledtidos no
complementarios a la base 3 -protuberante gracias a su actividad transferasa terminal.
TdT, por el contrario, extiende el extremo 3 -protuberante del primer con cada uno de
los cuatro nucledtidos mediante su actividad transferasa terminal, ya que no se observan

A Pol p wt TdT wt

-' i]’ 'j.' *iff:JTe

sstus saneeses

- ddA ddT ddC ddG ddA ddT ddC ddG . ddA ddT ddC ddG ddA ddT ddC ddG
B 90 30
o 80
25
°
- 3
% 60 2 20
: %
‘zi 50 o
o g 15
a 40 o
:\° 30 % 10
20 ®
5
10
0- : ‘ 0 : :
ddA ddT ddcC ddG ddA ddT ddcC

Figura 3.10. Extension de sustratos con una base 3 -protuberante por Polp wt y TdT en presencia de un grupo OH
o un grupo fosfato en 5°. A) Reacciones de polimerizacion de Polu wt (izquierda) y TdT (derecha) sobre sustratos
3’-protuberantes. El DNA (200 nM) utilizado en cada caso esta esquematizado en la parte superior de la figura. La
concentracion de proteina empleada para el ensayo fue de 200 nM y la de ddNTP de 100 uM. Las reacciones fueron
realizadas durante 30 min a 30°C y fueron activadas con Mn "%, B) En la figura de la izquierda esta representada la
cuantificacion de la extension de ddNTP sobre sustratos 3 '-protuberantes con un grupo OH (barras grises) y con un
grupo fosfato (barras negras) por Polp wt. En la figura de la derecha estd representada la cuantificacion de la
extension de ddNTP sobre sustratos 3’-protuberantes con un grupo OH (barras grises) y con un grupo fosfato

(barras negras) por TdT.

diferencias en el porcentaje de primer extendido cuando hay en posicion 5° del
downstream un grupo OH con respecto a un grupo fosfato. El porcentaje de primer
extendido en el caso de TdT es igual para ambas situaciones. Se puede observar como la
actividad de TdT en este ensayo estd por debajo de la actividad de Polp wt. Esto se debe
a que el sustrato de una base 3 -protuberante no es el Optimo para la actividad de TdT,
como se ha visto en apartados anteriores.

En conclusion, la presencia del grupo fosfato es fundamental para que la
incorporacion principal sea dirigida por el molde proporcionado por el otro extremo del
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DNA en una reaccion de reunion de extremos. La incorporacion residual de los otros
tres nucleotidos podria entonces ser debida a la actividad transferasa terminal.

3.5. End-Joining de extremos 3 -protuberantes con complementariedad de
secuencia

Como se ha demostrado anteriormente, Polp wt es capaz de incorporar el nucledtidos en
un extremo 3’-protuberante cuando no existe complementariedad en las bases
protuberantes. Es la tinica polimerasa de la familia X con esta peculiar habilidad.

El mutante de Polp H329G no es capaz de producir reacciones de reunion de
extremos cuando no hay complementariedad en los extremos 3 -protuberantes del DNA
(resultados obtenidos en nuestro laboratorio y también confirmados por Moon et al con
el mutante H329A). Como ya se ha comentado en los capitulos anteriores este mutante
también carece de actividad transferasa terminal. Por el contrario, como se puede
observar en la Figura 3.11, el mutante H329G puede hacer reacciones de reunion de

A dATP
. . N
* 5 .CCCTCAGEIECG *5(.CCCTCAGEIICG AGGG...
3....GGGI\GTC 3....GGGZ\GTC GCTCGACTCCC...
B
*5:- . .CCCTCAGCTCG 3~ Figura 3.11. Extensién de extremos 3 -protuberantes
37...GGGAGTCG cuando hay complementariedad de secuencia. A)

Esquema de como dos moléculas de DNA con tres bases
3’-protuberantes pueden complementarse y ser reunidas
por una molécula de proteina. B) El mutante H329G
puede extender extremos 3’-protuberantes cuando hay

m bases complementarias. EI mutante es capaz de unir dos

‘ ) . moléculas de DNA y formar asi un gap. El experimento
fue realizado a 20°C durante 30 min. Los productos de
polimerizacion se analizaron mediante electroforesis en

geles de poliacrilamida 20%-urea 8M 7y posterior
autorradiografia.

Polu H329G

- dTTP dATP dCTP dGTP

extremos 3" de DNA cuando en la secuencia 3 -protuberante hay complementariedad.
Este experimento fue realizado con el sustrato indicado en la parte superior de la figura,
en donde dos bases complementan para crear un gap de un nucleoétido (dT como molde)
(Fig. 3.10 A, derecha). La exclusiva incorporacion de dATP indica que se esta
incorporando el nucledtido complementario al molde y de manera dependiente de
molde. Este no requerimiento de la H329 refleja la situacion que presentaria PolA en
este tipo de sustratos, capaz de reunir extremos complementarios sin la necesidad de
una histidina en su secuencia (Nick McElhinny ez al., 2005).

Por el contrario, este residuo es dispensable para el end joining de extremos
complementarios en los que el extremo 3" del primer se coloca en la posicion
productiva (como en un gap).
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3.6. Conclusiones

En conclusion, Polp es capaz de producir reacciones de reunién de extremos no
complementarios in vitro sin el resto de los factores implicados in vivo. También se
aprecia como con una molécula de fosfato en posicion 5" del downstream se consigue
mejorar la reaccion de reunion de extremos no complementarios de dos moléculas de
DNA por una molécula de proteina. Esa union, probablemente mas fuerte debida a ese
grupo fosfato, provoca que sea mas eficiente la entrada del nucledtido complementario a
la protuberancia 3" cuando hay un gap de un nucleétido, pero que decaiga la eficiencia a
medida que aumenta la distancia del gap. A partir de una protuberancia 3" de tres
nucledtidos ya no se produce una reunion de extremos no complementarios eficiente.
En estos casos la entrada del nucledtido tanto complementrario como no
complementario a la protuberancia ocurre mediante actividad transferasa terminal. Un
numero de bases 3’-protuberantes superior a cinco imposibilita que la molécula de
proteina mantenga unidas a dos moléculas de DNA, y por tanto a partir de esa posicion
el porcentaje de primer extendido por Polp es similar al que se observa con un DNA de
cadena sencilla.
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Las DNA polimerasas de la célula con frecuencia necesitan de la participacion de
factores accesorios para llevar a cabo su funcion. Por ejemplo, las DNA polimerasas
replicativas siempre se encuentran formando parte de complejos multiproteicos de alto
peso molecular (replisoma), que contienen actividades enzimaticas adicionales. La
mayoria de las rutas de reparacion del DNA implican muchos pasos secuenciales,
incluyendo la sintesis de DNA, por lo que polimerasas especificas interaccionan con
otros factores de la misma ruta de reparacion y de esta manera su actividad es regulada
para intervenir en el momento apropiado y de manera efectiva (Indiani et al., 2005;
Lopez de Saro et al., 2003). Un factor accesorio de las DNA polimerasas que esta
implicado en numerosas reacciones de replicacion y reparacion es PCNA (Proliferating
cell nuclear antigen, o Antigeno Nuclear de Células Proliferantes) (Moldovan et al.,
2007). PCNA es un homotrimero que interacciona con el DNA a manera de anillo (Fig.
4.1), pudiéndose entonces desplazar bidireccionalmente por el DNA (Bruck vy
O'Donnell, 2001). PCNA aumenta considerablemente la procesividad de las DNA
polimerasas replicativas, que de esta manera pueden sintetizar grandes fragmentos de
DNA sin soltarse del sustrato (O'Donnell et al., 1992). Adicionalmente, PCNA sirve
para reclutar diferentes enzimas a sitios activos de replicacion y reparacion y asi servir
como organizador de sus diversas reacciones enzimaticas (Warbrick, 1998; Lopez de
Saro et al., 2004;).
En afos recientes ha sido demostrado que PolA y Polf} interaccionan con PCNA (Kedar
et al., 2002; Maga et al., 2002). Pol\ puede interactuar fisicamente con PCNA durante
el proceso de sintesis normal del DNA, y
también durante la sintesis frente a DNA
dafiado (“translesion”), y por ello PolA podria
estar implicada en la polimerizacion a través
de lesiones abdsicas en el DNA durante la
replicacion del genoma. Con respecto a PolA,
un estudio reciente ha mostrado que Ila
combinacion de PCNA y RPA (Factor de
Replicacion A) aumentaba 1200 veces la
correcta incorporacion de dCTP (con respecto
al incorrecto dATP) frente a lesiones que
contenian 8-oxo-G (Maga et al., 2007). Este
efecto pudo ser observado asimismo in vivo
utilizando extractos celulares carentes de PolA.
Figura 4.1. Estructura cristalografica de PCNA Estos resultados Sugieren que PCNA y RPA
humano. Cada mondmero se ha representado de actian de forma Sinérgica para modificar la
un color diferente. fidelidad de PolA al polimerizar a través de
lesiones.
Con el objeto de completar estos estudios en la familia X, analizamos si existia
una interaccion entre Polp y PCNA, vy si el factor de procesividad producia cambios en
la capacidad de polimerizacion de Polu in vitro.
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4.1. Interaccion fisica entre PCNA y Polp

Un clon de c¢DNA correspondiente al gen de PCNA humano fue obtenido
comercialmente y utilizado para construir un vector de sobreexpresion (basado en
pET16b) de la proteina en E. coli. PCNA fue purificado hasta la homogeneidad
mediante cromatografia (ver Materiales y Métodos). PCNA y Polp fueron concentradas
mediante filtracion y centrifugacion (Centricon) y dializadas en tampon A (50 mM Tris
HCI pH 7,5; 1 mM DTT; 4% glicerol; 50 mM NaCl).

La interaccion entre ambas proteinas fue demostrada mediante un gradiente de
glicerol 15-30 % (ver Materiales y Métodos), en el que se observd que PCNA y Polp
podian formar un complejo estable en solucidon, en ausencia de DNA, y en estas
condiciones de fuerza ionica (Fig. 4.2). En condiciones nativas, los monomeros de
PCNA (MW: 28,6 KDa) forman un trimero que sedimenta en el gradiente de glicerol
como una proteina de 86 KDa. Polp sedimenta de acuerdo al peso molecular del
monomero (55 kDa), tal y como se puede ver en el panel central de la Figura 4.2.
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Figura 4.2. Interaccion entre Polu y PCNA. A) Las fracciones (200 uL) de los tres gradientes de glicerol que contenian
PCNA (10 uM como trimero), Polu (23 uM) o PCNA-Polu, fueron analizadas por SDS-PAGE (12%) y tefiidas con
Azul de Coomasie. B) Cuantificacion mediante densitrometria de las proteinas PCNA (circulos negros) y Polu
(cuadrados blancos) correspondientes a los geles de la izquierda.
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Cuando las dos proteinas se incubaron 15 min a 4°C, Polu cambia su posicion en
el gradiente: mientras que Polpu migra en las fracciones 4, 5 y 6 (panel central), en
presencia de PCNA (panel inferior) lo hace en las posiciones 6, 7 y 8. Esto implica que
ambas proteinas estan interaccionando de modo estable en ausencia de DNA.

Para confirmar este resultado se realizaron ensayos de cambio de movilidad
electroforética en geles nativos utilizando PCNA marcado radiactivamente. Se marco
PCNA utilizando una version modificada de la proteina en la que se afiadid una
secuencia de reconocimiento para la proteina quinasa A (PKA) en el extremo N-
terminal de PCNA. El PCNA modificado de esta manera conserva sus funciones y se
comporta a todos los efectos como PCNA wild-type (Kelman et al., 1995). Los
resultados de estos ensayos muestran que Polp causa un retraso significativo en la
movilidad electroforética de [*’PJPCNA, demostrando asi una interaccion entre ambas
moléculas (Fig. 4.3). La falta de definicion de los complejos observados hacen
especular que la interaccion entre Polp y PCNA no es fuerte o que la vida media de la
interaccion es corta.

