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RESUMEN

Debido a la dificultad para obtener células eucariotas deficientes en DNA Polimerasa f3
(Pol B) su papel fisiologico atn no se conoce completamente. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la actividad reparadora de Pol [ de rata por medio de las cepas de
Escherichia coli (E. coli) recombinantes WP1, WP6 y JIM109 con los plasmidos pB5,
pB6, pUC118 y pSC101; para demostrar que esta enzima puede sustituir o reforzar la
actividad de Polimerasa I (Pol I) de E. coli. Para determinar el efecto de la presencia de
Pol B sobre la actividad de reparacién en dichas cepas, se realizaron curvas de
crecimiento y de resistencia al efecto letal de la luz ultravioleta (UV), bajo condiciones
normales y en presencia del inductor IPTG. De estos ensayos se encontrd que las cepas
que contenian al gen de Pol B (pB5 y pB6) presentaban una resistencia mayor a la luz
UV en comparacion a las cepas que no lo poseian (pUC118 y pSC101). También se
aprecio que las cepas portadoras de la actividad completa de Pol I y el gen de Pol
(WP1/pB5, WP1/pB6) aumentaron su indice de supervivencia significativamente con
respecto a sus contrapartes, las cuales solo poseen la actividad de Pol I (WP1/pUC118 y
WP1/pSC101). Las cepas WP6, carentes de la actividad Pol I, presentaron el porcentaje
mas bajo de supervivencia a pesar de la presencia del gen Pol . La presencia del
inductor IPTG no aumento el nimero de UFC/mL significativamente, y en algunos

casos disminuyo el indice de supervivencia de algunas cepas.

Los resultados sugieren que niveles basales de Pol B aumentan la capacidad de
reparacion y pueden sustituir la actividad reparadora de Pol I, sin embargo el aumento

de los niveles de Pol B, estan relacionados con aumento en la sensibilidad a la luz UV.



I. INTRODUCCION

La tolerancia a cierto grado de dafo no reparado del DNA es crucial para la
supervivencia de la célula, mas especificamente, para la funcionalidad sostenida de la
maquinaria de replicacion en presencia de condiciones genotdxicas y adversas (Wang,

2001).

El DNA celular es sujeto a un ataque continuo por las reacciones propias de la célula y
por agentes ambientales. Las consecuencias toxicas y mutagénicas son reducidas al
minimo por caminos distintos de la reparacion, y 130 genes humanos sabidos para esta
funcion. El genoma humano codifica la informacion para proteger su propia identidad,
las enzimas de la reparacion del DNA supervisan continuamente cromosomas para
corregir los residuos dafiados de nucledtidos generados por la exposicion a los agentes
carcindgenos y a los compuestos citotoxicos. El dafio es en parte una consecuencia de
agentes ambientales tales como la luz (UV) del sol, el humo del cigarro, asi como una
proporcion muy grande de alteraciones es causada inevitablemente por mutdgenos
débiles enddgenos incluyendo el agua, las especies reactivas del oxigeno y los
metabolitos que pueden actuar como agentes alquilantes. La inestabilidad del genoma
causado por la gran variedad de factores DNA-perjudiciales seria un gran problema para

las células y los organismos sino existiera la reparacion del DNA (Wood et al., 2001).

Actualmente sabemos, que cada dia se pierden unas 5000 bases puricas (adenina y
guanina) del DNA de cada célula humana debido a la destruccion térmica de enlaces N-
glucosidicos entre estas bases y la desoxirribosa (despurinacion). Analogamente, se
estima que la desaminacion de citosina a uracilo en el DNA se produce a una velocidad
de 100 cambios por genoma y dia. Las bases del DNA también estan sujetas a cambios
debido, por un lado, a la accion de metabolitos reactivos que pueden alterar la capacidad
de apareamiento de las bases, y por otro a la accion de luz UV del sol, que favorece la

formacion de dimeros de ciclobutano-pirimidina y 6-4 fotoproductos (Fig.1).

Cuando estos sistemas permiten que algun dafio permanezca suelen aparecer
enfermedades como canceres (Doll y Peto 1981), ademés se ha observado que la
frecuencia de enfermedades genéticas aumenta en individuos portadores de alteraciones
en los genes que codifican para proteinas de reparacion del dafio al DNA (Wang ef al.,

1992; Aaltonen et al., 1993). Tal como, los individuos que presentan la anormalidad



genética Xeroderma pigmentosum, quienes son defectuosos en una gran cantidad de

procesos de reparacion (De Laat et al., 1999; Alberts, 1994).
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Figura 1. Formacion de un dimero de pirimidina por efecto de luz UV

En general cuatro sistemas complejos se han desarrollado para responder al dafio del
DNA: 1) reparacion del dafio del DNA; 2) control del punto de comprobacion del ciclo
celular; 3) apoptosis y 4) tolerancia de dafios. La reparacion del DNA forma el sistema
mas eficaz de la defensa contra el dafio y abarca por lo menos cinco mecanismos: a)
reparacion de supresion de bases (BER); b) reparacion de supresion de nucledtidos
(NER); ¢) reparacion de uniones mal apareadas (mismatch); d) reparacion después de la
replica (post-replicacion) y e) revocacion directa del dafio. Las lesiones endogenas o
espontaneas del DNA son reparadas principalmente por la reparacion por escision de
bases (BER), mientras que la reparacion por escision de nucleotidos (NER) es un
mecanismo importante para quitar una amplia gama del dafio, especialmente las lesiones
abultadas del DNA que causan distorsiones estructurales significativas, como son los
dimeros de pirimidina. La reparacion de uniones mal hechas o mal acopladas corrige
bases mal unidas, canceladuras e inserciones pequefias que resultan de los errores de las
polimerasas de replicacion del DNA. La reparacion en la replicacion requiere roturas en
la doble cadena y es especialmente importante en la radiacion ionizante. La revocacion
directa del dafio es un mecanismo altamente especializado. En el humano actua la

proteina MGMT directamente sobre el grupo metilo (Wang et al., 2001).

En la respuesta al dafio del DNA, la progresion del ciclo de la célula en fase S es
retrasada por el control del punto de comprobacion del ciclo de la célula G1, mientras

que la fase M es parada por el punto de comprobacion G2. La prolongacion de G1 y G2



retrasan a M 0 se prolongan para permitir una reparacion mas eficaz y evitar la sintesis

de DNA y mitosis en presencia de un dafio excesivo (Wang et al., 2001).

Tanto la reparacion del DNA como el control del punto de comprobacion del ciclo de la
cé¢lula promueven la supervivencia gendémica y la estabilidad de la célula después del
dafio. En contraste la apoptosis es un mecanismo que elimina las células con DNA
demasiado dafiado, protegiendo asi la integridad genomica de organismos

multicelulares. (Wang, et al., 2001).

Mecanismos de reparacion del daiio al DNA

Existen varios sistemas que utiliza la célula para reparar el dafio al DNA:

1.- Fotoreactivacion. Es especifico para los dimeros de pirimidina formados por luz UV.
Rompe el dimero y restaura la secuencia de tipo silvestre. (Tessier ef al., 2000). Muchos
organismos contienen fotoliasas que pueden monomerizar lesiones inducidas por UV
tales como los dimeros del tipo ciclobutano de pirimidina y algunos otros fotoproductos.
El genoma humano tiene dos CRY genes similares en secuencia a fotoliasas. Estos
codifican fotorreceptores para luz azul, involucrados en el ritmo circadiano pero no en
la fotoreactivacion del DNA dafado; aun no se han detectado genes homologos a las

fotoliasas en el genoma humano (Wood et al., 2001).

2.- La reparacion por escision de nucledtidos (NER) también trabaja con dimeros. Aqui
una polimerasa corta en los nucledtidos cercanos al dimero y otras sintetizan y llenan el

hueco (Tessier et al., 2000).

3.- Reparacion después de la replicacion (post-replicacion) repara el dafio por
intercambio de filamentos del otro cromosoma de la hija, implica la recombinacion

homologa (Tessier et al., 2000).

4.- La replicacion de supresion de bases (BER) permite la identificacion y eliminacion
de bases aberrantes debido a la desaminacion de bases normales y también a las

modificadas quimicamente. (Tessier et al., 2000).

5.- La reparacion de uniones mal hechas (mismatch) es un sistema multienzimatico que
reconoce bases acopladas inadecuadamente en el DNA y sustituye una de las dos bases.

El problema principal de este sistema es como reconocer cual de las bases mal unidas es



la correcta y por lo tanto cual suprime; en E. coli se usa un sistema especifico de
metilacion. Durante la replica, solamente un filamento (el viejo), se desnaturaliza para
poder discriminar los filamentos nuevos y viejos. Entonces el ataque endonucleolitico
ocurre en el nuevo filamento no metilado permitiendo el retiro de la base incorrecta asi
como todo el sitio mutado y el sitio metilado. Los “sitios incompletos” en el filamento
nuevo se modifican posteriormente. El error no necesita estar en la vecindad inmediata
del sitio de metilacion, este sistema permite simplemente la discriminacion entre los

filamentos viejos y nuevos del DNA (Tessier et al., 2000).

6.- La reparacion adaptativa-inducible describe varias actividades de las proteinas que
reconocen bases modificadas muy especificas, desnaturalizadas tipicamente y
transmiten asi mismos el grupo modificado del DNA, al hacerlo destruyen su propia
funcién enzimatica. Son inducibles pues tienden a ser reguladores negativos de su
propia sintesis, asi que la exposicion a los agentes de modificacion induce mas sintesis y

por lo tanto adaptacion (Tessier ef al., 2000).

7.- La reparacion SOS o error-propenso es inducible por huecos de una sola cadena en
presencia de los productos de la degradacion del DNA. Este sistema es capaz de
replicarse en presencia de dimeros de timina o de sitios aptricos. Por lo tanto causa un
espectro muy alto de mutaciones incluyendo duplicaciones y canceladuras. Este sistema
es a menudo la causa de mutaciones que siguen a la mutagénesis quimica o UV.
Obviamente este proceso de reparacion es un recurso desesperado para la célula,
permitiendo la réplica de una region mas alla de donde “se ha perdido” la secuencia de

tipo silvestre. (Tessier et al., 2000).

Reparacion por escision de nucledtidos (NER)

NER principalmente remueve errores causados por agentes ambientales. En E. coli los
tres polipéptidos UvrA, UvrB y UvrC pueden localizar la lesion e incidirla para remover
el segmento de nucledtidos que contienen el dafo. Eucariotes, incluyendo levaduras y

c¢lulas humanas pueden tener UvrABC homologos directamente. (Wood et al., 2001).

