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ADN Polimerasas Bacterianas

Desde el uso de la especie bacteriana E.coli se han realizado
avances importantes en el estudio de los mecanismos de
replicacién del ADN en bacterias y en otras clases de organismos,
incluyendo el ser humano. Hoy se sabe que bacterias como E.coli
utiliza cinco clases diferentes polimerasas conocidas como Pol |,
I, 1, IVy V, siendo la clase Il la encargada de mediar el proceso
de replicacion del ADN cromosémico principalmente. Mientras,
que la Pol |, corta el cebador de ARN y rellena los espacios en las
hebras [1].

Aspectos Estructurales y Funcionales
de las Enzimas ADN Polimerasas

DNA pol |

La ADN pol I, posee tres actividades enzimaticas: una actividad
de ADN polimerasa 5'->3', una actividad de exonucleasa 3'->5'
gue media la correccion de pruebas, y una actividad de nucleasa
5'->3' usada para la traduccion de mellas durante la reparacion
del ADN. La eliminacidn de los dominios de exonucleasa 5'->3' de
las polimerasas de Pol | completas de E.coli y Thermus aquaticus
produce los dominios de fragmentos grandes de Klenow y Klentaq
[1,2]. Los analisis estructurales obtenidos con cristalografia
de rayos X indican que tanto Klenow como Klentaq poseen
homologia estructural. Los dominios de la polimerasa de estas
proteinas comparten una caracteristica arquitectdnica comun
gue se asemeja a una mano derecha semiabierta con subdominios
de dedos, pulgar y palma [3]. El subdominio del pulgar se une a
la regién duplex del ADN, mientras que el subdominio del dedo
se une al dNTP entrante. El subdominio de la palma, que consiste
en los residuos del sitio activo conservado, orienta la cadena
de cebador para la formacidn del enlace fosfodiéster. Varios
estudios bioquimicos, cristalograficos y espectroscépicos han
examinado las interacciones del ADN con el dominio de edicion
de Klenow. La estructura de cristalizada de Klenow en modo
de edicién muestra los ultimos cuatro nucleétidos del cebador
anillados al ADN duplex, y unidos al dominio de edicion [3,4].

DNA pol Il

La ADN polimerasa lll consiste en una maquina proteica tripartita
responsable para la replicacion bacteriana. Se le ha descrito la
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presencia de una replicasa (o,€,y,0) La polimerasa contiene
factores de procesividad llamados clamp o pinzas y un cargador
complejo clamp. Estos factores funcionan como abrazaderas que
se unen a proteinas involucradas en la replicacion del AND [5].
Hasta la fecha se han identificado cinco clases conocidos como: y,
6,60,Tx vy, ¥ [6]. Estructuralmente estas abrazaderas adoptan
formas de anillos para unirse a sus blancos, actualmente, se han
resuelto las estructuras 3D de diferentes factores presentes
en ADN polimerasas de bacterias como Bacillus subtilis,
Pseudomonas spp y Mycobaterium tuberculosis [5].
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Enlapollll existe unaregion conocida como subunidad alfa, la cual
participa directamente en la sintesis de ADN. La subunidad alfa
puede darse en dos formas distintas entre si, denominadas como
dnaE y PolC [7]. Los andlisis de genomas completos bacterianos,
han identificado la presencia de una o mas subunidades alfa. Por
su lado, los analisis estructurales sugieren que las subunidades
alfa pueden clasificarse en cuatro tipos: PolC, dnaEl, dnaE2, y
dnaE3 [6]. En organismos como Bacillus subtilis, la subunidad
PolC se encarga de guiar la polimerizacidon de la cadena lider,
mientras que, la subunidad dnaE polimeriza la cadena rezagada.
Los andlisis filogenéticos indican que la PolC es caracteristica del
phylum Fermicutes. Sin embargo, no todas las bacterias utilizan
las dos subunidades en sus mecanismos de replicacion. Los
analisis bioinformaticos han encontrado que la PolC contiene
dominios de exonucleasas, los cuales estan presentes en la
misma posicién de todos los genes de bacterias donde PolC esta
presente. Ademas, se han identificado dominios de fosfatasas de
tipo PHP, presentes en las demds subunidades que conforman
a la AND pol Il [6]. Otros tipos de dominios descritos en las
subunidades de la Pol lll son: dominios de unién a ADN de clase
OB. Finalmente, los dominios de tipo reductasa deshidrogenasa/
reductasa GMP [8].