- Pol u Pol puQKFF

Figura 4.3. Interaccion entre Polp y *?P-PCNA. Los complejos
Complejos PCNA-Polu fueron resueltos en un gel de poliacrilamida (4%) en
Pol p- 32P-PCNA condiciones nativas. Tras electroforesis (18 mA 2 horas) el gel
fue secado sobre papel Whatman y revelado en Phosphorimager.
La alta carga negativa de PCNA hace posible que esta proteina
corra bien bajo estas condiciones de electroforesis. Su complejo
con otra proteina, aln en ausencia de DNA, hace que su
movilidad cambie.

— 32P-PCNA libre

Por ultimo, otra técnica utilizada fue un ensayo de interaccion sobre membranas
de nitrocelulosa (Far-Western). Para esta técnica se inmovilizaron 20 pmol de cada una
de las proteinas indicadas en la Figura 4.4 y se bloque6 la membrana con leche al 5% en
PBS. Posteriormente la membrana fue tratada con [*°PJPCNA y sometida a tres lavados
con PBS y expuesta a Phosphorimager. Como se observa en la Figura 4.4, [**P]JPCNA
interacciona bajo estas condiciones con PolA, Polf y Polp.

El sitio de interaccion de PolA y Polf con PCNA ha sido estudiado con
anterioridad (Kedar et al., 2002; Maga et al., 2004), pero sus secuencias no parecen

contener una region consenso de

interaccion con PCNA. Para

Pol p Pol p determinar el punto de interaccion

BSA wt QKFF  Pol g Pol A entre Polp y PCNA mutamos en

: | Polu una regién del subdominio

pulgar que parecia reunir unas

condiciones Optimas para

interaccionar con PCNA: un loop

Figura 4.4. Demostracion de la interaccion de PCNA con  en la superficie de la proteina muy

polimerasas de: la familia X mediante Far-Western en  cercano a puntos de interaccion con
membrana de nitrocelulosa.

PCNA propuestos para Polf y

PolA, que contiene una secuencia

(DPEQKTFFQAA) parecida a la secuencia consenso de otras proteinas que
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interaccionan con PCNA (QL-V/L-FF) (Warbrick, 1998). Realizamos mutagénesis
dirigida sobre los cuatro residuos considerados criticos para la interaccion (Q,K,F,F),
que fueron simultdneamente mutageneizados a Alanina. Este mutante cuddruple fue
sobreexpresado y purificado como se ha descrito para Polp wt. Como puede observarse
en la Figura 4.4, el mutante de Polp interacciona ligeramente peor con PCNA que Polp
wt a una misma concentracion de proteina. No obstante, el mutante claramente
interacciona con PCNA (Fig. 4.3 y Fig. 4.4), lo que sugiere que o bien este sitio no es el
correcto o bien existe mas de un sitio de interaccion entre Polp y PCNA.

4.2. Ensayos funcionales de la interaccion entre PCNA y Polp

Diversos ensayos encaminados a encontrar un efecto funcional de PCNA en la actividad
de Polp en diversos sustratos de DNA mostraron tan solo efectos modestos en la
actividad de la polimerasa. En primer lugar se realizaron ensayos de actividad en
template/primer con el objeto de analizar si PCNA cambiaba las propiedades de Polp
sobre este sustrato.

Figura 4.5. Estimulacion de Polp en
template/primer en presencia de
PCNA. Un oligo sintético de 15 bases
(primer) fue hibridado a una molécula
de 32 Dbases (template) a una
AR . .y .

i concentracion final de 5 nM de

i j
il

manera que quedaba un extremo de
doble cadena romo y otro con una

p— - — protuberancia 5° de 17 bases. Las
e ’ concentraciones de Polu utilizadas
¥ - son las indicadas en la figura. y la de
; J—— g ¢ PCNA es de 1,2 uM. Los nucledtidos
——-— o ”“ * fueron afiadidos a una concentracion
» - de 100 uwM. Las muestras se
- analizaron mediante electroforesis en
P geles de poliacrilamida-urea 'y
posterior mente revelados por

- 37,5 75 150 300 37,5 75 150 300 nM Phosphorimager.

Pol u Pol u + PCNA

Las reacciones se llevaron a cabo durante 30 min a 30°C, utilizando las
concentraciones de proteina indicadas en la Figura 4.5, y DNA a una concentracion de 5
nM. En la Figura 4.5 se observa que la estimulacion de Polu por PCNA no es muy
pronunciada, pero sin embargo, puede observarse una mayor extension especialmente a
la concentracion mas alta de proteina. Estas condiciones de ensayo no son las Optimas
para la deteccion de cambios en la procesividad causados por PCNA, ya que idealmente
PCNA debe ser cargado en el DNA enzimdticamente por el complejo RFC. En estas
condiciones mostradas es de esperar que PCNA se inserte en el DNA por difusion
pasiva. Por otro lado, como se ha observado en el caso de PolA, Polu podria requerir
factores adicionales para su maxima actividad, como RPA.

Polp presenta una actividad 6ptima en DNA con gaps de pequefio tamafio. Para
determinar si PCNA tenia algtn efecto sobre la actividad de Polp en estos sustratos se
llevé a cabo un ensayo con DNA marcado (5 nM) y a las concentraciones de proteinas
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indicadas en la Figura 4.6. El experimento fue realizado a 30°C durante 30 min. Puede
observarse como la actividad de Polp aumenta ligeramente en presencia de PCNA. El
incremento de actividad de Polu en presencia de PCNA es de aproximadamente el
doble.

Pol Pol u + PCNA

Figura 4.6. Estimulacién de
Polp por PCNA sobre sustratos
de DNA de doble cadena con un
gap de una base. El ensayo de
polimerizacion se realizd a una
concentracion de 5 nM de DNA
- 12 23 46 93 187 1,2 23 46 93 187 nm Y 12 uM de PCNA a las
concentraciones de Polp

PCNA (2 uM) indicadas en la Figura. La

estructura de esta molécula esta
descrita en la Figura 4.1. Los

° 100 - ensayos fueron hechos durante
T 90 - 30 min a 30°C y activados con
.E 80 - Mg+2 (3 mM). Los productos de
g 70 - polimerizaciéon se analizaron
9 60 - mediante electroforesis en geles
..g 50 de poliacrilamida 20%-urea 8 M
3 40 y posteriormente  analizados
S 304 mediante un Phosphorimager.
Q La  cuantificacion de los
g 20 ~ productos extendidos se muestra
2 10 1 en el panel inferior (Poly,

0 T T 1 cuadrados negros y Polp +

0 5 10 15 20 PCNA, cuadrados blancos).
Concentraciéon de Pol u (nM)

4.3. Conclusiones

Hemos determinado que existe una interaccion in vitro entre Polp y el factor de
procesividad PCNA. Esta interaccion, en ausencia de DNA, no parece ser fuerte, pero lo
suficiente para ser detectable en diversos ensayos de interaccion (ultracentrifugacion en
gradiente de glicerol, cambio de movilidad electroforética y Far-Western en membranas
de nitrocelulosa) o de actividad (ensayos en template/primer y en DNA de doble cadena
con un gap). Tal vez in vivo otros factores estén implicados en la estimulacion del
complejo PCNA-Polpu. Por otro lado, estos resultados podrian sugerir que, mas que
alterar la capacidad de polimerizacion de Polp, PCNA sirve a esta polimerasa para
dirigirla hacia lesiones especificas o para coordinar su actividad con otras enzimas.
Numerosos estudios han implicado a PCNA en practicamente todas las rutas de
reparacion del DNA conocidas.
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Las roturas de doble cadena (DSB) son de uno de los dafios mas agresivos y frecuentes
que ocurren en el DNA. Este tipo de roturas ocurren con una frecuencia de una a cinco
veces al dia en cada célula en mamiferos, y pueden ser provocadas de forma exdgena o
endogena. Su incorrecta reparacion provoca dafios en el DNA que llevan en ultimo
término a la muerte celular. No todas las roturas de doble cadena son consecuencia de
dafio en el DNA, sino que también existen roturas programadas, como en el caso de las
que ocurren durante la recombinacion V(D)J y la meiosis. Las células han desarrollado
dos vias principales para reparar roturas de doble cadena en el DNA: la recombinaciéon
homologa (HR) y la ruta de reparacion por unioén de extremos no homoélogos (NHEJ).
Ambos sistemas de reparacion estan altamente conservados a lo largo de la evolucion en
eucariotas (Friedberg et al., 2006).

En la mayoria de las roturas de doble cadena se generan extremos que no son
complementarios. Estos extremos han de ser procesados para generar extremos ligables
por factores diversos, entre los que se incluyan nucleasas y DNA polimerasas. Las DNA
polimerasas Polu, PolA y TdT (en mamiferos) y Pol4 (en levaduras), y las nucleasas
Artemis, Mrell y FEN-1, han sido implicadas en reparacion por NHEJ.

Hasta hace muy poco se consideraba que en bacterias y en arqueas no existia la
reparacion por NHEJ, solo la HR. La primera evidencia se obtuvo cuando se
identificaron en algunas bacterias secuencias de genes que codificaban ortdélogos de Ku
eucariotico. El gen que codifica esta proteina en bacterias estd bajo el mismo operdon
que el que codifica las DNA ligasas ATP-dependientes (LigD). Ku y LigD estan
genéticamente asociados en muchas especies bacterianas, implicando una funcion
conjunta de ambas proteinas (Aravind y Koonin, 2001; Doherty ef al., 2001; Weller y
Doherty, 2001). Posteriormente se comprobd mediante estudios bioquimicos que Ku
bacteriano es un homodimero que se une a extremos de doble cadena de la misma forma
que el eucariotico, sugiriendo que el NHEJ es funcional en procariotas (Della et al.,
2004; Weller et al., 2002). Asi, en procariotas, parece que la reparacion por NHEJ
necesita exclusivamente dos componentes: Ku y LigD. Sin embargo, la ruta de
reparacion por NHEJ no esta conservada en todas las especies bacterianas, implicando
que no es una ruta de reparacion imprescindible para el ciclo celular normal de una
bacteria. Muchas de las especies bacterianas filogenéticamente divergentes que
conservan Ku y LigD pasan mucha parte de su ciclo de vida en estado estacionario, en
donde no es posible la HR, y por eso tal vez han llegado a desarrollar un sistema de
reparacion de roturas alternativo (Pitcher et al., 2005b). En estudios recientes se pudo
demostrar que Ku y LigD trabajan juntas y se reconstruyd un sistema in vitro de
reparacion de roturas de doble cadena (Bowater y Doherty, 2006; Pitcher et al., 2005b).
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Del andlisis de la secuencia de LigD se pudo apreciar una cierta homologia con
secuencias eucarioticas de las DNA polimerasas, nucleasas y ligasas. LigD es un
miembro de la familia de las DNA ligasas ATP dependientes (AEP). En algunas
bacterias LigD existe como un Unico dominio ligasa, mientras que en otras especies,
como M. smegmatis 'y M. tuberculosis, tiene tres dominios: un dominio
polimerasa/primasa (PolDom), otro nucleasa (NucDom) y otro ligasa (LigDom). La
organizacion de estos dominios varia dependiendo de la especie bacteriana. En
Mycobacterium smegmatis y Mycobacterium tuberculosis, Pol Doms y Nuc Doms estan
proximos a la zona amino terminal y LigDom se encuentra en el extremo carboxilo
terminal. En la LigD de Pseudomonas aeruginosa, el NucDom and PolDom estan en la
zona amino terminal y carboxilo terminal respectivamente, mientras que en el dominio
central estd LigDom (Pitcher et al., 2007a; Pitcher et al., 2005a).

