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2. CAPITULO I
Evaluacion del mecanismo de reconocimiento de
secuencia con doble nucledtido criptico de la primasa
mitocondrial de Arabidopsis thaliana.

Vi



Resumen

La Primasa-Helicasa organelar AtTwinkle, es una proteina que se localiza en
cloroplasto y mitocondria de Arabidopsis thaliana, se une a DNA y es capaz de
sintetizar iniciadores de ARN que son utilizados por las polimerasas AtPolA y
AtPoIB. AtTwinkle es una enzima ortéloga de la primasa-helicasa del bacteriofago
T7, de manera que posee los subdominios region de polimerizacion de ARN (RNAP)
y helicasa unidos a través de un conector de 39 aminoéacidos al subdominio dedos
de Zn (ZBD, Zinc Binding Domain por sus siglas en inglés).

La AtPrimasa (una version la primasa de A. thaliana que carece del subdominio
helicasa) polimeriza oligorribonucleotidos cuando tiene una secuencia de tres
nucleotidos 5’-GGA-3’ en DNA de cadena sencilla como substrato, sin embargo, se
desconoce el motivo encargado de reconocer la secuencia de DNA de cadena
sencilla. Se sabe que los residuos His33 y Lys70 en el motivo ZBD, son los
responsables del reconocimiento del DNA de cadena sencilla en las primasas del
fago T7 y Clostridium difficile. En el 2017 Peralta-Castro y colaboradores sugirieron
gue los aminoacidos Argl66, Lys168 y Trpl62 podrian estar involucrados en el

mecanismo de reconocimiento de la secuencia de reconocimiento.

En el presente trabajo me propuse llevar a cabo la caracterizacién bioquimica del
mecanismo de reconocimiento del doble criptico, a partir mutaciones puntuales de
los aminoacidos reportados previamente y de la construccibn de proteinas
quiméricas intercambiando los motivos ZBD y RNAP de A. thalianay T7.

Mis datos indican que los aminoacidos Lys168 y Argl66 en el motivo ZBD en la
primasa AtPrimasa es el encargado del reconocimiento de DNA de cadena sencilla,
puesto que las mutaciones puntuales afectaron la capacidad de sintetizar
iniciadores frente a un templado con la secuencia promotora. Dicha hipétesis se ve
reforzada cuando las proteinas quiméricas At-T7 y T7-At (ZBD-RNAP) sintetizaron
iniciadores funcionales cuando las reacciones de sintesis de iniciadores son

incubadas en presencia del templado canonico para el ZBD.



Abstract

The organellar Primase-Helicase AtTwinkle, is a protein that localizes in chloroplasts
and mitochondria of Arabidopsis thaliana. It binds DNA and is capable to synthesize
RNA primers that are used by the organellar polymerases PolA and PolB. It is an
orthologous of that of T7 phage, and have a RNA polymerization subdomain (RNAP)
and helicase bound by 30 aminoacids linker to finger Zn subdomain (ZBD).

The AtPrimase polimerizes oligorribonucleotides on ssDNA containing sequence 5’-
GGA-3’. However, the subdomain responsible for recognizing the promoter
sequence is unknown. It's known that His33 and Lys70 in the ZBD motif are
responsible for the recognition of ssSDNA in T7 and Clostridium difficile primases.
Peralta-Castro 2017 suggest that Arg166 Lys168 and Trp162 could be involved in

the recognition mechanism of the promoter sequence.

In the present work il carried out the biochemical characterization of this enzyme, by
generating point mutations, in the previously reported amino acids and constructing
chimeric proteins exchanging the subdomains ZBD and RNAP of the A. thaliana and
T7 primases.

My data indicate that the ZBD subdomain in the primase AtPrimase is the motif
responsible for the recognition of simple DNA, since point mutations affected the
ability to synthesize primers against a template with the promoter sequence. This
hypothesis is reinforced when the chimeric proteins At-T7 and T7-At (ZBD-RNAP)
synthesized functional primers, when the synthesis reactions of primers are

incubated in the presence of the canonical template for the ZBD.



3. Introduccioén

Previamente en el laboratorio, se habia clonado y purificado la primasa organelar
de Arabidopsis thaliana, y se descubrié que necesita dos nucleétidos cripticos en la
secuencia de reconocimiento para una eficiente sintesis de iniciadores de RNA en
un templado 5-GGA-3"; A partir de dicha secuencia la primasa es capaz de
sintetizar los di-ribonucléotidos pppAC, pppUC, pppGC y pppCC, los cuales pueden
ser utilizados por las DNA polimerasas mitochondriales de Arabidopsis .