En NER, un sistema de enzimas hidroliza dos enlaces fosfodiester, a uno y otro lado de
la lesion, para generar un oligonucledtido que contiene la lesion, el cual es eliminado

del daplex y el sitio vacio es llenado por una DNA polimerasa y sellado por una DNA



ligasa para completar la reaccion de reparacion (Sancar, 1994). El patron de escision y
el tamafio del fragmento eliminado son diferentes en procariotes y eucariotes. Ambos
tipos de organismos hidrolizan el quinto enlace fosfodiester hacia al lado 3" de la lesion,
en cambio en el lado 5°, los procariotes hidrolizan el octavo enlace fosfodiester y los
eucariotes hidrolizan el vigésimo cuarto. En general, el patrén de escision es bastante
preciso y como consecuencia el dafio es eliminado dentro de oligdbmeros de 12 a 13
nucleodtidos en procariotes y de 27 a 29 nucleodtidos en eucariotes. Esta actividad de
nucleasa, que es Unica para la reparacion del dano al DNA, se ha denominado nucleasa
de escision (escinucleasa) para diferenciarla de las endonucleasas y exonucleasas que
participan en otras funciones de la célula (Sancar, 1994). Por otro lado, se ha sugerido
que NER es un mecanismo de reparacion acoplado a la transcripcion, pues repara
preferentemente los genes que se estan expresando. Ademas, NER requiere de factores
que normalmente son necesarios para el inicio de la transcripcion (Hanawalt, 1994). En
los humanos tanto como en E. coli la escinucleasa es un sistema capaz de eliminar los
productos de la unién de una base con otro compuesto o con otra base. Entre las
lesiones que pueden ser corregidas por este sistema de reparacion se incluyen los
dimeros de pirimidina del tipo ciclobutano los cuales son causa de canceres de la piel
por accion de la luz UV. Otras lesiones que son reparadas por escision de nucleétidos
son la benzo(a)pireno-guanina la cual es producida por el humo del cigarro, la psoralen
timina y la cisplatin guanina los cuales se producen por accioén de algunos farmacos. No
obstante, este no es el Unico sustrato de la enzima, pues también repara lesiones que no
distorsionan la estructura de la hélice del DNA, como la O°-metilguanina y otras bases
metiladas, elimina incluso a los nucledtidos del DNA que se encuentran apareados

incorrectamente (Sancar, 1994).

Reparacion por escision de bases (BER)

En BER actian las proteinas de escision y se reemplazan las bases dafiadas del DNA,
principalmente aquellas que surgen por oxidacion enddgena y por estropeos hidroliticos
del DNA. Las DNA glicosilasas inician estos procesos por liberacion de la base
modificada, esto es seguido por el corte en la cadena de la azticar-fosfato, la escision del

residuo abasico, la sintesis del DNA local y su ligacion. (Wood et al., 2001).



Pol B juega un papel esencial en BER de segmentos largos por conducir el

desplazamiento, sintesis de la cadena y ademas controla el tamafio de escision de la asa

(Dianov et al., 1999).

La mejor forma de reparar y proteger cé€lulas que tienen una sola base dafiada de DNA
es a través de este camino. Este mecanismo se inicia por la remocion enzimatica de
bases alteradas o por hidrolisis quimica espontanea de los enlaces glicosidicos
conectados a las bases dafiadas del aztcar-fosfato del esqueleto del DNA. La reparacion
da como resultados sitios abasicos o sitios apuricos/apirimidinicos. Estudios en
extractos celulares han evidenciado dos subrutas en BER que se diferencian por el

tamafio del segmento que reparan y las enzimas involucradas (Prassat ef al., 2000).

Estas rutas son designadas como “BER de segmentos cortos” (single-nucleotide-BER)
repara y llena segmentos de 2-10 nucledtidos. BER de un solo nucledtido es usado
cuando se presenta en la secuencia DNA-Uracilo, entonces la enzima uracil-DNA-
glicosilasa (UDG) remueve la base enseguida AP endonucleasa (APE) incide el sitio
AP. Entonces Pol B llena el segmento de un solo nucleétido y remueve el 5’-azlcar-
fosfato (dRP), seguido de DNA ligasa I sellando la mella en el DNA, esta ligasa no
actia hasta que el grupo 5'-dRP es removido. Esta coordinacién de la actividad

enzimatica se requiere para que se complete el proceso de BER (Prassad ef al., 2000).

Pol B repara y sintetiza en este proceso, remueve el grupo 5’-azucar-fosfato por una
reaccion de catalisis de B eliminaciéon. BER de segmentos largos involucra la sintesis y
desplazamiento de la cadena y remocion del segmento generado por endonucleasas
especificas. Tres DNA polimerasas humanas (Pol 3, & y €) han sido propuestas para
jugar un papel en estos procesos, aunque la identidad de la polimerasa involucrada y los
mecanismos de seleccion no son del todo claros. DNA Pol B incorpora el primer

nucleodtido durante la reparacion de sitios AP y en BER de segmentos grandes (Andre;j

et al., 2001).



Caracteristicas de las DNA polimerasas eucarioticas

Las DNA polimerasa actlian como enzimas “autocorrectoras” que van eliminando sus

propios errores de polimerizacion a medida que avanza por el DNA (Alberts, 1994).

En las células eucarioticas se ha reportado la existencia de seis DNA polimerasas
dependientes de DNA, todas estan codificadas por distintos genes y se les ha
denominado como DNA polimerasas a, 3, v, 8, € y {. A pesar de que todas las pueden
participar en la reparacion del DNA solo a B y € se les ha asignado ese papel principal
(Wang, 1991). Las DNA polimerasas de eucariotes presentan las siguientes
caracteristicas comunes: incorporan dNTP en direccion 5' a 3', requieren de un molde de
DNA y de un iniciador con un extremo 3'OH libre, carecen de actividad
endonucleolitica y exonucleolitica 5' a 3' y requieren de un cation divalente (Wang,

1991).

Ensayos en eucariotes deficientes en DNA polimerasas demuestran que tienen un rango
de error menor de 10~ a 10 ® nucledtidos. Diversas polimerasas han sido identificadas
con una baja fidelidad en presencia de DNA ileso (10%-107), conocer su mecanismo
estructural y funcional ayuda a entender los procesos de sintesis del DNA. (Amit ef al.,

2001).

DNA Polimerasa o

La DNA Polimerasa a (Pol o) es una enzima de peso molecular relativamente elevado
de aproximadamente 165 kDa y fue la primera polimerasa identificada en eucariotes.
Esta presente en el nucleo, es la unica polimerasa eucaridtica que presenta un dominio
con actividad de iniciasa, carece de actividad editora, exonucleasa 3'-5', aunque se ha
reportado que en Drosophila, Pol a si tiene actividad editora. La sintesis de DNA por
cada union es de continuidad intermedia y con alta fidelidad en el copiado de la
secuencia de nucledtidos. La interaccion de la enzima con el sustrato es con el iniciador
y finalmente con el ANTP. Para una mejor interaccién de la enzima se requiere de un
iniciador de al menos ocho nucledtidos de longitud. Su papel en la replicacion del DNA
se comprob6 por medio de anticuerpos especificos contra Pol a. Con ellos se demostro

que se encuentra en células en replicacion activa, tales como los cultivos de células



transformadas y en los linfomas malignos (Wang, 1991), también se ha reportado que
sus niveles aumentan cuando las células entran en la fase S del ciclo celular (Schneider
et al., 1985). No se ha detectado Pol a en células no proliferativas. Se le ha encontrado
fosforilada a través de todo el ciclo celular pero en la fase de mitosis esta altamente
fosforilada, en esta tltima forma presenta baja afinidad por DNA de una sola cadena, lo
cual sugiere que la fosforilacion es un mecanismo para evitar la interaccion de la enzima
con el DNA al terminar la replicacion. Por los datos anteriores se ha sugerido que esta

enzima es la principal polimerasa involucrada en la replicacion del DNA (Wang, 1991).

DNA Polimerasa 6

Es una proteina de aproximadamente de 124 kDa que se encuentra también en el nticleo,
presenta una alta fidelidad, introduce menos de 1 base errénea por cada 10° nucledtidos
incorporados, lo cual es aproximadamente 10 veces y 500 veces mayor que la fidelidad
de Pol a y Pol B, respectivamente (Kunkel ef al., 1987). Esta alta fidelidad se debe a
que tiene actividad editora, exonucleasa 3' a 5' (Byrnes et al., 1976), la cual estd en el
mismo polipéptido que presenta la actividad de polimerasa. La continuidad durante la
sintesis es baja pero, a diferencia de las otras polimerasas eucarioticas, la continuidad es
afectada por el antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA), el cual incrementa
la continuidad en la sintesis de DNA. Se ha encontrado que Pol 6 es muy similar a Pol o

pero no se ha detectado que Pol 6 tenga actividad de iniciasa (Wang, 1991).

DNA polimerasa &

Tiene un peso molecular de 255 kDa, se localiza en el nucleo, tiene alta fidelidad pues
posee actividad exonucleolitica 3" a 5°, ademas presenta una alta continuidad de sintesis
la cual no es afectada por la presencia de PCNA. Se ha visto que Pol € es esencial para

las células en crecimiento durante la fase S (Wang, 1991).



DNA Polimerasa y

Es una proteina de aproximadamente 140 kDa, estd presente en la mitocondria aunque
es codificada por el nucleo, tiene una alta continuidad y fidelidad de sintesis, su
fidelidad la debe a su actividad de exonucleasa 3' a 5', la cual reside en el mismo
polipéptido (Wang, 1991). Es inhibida por cardiolipina, lo cual es interesante, ya que la

cardiolipina se localiza en la membrana interna de la mitocondria (Yoshida et al., 1989).

DNA Polimerasa &

Esta polimerasa fue identificada al precipitar conjuntamente con Pol o. Presenta
actividad exonucleolitica 3' a 5' discontinua, incide preferentemente a las bases mal
incorporadas, por cada incision incorpora de 1 a 3 nucleodtidos. La sintesis de DNA
realizada por esta enzima es de manera discontinua y no es afectada por el PCNA. En
Saccharomyces cerevisiae, Pol C esta formada por dos subunidades, las proteinas Rev3
y Rev7 que corresponden a pesos moleculares de 173 kDa y 29 kDa respectivamente

(Bialek y Grosse, 1993).