El dominio polimerasa de LigD posee una amplia variedad de actividades:
nucleotidiltransferasa como RNA primasa DNA dependiente, actividad transferasa
terminal y actividad polimerasa DNA/RNA en relleno de gaps. Este dominio
polimerasa puede aislarse del resto de la proteina manteniendo intactas las propiedades
de polimerizacion DNA o RNA. Los homologos funcionales de este dominio
polimerasa (PolDom) son las polimerasas eucaridticas de la familia X (Polp y Pol)),
implicadas en la reparacion de roturas del DNA por NHEJ. Las polimerasas
procarioticas implicadas en NHEJ no pertenecen a la familia X, sin embargo han
evolucionado para desarrollar un papel en NHEJ en lugar de sintetizar los iniciadores
(RNA) para la sintesis del DNA.

En este capitulo se describe la caracterizacion bioquimica de M¢-PolDom y Ms-
PolDom en varios sustratos relevantes para el NHEJ, lo que refleja el modus operandi
de estas polimerasas de reparacion de roturas de doble cadena.

5.1. La actividad transferasa terminal de PolDom incorpora preferentemente
ribonucleétidos

La actividad transferasa terminal del dominio polimerasa (PolDom) de
Mycobacterium tuberculosis LigD (Mt-LigD) y Mycobacterium smegmatis LigD (Ms-
LigD) se midi6é usando una cadena homopolimérica como sustrato. Estas moléculas son
las idoneas para este tipo de ensayos ya que no solo proporcionan un extremo de DNA
con un 3’-OH libre, sino que también al estar compuestas por el mismo nucle6tido en
toda su longitud, se elimina la posibilidad de autoapareamientos internos de la propia
cadena de DNA, o de apareamientos intermoleculares, que generarian sustratos con
molde en los que la polimerizacion podria venir dirigida por éste.

Se comenzo el estudio analizando la capacidad de polimerizacion independiente
de molde sobre una cadena sencilla de PoliA, suministrando cada uno de los nucleotidos
por separado y utilizando Mn™ o Mg+2 como metal activador. En estas condiciones Pol
u, como la TdT, es capaz de polimerizar cada uno de los dNTPs suministrados, (aunque
con menor eficiencia) siendo activada preferentemente por Mn'>. Cuando se usan
ribonucleotidos, la actividad de Polp estd mas limitada a unas cuantas adiciones. Mt-
PolDom tiene una actividad transferasa terminal mucho mas limitada que Polp con una
preferencia de insercion de ribonucleotidos frente a deoxinucleotidos (Fig. 5.1).

Como en el caso de Poly, la actividad transferasa terminal con ribonucledtidos
estd restringida a unas pocas extensiones y activada preferentemente por Mn"% Cuando
la actividad transferasa terminal se mide en doble cadena y con extremos romos la
especificidad sigue siendo por ribonucledtidos y por Mn"?, pero es més prominente que
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en cadena simple, tal vez debida a una mejor union de la proteina a la doble cadena
versus cadena sencilla.

La capacidad de PolDom de llevar a cabo preferentemente la insercion de
ribonucleotidos en ausencia de cadena template concuerda con la informacion
cristalografica del complejo proteina (PolDom)/ NTP, ya que éste parece ser estable en

ausencia de template y en una conformacion activa comparado con el complejo
enzima/dNTP (Pitcher et al., 2007b).

A Pol mu Humana Mt-PolDom

] Producto extendido
—Poli A 15-mer

- dA dTdCdG A U C G -dA dTdCdG A U C G
B MqaClI2 MnCI2
- -
-dA dTdCdG A U C G -dA dTdCdG A U C G

Figura 5.1. Ensayo de transferasa terminal de M#-PolDom. A) DNA homopolimérico Poli(dA) o B) DNA romo, se
us6 como sustrato para analizar la actividad transferasa terminal de Mt-PolDom. Los ensayos de polimerizacion se
hicieron como se describe en Materiales y Métodos, en presencia de 380 nM de Polp humana o 380 nM de M¢-
PolDom, y las reacciones fueron activadas en presencia de iones Mg+2 (izquierda) 3 mM o Mn+2 (derecha) 1 mM.
Después de la incubacion durante 30 min a 30°C en presencia de ANTP o NTP (100 uM), las reacciones se pararon
y se analiz6 la extension de los iniciadores por electroforesis en geles de poliacrilamida 20%-urea 8§ M y
posteriormente por autorradiografia.

5.2. Actividad de PolDom en distintos tipos de sustratos de DNA

Todas las polimerasas de la familia X (Polf3, PolA, Polu y TdT) tienen un
dominio de 8kDa importante para la unién a gaps (Moon et al., 2007). No se conoce la
funcién de este dominio en TdT, ya que los gaps no son el sustrato adecuado de esta
proteina, sino los extremos 3 -protuberantes (Kato et al., 1967). En el caso de Polp, el
dominio de 8KDa ademas tiene una actividad dRP liasa necesaria para su papel en BER
(base excision repair) (Garcia-Diaz et al., 2001). En este dominio existen varios
residuos de carga positiva responsables de la alta afinidad por extremos 5" recesivos con
un grupo fosfato preferentemente. Se ha demostrado que en Polf} la presencia del
fosfato hace que la polimerasa sea mas procesiva durante la polimerizacion de ese gap
(Prasad et al., 1994).

Mediante ensayos de movilidad electroforética (EMSA), se pudo observar como
Mt-PolDom tiene una fuerte preferencia por union a gaps en los que hay un extremo
5’fosfato, dando una Unica y clara banda de retraso con muy poca cantidad de proteina
(5 ng) (Fig. 5.2). Se obtuvieron resultados similares con Ms-PolDom. El significado
funcional del complejo enzima/proteina observado es sugerido por la insercion
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preferente de C en un gap de una forma mas eficiente cuando hay un grupo fosfato en el
extremo 5" recesivo (Fig. 5.3). La insercion de dC también ocurre de forma eficiente en
un sustrato con un grupo fosfato en 5°, aunque en menor grado comparado con la

T/P Gap 1-OH Gap 1-P
T T

G 3 G )
+ N * 3 x 3

P P D P ® b

W s e — Enzima/DNA

— DNA libre

- 3 5 10 - 3 5 10 - 3 5 10
Mt-PolDom, ng

Figura 5.2. PolDom prefiere unirse a sustratos que tengan un pequefio gap y un fosfato en 5°. Ensayo de unién a
DNA de Mt-PolDom. Los ensayos se hicieron mediante retraso en gel, tal y como se describe en Materiales y
Meétodos. Los sustratos fueron T/P; Gap 1-OH; Gap 1-P, con las cantidades de proteina que se indican en cada
figura. La movilidad del DNA libre y del complejo enzima/DNA se detecté mediante autorradiografia.

TIP Gap 1-P
Nt - C - C dC C dC 0.5uM
Mg*? + + + + + + + - - 3mM
Mn*2 - - - - - - -+ o+ 1mM

Figura 5.3. Sintesis dirigida por molde y preferencias de incorporaciéon de Mr-PolDom. Extension de primer
marcado en los sustratos T/P; Gap 1-OH; Gap 1-P. El ensayo se llevo a cabo tal y como se describe en Materiales y
Meétodos usando Mz-PolDom a 380 nM, las concentraciones indicadas en la figura de Mg+2 y Mn+2 y el nucleétido
complementario (dACTP o CTP). Después de una incubacion a 30°C durante 30 min, las reacciones se pararon y se
analiz6 la extension de los primers marcados por electroforesis en geles de poliacrilamida 20%-urea 8 M y
posteriormente por autorradiografia.

X=A X=T X=C X=G
- S _s
- - e - - -
- Ms Mt - Ms Mt - Ms Mt - Ms Mt
nd nd 3.5 4.0 20 4.2 21 7.2

Figura 5.4. Preferencias de incorporacion de M¢-PolDom y Ms-PolDom. Extension de primer marcado en Gap 1-P
con cada uno de los cuatro nucledtidos como template. El ensayo se llevd a cabo tal y como se describe en
Materiales y Métodos usando la proteina a 380 nM, Mn*2 a 1mM vy el nucle6tido complementario correspondiente
en cada caso (ANTP o NTP). El NTP tiene un exceso de 10 veces sobre el dNTP. Después de una incubacion a
30°C durante 30 minutos, las reacciones se pararon y se analizd la extension de los primers marcados por
electroforesis en geles de poliacrilamida 20%-urea 8 M v posteriormente por autorradiografia.
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insercion de C. Como también ocurria en las reacciones independientes de molde
(transferasa terminal) la insercion dirigida por molde tanto de dC como de C es
mayoritaria en presencia de Mn™ (ImM). La preferencia de insercién de NTPs versus
dNTPs con Mn"™ como metal activador, en ensayos de gap con un grupo fosfato en
posicion 5°, es aproximadamente de 20 a 70 veces mayor dependiendo de cada
nucleotido en particular (Fig. 5.4).

Otra cuestion de interés era comprobar la fidelidad de insercion de estas
proteinas. Para analizar este fendmeno se escogieron como sustratos gaps de pequefio
tamafio por ser los sustratos mas favorables para la polimerizacion. Una &ptima
interaccion con el DNA puede afectar a la selectividad del nucleotido a insertar, sobre
todo teniendo en cuenta que la proteina es capaz de unirse al nucle6tido en ausencia de
DNA como ya se ha visto por cristalografia y como queda patente en su actividad
transferasa terminal.

Para hacer el analisis cualitativo seleccionamos un sustrato con un gap de un
nucleodtido que tiene cada una de las cuatro bases como molde (Figura 5.5) y probamos
la fidelidad de la proteina mediante la insercion de cada una de las cuatro bases
independientemente y a diferentes concentraciones en presencia de iones Mg+2.

Observamos como en todos los casos la base del femplate dirigia la entrada del
nucledtido, atn siendo forzada hasta 10 veces el nucledtido no complementario al
molde. Esto ocurria tanto con deoxirribonucleotidos como con ribonucledtidos, aunque
en este ultimo caso era necesaria una dosis 100 veces menor para poder observar la
incorporacion.

T 3 CTAGTGTCACTCATGXTCTATGTGAAGA 5~
P *5°GATCACAGTGAGTAC @)GATACACTTCA 3D

X= X=
.
— ——
|
- dA dC dG dT A C G U - dA dC dG dT A C G U
500 500 500 50 5 5 5 05uM 50 500 500 500 0.5 5 5 5 uM
=C =G
| —— -
- —
| —
- dA dC dG dT A C U - dA dC dG dT A C G U
500 500 50 500 5 5 05 5 uM 500 50 500 500 5 05 5 5 uM

Figura 5.5. Fidelidad de insercion de M#-PolDom en un gap de un nucleétido. Los sustratos de DNA usados tienen
una grupo fosfato en el extremo 5’del oligo downstream (D) y cada una de las cuatro bases en el template (T). El
primer (P) marcado esta indicado con un asterisco. Las reaccines de relleno de gaps fueron llevadas a cabo como se
indica en Materiales y Métodos, usando cada uno de las variantes de sustratos, y usando una concentacion de Mz-
PolDom de 380 nM y 3mM Mg "% La extension del primer marcado en presencia del correcto o incorrecto dNTP o
INTP (como se ve en la figura) fue analizado en geles de 8 M urea-PAGE (geles 20% poliacrilamida) y a
continuacion por aurorradiografia.

En conclusiéon, el dominio PolDom de Mr-LigD y Ms-LigD se une con
preferencia a sustratos con un grupo fosfato en posiciéon 5°, que simulan un paso
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intermedio en el mecanismo de reparacion de roturas de doble cadena, similar a lo que
ocurriria in vivo como ultimo paso a la reunion de extremos. Esta interaccion es
funcional y mejora la polimerizacion y la seleccion de nucledtidos por parte del molde.