En un analisis in silico se encontrd que los residuos de la primasa organelar de A.
thaliana posee un 22% de identidad en secuencia de aminoacidos con la primasa
del fago T7 de E. coli. A pesar de esto se predice que el dominio primasa presenta
arreglos estructurales muy similares a la primasa helicasa del fago T7, como
cisteinas conservadas que podrian estar coordinando un atomo de Zn?*. Mientras
gue de los organismos eucariontes el motivo CXXC(H)(X15-18)CXXC se encuentra
altamente conservado (Krishna y col., 2003), en los organismos vegetales la
principales diferencias residen en los residuos que se encuentran cerca del motivo
de cisteinas ya que el primer repetido CXXC es conservado, el segundo repetido es

sustituido por la secuencia CXRXKC 1.

Se sabe que los residuos de His33 y Lys70 localizados antes del segundo par de
cisteinas en las primasas de T7 y Clostridium difficile estan directamente
involucradas en el reconocimiento de la secuencia de DNA de cadena sencilla, no
asi con los correspondientes aminoacidos de la primasa Thrl61 y Asn163 2. Sin
embargo, en un andlisis computacional del dominio dedos de Zn** de la primasa
organelar AtTwinkle muestra que las cadenas laterales de Argl66 y Lys168 y un
residuo de triptofano (Trpl62) se encuentran en la misma orientacion que la His33
y Lys70 del fago T7 y la bacteria C. difficile, por lo que podrian estar directamente

involucradas en el reconocimiento del DNA de cadena sencilla %.

Por lo anterior, es necesario hacer estudios estructurales a través de un enfoque de

mutaciones puntuales para investigar el papel que juegan los residuos antes



mencionados en el reconocimiento de la secuencia de DNA, asi como los
subdominios dedos de Zn** y el dominio de polimerizacion involucrados en la

modulacién de la secuencia de reconocimiento descrita por Peralta-Castro en 2017
1



4. Antecedentes

Desde su publicacion en 1970, el dogma central de la biologia molecular establece
que el DNA codifica para la produccion de ARN y éste a su vez codifica la produccién
de proteinas; a pesar de que el DNA sea quiza la unidad mas importante para el
almacenamiento de la informacidn genética éste no se puede autorreplicar o

reparar, por lo que las proteinas codificadas por él, suplen dicha funcion 2.

Para el proceso de replicacion del DNA es necesario romper los puentes de
hidrogeno para de esta manera, las bases nitrogenadas expuestas puedan ser
apareadas con su correspondientes bases candnicas (apareamiento Watson-Crick)

las cuéles son polimerizadas por la enzima DNA polimerasa *.

Sin embargo, las DNA polimerasas son incapaces de sintetizar cadenas de DNA de
novo, puesto que necesitan de una regién de DNA de doble cadena con un extremo
3-OH libre, ésta condicion se cumple con la sintesis de un “primer” o iniciador de
DNA o ARN que, en la naturaleza existen cuatro mecanismos (Tabla 1) por los
cuales es posible la sintesis de primers aunque en la mayoria de los organismos,

es sintetizado por una enzima especializada conocida como primasa °.

Tabla 1 Mecanismos de generacion de iniciadores.

Mecanismo Descripcién Organismos

DNA Cadena | Utilizan una serina la cual puede | -fago Phi29¢
Sencilla reaccionar con un dCTP resultando | -PRD1°
en un enlace fosfodiéster dejando | -HB-3°
un 3-OH libre el puede ser utilizado | -Hepnavirus®
por una primasa en todos los casos | -ArMV®
el sDNA contiene una proteina

unida.

Replicacion La ARN polimerasa sintetiza | POLRMT’
mitoncondrial | iniciadores abortivos tanto en la

cadena lider como en la pesada los




cuales son utilizados por la DNA
polimerasa y
ARNt primer | Algunos virus utilizan un ARNt como | Retrovirus: ©
oligo para convertir su genoma de | -ASLV
ARN a DNA. -MuLV
-VIH
-HFV
Transposones:
S. cerevisiae
Drosophila gypsy
Primasa Utiliza una proteina especializada | -AtTwinkle 1
en la sintesis de iniciadores.