DNA Polimerasa

Pol B de mamifero es una enzima de una sola cadena polipeptidica de 39 kDa,
interviene en BER (Idriss et al., 2002) y otros procesos metabodlicos del DNA,
involucrada en el llenado de segmentos en la sintesis del DNA (Clairmont y Sweasy
1996, Sobol et al., 1996; Wang, 1991). Carece de actividades accesorias tales como, 3”
0 5" exonucleasa, endonucleasa, recambio de ANMP o pirofosforolisis (Bear y Wilson,
1995). Presenta una baja continuidad de sintesis, la cual depende del cation que este
presente en la reaccion, ya que utilizando Mn”" llega a ser cinco veces mas alta que

cuando se usa Mg”" (Fisher et al., 1977; Wang y Korn, 1980).

Presenta baja afinidad por el DNA de cadena sencilla y por DNA de doble cadena
intacta, pero gran afinidad por DNA con mellas, es decir, espacios de cadena sencilla

flanqueados por extremos de doble cadena con residuos 3'OH o 3'PO. La enzima puede



sintetizar al mismo tiempo que desplaza a una de las cadenas de DNA, o puede
incorporar s6lo un nucledtido en el extremo 3'OH abasico producido por las AP
endonucleasas. Pol B es un gen que se expresa constitutivamente en las células de
mamiferos, sin embargo su expresion es tejido especifica ya que los niveles de la

enzima varian de un tejido a otro (Nowak et al., 1989).

Arquitectura de Pol

Pol B (Fig. 2), esta constituida por dos dominios (335 residuos): el dominio de N-
terminal de 8 kDa y el dominio C-terminal de 31 kDa. El altimo es como una mano con
el pulgar, los dedos y el subdominio de la palma que es una caracteristica comun

compartida por todas las polimerasas (Kungland, 2001).

La palma cataliza la transferencia del grupo fosforil, el subdominio del pulgar controla
interacciones con el trifosfato entrante del nucleésido y la base correspondiente de la
plantilla. Los dedos pueden desempefiar un papel dominante en la colocacion del DNA

que ayudan al desplazamiento de la enzima (Kungland, 2001).

Esta enzima es una de las polimerasas eucaridticas mas pequeias, juega un papel
importante en varios procesos bioldgicos. La delecion del gen Pol B produce letalidad
embrionaria en ratones debido a la apoptosis de neuronas post-mitoticas. Esto indica
que Pol B es necesaria para el neurodesarrollo ademas es bien documentado que
participa en BER. Esta enzima remueve bases dafiadas durante el mecanismo de BER;
aunque también interviene en NER. Durante la meiosis Pol B se localiza en el complejo

sinaptonemal en la primera profase. (Amit et al., 2001).



Figura 2. Representacion de la DNA Polimerasa 3. Se muestra un modelo de la DNA
Polimerasa 3 unida a su sustrato, asi como los dominios que la integran. El sustrato es
un DNA que presenta el extremo 3'OH y uno PO4. Obsérvese como el DNA descansa

en el dominio de la palma, y el dominio de 8 kDa se une al extremo 5" PO, (Sawaya et

al., 1997).



Cinética de Pol

Pol B provee un modelo natural para relacionar la estructura y la fidelidad de sintesis del
DNA. Su escasez de proteinas accesorias, asi como la falta de actividad exonucleasa,
proveen un sistema ideal para examinar con exactitud la sintesis del DNA. Estas
propiedades han facilitado la caracterizacion cinética del tipo silvestre (WTP)
permitiendo describir su actividad de polimerasa (Amit ef al., 2001). La cinética que
presenta es de orden bi-bi, la cual es rigurosamente ordenada y secuencial (Nowak et
al., 1989). Primero Pol B se une al sustrato DNA, enseguida se une al desoxirribosa
trifosfato (ANTP). Después de la formacion del complejo ternario Pol B, DNA y dNTP,
ocurre un cambio conformacional para comenzar la sintesis de una secuencia inicial del
DNA. Al finalizar la formacion del enlace fosfodiester, el pirofosfato es liberado y Pol 3
es disociado del sustrato DNA. Los cambios estructurales contribuyen al decremento de
la fidelidad de la enzima. (Amit ef al., 2001). Por lo cual la actividad editora es baja,
esto sugiere que tiene poca fidelidad en el copiado de las secuencias de DNA, sin
embargo, puede aumentar debido a que la forma de la molécula se ajusta en funcién a la

base presente en la cadena molde (Amit et al., 2001; Sawaya et al., 1997).

Actividad liasa de pol

La actividad liasa de esta proteina de reparacion protege del dafio al DNA inducido por
citotoxicidad. Pequefias lesiones tales como la oxidacion y bases alquilantes son
reparadas por BER, este mecanismo incluye la remociéon de la base dafiada por una
lesion especifica de la DNA glicosilasa, la escision de la cadena por endonucleasas
apuricas o apirimidinicas, la resintesis del DNA y su ligacion. BER puede ser
subdividido en DNA Polimerasa -dependiente o B-independiente de segmentos largos
(Sobol et al., 2000), donde el dominio grande de la polimerasa tiene actividad
nucleotidil-transferasa. Este dominio tiene una organizacién modular con subdominios
que se unen al duplex del DNA, metales cataliticos y al nucleésido trifosfato correcto
(Bear y Wilson, 2000). Dos importantes pasos enzimaticos en BER de mamiferos son la
actividad liasa y la remocion de dRP. Estudios con fibroblastos de ratén carentes de Pol

B muestran que se aumenta la sensibilidad a agentes alquilantes asi como el dafio



cromosomal, apoptosis y la muerte celular por necrosis, esto indica que la actividad

liasa en la remocion de dRP es un paso primordial en BER in vivo (Sobol et al., 2000).

Papel fisiologico de las DNA polimerasas de eucariontes en el proceso de replicacion

del DNA

A diferencia de la replicacion del DNA en procariotes, en eucariotes se requiere mas de
una DNA polimerasa para la replicacion del DNA. Se ha propuesto que la DNA
polimerasa 6 participa en la sintesis de la cadena lider y la DNA polimerasa o participa
en el inicio y en la sintesis de la cadena rezagada (Downey et al., 1990). Sin embargo,
también se ha propuesto que la DNA polimerasa o participa solo como una DNA
polimerasa de inicio debido a que es la iinica que presenta actividad de iniciasa, en cuyo
caso se sugiere que las DNA Polimerasas € y 0 participan en la sintesis de las cadenas
lider y rezagada respectivamente. Lo anterior se basa en que Pol € ademds de mostrar
alta continuidad de sintesis es esencial durante la fase S del ciclo celular y, en que Pol 6
incrementa su continuidad en presencia de PCNA. Por otra parte, se considera que la
DNA polimerasa y replica al DNA mitocondrial (Weissbach, 1979; Zimmermman ef al.,
1980). La DNA polimerasa { participa en la replicacion del DNA que contiene lesiones,
pasando sobre ellas. Pol £ es mas eficiente en la replicacion de DNA que contiene
dimeros de timina, que Pol o, y es menos propensa a insertar nucleotidos incorrectos

(Lawrence y Hinkle, 1996).

Papel fisiologico de las DNA polimerasas de eucariontes en el proceso de reparacion

de darios al DNA.

Estudios realizados con los inhibidores afidilcolina, didesoxitimidina trifosfato (dTTP)
y butil fenil-dGTP indican que algunas DNA polimerasas participan en la reparacion del
dafio al DNA nuclear. Es probable que Pol ¢ este involucrada, puesto que se requiere en
la reparacion de lesiones inducidas por UV en células HeLa (Nishida et al., 1988). Otra
de las DNA polimerasas que se sugiere participa en la reparacion es la DNA

polimerasa o (Dresler y Frattini, 1986). Asi también se ha observado que Pol 6 y Pol ¢



participan en la reparacion de lesiones en el mecanismo de escision de tipo BER con

alargamiento (Wood y Shivji, 1997).

La DNA Pol B se ha considerado como la principal en el proceso de reparacion del dafio
al DNA, varios estudios in vitro y algunos in vivo sugieren que participa principalmente

en BER (Clairmont y Sweasy, 1996; Sobol, et a/ ,1996).

Con respecto a la reparacion del DNA mitocondrial, recientemente se ha identificado
una DNA polimerasa en la mitocondria de Crithidia fasciculata, la cual presenta
caracteristicas similares a Pol 3, es propensa a cometer errores durante la sintesis de
DNA vy contiene 33% de similitud a nivel de aminoacidos con Pol 3, por lo que se ha
sugerido que su funcion es la de reparar los huecos en la replicacion de los
cinetoplastos, los cuales son mini-circulos de DNA mitocondrial que presenta este

parésito (Torri y Englund, 1995).



II. ANTECEDENTES

El primer descubrimiento acerca del proceso de reparacion lo describio Kelner (1949),
el encontrd que la luz blanca protege a los microorganismos de los defectos letales de la
radiacion UV, (Klug op cit., 1992). Rupert (1958), demostr6 que tal fenomeno, llamado
fotorreactivacion es catalizado por una enzima llamada DNA fotoliasa. Esta enzima
revierte la principal de las lesiones causadas por efecto de la luz UV que son los
dimeros de pirimidina, y su modo de accion es mediante la conversion de energia
luminosa a energia quimica. Kornberg et al., (1957) hizo la primera publicacion sobre la
enzimologia de la replicacion del DNA. Estos investigadores aislaron una enzima de E.
coli que podia dirigir la sintesis de DNA en un sistema exento de células (in vitro),
actualmente esta enzima recibe el nombre de DNA Polimerasa I ya que fue la primera
en aislarse, (Klug op cit., 1992). Boyce et al., (1964), descubrieron un mecanismo que
implicaba la remocion enzimatica de bases alteradas seguidas de su reemplazo por bases
correctas, (Salamanca op cit, 1993). DelLucia y Cairns (1969) publicaron el
descubrimiento de una cepa de E. coli que era deficiente para la actividad de la DNA
Polimerasa I. En la ausencia de la enzima funcional, esta cepa mutante de E. coli podia
duplicar su DNA y se reproducia con éxito. Otras caracteristicas de la mutacion
condujeron a concluir que, en ausencia de DNA Polimerasa I estas células eran muy
deficientes en su habilidad de “reparar” el DNA. La cepa mutante era muy sensible a luz
UV vy a la radiacion; las bacterias no mutantes pueden reparar una gran cantidad del

dafio inducido con UV.