Como sabemos por el cristal, Mt-PolDom carece de dominio de 8kDa, y
tampoco tiene una actividad dRP liasa, como tiene Polp (Prasad et al., 1998a; Prasad et
al., 1998b), por lo cual estas enzimas deben de usar un dominio estructural diferente
para facilitar la interaccion con el grupo fosfato en 5".

5.3. Uniodn y actividad de PolDom en extremos 3 -protuberantes

Como se ha demostrado recientemente, Polu y PolA son capaces de empalmar extremos
3’-protuberantes dependiendo de la microhomologia de los extremos (Nick McElhinny
et al., 2005). Mientras que PolA requiere una cierta microhomologia, Polp es capaz de
realinear extremos 3 -protuberantes sin homologia en la secuencia e incluso sin la ayuda
del resto de factores de end joining. Esto implica un papel no redundante de ambas
polimerasas en la reparacion de las roturas de doble cadena por NHEJ. Ambas enzimas
también comparten una gran afinidad por extremos 5" con fosfato, al que se unen
mediante el dominio de 8kDa (Moon et al., 2007), siendo éste uno de los primeros
pasos implicados en la reparacion de doble cadena para que se produzca un eficiente
end joining. Un segundo paso implicaria la conexion de los extremos 3 -protuberantes,
siendo éste mas facil cuando hay microhomologia de secuencia.

El dominio polimerasa de LigD puede formar complejos binarios enzima/DNA
en extremos 3 protuberantes (misma molécula que el gap pero eliminando el primer),
pero manteniendo la presencia del grupo fosfato en la posicion 5" (Fig. 5.6). Este
resultado es el mismo para Ms-PolDom y para M¢-PolDom. La capacidad de unir
sustratos template/downstream (T/D), conteniendo un fosfato en la posicion 5°, es
importante en un contexto de roturas de doble cadena en el DNA. Como ha sido
demostrado posteriormente, ya sea por autohibridacion de la molécula consigo misma o
por hibridacion con otra molécula, ésta es una union productiva ya que ambas enzimas
son capaces de polimerizar en estos sustratos (Brissett et al., 2007).

PolDom parece reunir las propiedades necesarias para trabajar en reparacion de
roturas de doble cadena en el DNA, ya que la reunion de extremos 3 protuberantes es
uno de los primeros pasos implicados en este proceso de reparacion, a la vez que

Mt PolDom Ms PolDom
Gap 1P T/D Gap 1P T/D
Por—_ _ Por—_ _ Por—_ _ Por—_ _
50 10 50 10 50 10 50 10

Gap 1P T 3 CTAGTGTCACTCATGXTCTATGTGAAGA
P *5°GATCACAGTGAGTAC éGATACACTTCA

taoan

e W e

T/D T 3 CTAGTGTCACTCATGXTCTATGTGAAGA !
* (FﬁGATACACTTCA :

Figura 5.6. PolDom se puede unir de forma eficiente a extremos 3 -protuberantes. Los dos tipos de DNA (gap de
un nucleoétido y T/D con un grupo fosfato en 5) se muestran en el esquema. Los oligos marcados estan sefialados
con un asterisco. Los ensayos de retraso se hicieron en las condiciones que se describen en Materiales y Métodos
y con las cantidades que se indican de cada polimerasa. El gel fue revelado por autorradiografia.
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también tiene la capacidad de unirse a extremos 5 recesivos con un grupo fosfato.

5.4. Capacidad de PolDom de dislocacion y realineamiento del DNA

Polp es el paradigma de las polimerasas con capacidad de distorsion del template y
realineacion del primer (Dominguez et al., 2000; Ruiz, 2004). En ensayos con
template/primer o en gaps mayores de un nucledtido, Polp es capaz de extender
nucleodtidos en bases que estan alejadas del primer, permitiendo asi una distorsion en la
molécula femplate y generando delecciones de bases y sustituciones por otras. Es esta
capacidad la que hace que Polu sea tan habil para provocar realineamientos en casos de
roturas de doble cadena en el DNA incluso cuando no hay ningun tipo de
complementariedad en los extremos (Nick McElhinny et al., 2005).

Para averiguar si el domino polimerasa de Ms-LigD y M¢-LigD tenian también
esta habilidad se llevo a cabo un ensayo en un gap de dos nucleétidos. Como puede
verse en la Figura 5.7, hay una incorporacion mayoritaria de dG o G, complementaria a
la segunda base del gap, que de dC o C, complementaria a la primera base. Esto es
particularmente claro en el caso de Ms-LigD. En este caso cuando afiadimos dG o G, se
insertan dos unidades para rellenar el gap. Este resultado apunta también a no soélo la
capacidad de dislocacion de la enzima, sino también a su habilidad para extender
desapareamientos dG:dGMP y dG:GMP.

Como ya se ha descrito en el caso de Polu en el Capitulo 4 de esta tesis, esta
habilidad la puede emplear cuando sea necesario hacer una conectividad entre extremos
3’-protuberantes con poca o ninguna complementariedad en un contexto de reparacion
de roturas de doble cadena en el DNA.

Otra caracteristica que complementa esta habilidad es la que vemos en el
experimento de la Figura 5.8. En este caso el sustrato es una molécula template/primer
con una base 3 que no esta correctamente apareada. Como control vemos como Polpu es
capaz de distorsionar el DNA, hasta dos nucledtidos en este caso, para provocar un
realineamiento del primer y formar asi un par correcto entre el extremo 3°(dC) y una
base complementaria dG disponible en el primer. De esta forma la polimerasa es capaz
de extender la base complementaria siguiente aceptando esta distorsion de dos bases en
el template. Ms-LigD se comporta de una forma similar a como lo hace Polp. Hay un

TC
3 CTATGTCACTCATCTGCATCT 5° 3 ‘CTATGTCACTCAITGCATCT 57
* 57 GATACAGTGAGTAC ——> * 5 GATACAGTGAGTAC

MdGTP

Pol mu Ms-PolDom
- dA dT dC dG dA dT dC dG
1uM 10 uM

Figura 5.8. PolDom es capaz de realinear el primer. El esquema representa la secuencia que PolDom es capaz de
realinear. El oligo marcado esta representado con un asterico. Los ensatos de polimerizacion fueron llevados a cabo
como se describe en Materiales y Métodos y usando una concentracion de proteina de 380 nM (Polu y PolDom) en
presencia de la cantidad de nucleotido indicada. Después de incubar durante 30 min a 30°, las reacciones se pararon y
se analiz6 la extension de los primers marcados por electroforesis en geles de poliacrilamida 20%-urea 8§ M y
posteriormente por autorradiografia.
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gran paralelismo entre ambas proteinas, siendo esta habilidad de distorsionar el template
una de las mas relevantes para implicar a esta proteina en la capacidad de hacer end
joining mediada por microhomologia de secuencias.

G
37...AAGAAGCAGCTCT... .. .AAGAACAGCTICT...

*57...TTCTT  FCGAGA... <:I:> .. .TTCTT@CGAGA. ..

M dcTp dcTP
CcTP cTP

 comae o

- dA dT dC dGdC/[dG4dN A U C G C+G 4N

- dA dT dC dGdC/[dG4dN A U C G C+G 4N

Figura 5.7. Caracterizacion de la capacidad de dislocacion del template de PolDom. El esquema representa las
secuencias que son mas apropiadas para evaluar la propiedad de dislocacion de PolDom. Los ensayos de polimerizacion
se llevaron a cabo tal y como se describe en Materiales y Métodos, usando una concentracion de proteina de 380 nM en
presencia de cada nucle6tido ANTP o NTP (1 uM) individual o combinado. Después de una incubacion a 30°C durante
30 min, las reacciones se pararon y se analizo la extension de los primers marcados por electroforesis en geles de
poliacrilamida 20%-urea 8 M y posteriormente por autorradiografia.

5.5. Conclusiones

En conclusion, el dominio polimerasa de Mycobacterium tuberculosis 'y
Mycobacterium smegmatis reune gran cantidad propiedades que la hacen hébil para
trabajar en roturas de doble cadena del DNA, como la capacidad de generar
distorsiones y realineamientos en el primer y la capacidad de interaccionar con
extremos 5” recesivos con un grupo fosfato, uno de los primeros pasos en el mecanismo
de end joining de dos moléculas. PolDom también puede conectar extremos 3’
protuberantes en una estructura similar a un gap y proceder al relleno de bases que
falten. Todos estos aspectos hacen de PolDom un dominio funcional e independiente de
LigD, que también contiene dominios nucleasa y polimerasa que interaccionan también
a su vez con el DNA y son necesarios para procesar y rematar el proceso de reparacion
del DNA por NHEJ.

Recientemente se ha publicado la estructura del cristal de PolDom configurado
como un complejo sindptico de dos moléculas de proteina y dos moléculas de DNA con
extremos 3’-protuberantes (Brissett et al., 2007). Este estudio reveld que el dominio
polimerasa basta para inducir una sinapsis de extremos protuberantes a partir de un
acercamiento entre los monomeros. Este es un paso mas en la comprension de la
importancia que tiene la polimerasa para mediar entre dos extremos protuberantes de
DNA que tengan poca o nada de microhomologia sin la necesidad del resto de las
proteinas accesorias que también colaboran en el proceso de reparacion. En este trabajo
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también se elucid6 cudl era la estructura que mediaba la interaccion entre la proteina y
el DNA, un loopl, que curiosamente también existe en las polimerasas eucaridticas
(Polu, TdT) en donde esta por descubrir si puede cumplir una funcion similar. Este
loop1 interaccion con las protuberancias 3" y orienta la sinapsis de los extremos.

Esta conexion funcional entre el dominio polimerasa de LigD y las polimerasas
eucarioticas humanas de la familia X, refleja la simplicidad de los organismos
inferiores, ya que PolDom reune actividades solapadas de varias polimerasas de la
familia X (Poly, PolA y TdT).
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Polp es una DNA polimerasa de la familia X implicada en la reparacion de roturas de
doble cadena del DNA (Moon et al., 2007). El objetivo de los estudios descritos en esta
tesis doctoral fue la identificacion de residuos claves del centro activo de Polp humana
y su caracterizacion funcional. Estos residuos fueron mutagenizados y las proteinas
resultantes fueron analizadas comparativamente en ensayos de actividad dependiente e
independiente de molde (transferasa terminal). En el transcurso de estos estudios
identificamos una serie de residuos relevantes para la unién de Polp con el nucleo6tido
entrante. Asimismo hemos identificado dos residuos esenciales en la actividad
transferasa terminal de Polu: R387 y H329. El residuo R387 esta implicado en el paso
limitante de la actividad transferasa terminal. El residuo H329 es fundamental para la
correcta orientacion del primer y el nucledtido cuando no hay direccion por una base en
el template. Ambos residuos fueron cruciales para entender el mecanismo de la
actividad transferasa terminal de Polp y como se diferencia de la presente en TdT.

Recientemente se obtuvo el cristal de Polp murina en complejo ternario con un
fragmento de DNA de doble cadena y con el nucledtido entrante complementario a la
base del gap, descrito a continuacion (Moon et al., 2007). Esta estructura ha permitido
contrastar nuestros resultados con la localizacion espacial de los residuos en el cristal.

El objetivo de esta discusion es integrar los resultados obtenidos en esta tesis
con los anteriores obtenidos por el laboratorio y por otros grupos de investigacion.

D.1. Mutantes del centro activo: localizacion en la estructura de Polp e
implicaciones funcionales

Los alineamientos de secuencia de aminoacidos sugerian una organizacion estructural
comun de las enzimas de la familia X a nivel del dominio catalitico. La diferencia
principal era la ausencia del dominio BRCT en Polf y que estaba presente en el resto de
las polimerasas de la familia. Polp fue la primera polimerasa de la familia X en ser
cristalizada y su estructura sirvid para crear los primeros modelos estructurales del
dominio catalitico de las demas polimerasas de la familia (Sawaya et al., 1994).
Posteriormente fueron resueltas las estructuras cristalograficas de TdT y PolA, ambas
sin el dominio BRCT, confirmdndose que su estructura cristalografica era
sustancialmente similar a la de Polp (Garcia-Diaz et al., 2004; Moon et al., 2007).