4.1.Estructura

Existen diferentes primasas cuyas estructuras han sido resueltas y por lo cual ha
sido posible hacer analisis comparativos entre las secuencias de diferentes
organismos; dentro de los cuales estan: E. coli, T7, Pyrococcus horikoshii,
Pyrococcus furiosus y Sulfolobus solfataricus &.
clasificadas en dos tipos; aquellas con un nucleo catalitico como el de E. coli o la de
T7 con un dominio tipo “TOPRIM” (topoisomerasa primasa) las polimerasas con esta
arquitectura con forma de almendra, con una hendidura poco profunda flanqueada
por dos subdominios (Figura 1A). Por otro lado las primasas de arqueas poseen dos

laminas beta antiparalelas apiladas una sobre otra y flanqueadas por dos alfa

hélices tal como se muestra en la figura 1 (Ey F) °.

Las estructuras pueden ser




Bacteriano y viral Arquea

Figura 1. Estructuras de las primasas Bacterianas y Virales (izquierda) y la arquitectura de
arqueas (Tomado de Kuchta y Stengel 2010). Panel A al D primasas bacterianas y virales
donde A) Superficie del RNAP (Dominio de polimerizacién de RNA) DnaG de E. coli donde
se puede apreciar la forma de almendra. B) RNAP de E. coli. C) A. aeolicus. D) fago T7. El
color naranja indica el C-terminal subdominio RNAP, en gris y verde el domino toprim.
Adicionalmente se aprecia el dominio dedos de Zinc en morado. Y las primasas de arqueas

E) Pyrococcus horikoshii y E) Sulfolobus solfataricus.



4 1. Secuencias de iniciacion

La sintesis de los iniciadores en un templado no ocurre de manera aleatoria (al
menos en todas las primasas estudiadas a la fecha), algunas primasas sintetizan
en secuencias especificas, mas comunmente en un trinucleotido 3"-XNiN2-5".
donde N son los dos nucleétidos codificados por la primasa, mientras que X sélo es
necesario para la lectura inicio de la sintesis también llamada base criptica. En la

tabla 1, podemos ver las bases cripticas subrayadas ° .

Tabla 1. Diferentes primasas y sus secuencias templado. Pu=Purina, Py= pirimidina, N

cualquier base nitrogenada, ppp= trifosfato en el extremo 5’ (Kuchta y Stengel 2010).

Organismo Secuencia Templado Oligo sintetizado

Herpes simplex-1 3-GPyPy pppPuPut®

T4 3-TTG PPpPAC™O

T7 3-CTG pppAC*e

E. coli 3-GTC PPpPAG

S. aureus 3-ATPy pppAPuU 11

A. aeolicus 3'-CCC, CCG, CGC pppGG, pppGC,
pppCG*?

B. stearothermophilus 3-ATPy pPPpAPUS

Human 3-PyNN pPppPPUNN?™

Calf 3-PyNN pPppPUNN?1°

4.2.Mecanismo de Sintesis de iniciadores

4.2.1. Sintesis de primers por la T7 DNA primasa

Se ha estudiado a profundidad el mecanismo por el cual la primasa del bacteriéfago
T7, replica los iniciadores necesarios para poder replicarse en su hospedero,
descrito por primera vez por Scherzinger en 1977, como el producto del gen 4 cuya
traducciéon es un polipéptido con subdominio dedos de Zinc (1-54 pb), un dominio

de polimerizacion o RNAP por sus siglas en inglés (71-245 pb) unidos a través de



un polipéptido sin estructura secundaria (55-70 pb) y un dominio helicasa en el
mismo polipéptido (272-566 pb) que se une con el dominio RNAP a través de 26
residuos (246-271) el cual es necesario para la formacion de un hexamero funcional
(Figura 2) 14 .

Figura 2. Estructura cristalografica de la primasa del bacteri6fago T7. En amarillo se
encuentra el subdominio de polimerizacién RNAP; en azul subdominio TOPRIM (topo
isomerasa), en rojo dominio Dedos de Zinc unido a través de un polipéptido en verde (PDB
codigo 1NUI).