El conocimiento acerca de las polimerasas de origen eucariotico ha sido enriquecido en
gran medida en los ultimos afios. Se han realizado una serie de experimentos destinados
a la caracterizacion de tales polimerasas y analizar las analogias entre estas y las de
origen procaridtico. Pol 3, de origen eucaridtico, fue inicialmente identificada como una
polimerasa de bajo peso molecular encontrada en los nucleos de células Hela, en
hepatocitos y en timo de ternera, de numerosos organismos. Desde los metazoarios
inferiores hasta los mamiferos, pero no asi en células embrionarias de insectos. Ademas
la presencia constitutiva de Pol [ sugiere que tiene una funcién permanente en el
metabolismo celular del DNA y también que es una enzima esencial para sobrevivir

(Chang, 1976; Chang, 1982).



Posteriormente Fisher et al., (1977), Wang y Korn (1980) comprobaron que la DNA
polimerasa presenta una baja continuidad de sintesis, la cual depende del cation que este
presente en la reaccion. Wang (1980) sugiere que Pol B esta involucrada en algln tipo
de reparacion del DNA, principalmente durante la sintesis del DNA y en la
incorporacion de bases que faltan debido al proceso de reparacion por escision. Spadari
et al., (1982) estudiando inhibidores especificos contra Pol o, demuestra que Pol 3
participa en la reparacion del DNA y no en la sintesis. Nowak et al., (1989) comprueban
que la DNA polimerasa 3 es un gen que se expresa constitutivamente en las células de
mamiferos, sin embargo su expresion es tejido especifica ya que los niveles de la
enzima varian de un tejido a otro y considera la posibilidad de que participe en la
regulacion especifica de la transcripcion de genes en los tejidos y en los eventos de

recombinacion que tienen lugar durante la maduracion de espermatocitos.

Sancar (1985), describe el uso de E. coli como un instrumento para estudiar genes de
reparacion del DNA en eucariotes. El clono en un vector de expresion un fragmento de
la enzima fotoliasa de Saccharomyces cerevisiae y lo expreso en E. coli deficiente de
esta enzima. Esta fue la primera vez que se utilizo la complementacion de una enzima
para estudiar genes de reparacion en E. coli. Desde entonces varios genes mas fueron
clonados y expresados en mutantes de E. coli con fenotipos sensitivos para estudiar las

diferencias y similitudes entre los sistemas de reparacion de procariotes y eucariotes.

Downey et al. (1990); Wiebauer (1990) y Dianov (1992). estudiando el proceso de las
polimerasas sugieren que estas podrian participar en funciones adicionales del
metabolismo del DNA tales como la reparacion o en la recombinacion del DNA. Swesy
y Loeb (1992 y 1993) probaron que Pol 3 puede sustituir a la DNA Pol I en el proceso
de replicacion del DNA, y en el proceso de reparacion en dafios al DNA inducidos por
agentes alquilantes. Escamilla ef al., (1998 y 2002) estudio el efecto que tenia la
presencia de pol B en cepas recombinantes de E. coli al ser expuestas al efecto letal de la

luz UV sugiriendo que pol B puede participar in vivo en procesos de reparacion del

DNA

Clairmont y Sweasy (1996) y Sobol et al., (1996) realizaron varios estudios in vitro y
algunos in vivo sugiriendo que Pol (3, al igual que Pol & participan principalmente en
BER, y que ademas, segun Wood y Shivji (1997) participa en la eliminaciéon de muchas

bases modificadas y sitios abasicos. Dianov ef al., (1999) sugieren que Pol 3 juega un



papel esencial en BER de segmentos largos por conducir el desplazamiento, sintesis de
la cadena y ademas controla el tamafno de escision. Prassad ef al., (2000) encuentra que
Pol B llena segmentos y remueve al grupo dRP durante el mismo proceso. Andrej et al.,
(2001) e Idriss (2002), en sus trabajos concuerdan que Pol [ incorpora el primer

nucleétido durante la reparacion de sitios AP y BER de segmentos largos.






IIL. JUSTIFICACION

Varios genes de eucariotes han sido clonados en lineas mutantes de E. coli para
examinar las similitudes y diferencias de los sistemas de reparacion entre bacterias y

eucariotes.

La gran mayoria de los trabajos realizados para dilucidar las funciones y estructuras de
las DNA polimerasas en eucariotes, han estado basadas en técnicas de inhibicion in
vitro, pero para estudiar la DNA polimerasa 3 se carece de inhibidores especificos, de

manera que no se conoce con certeza el papel fisiologico de dicha enzima.

La clonacion de Pol B en E. coli ha facilitado su estudio, desde entonces llamo la
atencion la similitud que tiene con la Pol I de E. coli, ya que Pol I participa en la
reparacion del DNA de esta bacteria, de manera que se han desarrollado estudios para
investigar si Pol B puede sustituir o reforzar la actividad de Pol 1. Existe el antecedente
de Swesy y Loeb, 1992, de que Pol B de mamiferos puede sustituir a la DNA Pol I en el
proceso de replicacion del DNA. Por otra parte, Escamilla (1998) y Escamilla et al.,
(2002) demostraron, utilizando algunas cepas isogénicas, que Pol  puede participar en

los mecanismos de reparacion de dafio al DNA en E. coli.

.El presente trabajo estudio el efecto que tenia la presencia de Pol B utilizando cepas
1sogénicas de E. coli, una de las cuales transporta el gen normal de Pol I y otra contiene
una forma inactiva de éste gen (Pol A"), realizando de curvas de crecimiento, curvas de
sensibilidad a luz UV, en condiciones normales y bajo induccion de IPTG; con lo cual
se pretende determinar si Pol B puede sustituir o reforzar la actividad de reparacion de

Pol L.



IV. HIPOTESIS DE TRABAJO

Sabiendo que la DNA Pol I de E. coli y la DNA Pol B de rata son enzimas que
participan en los mecanismos de reparacion al dafio del DNA y que ademas DNA Pol 3
puede sustituir a Pol I en el proceso de replicacion, entonces en el presente trabajo se
estudio el efecto que tenia la presencia de Pol B en cepas rcombinantes al ser expuestas

al efecto letal de la luz UV.

Si DNA Pol I y DNA Pol B participan en mecanismos de reparaciéon entonces la
actividad de ambas, reforzara la accion de reparacion en dafios al DNA inducidos por

luz UV.

En cepas carentes de actividad Pol I, DNA Pol B podra sustituir la actividad de Pol I

aumentando el indice de supervivencia en lesiones ocasionadas por luz UV.



V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel de la DNA Polimerasa 3 de rata en el proceso de reparacion de

dafios al DNA ocasionados por luz UV.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la actividad reparadora en células de E. coli IM109, WP1 y WP6
transformadas con los plasmidos pSC101, pUC118, pB5 y pp6.

Realizar curvas de crecimiento de las cepas de E. coli transformadas en medio

de cultivo normal y en medio complementado con el inductor IPTG.

Determinar el punto medio de la fase logaritmica de la curva de crecimiento en

todas las cepas.

Medir la sensibilidad a la luz UV en todas las construcciones en medio de

cultivo normal y en presencia del inductor IPTG.

Establecer si la DNA polimerasa 3 de rata es capaz de sustituir o reforzar la

actividad de reparacion de la DNA Polimerasa I, en el dafio letal causado por la

luz UV.

Evaluar la actividad reparadora de Pol B en células de E. coli carentes de Pol 1.



VI. MATERIAL Y METODOS

Primero se describen las cepas bacterianas que fueron empleadas en este trabajo (Tabla
1). El plasmido pUC118 fue donado por el Dr. Joachim Messing (Waksman Institute).
El plasmido que contiene el gen de la DNA polimerasa B de rata (pUC118/pB5) fue
obtenido del cepario del laboratorio del Dr. K. L. Beattie. El plasmido pSC101 fue
donado por el laboratorio de Ingenieria genética de la ENCB; el plasmido que contiene
el gen Pol B, presente en la recombinante WP6/pf6 fue construido en el laboratorio de
Tecnologia del DNA del IPN (Escamilla, 1995) y denominado pf6, los mapas genéticos

de éstos vectores se muestran en las figuras 3-6.

Todas las construcciones de las células transformantes, obtenidas de las combinaciones
de las cepas de E. coli IM109, WP1 y WP6 con los plasmidos pSC101, pUC118, pBS y
pB6 fueron realizadas en trabajos anteriores por Hernandez, 1994; Escamilla, 1995 y

Escamilla, 1998.

Medios de cultivo.

El crecimiento de la bacteria se realiza en el medio YT, el cual contiene 8 g de
bactotriptona, 5 g de extracto de levadura y 5 g de NaCl disueltos en 1 L de agua
destilada. Se esteriliza durante 15 min. a 15 libras por pg® de presion. El medio sélido
para placas se prepara adicionando agar al 1.75% y se esteriliza bajo las mismas
condiciones, luego se deja enfriar hasta 50°C y se vacian 20 mL en cada placa. Para las
placas con ampicilina se adiciona el antibiotico al medio a una concentracion final de 50

ng/mL y las que llevan tetraciclina a una concentracion final de 5 pg/mL.

Antibidticos para los medios de cultivo.

Ampicilina 50 pg/mlL. Se pesaron 250 mg de ampicilina y se disolvieron en 5 mL de

agua. La solucion se esterilizd por filtracion usando una membrana con poro de 0.22

um, se repartio en alicuotas de 1 mL y se almacenaron a -20°C.



Tetraciclina 5 pg/mL. La solucién se prepard con alcohol al 96%, se esterilizd por

filtracion utilizando una membrana con poro de 0.22 um, se repartio en alicuotas de 1

mL y se almacenaron a -20°C.

Tabla 1. Cepas de E. coli empleadas.

CEPA

GENOTIPO O FENOTIPO

FUENTE 0]
REFERENCIA

JM109

RecAl, supE44, endAl, hsd R17, gyrA96,
relAl, A(lac-pro AB), F’[traD36, proAB+,
lacZ, AM15]

thi-1,

laclf,

Donada por el Dr.
K. L. Beattie

JM109/pUC118

RecAl, supE44, endAl, hsd R17, gyrA96,
relAl, A(lac-pro AB), F’[traD36, proAB+,
lacZ, AM15], Amp" con el fagémid o pUC118

thi-1,

laclf,

Escamilla, 1998

JM109/pSC101

RecAl, supE44, endAl, hsd R17, gyrA96,
relAl, A(lac-pro AB), F’[traD36, proAB+,
lacZ, AM15] Amp",con el fagémido pSC101

thi-1,

laclf,

Escamilla, 1998

JM109/pB5

RecAl, supE44, endAl, hsd R17, gyrA96,
relAl, A(lac-pro AB), F’[traD36, proAB+,

thi-1,

lacI?,

lacZ, AM15], Amp" ,pUC118/pPB5, cepa donadora del

gen de pol 3 de rata

Donada por el Dr.
K. L. Beattie

JM109/pp6

RecAl, supE44, endAl, hsd R17, gyrA96,
relAl, A(lac-pro AB),F’[traD36, proAB+,
lacZ, AM15] con el gen de pol 3 de rata

thi-1,

laclf,

Escamilla, 1998




Tabla 1. Cepas de E. coli empleadas (continuacion).