La alta identidad de secuencia entre TdT y Polp (42%) permitio en un principio
modelar la estructura de Polp sobre la de TdT. Este modelado fue, junto con la
comparacion de las secuencias de aminodacidos, la base sobre la que se hicieron estudios
mutacionales en la proteina que sirvieran para analizar las actividades bioquimicas de
Polp.

La estructura cristalografica de Polp murina fue resuelta en el laboratorio del Dr
Kunkel (NIEHS, National Institutes of Health) durante el desarrollo de esta tesis
doctoral. El dominio catalitico de Polp murina (Pro132-Ala496) fue cristalizado en un
complejo ternario con un gap de DNA de una base y el nucledtido entrante correcto a
esta base del gap. La conformacion que adopta la proteina en el cristal es comun al resto
de las proteinas de la familia. Polp puede superponerse al resto de los cristales ternarios
del resto de las polimerasas de la familia X: Polp (1BPY), PolA (1XSN) y TdT (1JMS).
Polp se diferencia del resto de las polimerasas de la familia en ciertas regiones de su
estructura secundaria como son un /oop que se localiza entre la lamina beta 7 y la alpha
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hélice O en el subdominio pulgar (D465-V471); y un loop de 17 residuos (His366-
Arg389). Este tltimo, el Loop 1, esta solo presente en TdT pero presenta diferencias con
el Loop 1 de Polp como seran discutidas mds adelante (Delarue et al., 2002; Nick
McElhinny ef al., 2005). Las estructuras cristalograficas de Polp y TdT, a pesar de estar
formando un complejo con dos sustratos diferentes, comparten un enorme parecido
como puede apreciarse en la Figura D.1.

Figura D.1. Comparacion de las estructuras cristalograficas de Polp y TdT. Los dominios de las polimerasas se
encuentran representados en colores: 8KDa en amarillo, dedos en naranja, palma en rojo y pulgar en azul. El Loop 1
esta representado en negro. El DNA esté representado en verde. A) Estructura cristalografica (2IHM) ternaria de Polp
unido a un gap de una base y nucledtido entrante. B) Estructura cristalografica (1KDH) binaria de TdT unida a un
fragmento de DNA de cadena sencilla de nueve bases, de las cuales solo cuatro fueron resueltas.

La interaccion de los residuos de Polp con el DNA implica a todos los
subdominios del core catalitico pero es diferente en cuanto a las interacciones que
presentan Pol\ y Polf. La interaccion con el primer en Polu es llevado a cabo mediante
los subdominio palma y dedos. Las interacciones con el primer incluyen regiones mas
extensas que el caso de PolA (Garcia-Diaz et al., 2004). La mayoria de las interacciones
de Polp con el DNA se realizan con el grupo fosfato del enlace fosfodiester y la
excepcion la aporta el residuo R389 (R387 humana), localizado en el surco menor y que
interacciona con el O en posicion 4 de la ribosa. Las interacciones entre el downstream
y la proteina ocurren mediante el dominio de 8kDa. El grupo fosfato del downstream es
reconocido por el dominio de 8kDa, con el que interacciona fuertemente (Moon et al.,
2007b). Este dominio en Polp estd cargado positivamente, pero no tanto como en el
caso de PolB y Poli. Hay una graduacion de cargas positivas en la polimerasa que se
corresponde con el grado de interaccion con el grupo fosfato (Fig. 3.5) (Moon et al.,
2007a).

La mayoria de los residuos que interaccionan con el nucledtido estdn
conservados en todas las polimerasas de la familia (Fig. 1.1). Muchas de las
interacciones que se observan en el cristal de Polpu entre la proteina y el nucledtido
entrante son similares a las observadas en Polf y en PolA. El nucleétido entrante esta
coordinado por un primer metal que posiciona correctamente el nucledtido en el sitio
activo, y un segundo metal posicionado en el extremo 3" del primer que ataca el fosfato
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alpha del nucledtido entrante. Las dos interacciones que se producen con el fosfato en
posicion gamma del nucledtido son Lys325, que esta conservada en Polp, Pold y TdT,
pero que es una Ala en Polf; y la His329 que esta conservada en Polu y TdT pero es
una Gly en Polp y en PolA. Estos residuos, junto con el K438, que no esta conservado
entre las polimerasas de la familia, fueron los residuos mutados en Polp humana para
poder comprender mejor su funcidn en la proteina.

Como se describio en el Capitulo 1, el disefio de mutantes del centro activo de
Polp fue llevado a cabo mediante un alineamiento de secuencias de aminoacidos y
mediante un modelado de la estructura tridimensional de Polp sobre la del cristal de
TdT. Esta estructura nos permitid contrastar la localizacion espacial de los residuos
mutados que previamente habian sido hechos. La localizacion espacial de estos residuos
en el cristal de Polyp murina y su comparacién con la localizacion en TdT de estos
mismos residuos se puede observar en la Figura D.2.

Como se habia predicho mediante el analisis de las secuencias, la estructura
cristalografica de Polp muestra que K325 interacciona con el nucledtido entrante. La
interaccion de este residuo ocurre con el fosfato en posicion gamma del nucelétido. Este
residuo estd muy conservado en todas las polimerasas de la familia, excepto en Polp,
donde es sustituido por una alanina. Tras la construccion y ensayo de la proteina
mutante, se ha podido observar como la sustitucion de este residuo en Polp por alanina
(presente en Polf) reduce la eficiencia de polimerizacion de las reacciones dirigidas y
no dirigidas por molde. También hemos podido comprobar que su mutacion no afectaba
a la interacciéon con el DNA. Pudo concluirse por tanto que este es un residuo
importante en la interaccion con el nucleotido y que por tanto su sustitucion conduce a
una peor actividad del enzima.

Otro de los residuos predichos como importantes en cuanto a su funcién en el
centro activo de Polp es el residuo K438. Este no es un residuo conservado entre las
distintas polimerasas de la familia X. Existen evidencias de que su cambio en Polf} por
glutdmico mejora la actividad catalitica del enzima (Skandalis y Loeb, 2001). Hemos
podido comprobar que su eliminacién en Polp provocaba un descenso de la eficiencia
de polimerizacion sobre cualquier tipo de sustrato llevada a cabo por este enzima. Se
observo que su eliminacion no cambia la afinidad por el DNA pero que aumenta la Km
por nucledtido, concluyéndose que es un residuo de interaccion con el nucleotido
(Capitulo 1). La mutacién que mas dramaticamente afecta a la actividad es la de cambio
de carga (K438D). Probablemente este ligando de nucledtido sea uno de los mas
importantes ya que su sustitucion por otro de carga opuesta elimina la capacidad de
interaccionar con el nucleotido de forma eficiente y esto repercute especialmente en la
actividad dirigiada por molde del enzima, como ya se comprobd con esta misma
mutacion en Pol\ (Garcia Diaz, M., 2003).

Como sera discutido en las secciones siguientes y hemos comprobado en el
Capitulo 2, el extremo del primer en Polp ocupa la misma posicion que el nucledtido.
Nuestros resultados han demostrado cémo estos residuos, a la vez que presentan un
aumento de la Kmyp, por nucleoétido con respecto a Polp wt, tienen una K, ligeramente
superior a la que presenta Polp wt (Tabla 1). Este efecto podria ser un reflejo de que la
movilidad del primer esta favorecida desde la posicion improductiva hasta la posicion
productiva cuando el nucleotido esta presente.

Los residuos R387 y H329 fueron dos residuos claves para desvelar el
mecanismo de transferasa terminal de Polu. H329 coordina la correcta alineacion del
nucleodtido (con quien interacciona en el fosfato gamma) con el primer. Cuando no hay
direccion de una base en el femplate, la mutacion de este residuo provoca una
incapacidad para la coordinacion de ambos ligandos. Por eso su actividad se ve

99



~ Discusion~

fuertemente inhibida en condiciones de transferasa terminal o en situaciones de reunion
de extremos 3 -protuberantes cuando no hay complementariedad de los extremos (sera
discutido mas adelante). El residuo R387 interacciona con el DNA de doble cadena con
la cadena template y en ausencia de éste, interacciona con el primer. Su mutacion afecta
especialmente a la actividad transferasa terminal de Polu, como sera discutido en las
secciones siguientes, donde juega un papel crucial en la formacion de un complejo
ternario (Polp-DNA-nucleo6tido) productivo.

Pol u + DNA + ddTTP TdT + ssDNA TdT + ddATP
B Y H342 H342 &8 T
H329 & (Hs;zg) N (:‘;gg) (H329),,, ,.\ (g‘;gg)
(H329) \ K389 "¥o ’* \
(R387)[ N x
" : A
—'{}_‘ ﬁ'\ ’ ( s | TN “
g 4 ‘\\1‘\ A * Y &—)v D
7:% 7. Lx ‘ \\( / ( 8 J
™ ; 4 -~ \/ P
K325 7N\ o a» ’ | Ka3s ,\(R.%,,,L N C N kas N R4 Bk
(K325) ))(,“38) - (K325)? (K438) | | (K325)y ((K438) ! \_

Figura D.2. Estructuras del centro activo de Polp y TdT. Las proteinas estan coloreadas en gris, la cadena primer en
azul y los residuos mutados en esta tesis en rojo. Los residuos equivalentes en la Polp humana estan entre paréntesis
bajo sus equivalentes en Polp y TdT murinas. En todos los casos se eliminé el dominio de 8 KDa para una mejor
visualizacion del centro activo. El complejo ternario del core catalitico de Polp murina (132-496) con un gap de dos
nucleodticos y ddTTP (template y downstream han sido eliminadas para una mejor visualizacion) esta en el panel de la
izquierda. Los complejos binarios del core de TdT murina (130-510) unida a 9-mer dUTP o ddATP estan en el panel
del centro y derecho respectivamente. Las referencias del Protein Data Bank (PDB) son: 2IHM para el complejo
ternario de Polp, 1KDH para el complejo poly(dU), y 1KEJ para el complejo de TdT con ddATP.

D.2. Actividad transferasa terminal: estructuras y residuos implicados en Polp

Todas las polimerasas de la familia X, excepto TdT, son polimerasas
dependientes de molde. Polf y PolA son totalmente dependientes de molde, mientras
que Polu puede tener actividad dependiente o independiente de molde (Moon et al.,
2007a). TdT es la Unica DNA polimerasa conocida hasta la fecha con total
independencia de molde. Es capaz de afiadir nucle6tidos a un extremo 3’-OH de una
cadena sencilla de DNA sin ninguna direccion en cada una de las bases insertadas
(Chang y Bollum, 1986). El unico requisito necesario en la sintesis es un primer con al
menos tres nucleotidos. Esta capacidad transferasa terminal de TdT es fundamental a la
hora de crear variabiliadad en los receptores antigénicos de las inmunoglobulinas en el
proceso de recombinacion V(D)J. A lo largo de esta tesis se describen no solo las
diferencias en la actividad transferasa terminal de Polp y TdT, sino que también se trata
acerca de cudl es el papel de estas dos polimerasas que las hacen unicas y no
redundantes en la célula.