Enlaespecie E.coli, solo se encuentra presente lasubunidad dnak1
[9]. La Dnal coexiste en un 89% con la PolC en los organismos
[6]. Esta subunidad es parte esencial de las estructuras de las
polimerasas IVyV de organismos como la E.coli. Estas polimerasas
son inducidas como parte de los mecanismos de respuesta a
situacion de auxilio en esta clase de bacterias [8]. Sin embargo,
para E.coli, no es esencial la actividad de la subunidad dnakE.

Se sugiere que la existencia de homdlogos en diferentes
organismos fue producto de la transferencia horizontal de genes.
Se ha descrito hasta una subunidad denominada como dna3, la
cual ha evolucionado en la capacidad de correccion de errors
[8]. Los tres elementos (PolC, dnaly dna3 convergen en muchos
organismos. Esta coexistencia entre PolCy dnaE3/dnaE1 sugiere
que polC puede formar heterodimeros con dnaE1 y dnaE3, pero
prefiere dnaE3 en la mayoria de los casos. Ademas de la bacteria
en Firmicutes, tres bacterias en otros philum también poseen
PolC: Fusobacterium nucleatum en Fusobacteria y Thermotoga
maritima en Thermotogae poseen PolCy dnaE1 [6].

Los estudios de caracterizacidn de la subunidad dnaE han
mostrado que es altamente sensible a producir errores. La dnaE
puede evitar las lesiones de codificacion y no codificacion con una
alta eficiencia. La propensién a errores se logra por cualquiera
de las dos vias siguientes, sea por la desalineacion de la unién
plantilla-cebador o extension de cebador directo. La derivacidon
de sitios abasicos se logra principalmente a través de los "dNTP-
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estabilizado" [8], lo que logra la desalineacién de la plantilla,
generando deleciones en la cadena recién sintetizada. Este
mecanismo puede ser similar al mecanismo de desalineacion
estabilizado con dNTP usado por la familia Y de ADN polimerasas
y es el primer ejemplo de derivacion de lesidn y sintesis propensa
a error catalizada por una polimerasa de la familia C [8].

Por lo tanto, dnaE puede funcionar en una capacidad propensa
a errores que puede ser esencial en las células Gram-positivas,
pero no en las Gram-negativas, lo que sugiere una diferencia
fundamental en el metabolismo del ADN entre estas dos clases
de bacterias. Se sabe que la fidelidad de replicaciéon de una
polimerasa depende del tamafio y orientacidn de los sitios activos.
Generalmente, las polimerasas con sitios activos pequefios y
ajustados acomodan solamente bases pareadas, lo cual, le brinda
una alta capacidad de fidelidad en la sintesis o polimerizacién de
las cadenas de AND [9].

Por su parte las polimerasas con un sitio activo mayor en area,
acomoda lesiones de ADN. Esto induce en la polimerasa que
ignore las rupturas de las cadenas, lo cual, deriva en que no
corrijan los errores que se estén presentando.

También se ha descrito recientemente, que la fidelidad de la
subunidad dnaE en la polimerizacion esta influenciada por
su interaccién con el replisoma. Esto se da por su capacidad
de modulacién [10]. Lo anterior se ha descrito en especies
bacterianas como Bacillus subtilis. Se sabe que DnakE es esencial
para la elongacion e iniciaciéon del ADN, que las concentraciones
de PolC influyen inversamente en la fidelidad de dnaE.

Ademas, de PolC, los elementos dnaN y SSB inducen la activacién
de dnaE. En este escenario tenemos que dnaN y SSB al inducir a
dnaE, se genera el reclutamiento de PolC en las hebras que ya
estan cebadas para formar un complejo ternario. De esta manera
se inicia el replisoma que, en conjunto con las helicasas, DNasas
y las agarraderas “clamps” contindan la replicacion de toda la
hebra de AND [11]. Luego, si persiste algun dafio en el ADN se
da la activacién de la Pol Il. Este mecanismo se activa casi de
manera inmediata cuando se emiten sefiales de dafio del ADN.
Si esto no es suficiente, se activan los mecanismos de reparaciéon
basados en la Pol V. Los cuales, se generan a los 35 minutos
aproximadamente [12].

Los andlisis muestran que las subunidades dnaE diez clases
distintas de motivos. Nueve de ellos se conservan entre las
subunidades alfa del ADN pol Il de las bacterias descritas hasta
la fecha. Algunos se presentan entre los dominios fosfoesterasas
PHP. Al analizar los genes que codifican para las distintas
subunidades se encuentra que existe variacién en la ubicacidn
de las secuencias que codifican para cada uno de los diez motivos
presentes en dnak [12].
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