WP1 lonl, SulA1l, malB+, trpE65 con actividad normal de | Donada por el Dr.
DNA polimerasa I. K. L. Beattie
WP1/pUC118 |lonl, SulAl, malB+, trpE65, Amp" con el fagémido | Escamilla, 1998
pUCI118
WP1/pSC101 lonl, SulAl, malB+, trpE65 con el fagémido| Escamilla, 1998
pSC101
WP1/pps lonl, SulAl, malB+, trpE65, Amp",pUC118/pp5, F’,| Hernandez, 1994
pUC118/pp5
WP1/pp6 lonl, SulA1, malB+, trpE65, Amp" lleva el gen pol B | Escamilla, 1998
WP6 lonl, SulA1, malB+, trpE65, pol A1, con deficiencia | Caracterizada por
en actividad de DNA polimerasa 1. la Dra. Witkin y
donada por el Dr.
K. L. Beattie
WP6/pUC118 |lonl, SulAl, malB+, trpE65, con deficiencia en| Escamilla, 1998
actividad DNA pol I con el fagémido pUC118
WP6/pSC101 lonl, SulAl, malB+, trpE65, Amp" con deficiencia| Escamilla, 1998
en actividad DNA pol I, con el fagémido pSC101
WP6/pp6 lonl, SulAl, malB+, trpE65, Amp' con deficiencia| Escamilla, 1995
en actividad DNA pol I, no tiene el factor F’ y
contiene pol 3
WP6/PB5 lonl, SulAl, malB+, trpE65, con deficiencia en| Escamilla, 1998

actividad DNA pol I con el fagémido pUC118, amp'
lleva el gen pol
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Figura 3. Vector pUC118; lacZ’ (fragmento amino terminal del producto del gen de

lacZ) esta bajo el control de Pj,. y presenta oo complementacion con la cepa JM109.
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Figura 4. Mapa genético del vector pUC118/pP35, contiene el gen de pol By, debido a la
incorporacion de €ste gen, lacZ’ ya no se expresa, se indica el codén de inicio de pol B y

el inserto que lo contiene abarcando una region de aproximadamente 1213 pb.
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Figura 5. Mapa genético del vector pp6, derivado de pUC118/pB5, contiene el origen de
replicacion del pladsmido pSC101 (rep) en lugar de ori C del pUC118, se indica el codoén
de inicio de pol P y el inserto que lo contiene abarcando una region de

aproximadamente 1213 pb.
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Figura 6. Mapa genético del plasmido plasmido pSC101. Se muestran, entre otros, los
cortes de restriccion de las enzimas EcoR 1 y BamH 1, también podemos observar los
cortes de la enzima HinC Il la cual se emple6 para extraer un fragmento de

aproximadamente 2.9 Kb el cual contiene al ori y la region par.



Determinacion de las curvas de crecimiento de las cepas de Escherichia coli.

Se prepararon tubos de 3 mL de medio YT con ampicilina o tetraciclina, segin fue el
caso. Los tubos se inocularon con una colonia de la cepa correspondiente. Se incubaron
toda la noche a 37°C con agitacion constante, posteriormente se tomaron 250 pL para
inocular matraces de rama de 250 mL, preparados con 50 mL de medio YT con el
antibidtico correspondiente. Se incubaron con agitacion a 37°C, se tomaron lecturas de
la absorcion de luz en un fotocolorimetro Klett-Summerson cada 30 minutos. También
se tomaron alicuotas de 100 uL cada media hora, se diluyeron adecuadamente con
solucion fisioldgica para sembrar por espatulado en placas con medio sélido YT con el
antibidtico correspondiente. Las placas se incuban 24 h a 37°C, posteriormente se
contaron las colonias para determinar las UFC/mL. Con los datos obtenidos se trazaron

graficas de cuenta viable y de densidad optica de cada cepa.

A partir de estas curvas se obtuvo el punto medio de la fase logaritmica, para utilizarla
como referencia en la determinacion de las curvas de crecimiento en presencia de IPTG.
Para estas curvas se procedio en forma similar a la mencionada, con la diferencia de que
el inductor (IPTG 5SmM) se adicion6 cuando el cultivo alcanz6 la mitad de la fase
logaritmica. Con estos datos se construyen las curvas de las cepas de E. coli en

presencia de IPTG.

Preparacion de la suspension celular para los eventos de irradiacion.

Se inoculd un tubo de 3 mL de medio YT con o sin antibiotico, con una colonia de la
cepa a irradiar, se incubo con agitacién a 37 °C durante toda la noche. A la mafiana
siguiente se tomaron alicuotas de 125 pL del cultivo y se inocularon dos matraces de
rama de 125 mL con 25 mL del mismo medio, los matraces se incubaron con agitacion
a 37 °C, el cultivo se incubo hasta alcanzar la mitad de la fase logaritmica, momento en
el cual se adiciono el inductor IPTG 5 mM a uno de los matraces. Los matraces se
incubaron 4 h mas. Se cosecharon las células por centrifugacion a 3000 g en tubos de
centrifuga de 30 mL estériles. Las células se resuspendieron en 5 mL de solucion
fisiologica estéril. A partir de esta suspension y, tomando en cuenta los datos de las

curvas de crecimiento, se prepararon suspensiones de 5 mL con 1 X 10° UFC/mL de



cada una de las cepas en presencia y en ausencia de IPTG. Estas suspensiones celulares

se utilizaron para los ensayos de sensibilidad a luz UV.

Curvas de sensibilidad a la irradiacion UV

En la figura 7, se muestra el arreglo de los componentes del sistema de iluminacion con
luz UV. Por medio de un radiometro digital UVX vy utilizando el sensor UVX-31, se
determino la intensidad de la ldmpara germicida de luz UV, la cual se presume que es
de 100uW/cm?. La lampara se precalienta durante 30 minutos. Se colocaron en una caja
Petri estéril, 5 mL de las suspensiones celulares previamente preparadas con
aproximadamente 1 x 10° UFC/mL, la caja Petri se coloco sobre la agitadora y se
procedid a irradiar, durante la irradiacion la suspension celular esta en agitacion a una
velocidad de 200 r.p.m.. Se toman alicuotas de 10 uL cada 15 segundos, durante 90
segundos. Estas alicuotas se guardan en la oscuridad. Se realizan las diluciones
pertinentes, utilizando solucidn fisiologica estéril y se sembraron las diluciones, por
espatulado, en placas con medio s6lido YT con ampicilina o tetraciclina de acuerdo a la
cepa. La siembra de las diluciones se realiz6 en un cuarto oscuro iluminado con luz roja.
Las placas se incuban a 37 °C en un cuarto oscuro durante 24 h. Posteriormente se

realizan las cuentas de las UFC/ mL y se trazaron las curvas de sensibilidad a la luz UV.

Analisis estadisticos

Para saber si existian diferencias significativas entre los tratamientos, se llevo a cabo un
analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparacion de medias de Duncan. Se
consider6 que existen diferencias significativas entre los tratamientos cuando P tuvo
valores menores a 0.05 (Zar, 1984). Esto se realiz6 por medio del paquete
STATISTICA (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Todos los experimentos se realizaron por
triplicado; para graficar las curvas de crecimiento y supervivencia se utilizo el

promedio de los datos de cada cepa.
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Figura 7. Sistema de irradiacion con luz UV. Se muestra un esquema de los
componentes que se empled, cuando las células se sometieron a irradiacion UV, a)
corresponde al soporte de la lampara, b) corresponde a la agitadora, c) corresponde a la
lampara de la luz germicida que tiene una potencia de 100 pW/cm?, d) corresponde a la
caja petri donde se coloca la suspension celular a irradiar y e) un soporte de acrilico para

la caja petri.



VII. RESULTADOS

Para evaluar la actividad reparadora de las células transformantes obtenidas de las cepas
E. coli IM109, WP1 y WP6 con los plasmidos pSC101, pUC118, pB5 y pp6, se
realizaron curvas de crecimiento en unidades Klett (UK), curvas de crecimiento en
UFC/mL y curvas de sensibilidad a la luz UV, en condiciones normales y bajo el

inductor IPTG.

Curvas de crecimiento en unidades Klett (UK).

La figura 8 muestra las curvas de crecimiento en ausencia de IPTG, medidas en UK. La
cepa IM109/pB5 fue la que presento el mayor crecimiento y WP1/pSC101 el menor. En
general las construcciones con el plasmido pSC101 presentaron menor crecimiento. Las

curvas en presencia del inductor IPTG fueron similares.

Curvas de crecimiento en unidades formadoras de colonias (UFC/mL).

En la figura 9 y 10 se muestran las curvas de crecimiento (UFC/mL) de cada cepa en
presencia y ausencia de IPTG; se aprecia que el tiempo de incubacion necesario para
alcanzar la mitad de la fase logaritmica es diferente para cada una, ademas después de
seis o siete horas de crecimiento hay una clara disminuciéon en la viabilidad. En

ausencia de IPTG la cepa WP6/pB6 presento el mayor crecimiento (Fig. 9 d).

En la figura 11, se observan diferencias significativas (P< 0.05) en presencia de IPTG,
en las cepas JM109/pUC118, WP1/pUC118, WP6/pUC118, WP6/pBS, WP1/pBS y
JM109/pp6, las cuales presentaron mayor crecimiento. En general las construcciones
con los plasmidos pUC118 y pp5 muestran un crecimiento mayor a las que portan los

plasmidos pSC101 y pB6 (Fig. 12).