Polp es el miembro mas especial de la familia X, ya que puede polimerizar de
una forma dependiente e independientemente de molde (Dominguez et al., 2000). Polp
es capaz de conjugar ambas actividades en funcion de lo que sea requerido en un
determinado momento. Sin embargo, a pesar de esta capacidad transferasa terminal
intrinseca, a Polp se la considera una DNA polimerasa DNA dependiente, ya que su
actividad se ve fuertemente estimulada en presencia de molde. La eficiencia de
polimerizacion en sustratos de DNA de cadena sencilla es bastante menor que la
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mostrada por TdT bajo unas mismas condiciones experimentales. Sin embargo, la
presencia de metales como Mn'™? estimulan fuertemente la reaccion independiente de
molde de Polu. El patrén de insercion de nucledtidos es otra diferencia descrita entre
Polp y TdT en cuanto a su actividad independiente de molde. Mientras que Polp inserta
preferentemente pirimidinas, el patréon de TdT es preferentemente por purinas
(Dominguez et al., 2000; Gu et al., 2007).

Se ha demostrado que la actividad transferasa terminal tanto de Polp como de
TdT esta asociada al dominio catalitico, siendo totalmente independiente del dominio
BRCT que ambas poseen (Mahajan et al., 2002; Nick McElhinny et al., 2005). Este
dominio sin embargo es fundamental para la interaccidon con otras proteinas implicadas
en los procesos de reparacion en los que tanto TdT como Polp intervienen (Nick
McElhinny ef al., 2005). El alto grado de similitud a nivel de secuencias de aminodcidos
hacia preveer de la existencia de un elemento estructural comun entre ambas
polimerasas y que estuviese implicado en la actividad transferasa terminal de Polp. Asi,
pudo asociarse esta actividad a una region, el Loop!, presente en ambas polimerasas, y
demostrarse su implicacion en la actividad transferasa terminal de ambas enzimas
(Juarez et al., 2006; Nick McElhinny et al., 2005).

D.2.1. El residuo H329 coordina el primer con el nucleétido —Otro de los residuos
importantes para la actividad transferasa terminal de Polp, ademés del ya mencionado
Loop 1, es el residuo H329, obtenido y estudiado en esta tesis. Este residuo esta
posicionado, como se puede observar en el cristal de Poly, de tal forma que coordina la
entrada del nucleétido con el extremo 3” del primer (Moon et al., 2007b; Fig. D.3).
Como se muestra en esta tesis, este residuo puede ayudar cuando no hay un femplate
que normalmente ayudaria a la correcta colocacion del primer y del nucledtido que
entra, permitiendo la actividad transferasa terminal de la que solo TdT y Polu, ambas
con este residuo, pueden llevar a cabo. Por el contrario, en gaps de pequefio tamafio y
en reacciones de NHEJ con extremos complementarios, la correcta colocacion del
extremo 3’ del primer no hace esencial la accion de este residuo. En el Capitulo 1

Figura D.3. Papel del residuo H329 en la catlisis. Puede
observarse en la figura como el residuo H329 interacciona
con el extremo 3’ del primer y con el nucledtido entrante.
H329 esta representado en amarillo, el primer en naranja y
en morado el ddTTP. Esta estructura corresponde a la de
Polp murina interaccionando con un primer y el nucledtido
entrante (2IHM) y la figura estd adaptada de Moon et al.
(2006).

hemos demostrado como la sustitucion de H329 por glicina, residuo presente en PolA y
Polp, elimina casi por completo la actividad transferasa terminal de Polu pero mantiene
intacta la polimerizacion de Polp en gaps de pequefio tamafio. La eliminacion de la
transferasa terminal afecta a otras actividades como la habilidad para reparar roturas de
doble cadena por el mecanismo de NHEJ cuando no hay complementariedad en la
secuencia como ha sido demostrado en trabajos posteriores del laboratorio en el caso del
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mutante H329G, asi como ya habia sido también observado y publicado previamente
por el laboratorio del Dr Kunkel con el mutante H329A (Moon et al., 2007b).

D.2.2. La traslocacion del primer es el paso limitante durante la actividad
transferasa terminal de Polp —El Loop I y el residuo H329 hacen a Polp habil a la
hora de conjugar las dos capacidades de dependencia e independencia de molde en
reacciones de NHEJ. No obstante, ain no explica la fuerte diferencia de actividad
transferasa terminal entre Polp y TdT. Nuestra hipdtesis es que la habilidad de Polpn
para insertar unas pocas bases, a diferencia de lo que hace TdT que inserta muchas,
posiblemente viene condicionada en Polp por el residuo R387. El residuo R387 de Poly,
estudiado en esta tesis, esta colocado al comienzo de la lamina beta 4 (sudominio
palma), en la base del Loop 1. El Loop I sufre grandes cambios conformacionales en
Polp en funcidn del sustrato al que esté unido la polimerasa, especialmente si el cambio
es de sustratos de DNA de doble cadena a DNA de cadena sencilla. Es posible que este
paso, que provoca un reposicionamiento del Loop I, provoque el movimiento de
residuos proximos, entre ellos el R387, cuya funcion va a depender del sustrato al que
se encuentre unido la proteina. R387 parece ser un residuo importante para la
estabilizacion del DNA de cadena sencilla pero su colocaciéon exacta sobre estos
sustratos deberd ser resuelta por cristalografia.

Para verificar esta hipotesis mutamos R387 a Lys, el residuo presente en TdT.
Con esta mutacion se consiguid obtener una proteina mutante con una actividad
transferasa terminal hasta ~70 veces mas potente que Polp wt. Puede observarse en el
cristal ternario de Polp murina como este residuo interacciona con la cadena template
cuando el sustrato es un DNA con un gap de pequefio tamafio (Moon et al., 2007b). El
nucledtido con el que este residuo interacciona es el que esta en la posicion -3 con

Figura D.4. Localizacion del residuo R389 en
Polp murina (R387 en Polp humana) cuando la
polimerasa estad unida a DNA de doble cadena con
un gap de una base y un nucledtido. El residuo
R389 esta interaccionando con la posicion -3 de la
cadena femplate. El primer estd representado en
verde y la cadena template de azul. R389 estad
sefialado con color rojo.

Figura D.5. Localizacion de nucledtido y ssDNA en el
cristal de TdT. Superposicon de las estructuras 1KDH
(TdT y nucledtido) y 1KEJ (TdT y ssDNA) para
comparar la localizacion del primer (azul) y el NT
entrante (rojo). Las estructuras cristalograficas 1KEJ
(gris) y 1KDH (negro) estan representadas para comparar
el paralelismo entre las estructuras de ambos cristales.
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respecto al extremo 3" del gap (Fig. D.4). Nuestros resultados han demostrado que
R387 también interacciona con el DNA de cadena simple en ausencia de femplate,
afectando positivamente a la polimerizacion por transferasa terminal de Poly, y que por
tanto este residuo debe sufrir una recolocacion cuando la sintesis es sobre un DNA de
cadena sencilla.

(Cual es el mecanismo por el que Polu tiene una actividad transferasa terminal
mas lenta que la actividad transferasa terminal de TdT? Como se puede observar en el
cristal binario de TdT unido a DNA de cadena sencilla (Delarue et al., 2002), el
extremo 3" del primer se encuentra ocupando el centro activo de la proteina en la
posicion que deberia ocupar el nucledtido entrante. Esta posicion podria ser interpretada
como una inicial de union de TdT a DNA previa a su traslocaciéon y antes de la
incorporacion del nucleodtido, o alternativamente como una posicion equivalente a la
presente tras la incorporacion del nucleétido al extremo 3’ del primer (Fig. D.5).

Nuestros resultados han demostrado que, probablemente, el extremo 3’ del
primer de DNA de cadena sencilla debe de ocupar en Polp una posicion similar a la que
ocupa en TdT en ausencia de nucledtido. Esta posicion resulta incompatible con la
capacidad de polimerizacion, por lo que el DNA debe traslocarse a una posicion
productiva para permitir la entrada del nucledtido. Nosotros consideramos que la
correcta y eficiente colocacion en la posicion “n” desde esa situacion improductiva es el
paso limitante de la actividad transferasa terminal de Polu y que la hace diferente a la
actividad transferasa de TdT, mucho mas eficiente en este caso. Por tanto, la
traslocacion del DNA para colocarse en la correcta posicion (posicion “n”) para la
entrada del nucleotido, es decir la formacidon del complejo ternario, es el paso limitante
de esta reaccion transferasa terminal de Polp. Con el cambio de R387 al residuo
presente en TdT, lisina, hemos conseguido obtener una polimerasa casi tan potente
como TdT en las reacciones de polimerizacion no dirigidas por molde, y sin repercusion
aparente en la polimerizacion dirigida de molde en gaps de pequeio tamafio y en
moléculas template/primer. Esto parece logico, ya que la lisina presenta un menor
impedimento para el movimiento de la polimerasa, mientras que la Arg, al tener mas
carga que la lisina, es un anclaje mas fuerte de la polimerasa al sitio no productivo y
esto limita el rapido movimiento del DNA hacia la posicion “n” en condiciones de
polimerizacion en candena sencilla de DNA. Este efecto queda mas solapado en la
doble cadena porque probablemente la Lisina esté desempefiando diferentes funciones
en funcion del sustrato de DNA sobre el que se encuentra la proteina, y ademas otros
muchos aminodcidos interaccionan con el DNA, oscureciendo el efecto global de R387
en la traslocacion del primer. Por tanto la formacién de un complejo ternario productivo
es el paso limitante de la actividad transferasa terminal de Polp y es posible que el
cambio K—R en la evolucion de Polp haya resultado en una limitada capacidad para
crear variabilidad asociada a las roturas de doble cadena por NHEJ en donde se sabe
que participa. Por otro lado, esta habilidad de crear variabilidad es beneficiosa para el
caso de TdT, en donde su participacion en la recombinacion de las secuencias que
codifican los receptotes antigénicos es beneficiosa a la hora de generar secuencias de
novo.

103



~ Discusion~

Es de esperar que la traslocacion del primer conlleve una serie de movimientos
coordinados de residuos del centro activo de Polp. Un modelo de los movimientos que
se pueden esperar se muestra en la Figura D.6. La estructura de TdT ejemplifica la
estructura improductiva previa a la traslocacion. Polp representa la posicion productiva

Figura D.6. Modelo de
movimientos moleculares del
centro activo de Polp basados en
la estructura de Polp unida a
DNA de doble cadena con
nucledtido  entrante 'y la
estructura de TdT unida a DNA
de cadena simple. Mediante el
programa de modelado
molecular Swiss-PDBviewer se
superpusieron las estructuras de
ambas polimerasas. Soélo se
muestra en ambos casos la
cadena primer (verde). El
nombre del residuo se muestra
en blanco para Polp y en
amarillo para TdT. Las flechas
rojas indican los movimientos
conformacionales de tres
residuos criticos implicados en la
traslocacion.

y posterior a la traslocacion. En esta situacion la F405 de TdT se encuentra insertada
entre las bases en posicion -2 y -3 con respecto del extremo 3 del primer. En cambio,
en Polp la fenilalanina homoéloga (F391) esta una posicion perpendicular al DNA. Otro
residuo que sufre un gran cambio conformacional es H329 (H342 en TdT), que gira
180° para posicionarse con el extremo 3° del primer, de manera que pueda recibir el
nucledtido entrante. Finalmente, otro residuo que cambia de posicion es R389 (K403 en
TdT) aunque su movimiento conformacional es algo menor. En Polp R389 podria
producir una mayor “friccion” que la K403 de TdT, lo que implica una peor
traslocacion en Polp.