La primasa de T7 cataliza la sintesis de los tetrarribonucleotidos pppACCC,
PpPpACAC, y PpppACCA a partir de la secuencia de reconocimiento
3’-XnCTGXn-5" %4,

A diferencia del bacteriofago T4 y E. coli, el dominio Helicasa de T7 se encuentra
dentro del mismo polipéptido que el dominio primasa (formandose un anillo

hexamerico con otros dominio helicasas aledafios, figura 3), lo que le capacidad de



translocarse en el DNA buscando la secuencia de reconocimiento, ademas de poder
interactuar el subdominio ZBD con otros subdominios RNAP en una reaccion trans
(Kuchta y Stengel 2010).

DNA

Helicase
domains

Polymerase
domains —*

Primase 72 /
domains domains

Figura 3. Modelo hexamerico primasa-helicasa de T7 donde el dominio ZBD interactia con
un dominio primasa-helicasa aledafio, en un sitio de reconocimiento 3"-CTG-5".

Kusakabe y Richarson (1999), proponen un mecanismo de reconocimiento del
templado en DNA de cadena sencilla, debido a tres regiones independientes, el sitio
3" de unién de nucledtido se une a CTP reconociendo G en el templado, mientras
que el motivo Cyss utiliza el residuo de His33 para contribuir al reconocimiento de
C en el templado (también se postula que la primasa reconoce el grupo metil en el
carbono Cs de la base timina del templado). El residuo de Asp31, contribuye al
reconocimiento de ATP en el sitio 5- de union a nucledtido (Figura 4).

De la misma manera que sucede en E. coli, la primasa de T7 presenta un
mecanismo tipo “Gusano medidor” (inchworm-like), en donde el extremo frontal
permanece anclado mientras que el sitio catalitico continua polimerizando, en dicho
mecanismo el ATP permanece unido al sitio 5°de unién a nucledtido, y el sitio 3

podria continuar elongando un polimero de citosinas (Figura 4) ° .



dT TPase site
(translocation ) ™\

Helicase domain
( residues 272-506 )

Primase domain
( residues 1-245)

Cys, zinc-binding motif
1 Ty 3

Template ssDNA

5'

rCTP rATP
( 3' nucleotide ( 5' nucleotide
binding site ) binding site )

Figura 4. Interaccién DNA/primasa-Helicasa. El dominio helicasa (272-566 a.a.) con un
sitio de unién dTTP, el dominio primasa (1-245 a.a.) contiene el motivo Cys4 encargado
del reconocimiento 5°-GTC-3" y sus respectivos sitios de union a ATP y CTP (Tomado de
Kusakabe y col., 1999).

El motivo Cysa se encuentra presente en muchas proteinas de interaccion con DNA,
en factores de Transcripcion (TFIIS y TFIIE), asi como en las primasas de los fagos
T4 y T7 las cuales reconocen secuencias especificas. Mientras que por un lado el
dominio helicasa (56 KDa) contiene un sitio de hidrdlisis de dTTP, necesario para la
union con DNA de cadena sencilla, de traslocacion, sitios de formacion del
hexamero , y de interaccion con la T7 DNA polimerasa; en el dominio primasa
muestra dos sitios de unién, uno para ATP y otro para CTP ademas del sitio de

reconocimiento de la base criptica de Citosina Figura 5 °.

1.19 A A1.26
022x10%4 D 9 D 0.89
0.19 N 1.06A_,__— (590 No078 A029
0.46 D E 0.72
0.65 A L 0.11
0RE . — N 0.68
0.82 N 5 049
058 S 0.80 A

KEY

Conserved residue
Non-conserved residue
(T7 identity shown)

Figura 5. Motivo Cys4 de la primasa T7. En dicha figura se pueden apreciar sustituciones
de aminoacidos y como éstos se pueden alejar en la eficiencia (con valor de 1) de la primasa

nativa (plating efficiency, tomado de Kusakabe y col., 1999).
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4.2.2. Funcion Estructural del Dominio Dedos de Zn de T7