La presencia o ausencia de IPTG, mostré diferencias significativas (P< 0.05) en la cepa

WP6/pB6, quien presento un crecimiento mayor en ausencia del inductor.
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Figura 8. Curvas de crecimiento en unidades Klett de las cepas de E. coli recombinantes

en ausencia del inductor IPTG.
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Figura 9. Curvas de crecimiento en UFC/mL de las cepas de E. coli recombinantes con

los plasmidos pSC101 y pP6. Se muestran las curvas de crecimiento incubadas en

ausencia de IPTG (—) y en presencia de IPTG (—1-).
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Figura 10. Curvas de crecimiento en UFC/mL de las cepas de E. coli recombinantes con

los plasmidos pB5 y pUC118. Se muestran las curvas de crecimiento de todas las

construcciones, las cuales fueron incubadas en ausencia de IPTG (—) y en presencia de

IPTG (-0).
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Figura 11. Gréafica de crecimiento de las cepas en presencia del inductor IPTG. Las

letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P< 0.05).
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Figura 12. Gréafica de Crecimiento de las cepas, agrupadas por pldsmidos en presencia

inductor IPTG. Las letras diferentes sobre las barras

(P< 0.05).
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Curvas de sensibilidad a la luz UV

Se realizaron curvas de supervivencia para medir la sensibilidad a la luz UV en
condiciones normales y en presencia de IPTG (Fig. 13-16). En ausencia del inductor se
observo (Fig. 17), que las construcciones con la cepa WP1 fueron las mas resistentes y
con WP6 las mas sensibles. En cuanto a los plasmidos se aprecia que pB5 presento

mayor supervivencia y pUC118 la menor.

Curvas de sensibilidad
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Figura 13. Curvas de sensibilidad a la irradiacion UV de las cepas de estudio E. coli
(WP6, IM109 y WP1) con el plasmido pSC101. Para los ensayos de cada una de las
cepas se emplearon dos cultivos que fueron incubados en presencia de IPTG (simbolos

llenos) y en ausencia de IPTG (simbolos vacios).
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Figura 14. Curvas de sensibilidad a la irradiacion UV de las cepas de estudio E. coli
(WP6, IM109 y WP1) con el plasmido pp6. Para los ensayos de cada una de las cepas
se emplearon dos cultivos que fueron incubados en presencia de IPTG (simbolos llenos)

y en ausencia de IPTG (simbolos vacios).
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Figura 15. Curvas de sensibilidad a la irradiacion UV de las cepas de estudio E. coli
(WP6, IM109 y WP1) con el plasmido p5. Para los ensayos de cada una de las cepas
se emplearon dos cultivos que fueron incubados en presencia de IPTG (simbolos llenos)

y en ausencia de IPTG (simbolos vacios).
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Figura 16. Curvas de sensibilidad a la irradiacion UV de las cepas de estudio E. coli
(WP6, IM109 y WPI) con el plasmido pUC118. Para los ensayos de cada una de las
cepas se emplearon dos cultivos que fueron incubados en presencia de IPTG (simbolos

llenos) y en ausencia de IPTG (simbolos vacios).
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Figura. 17. Gréafica del efecto de sensibilidad a la luz UV en ausencia del inductor

IPTG. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P<0.05).

La supervivencia en presencia del inductor (Fig.18) mostr6 diferencias (P<0.05). Los

resultados son similares a la ausencia de IPTG, siendo la cepa WP1 y el plasmido p35



los de mayor supervivencia y WP6 con pUC118 los mas sensibles. Las cepas con el
mayor indice de supervivencia fueron WP1/pUC118, WP1/pB5, WP1/pp6 y JIM109/pp5

Sin embargo la supervivencia de algunas cepas fue menor en presencia de IPTG.

Para comparar la sensibilidad en presencia o ausencia del inductor se realizo una
ANOVA de dos vias, mostrando diferencias significativas (P<0.05) en WPI1/pp6,
WP1/pBS, WP1/pUC118 y IM109/pB5 quienes son mas sensibles en presencia de IPTG
(Fig. 19). En las demads cepas se observa una sensibilidad similar al efecto letal de la luz

UV y que el inductor no aumento la supervivencia de ninguna de ellas.
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Figura 18. Gréafica del efecto de sensibilidad a la luz UV en presencia del inductor

IPTG. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P<0.05).
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Figura 19. Grafica del efecto de sensibilidad a la luz UV en ausencia y presencia del
inductor IPTG. Podemos apreciar que la presencia del inductor IPTG no aumento el

indice de supervivencia de ninguna de las cepas.

Para Investigar si la DNA Pol B es capaz de reforzar o sustituir la actividad de
reparacion, de la DNA Pol I al efecto letal de la luz UV se comparo a las cepas WP1
(actividad Pol I completa) y WP6 (actividad de Pol I ausente) con los plasmidos pB5 y
pB6 (portadores del gen DNA Pol ) y sus contrapartes, pUC118 y pSC101 (ausencia
del gen DNA Pol B) (Tabla 2); encontrandose diferencias significativas (P<0.05) tanto
en ausencia (Fig. 20) como en presencia (Fig. 21) de IPTG. En todas las construcciones
donde se encontraron diferencias se observo que la presencia de Pol B aumentaba el

indice de supervivencia.

En la figura 20, se aprecia que las construcciones con la cepa WP1 fueron las mas
resistentes a la luz UV, asi como, WP1/ pB5 y WPI1/pp6 presentaron un mayor
porcentaje de supervivencia con respecto a sus contrapartes WP1/pUCI18 vy
WP1/pSC101. Las construcciones portadoras del gen DNA Pol B3 tuvieron un indice de
supervivencia significativamente mayor en comparacion a las cepas que solo poseen la

actividad de Pol 1.



Las construcciones con WP6, presentaron la sensibilidad mas alta con respecto a las
otras cepas. Se observaron diferencias (P<0.05), en ausencia del inductor en WP6/pp5 y

en presencia del inductor con WP6/pp6 comparandolas con sus contrapartes

WP6/pUC118 y WP6/pSC101 respectivamente (figuras 20 y 21).

Tabla 2. Comparacion del indice de supervivencia de las cepas portadoras del gen
Pol 3 con sus contrapartes (ausencia del gen Pol [) en ausencia y presencia del

inductor IPTG. Diferencias significativas (P<0.05) ***

Cepas portadoras de gen pol B y sus DIFERENCIAS DIFERENCIAS
. SIGNIFICATIVAS SIGNIFICATIVAS
contrapartes (ausencia del gen pol )
SIN IPTG CON IPTG

stk k skokk
IM109/pB5 & IM109/pUC118 okok ok
IM109/pB6 & IM109/pSC101 - ok
WP1/pp5 & WP1/pUC118 ook k%
WP1/pp6 & WP1/pSC101 ook k%
WP6/ pB5 & WP6/ pUC118 ok —
WP6/ pp6 & WP6/ pSC101 - ok
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Figura 20. Grafica que muestra el indice de supervivencia agrupado por cepas, se
destaca que WP1 es significativamente mayor en comparacion a las demas cepas, en
ausencia del inductor IPTG. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias

significativas (P<0.05).
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Figura 21. Gréafica de supervivencia de las cepas en presencia del inductor IPTG. Las

letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P<0.05).



VIIL. DISCUSION

Los sistemas de reparacion NER y BER han evolucionado, poseen mecanismos
versatiles y sofisticados para remover DNA danado (de Laat ef al., 1999). La enzima
Pol B juega un papel importante en el proceso de BER de segmentos cortos y largos,
principalmente en dafos ocasionados por luz UV (de Laat et al., 1999; Lindahl y Wood,
1999; Wu et al., 2001). En ausencia de esta enzima las células son inducidas a apoptosis
y rompimiento cromosomal (Osheroff et. al., 1999; Ochs et al, 1999; Dianov et. al,

1999, Andrej et al, 2001).

En el laboratorio de Tecnologia del DNA del IPN, se contaba con las construcciones de
las cepas E. coli IM109, WP1 y WP6 transformadas con los plasmidos pSCI101,
pUCI118, pB5 y pp6 (Herndndez, 1994; Escamilla, 1995; Escamilla 1998) para realizar

esta investigacion.

En este trabajo, para asociar la presencia del gen Pol B con el efecto bioldgico es
importante destacar el uso de huéspedes isogénicos que tenian la mutacion Pol A-I (A)
como unica diferencia, por esta razéon se seleccionaron a WPl y WP6 que

respectivamente contienen o carecen de la activad Pol I (Tabla 1)

En cuanto a los plasmidos, su caracteristica esencial, es su habilidad para replicarse
como un elemento genético autonomo, se usan para explorar los mecanismos
involucrados en la replicacion del DNA, estos conocimientos aportan pardmetros para
entender el mantenimiento celular y sus elementos genéticos bajo condiciones

ambientales (del Solar, ef al., 1998).

El plasmido pB5 contiene el gen Pol B; sin embargo los plasmidos con oriC son
incapaces de crecer en E. coli Pol A" (Filutowicz y Roll, 1990) por lo que el oriC
presente en pP5 fue sustituido por el oriC de pSC101. El nuevo plasmido fue llamado
pP6 (Escamilla, 1998). El plasmido pB5 tiene un oriC como origen de replicacion y pp6

tiene rep como origen de replicacion (Escamilla et al., 2002)

En un estudio como este, en el que se trabaja con algunas cepas nuevas y se desconoce
su velocidad de crecimiento, fue necesario hacer curvas de crecimiento para determinar
el periodo de la fase logaritmica y para conocer su comportamiento en presencia 0
ausencia del inductor IPTG. Lo anterior es recomendable ya que en trabajos previos,

sugieren que el IPTG, usado como inductor, se debe agregarse a la mitad de la fase



logaritmica (Maniantis et al., 1989) y por que en los analisis de sensibilidad a la luz UV
se deben utilizar alicuotas con la misma cantidad de células viables y en fase activa de

replicacion (Escamilla, 1998).

Al analizar las curvas de crecimiento en ausencia de IPTG se encontraron diferencias
significativas en la cepa WP6/pB6 quien presento el mayor crecimiento y una fase lag
mas larga, esto concuerda con Escamilla et al., (2002), donde se comunica que esta cepa
tiene una fase lag muy prolongada, sugieren que su velocidad de crecimiento
probablemente se deba a la presencia del plasmido pp6, el cual tiene un origen de
replicacion diferente. En tanto que las demas cepas tuvieron un crecimiento similar

entre si.

En cuanto al crecimiento en presencia del inductor, las cepas JM109/pUCI118,
WP1/pUC118, WP5/pUC118, WP6/pB5, WP1/pB5 y IM109/pB6 mostraron diferencias
significativas (P<0.05), presentando el mayor crecimiento. También se aprecia (Fig. 11)
que las cepas portadoras de un oriC del plasmido pUC118 tienden a crecer mas que las
portadoras de un oriC de pSCI101. Esto se puede deber a que el vector de expresion
pUC, posee un OriC que funciona en presencia de Pol I por lo que llega a producir entre
500 a 700 copias por célula; mientras que pSC101 es de bajo nimero de copias

(Escamilla, 1995; Ochoa, 1986).