El mecanismo de movimiento de las DNA polimerasas con respecto del DNA, o
traslocacion, se ha estudiado extensamente en polimerasas de las familias A y B, y es un
aspecto critico del ciclo de adicion de cada nucleoétido en todas las polimerasas (Berman
et al., 2007; Rothwell y Waksman, 2005). Las DNA polimerasas son maquinas
moleculares que convierten la energia quimica en energia mecanica. Hay dos modelos
que se han utilizado para explicar el mecanismo energético de la traslocacion. En el
contexto del ciclo de polimerizacion, un modelo propone que la energia de la
traslocacion proviene de la disociacion del pirofosfato generado en la reaccion
nucleotidil-transferasa. El segundo modelo sugiere que la traslocacion utiliza la energia
cinética que surge del deslizamiento del template-primer y que facilita el movimiento
unidireccional de la polimerasa en la cadena template. Es posible que en la realidad
exista una combinacion de ambos mecanismos (Guajardo y Sousa, 1997; Simon et al.,
1992). No obstante, este tipo de traslocacion no debe de confundirse con la descrita en
esta tesis para Polu, pues esta es una enzima especializada de reparacion adaptada a
polimerizar en extremos de moléculas de DNA o pequefios gaps.
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D.3. Papel de Polp y TdT en la extension de extremos 3 -protuberantes durante
NHEJ

D.3.1. Capacidad de Polp, PolL y TdT de interaccionar con los factores de NHEJ-
La capacidad de Polp, PolA y TdT de interaccionar con los factores de NHEJ ha sido
desmostrado bioquimicamente (Ma et al., 2004; Mahajan et al., 2002; Nick McElhinny
et al., 2005). Estas interacciones son dependientes del dominio BRCT en todos los
casos. La principal diferencia entre las polimerasas radica en el modo de actuacién y en
los requerimientos de las polimerasas sobre extremos 3 -protuberantes (Fig. D.7). Sobre
extremos 3 -protuberantes complementarios, tanto Polp como PolA son capaces de
llevar a cabo la polimerizacion necesaria para llevar a cabo la reparacion de los
extremos. En cambio, sobre extremos no complementarios s6lo TdT y Polu son capaces
de actuar. Como se ha visto en el Capitulo 3, la diferencia entre ambas polimerasas
radica en su diferente capacidad de polimerizar en extremos 3°: mientras que Polu actiua
sobre protuberancias cortas, TdT lo hace sobre protuberancias mayores de tres
nucleotidos. Polu es capaz de llevar a cabo reacciones de reunion de extremos no
complementarios sin la necesidad de las proteinas accesorias que intervienen en el
mecanismo de reparacion por NHEJ. En la literatura se ha discutido con frecuencia si
Polp en estas uniones insertaba nucledtidos N o eran todas polimerizaciones dirigidas
por molde. La dificultad radicaba en decidir hasta que punto las adiciones se habian
llevado a cabo mediante una direccion de molde o habian sido introducidas por
transferasa terminal. Actualmente sabemos que Polu es preferentemente una polimerasa
ADN dependiente pero que cuando no hay posibilidades de complementariedad entre
dos extremos, Polu es capaz de crearla mediante la adicion de nucledtidos N (Nick
McElhinny et al., 2005). Estudios recientes in vivo parecen indicar que una base es
suficiente para alinear dos extremos 3 -protuberantes y permitir actuar a XRCC4-ligasa
4 (Gu et al., 2007). Polu tiene una preferencia por incorporar el menor numero de
adiciones N en los extremos de roturas: tipicamente una o dos bases son incorporadas
en las secuencias analizadas, mientras que la probabilidad de incorporar tres nucleotidos
baja drasticamente (Lieber y Goodman, 2007).

Para la actividad transferasa terminal es imprescindible el Loop I y el residuo
H329, como ya se ha discutido en la seccion anterior. Como se describe en el Capitulo
3, las reacciones de end joining por Polp son mas eficientes cuanto mas cortas son las
protuberancias. Protuberancias mayores de 4 nucleétidos impiden la union de las dos
moléculas de DNA. Asi una distancia de una base es la mas adecuada para que el Loop
1 de Polp cree la suficiente estabilidad que permita a la proteina insertar la base
complemetaria al molde o de insertar nuevas bases que puedan complemetar con otras
bases de la protuberancia 3" (Davis et al., 2008). Polp es incapaz de extender
eficientemente extremos de DNA de doble cadena con extremos romos, pero no se cree
que este tipo de sustrato sea comunmente encontrado por Polp cuando la nucleasa
Artemis abre el hairpin durante el proceso de V(D)J.

En extremos 3 -protuberantes mayores de 3 nucleodtidos, Polp es incapaz de unir
las dos moléculas de DNA y permanecer asi formando un gap. La importancia del 5P
también ha sido demostrada en reacciones de NHEJ al mutar el residuo R175 que se
encuentra en el dominio de 8 kDa, implicado en la interaccion con el grupo fosfato en 5’
del downstream, y observar que la polimerasa realizaba una peor sintesis (Davis et al.,
2008). En Poly, el residuo R175 estd muy conservado entre los ortdlogos de Polu y es
funcionalmente andlogo a los encontrados en Polf y Polh (K35 y R275
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respectivamente). Por el contrario no se observa ningun residuo cargado positivamente
en esta region de TdT (Figura 3.5).

Hemos comprobado con nuestros experimentos que la forma de interaccionar de
TdT y Polu con sustratos 3 -protuberantes es diferente para cada polimerasa, al menos
en ausencia de las demas proteinas que intervienen en el mecanismo de reparacion por
NHEJ. Aparentemente Polp permanece unida al sustrato de DNA doble cadena
independientemente de la protuberancia 3° y es similar a la observada en DNA de
extremos romos. TdT en cambio interacciona con la protuberancia 3" y es con una
protuberancia de tres bases cuando la interaccion que presenta es similar a la observada
en cadena sencilla, mientras que en protuberancias mas cortas la interaccion es similar a
la observada en DNA de extremos romos.

Otra diferencia que se puede observar es que el Loop I de Polu es mas flexible
que el Loop I de TdT, ya que mientras que éste necesita tres bases para acomodarse en
DNA de cadena sencilla (como puede apreciarse en la estructura cristalografica
obtenida por Delarue et al., 2002; ver también Fig. D.7), el Loop I de Polp puede
hacerlo en sustratos a partir de una base protuberante, dando estabilidad al complejo.
Como ya se comentd en el Capitulo 3, a partir de una sola base protuberante se estan
produciendo reacciones de EJ entre dos moléculas de DNA y sin homologia en la
secuencia. En estos sustratos Polu saca partido del Loop I para la polimerizacion, ya
que como ya ha sido demostrado en sustratos sin homologia de secuencia, no puede
polimerizar sin la presencia de este elemento estructural (Davis et al., 2008). También
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Figura D.7. Representacion esquematica de las distintas preferencias por sustratos de las polimerasas de la familia
X. El extremo 3" del primer esta sefialado en rojo y el nucledtido entrante en negro. A) Polp, Polk y Polp pueden
rellenar gaps de pequefio tamafio de una forma dependiente de molde. B) PolA y Polu pueden rellenar gaps formados
en extremos 3 -protuberantes cuando existe una complementariedad de al menos una base. C) Polp ayudado por el
Loop 1y el residuo H329 puede incorporar bases complementarias a extremos 3’-protuberantes mas eficientemente
que bases no complementarias. El residuo R387 interacciona con la base en posicion -3 de la cadena template. D)
TdT, también ayudada por el Loop I y el residuo H342 puede incorporar mediante transferasa terminal bases a un
extremo 3’-protuberante sin complementariedad de secuencia. El nimero de bases optimo para TdT es el de una
protuberancia de 3 bases.
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se ha visto que sin el residuo H329 no se puede polimerizar en reacciones de EJ de dos
extremos salvo cuando hay complementariedad de bases en las protuberancias (Moon et
al., 2007b).

Asi, como ya ha sido publicado con anterioridad, Polp presenta un
comportamiento intermedio entre una total dependencia del molde, como le ocurre a
PolA, y una independencia absoluta del molde, como TdT. Muchos estudios se han
centrado en encontrar la diferencia estructural que provocaba una menor dependencia
del molde en TdT y en Polu. El dominio de 8 kDa, que es el responsable de la
interaccion con el grupo fosfato en el extremo 5° del gap, tiene una mayor cantidad de
cargas positivas en Polf y en Pol\ que en TdT y en Polp. La dependencia de molde de
las polimerasas de la familia X se podria por tanto corresponder con la carga neta en el
dominio de 8 KDa (Moon et al., 2007a; Nick McElhinny et al., 2005).

Como hemos demostrado en esta tesis, otra diferencia entre Poly y TdT es la
velocidad del paso limitante, que en Polp esta determinada por el residuo R387. Este
unico residuo claramente limita la velocidad de la reaccion de transferasa terminal, que
es la traslocacion del extremo del primer de una posicion improductiva a una
productiva, y por tanto su mutacion a lisina (el residuo presente en TdT) la aumenta.
Actualmente se esta estudiando el efecto que esta mutacién pudiera tener durante
reacciones de NHEJ in vivo. Es de esperar que Polp R387K se comportase in vivo
causando un exceso de incorporaciones N comparable a la de TdT, y podria ser una
valiosa herramienta para analizar la complementariedad funcional entre estas dos
enzimas.

Datos recientes del grupo muestran que el mutante H329G se ve afectado en el
end-joining de extremos 3 -protuberantes no complementarios, ya que se requiere la
ayuda de la translocacion del primer, y por tanto se requiere la ayuda del residuo H329,
que coordina la correcta orientacion del primer con el nucleotido. Por el contrario, como
se ha demostrado en esta tesis, en el end-joining de extremos 3’-protuberantes
complementarios, el extremo del primer se coloca en la posicion productiva (como en
un gap) sin la ayuda del residuo H329 y por eso la polimerizacion sobre estos extremos
es posible por el mutante H329G.

D.3.2. Regulacion de las adiciones N durante la sintesis por transferasa terminal-
Estudios recientes han demostrado que las adiciones N de TdT podrian estar reguladas
por Ku (Purugganan et al., 2001). En ausencia de esta proteina, TdT inserta de una
manera indiscriminada un mayor numero de nucledtidos. ;Podria un mecanismo similar
actuar sobre Polu in vivo? Aparentemente, a la luz de resultados anteriores y de los
descritos en esta tesis, Polp podria limitarse ella misma al ser capaz de polimerizar unos
pocos nucledtidos hasta encontrar la suficiente complementariedad en la secuencia que
le permitiese detener esa sintesis por transferasa terminal y llevar a cabo la dirigida por
molde.

Nuevos datos parecen indicar que la importancia de Polp en el mecanismo de
V(D)J tiene mas relevancia en fases embrionarias, donde TdT aun no se manifiesta
(Gonzalbo-Lopez et al, 2008). Asi, mientras que la mayoria de la adiciones N en adultos
son incorporadas por TdT (Gilfillan et al., 1993; Komori et al., 1993), hay unas cuantas
adiciones N que se siguen incorporando en ratones TdT™” (Gauss y Lieber, 1996). Las
adiciones N de las uniones DJ son incorporadas por Polu en los primeros estadios del
desarrollo embrionario, como ha sido demostrado mediante el analisis de embriones de
ratones Polp™. Tanto Polu com Pol) son expresadas en el embrién, mientras que TdT
no se expresa, por tanto esta ultima es la responsable de las adiciones de nucledtidos
durante estas fases del desarrollo. Parece que Polp y TdT no estan solo temporalmente
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separadas durante la ontogenia y en diferentes tejidos linfoides, sino que estas también
presentan diferentes sustratos sobre los que actuar, como se ha descrito en los apartados
anteriores. Por otro lado, estudios in vivo parecen indicar que los ratones adultos KO
Polp muestran a una deficiencia en células B. Parece que no siempre PolA o TdT puedan
suplir la accioén de Polp en la reordenacion de los segmentos génicos de la cadena ligera
kappa de la inmunoglobulinas.