Con respecto al crecimiento de las cepas con pSC101, este es un plasmido de bajo
nimero de copias ya que tiene una replicacion rigurosa, requiere de la proteina
producida por el gen dnaAd y de la actividad de la DNA Polimerasa III (del Solar, ef al.,
1998; Ochoa, 1986).

Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo, no aportan elementos suficientes

para explicar este hecho.

La construccion WP6/pB5 presentd uno de las mayores crecimientos en comparacion a
las demas cepas. Este resultado es contrario a lo esperado, puesto que WP6/pB5 es una
construccion inestable ya que el plasmido pB5 posee al gen completo de Pol B clonado
en pUCI118, el cual posee un origen de replicacion ColEl. Este es un prototipo de un
pequefio plasmido multicopia que requiere de DNA Pol I para iniciar su replicacion (del
Solar, et al., 1998) y las cepas mutantes pol A" (WP6) presentan inestabilidad hacia los
plasmidos que dependen de OriC (Kornberg y Baker, 1992).



Esto concuerda con Hernandez (1994) quien realizo transformaciones de las cepas F.
coli WP6 Pol A" con el fagémido pUCI118/ppS, estas resultaron inestables no
obteniéndose cepas recombinantes después de la probable transformacion; se propuso
que era debido a la incompatibilidad que el plasmido presentaba con la cepa de E coli,
pues se ha observado que los plasmidos que provienen de un mismo grupo de
incompatibilidad, de acuerdo al tipo de replicacion, presentan inestabilidad entre si, es
decir que si una bacteria tiene un pldsmido y se trata de introducir otro plasmido

diferente pero dentro del mismo grupo de incompatibilidad, la cepa lo abortara.

La presencia o ausencia de IPTG no afecto significativamente la velocidad de
crecimiento ni el nimero de UFC/mL a excepcion de WP6/pP6, que en ausencia de
IPTG presentd el mayor crecimiento. Estos datos son similares a los obtenidos por
Escamilla ef al. (2002) donde menciona que la presencia de IPTG no afecta la velocidad
de crecimiento del cultivo para ninguna de las cepas. En este experimento el IPTG actaa
negativamente disminuyendo el crecimiento de la cepa. Podemos sugerir que el
crecimiento desmedido de WP6/pB6 en comparacion a las demas cepas, se debe a que
es una cepa altamente mutante, por problemas en su construccion (Herndndez, 1994).
Ademas al obtener su perfil proteico para evidenciar la presencia de Pol B no se
encontro la proteina correspondiente, y esto se le asume a cambios en la transcripcion o
traduccion del gen, 6 bien, a la degradacion rapida de la proteina en el extrato crudo

(Escamilla et al., 2002)

Las curvas de crecimiento se realizaron con el proposito de identificar, en cada cepa, el

momento adecuado del cultivo para cuantificar la sensibilidad de las cepas a la luz UV.

Las curvas de sensibilidad a la luz UV (Fig. 13-16) sirvieron para poner en evidencia el
efecto que tiene la presencia de Pol B en las cepas de E. coli puesto que su

supervivencia esta directamente relacionada con la capacidad de eliminar los dimeros de

timina de su DNA inducidos por luz UV (Mathews y Van Holde, 2000).

En 1980, Nowak y colaboradores, demostraron la capacidad de Pol B para reparar los
dimeros de pirimidina, utilizando el plasmido ColEl, el cual fue irradiado a una dosis

de 60 J/m” creando 3.2 dimeros de pirimidina por molécula de DNA.

Para los humanos un mutdgeno ambiental poderoso es la luz UV (Lindahl y Wood,
1999), la enzima Pol 3 participa en la reparacion de fotoproductos, tales como dimeros

de pirimidina tipo ciclobutano timina-timina (CPD) y el fotoproducto 6-4 (pirimidina-



pirimidona), con una frecuencia de error del 32% y 26% respectivamente (Servant, et
al., 2002). Estas lesiones causan distorsiones en la molécula del DNA, las cuales
bloquean a las DNA polimerasas durante la replicacion del DNA, para eliminarlas
existen varios mecanismos de reparacion, tales como NER, BER y la lectura de pruebas,

vias donde Pol f tiene un papel importante (Lindahl y Wood, 1999).

Las curvas de supervivencia en presencia o ausencia del inductor (Fig. 17 y 18)
mostraron, en ambos casos, que las construcciones con WP1 y el plasmido p5 fueron
las mas resistentes, asi como con WP6 y el plasmido pUC118 las mas sensibles, esto
simplemente se atribuye a que ambas son cepas isogénicas cuya Unica diferencia radica
en que WP6 es Pol A-I y WP1 es portadora de Pol I (Wilkin, 1975), por lo que WP1
puede reparar mejor su ADN ya que posee la actividad completa de Pol I, enzima de
reparacion que llena los huecos en la secuencia del DNA en E. coli (Sancar, 1994),
mientras que WP6 carece de dicha actividad por lo que se relaciona directamente con su

baja supervivencia (Escamilla et al., 2002).

Gamas et al., (2000) reportan que las cadenas pol A", deficientes en la actividad de
polimerasa son hipersensibles a radiacion UV. Estas cadenas son deficientes en reparar
saltos cortos en la secuencia del DNA. Ademas de que su replicacion esta asociada con

la reparacion de las lesiones inducidas por UV, lo cual apoya nuestros resultados.

Se esperaba que WP6/pUC118 y WP6/pSC101 mostraran la sensibilidad mas alta.,

puesto que ambas carecen de la actividad Pol f y Pol I

Las construcciones con WP6.con los plasmidos pUCI18 y pSC101 mostraron la
sensibilidad mas alta esto se le atribuye a que la cepa no posee la enzima principal del
proceso de reparacion, aunque se ha documentado que la DNA Polimerasa I1I de E. coli
puede intervenir en este proceso, esto concuerda con trabajos anteriormente citados de
Hernandez (1994), donde se realizaron transformaciones de la cepa E. coli WP6 A” con
el fagémido pUC118/pBS, estas resultaron inestables no obteniéndose cepas
recombinantes después de la probable transformacion , se sugirié que el fagémido no
fue estable en pol A", debido a que pUC118 tiene como origen de replicacion el origen
del plasmido ColE1 cuya replicacion depende de Pol I, por lo tanto las mutantes Pol A
presentan inestabilidad hacia plasmidos que dependen de oriC (Kornberg y

Baker,1992).



En cuanto a los plasmidos, pp5 poseen al gen completo de Pol B de rata, cuya funcién
principal es reparar lesiones en el DNA ocasionadas por dafio oxidativo, agentes
alquilantes, luz UV; entre otros; sintetizando y llenando saltos en la secuencia del DNA
(Kosa, et al., 1999; Canitrott, et al., 2000; Servant, 2002) por lo que se esperaba que las

construcciones con este plasmido resistieran mejor el efecto letal de la irradiacién UV.

El plasmido pUC118 se esperaba fuese uno de los mas sensibles pues no posee al gen
Pol B, ademas tiene como origen de replicacion el origen del plasmido ColEl, que
requiere la polimerasa y el dominio 5" nucleasa de Pol I para la iniciacion del plasmido
in vivo. Este dominio esta involucrado en la recombinacion, y es dependiente de la

replicacion (Gamas, et al., 2000)

En este trabajo la supervivencia en ausencia del inductor (Fig. 20) mostr6 diferencias
(P<0.05); las construcciones con WPI presentaron el mas importante efecto de
proteccion a la luz UV, en comparacion a las demds cepas; asi como, WP1/pB5 y
WP1/pB6 presentaron un mayor porcentaje de supervivencia con respecto a sus
contrapartes WP1/pUC118 y WP1/pSC101, que solo poseen a Pol 1. Los resultados
muestran que las construcciones portadoras del gen Pol B y el gen Pol I resistieron

mejor el efecto letal de la luz UV. (Fig.22).

Se encontr6 que la supervivencia fue similar tanto en ausencia como en presencia del
inductor. Las cepas WP1/ pB5 y WP1/pB6 al tener la accion conjunta de las enzimas Pol
By Pol I, repararon mejor el dafio inducido por luz UV, pues su porcentaje de
supervivencia fue significativamente mayor que el de sus contrapartes, WP1/pUC118 y
WP1/pSC101 que solo poseen a Pol I, por lo que sugerimos que pol B puede ayudar a la

reparacion en lesiones inducidas por UV.

Estos resultados concuerdan con Escamilla et al, (2002) quien encontrd que las
construcciones con ambas enzimas, como lo es WPI1/pP5, es mas resistente al

compararla con la cepa silvestre WPI, pero esto solo ocurre a niveles basales de Pol 3.

Investigaciones realizadas por Lindahl y Wood (1999), sobre el ciclo celular y sus
puntos de comprobacion, mecanismos encargados de reparar el DNA dafiado antes de la
replicacion y la division celular, sugieren que varias polimerasas estdn involucradas en
estos mecanismos, tal como la Polimerasa Il de E. coli y en eucariotes Pol C,
permitiendo un indice de supervivencia mayor en lesiones inducidas por UV. En su

experimento irradian con luz UV cultivos de fibroblastos XP-A, a una dosis de 0.3 J/m?,



creando aproximadamente 10,000 dimeros de pirimidina ciclobutano en el genoma,
sobreviven el 50% de las células, sin embargo, al dividirse las colonias lo hacen con una

gran cantidad de dafios.

En otros estudios realizados por Servant et al., (2002), sugiere que Pol 3 también puede
participar en los mecanismos de control de pruebas pero con un grado de error alto, esto
aumenta la supervivencia celular pero de igual forma incrementa la mutagénesis

inducida por luz UV.

En este trabajo al comparar la sensibilidad en presencia o ausencia del inductor se

observo que el IPTG no aument6 la supervivencia de ninguna de las cepas.