D.4. Interaccion entre Polp y PCNA

En las células eucariotas las DNA polimerasas de la familia X estan especializadas en la
reparacion del DNA. En afios recientes ha sido demostrado que varias de ellas (Pol A y
Pol B) interaccionan con PCNA (proliferating cell nuclear antigen), el factor de
procesividad eucaridtico (Kedar ef al., 2002; Maga et al., 2002). PCNA reduce la
velocidad de PolA pero incrementa el grado de asociacion de la polimerasa con el DNA,
y por tanto aumenta ligeramente su procesividad. Sin embargo, PCNA no afecta la
eficiencia de incorporacion de nucleotidos o fidelidad de PolA. Mas recientemente, un
estudio de la capacidad de sintesis translesion de PolA y otras polimerasas demostrd que
PCNA aumentaba la fidelidad de PolA en presencia de RPA en 1200 veces (insercion de
dCTP enfrente de 8-0x0-G en la cadena femplate) (Maga et al., 2007). Este estudio por
tanto sugirid que PolA, en presencia de factores adicionales, podria ser el enzima
preferido en la célula para polimerizar a través de ciertas lesiones durante la replicacion
cromosomica. Numerosos estudios han intentado localizar la superficie de interaccion
entre PolP, PolL y PCNA, sin alcanzarse una conclusion clara (Maga et al., 2004;
Shimazaki et al., 2005). En la actualidad se ha observado que numerosas polimerasas
contienen mas de un contacto con PCNA (Vivona y Kelman, 2003), y algo semejante
podria pasar con las enzimas de la familia X.

Con el objeto de completar los estudios de la interaccion de la familia X con
PCNA, analizamos si existia una interaccion entre Pol p y este factor de procesividad in
vitro (Capitulo 4). Nuestros resultados mostraron que la interaccion podia observarse en
ausencia de DNA o de nucleotido, y aplicando distintas metodologias. Intentamos
asimismo encontrar el punto de la interaccion mediante mutagénesis de Polu. Nos
centramos en una region del dominio pulgar porque compartia parcialmente la
secuencia consenso de union a PCNA (QKTFF), porque estaba en un loop en la
superficie de Polp y ademas porque era una zona que se habia propuesto como punto de
interaccion entre PolA y Polf con PCNA. Adicionalmente, Pol usa este loop para
interaccionar con XRCC1 (Gryk et al., 2002). No obstante, la mutagénesis de cuatro
residuos de esta secuencia no abolid por completo la interaccion de Polp con PCNA. No
se puede descartar, sin embargo, que la interaccion de Polp con PCNA sea compleja y
que haya mas de un sitio de interaccion.

La interaccion observada entre Polp y PCNA podria sugerir una implicacion de
esta polimerasa en procesos asociados a la replicacion del DNA. Quiza de forma
cooperativa con otros factores de replicacion o reparacion, Polp podria estar implicada
en el bypass de ciertas formas de dafio en el DNA o en la reparacion de roturas de doble
cadena generadas por la DNA polimerasa replicativa (Pol € y Pol 8) cuando éstas
encuentra con una rotura en cadena simple no previamente reparada por la ligasa.
PCNA serviria como plataforma moévil en la cual se anclan las diferentes polimerasas
para llevar a cabo sus funciones. PCNA es un homotrimero, por lo que podria
interaccionar hasta tres polimerasas diferentes en un solo anillo. En estas situaciones en
las que varias polimerasas son organizadas por el factor de procesividad, la regulacion
ocurre por medio de modificaciones postraduccionales sobre el PCNA o sus ligandos
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(Lee y Myung, 2008). PCNA es modificado mediante ubiquitinacion o sumoilacién en
dos aminoacidos diferentes, y se ha observado que estos cambios provocan a su vez
alteraciones en su afinidad por diferentes polimerasas replicativas o de la familia Y
(Zhuang et al., 2008). Por otro lado, la fosforilacién de proteinas implicadas en la
replicacion, como por ejemplo DNA ligasa, cambia su afinidad por PCNA (Montecucco
et al., 1998). Hasta ahora se sabe muy poco sobre la regulacion de la interaccion de
PCNA con polimerasas de la familia X, pero un estudio reciente apunta a que también
podria estar modulada por modificaciones postraduccionales (Maga et al., 2007). Asi,
en el caso de Polf la metilacion por la metiltransferasa 1 (PRMT1) provoca la abolicion
de su interaccion con PCNA, aunque esta modificacion no genera una disminucion en la
actividad dRP-liasa o polimerasa de Polf (El-Andaloussi et al., 2007). Se sabe ahora
que PolA sufre fosforilaciones en su dominio rico en serina-prolina por quinasas del
ciclo celular (Cdk2/ciclina A) y que la interaccion con PCNA reduce sustancialmente
estas modificaciones (Frouin et al., 2005). Adicionalmente, se sabe que PolA puede
sufrir acetilacion en residuos cercanos a la region en la que posiblemente interacciona
con PCNA (El-Andaloussi et al., 2007). En el caso de Polp son hasta ahora
desconocidas sus posibles modificaciones, pero es de esperar que €stas puedan modular
su union a los factores de end joining o PCNA.

D.5. Similitudes entre los mecanismo de reparacion por NHEJ de organismos
procarioticos y eucarioticos

En esta tesis se describe en el Capitulo 5 la comparacion del dominio polimerasa de
LigD con las polimerasas de la familia X y como ambas familias comparten una serie de
caracteristicas funcionales. En un principio se penso que las primasas de procariotas de
la familia AEP (primasas archeo-eucariotas) pertenecian a la misma familia que las
polimerasas de la familia X. Sin embargo, la comparacion de las estructuras
cristalograficas reveld6 que aunque las proteinas de ambas familias tenian una
localizacion de los tres asparticos cataliticos similar, el plegamiento tridimensional de
las estructuras de una y otra familia era totalmente diferente (Arezi y Kuchta, 2000;
Augustin et al., 2001; Koonin et al., 2000). Sin embargo, la conservacion de ciertos
residuos importantes del centro activo de ambas familias sugirié que ambas deben de
haber evolucionado de forma convergente, ya que las dos comparten mecanismos
cataliticos similares (Arezi y Kuchta, 2000; Iyer ef al., 2005; Pitcher et al., 2006).

Se ha propuesto que tanto las polimerasas procariotas como las eucariotas,
ambas implicadas en la ruta de reparacion de DNA de doble cadena mediante NHEJ,
pueden incorporar RNA para reparar las roturas de doble cadena en el DNA cuando las
reservas de dNTPs son bajas, por ejemplo durante la fase estacionaria (Della et al.,
2004; Nick McElhinny y Ramsden, 2003; Pitcher et al., 2005). La preferencia de
PolDom de incorporar ribonucleoétidos y su falta de especificidad por sustratos refleja la
plasticidad catalitica que ha sido mantenida a lo largo de la evoluciéon con respecto a
otras polimerasas implicadas en NHEJ, como por ejemplo Polu (Della et al., 2004; Nick
McElhinny y Ramsden, 2003; Pitcher et al., 2005). La incorporacién de RNA podria
potencialmente estar actuando como sefializacion en la célula de sitios en donde se han
producido demasiadas roturas que han sido reparadas.

Al igual que las polimerasas de la familia X, PolDom también interacciona
fuertemente con los grupos fosfato en extremos 5 recesivos de gaps o de DNAs con
extremos 3 -protuberantes (Pitcher et al., 2007a; Pitcher et al., 2007b). La versatilidad
de PolDom como enzima implicada en reparacién también viene condicionada por su
habilidad para provocar dislocaciones de la cadena template y habilidad de realinear
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mistmaches, como Poly, a la vez que puede continuar la sintesis translesiva como le
ocurre a PolA (Juarez et al., 2006; Picher et al., 2006).

Considerando los paralelismos que existen entre PolDom, PolA, TdT, Polu y
Polp, seria interesante descubrir cual es el dominio en PolDom que esta implicado en la
interaccion con el grupo fosfato en 5°, ya que mientras que en las polimerasas de la
familia X el dominio de 8 KDa es el responsable, en PolDom parece incierto.

La actividad transferasa terminal de Polp y TdT ha sido atribuida al Loopl
presente en el subdominio palma (Juarez et al., 2006; Nick McElhinny et al., 2005).
PolA contiene un loop mas pequefio, que estd completamente ausente en Polf, y asi
ambas carecen de actividad transferasa terminal (Moon et al., 2007a). PolDom
claramente posee actividad transferasa terminal y recientemente, con la obtencion de la
estructura cristalografica de PolDom formando un complejo sindptico con otro
mondmero idéntico unidos a dos extremos 3’-protuberantes, se ha identificado la
estructura de un Loop que orienta a los extremos 3’-protuberantes hacia el correcto
posicionamiento para llevar a cabo una sintesis en los extremos 3°. Experimentos han
demostrado que la mutacion de este Loop, impide la formacion de complejos sindpticos
de PolDom (Brissett et al., 2007).

PolDom parece haber evolucionado como un enzima capaz de combinar las
actividades presentes en Polu, PolA y TdT. Parece ser la unica polimerasa implicada en
el procesamiento de reparaciones de roturas de doble cadena por NHEJ. PolDom puede
combinar las propiedades de las polimerasas de la familia X en un tnico centro activo.
Comparte con TdT y Polu su habilidad para polimerizar independientemente de molde,
probablemente para cumplir la misma funcioén, la de encontrar complementariedad entre
las secuencias que deben repararse (Pitcher et al., 2007b).
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Conclusiones

1. De acuerdo con la hipotesis de partida, hemos demostrado que los residuos de
Polp K325 y K438 interaccionan con el nucledétido. Su mutacion resulta en un
descenso de la eficiencia catalitica, mas patente cuando se mide su efecto sobre la
actividad transferasa terminal, y no tanto en reacciones dirigidas por molde, donde la
entrada del nucleodtido viene sustentada y reforzada por la presencia de un molde. Es por
ello que los efectos de las mutaciones en los residuos K325 y K438 son mas obvios en
esas condiciones.

2. El residuo K438 es importante también durante la polimerizacion dirigida por
molde y su sustitucion por un aminoacido de carga opuesta como Asp disminuye la
eficiencia catalitica, probablemente debido a una alteracion en la organizacion del
centro activo necesaria para la formacion del complejo ternario pre-catalitico.

3. El residuo R387 esta implicado en el paso limitante de la actividad transferasa
terminal de Polp y contribuye a la intensidad de la interaccion con el DNA de
cadena sencilla. El residuo R387 de Polu parece ser critico en limitar el desplazamiento
del extremo del primer desde una posicion estable, no productiva, a una posiciéon mas
inestable, productiva, en la que el ANTP ya puede ser incorporado a un complejo
ternario cataliticamente competente. El cambio conservativo de Arg a Lys reduce la
estabilidad de la interacciéon no productiva, incrementando enormemente la eficiencia
catalitica de la actividad transferasa terminal.

4. El residuo H329 es crucial en la actividad transferasa terminal de Polpn porque
ayuda a la correcta colocacion del nucledtido con respecto al primer. La sustitucion
de este residuo no cambia la eficiencia catalitica de la actividad de polimerizaciéon
dirigida por molde de Polp en gaps de pequefio tamaio.

5. La presencia de un grupo fosfato en un extremo 5° recesivo mejora las
reacciones de reunion de extremos no complementarios mediadas por Polp,
facilitando la insercion de nucleotidos en el extremo 3" y dirigidos “en trans” por el
otro extremo de DNA.

6. Poln y el factor de procesividad PCNA interaccionan in vitro. Esta interaccion
podrian servir para dirigir a esta polimerasa hacia lesiones especificas o para coordinar
su actividad con otras enzimas, ya que PCNA se ha visto implicado en practicamente
todas las rutas de reparacion del DNA conocidas.

7. El dominio polimerasa de Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium
smegmatis reune gran cantidad de propiedades que la implican en la reparacion de
roturas de doble cadena del DNA. Entre ellas estd la capacidad de generar
distorsiones y realineamientos en el primer y la capacidad de interaccionar con

extremos 5” recesivos con un grupo fosfato, uno de los primeros pasos en el mecanismo
de NHEJ.
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