Se esperaba que las cepas aumentaran su indice de supervivencia al adicionarles el
inductor IPTG, puesto, que la expresion de Pol 3 se lleva a cabo gracias a que pUCI118
(Fig. 3) fue disefiado para que utilizara la secuencia de regulacion del operon lac de E.
coli y el codén de iniciacion ATG tanto para B-galactosidasa como para Pol 3 de rata
(Date, 1988). El operon Lac es un promotor muy fuerte y la produccion de estas
enzimas se lleva a cabo por la presencia de un inductor como la lactosa o un inductor no
metabolizable como el IPTG, el cual es andlogo de la lactosa. En consecuencia al
adicionar el inductor aumentarian los niveles de Pol 8 y con ello el indice de reparacion,

pero nuestros resultados mostraron el efecto contrario.

Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en WPI1/pp6, WP1/pp5,
WP1/pUC118, WP6/pB6 y IM109/pB5 quienes son mas sensibles en presencia de IPTG
(Fig. 19).

Estas células transformantes poseen al gen la DNA Pol I y al gen de la DNA Pol 3 por
lo que presentaron una supervivencia mayor; al adicionar el inductor IPTG se estimula
la produccion de Pol B, aumentando sus niveles basales por lo cual se esperaba que

aumentara aun mas su indice de supervivencia, sin embargo la supervivencia fue menor.

En los trabajos realizados por Escamilla (1998), mencionan que la cepa WP1/pB5
presenta una supervivencia mayor cuando pol [ esta en niveles basales y al estimular la
expresion de Pol B3, es mas sensible al efecto de la luz UV. Atribuye esto a la inhibicién
de la actividad de Pol B, ya que los altos niveles de Pol B pueden culminar en

fragmentos de degradacion que eventualmente pueden competir con Pol 3 y con Pol |



Esto se ha demostrado en otros estudios donde un fragmento de 14 kDa proveniente de
la degradacion de Pol 3, compite por el sustrato, actuando negativamente inhibiendo la
actividad de polimerasa in vitro. Este dominio de 14 kDa es especifico para Pol 3
porque no inhibe otras DNA polimerasas de mamiferos como Pol o o Pol I de E. coli
(Husain, et. al., 1995). De igual manera, Bhathacharya y Banerjee (1997) demostraron
que fragmentos de 14 y 16 kDa provenientes de la degradacion de Pol B compiten con
esta enzima dejando sin llenar saltos en la secuencia del DNA, perdiendo la actividad de

polimerizacion.

Clairmont y Sweasy (1996), reportan que una proteina mutante de Pol B que presenta
una delecion, actia negativamente sobre al actividad de reparacion por escision, uno de

los mecanismos en los cuales participa Pol f.

Nuestros datos sugieren que el aumento de los niveles de Pol B esta relacionado con

aumento en la sensibilidad de las cepas recombinantes (Fig. 19).

Esto concuerda con los trabajos de Canitrott et al., (2000) donde mencionan que Pol
se expresa en niveles bajos a todo lo largo del ciclo celular y demuestran que su
aumento puede perturbar los pasos adecuados del proceso de NER, compitiendo con Pol
d y/o Pol ¢ en la sintesis del DNA aumentando la posibilidad de una mala incorporacion
de nucleotidos, ademés en excesos Pol B favorece la inestabilidad genética provocando
aumento en la mutagénesis. Sugiere que el aumento en los niveles de Pol 3 puede jugar
un papel importante en la predisposion a cancer y/o en la progresion de tumores.
Ademas se le encuentra sobre expresada en algunos tejidos cancerigenos como son el

cancer de seno, prostata, colon y ovario al compararlos con tejidos normales.

Servant et al., (2002) investigando el papel potencial de Pol B en la inestabilidad
genética inducida por UV, analizaron el efecto de excesos de Pol B a nivel celular y
molecular. Ellos demostraron que las células de mamiferos que sobre expresan esta
enzima son resistentes pero hiper-mutantes después de la irradiacion UV. Pol
mediante un chequeo de prueba (bypass), repasa las lesiones, en este caso, los dimeros
de pirimidina, pero con una baja eficiencia. Estos datos apoyan que Pol [ a
concentraciones superiores a las basales pueden aumentar la inestabilidad genética

producida por UV.



Para investigar si Pol 3 es capaz de reforzar o sustituir la actividad de reparacion, de la
Pol I al efecto letal de la luz UV se comparo (Tabla 2) a las cepas WP1 (actividad Pol I
completa) y WP6 (actividad de Pol I ausente).

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que las construcciones con actividad
de Pol I (WP1) y actividad Pol B (pB5 y ppB6) son mas resistentes al efecto letal de la luz
UV por lo que podemos sugerir que Pol [ de rata, a niveles basales puede reforzar la
actividad de reparacion en dafos ocasionados por luz UV. Sin embargo algunos autores
sefialan que al aumentar sus niveles de expresion, la enzima puede competir con Pol I
bloqueando la actividad de polimerizacion (Escamilla ef al., 2002) y que en excesos las
células pueden ser mas resistentes pero hiper-mutantes aumentando la incidencia de

varios tipos de canceres (Canitrot, 2002).

También los datos obtenidos concuerdan con Sweasy y Loeb (1992), que mostraron la
habilidad de Pol B de rata para complementar la actividad de pol I de E. coli, en
procesos de replicacion y reparacion, su trabajo abrid nuevas perspectivas para

identificar secuencias mutantes, de Pol 8 de rata que dafian la funcion de la polimerasa.

Las construcciones carentes de actividad Pol I (WP6), al estar complementadas con Pol
B (pBS5 y pP6) en ausencia del inductor IPTG mostrd diferencias significativas en
WP6/pB5 vs WP6/pUCI118.(Tabla 2) Aparentemente Pol  ayuda a incrementar el
indice de supervivencia, sin embargo estas construcciones no son estables, puesto que
tienen como origen de replicaciéon a pUC118 que requiere la actividad de Pol I para
replicarse, esto de acuerdo a los trabajos realizados por Hernandez (1994) y Escamilla
(1998). A pesar de que estas construcciones carecen de la principal enzima de
reparacion, E. coli tiene otros mecanismos de reparacion, por lo cual suponemos pudo

sobrevivir la cepa.

Con respecto a WP6/pP6, en presencia del inductor, en otros estudios realizados por
Escamilla et al.,( 2002) menciona que al realizar la obtencion de los extractos proteicos
crudos de la cepa WP6/pB6, para comprobar la expresion de una proteina de 40 kDa
como producto del gen Pol B (Date y col, 1988) su perfil de proteinas fue
completamente diferente que el de las demas cepas, en su lugar se formo una banda de
aproximadamente 37 kDa, no obstante no se pudo asegurar ni descartar que corresponde
a una forma alterada de Pol B, por lo que esta cepa no es un patron adecuado de

comparacion.



De acuerdo a nuestros resultados Pol  ayuda a incrementar el indice de supervivencia,
sin embargo, debido a la inestabilidad de las cepas Pol A", no se puede concluir
tajantemente que Pol B sustituye la actividad reparadora de la DNA Polimerasa I de £
coli en dafos ocasionados por luz UV. Los datos de este trabajo concuerdan con los
obtenidos por Escamilla et al., (2002), donde sugiere que Pol B puede sustituir la
actividad de pol I, aunque propone que deben realizarse mas experimentos para

confirmar o descartar esta hipotesis.

Sweasy y Loeb (1993) proponen que Pol B puede reemplazar la actividad de Pol I, en

experimentos de dafios al DNA, por agentes alquilantes en E. coli.

E coli ha sido empleada en estudios de genes eucaridticos que reparan el DNA. Varios
genes de eucariontes han sido clonados en lineas mutantes de E. coli para entender y
examinar las similitudes y diferencias de los sistemas de reparacion entre bacterias y
eucariotes. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la DNA Pol 3 puede
reforzar y reemplazar la actividad de E. coli en el procesos de reparacion en dafios
causados por luz UV, sin embargo, se necesitan mas experimentos para poder confirmar

o descartar esta posibilidad.



XI. CONCLUSIONES

e [La DNA Polimerasa 3 de rata puede participar en los procesos de reparacion del

dafio al DNA por luz UV en E. coli.

e La presencia o ausencia del inductor IPTG no aumenta la velocidad de crecimiento
ni el nimero de UFC/mL significativamente de las células transformantes E. coli

IM109, WP1 y WP6 con los plasmidos pSC101, pUC118, pB5 y ppé.

e Las cepas recombinantes WP1/pB5 y WP1/p6 presentan el indice mas alto de

supervivencia al efecto letal de la luz UV.

e La presencia o ausencia del inductor IPTG no aumenta el indice de supervivencia en
lesiones inducidas por UV de las células transformantes E. coli IM109, WP1 y WP6
con los plasmidos pSC101, pUCI118, pPS y pp6.

e Los niveles basales de la DNA Polimerasa 3 de rata aumentan la capacidad de

reparacion en E. coli.

e El aumento de los niveles de la DNA Polimerasa 3 se relaciona con aumento en la

sensibilidad de las células transformantes E. coli

e La DNA Polimerasa 3 de rata ayuda a incrementar el indice de supervivencia, pero
aun no queda establecido si puede sustituir la capacidad de reparacion de la DNA

Polimerasa I de E. coli.

e En este trabajo no se puede establecer si la DNA Polimerasa  de rata puede

sustituir la capacidad de reparacion de la DNA Polimerasa I de E. coli.
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ABREVIATURAS

Amp

amp’

ADN

APE

BER

dGTP

dNMP

dNTP

dRP

dTTP

E. coli

IPTG

KDa

NER
PCD

PCNA

Ampicilina

gen de resistencia a ampicilina

Acido desoxirribonucleico.

Endonucleasa APE

Reparacion por escision de bases

2’desoxiguanosintrifosfato

2"desoxinucleosidomonofosfato

2"desoxirribonucleosidotrifosfato

5 desoxirribosafosfato

2’desoxitimidintrifosfato

Escherichia coli

Isopropiltio-p-D-galactosido

Kilodaltones

Milimolar

Reparacion por escision de nucleodtidos

Dimero ciclobutano pirimidina

Antigeno nuclear de proliferacion celular



Piac Promotor de la lactosa

PM Peso molecular

Pol a DNA Polimerasa a

Pol B DNA Polimerasa f3

Pol 6 DNA Polimerasa 6

Pol ¢ DNA Polimerasa ¢

Poly DNA Polimerasa y

Pol € DNA Polimerasa {

Pol 1 DNA Polimerasa |

RNA Acido ribonucleico

UDG Uracil DNA-glicosilasa

UFC Unidades formadoras de colonia
U. K. Unidades Klett

Uv Ultravioleta

WTP Polimerasa 3 Silvestre

YT Medio extracto de levadura y triptona

YT-amp Medio YT adicionado de ampicilina
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