El dominio dedos de zinc, contiene un &tomo de zinc coordinado por cuatro residuos
de cisteina (Cys4), la alteracién en cualquiera de dichas cisteinas afecta la
capacidad de sintetizar iniciadores a partir de una secuencia templado. Cuando se
muta la His33 por una alanina se afecta la capacidad de reconocimiento de
secuencia templado, cambiando la citidina criptica en la secuencia candnica 3’-
CTG-5', por cualquier purina en un templado 3°-G/ATG-5 (aunque con una
actividad muy por debajo del motivo WT) lo que demuestra que la His33 se
encuentra directamente relacionada con la base criptica (Mendelmany col., 1994).
Ademas se ha encontrado que el atomo de zinc, cambia su carga formal a un estado
parcialmente reducido (normalmente se encuentra oxidado en Zn Il) cuando la
primasa contacta el DNA, el primer paso en el mecanismo de sintesis, debido a una
modificacion en los aminoacidos que lo coordinan, cuando se analiza a través de
estructura fina por absorcion de rayos X extendida (EXAFS, por sus siglas en
inglés), se encuentra un cambio en los enlaces zinc-azufre causado por la
protonacion de las cisteinas Cys20 y Cys39 cuando el motivo dedos de zinc
contacta al DNA (Figura 6, Akabayov et al. 2009)

cys'’.s i@;’ 3 Q S-Cys36
o2 Zng
oys0s” gy
R” R

DNA / Nucleotide

Cys'-s Q4‘ 2.258-Cys3®
.. Zn t

>
Cy52°-§ ot ot S'-Cys39
H H
‘RY ‘RY

A) B)
Figura 6. Coordinacién del atomo de zinc. En el panel A podemos observar un cambio en
la elongacion del enlace entre el atomo de zinc y las cisteinas 20y 39 en T7. En el panel B

se puede observar el motivo dedos de zinc de T7.
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4.2.3. Dominio de polimerizacion RNAP de T7

El subdominio de polimerizacion o RNAP encargado de la sintesis de los iniciadores
que utilizan las DNA polimerasas, esta compuesto de dos subestructuras, un
dominio C-terminal TOPRIM, plegado de manera similiar a la primasa de E. coli
DnaG primasa, un dominio N-terminal con una mezcla de formas a y B. El
subdominio RNAP N-terminal consiste de cuatro laminas beta antiparalelas, donde
estan plegadas una alfa hélice y dos 310 hélices como se puede observar en la figura
716,

i RPD

r TOPRIM

Figura 7. Dominio de polimerizacion. EI dominio RNAP en amarillo consiste en cuatro
laminas beta antiparalelas (6-9) ademas de una alfa hélice a2 y dos 310 helices. El dominio
C-terminal domino TOPRIM consiste de cuatro laminas B (10-13) intercaladas con 6 alfa

helices y una hélice 310 (y3) (Tomado de Kato et al. 2003).
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4.3.Replicacion mitocondrial en plantas

En contraste con los genomas mitocondriales (mtDNA) animales que varian en
tamario de 16.5 kpb en promedio en vertebrados e invertebrados!’ y existen de
manera circular; los mtDNA vegetales pueden variar hasta 2400 kpb y pueden ser
tanto lineales como ramificados, asi como moléculas circulares pequefias (Tal como
se aprecia en la figura 8) 8 que pueden incluso replicarse de manera independiente

del cromosoma principal *° .

Figura 8 Modelos circulares y lineales de la estructura de mtDNA en plantas. A) Modelo de
genoma circular donde se representa diferente nivel de organizacion, las flechas azules y
rojas son repetidos recombinantes. Las diferentes partes del genoma en escala de grises,
mientras que las lineas punteadas representan los posibles eventos de recombinacion. B)
El genoma mtDNA predominante en plantas es un arreglo complejo de moléculas lineales
cuyas formas ramificadas podrian ser procesos de recombinacioén dependiente (Tomado de
Gualberto et al., 2014).
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4.3.1. Laprimasaorganelar de Arabidopsis thaliana

En el genoma Arabidopsis thaliana el gen At1g30680 codifica para una proteina
homologa de la primasa del bacteriofago T7 (T7 gp4), y de la primasa humana
Twinkle (Twinkle TWNK) como se aprecia en la figura 9, AtTwinkle posee actividad
helicasa y primasa codificada en el nlcleo con una etiqueta dual para mitocondria y
cloroplasto, la secuencia de dicho gen predice una proteina de aproximadamente
80 KDa 1.

T7 Primase-Helicase (gp4)

PRIMASE
B 8 gm_av_vw
10 57 69 256 286 566
AtTwinkle (At1g30680)
a2 8 nm v VW

A TS T T

1 91 110 190 201 410 440 709
HsTwinkle (PEO1)

RNAP HELICASE
215 335 374 684

1 43

B)

Figura 9 AtTwinkle es un homdlogo de la primasa-helicasa del bacteriéfago T7 y Twinkle.
A) Representacion esquematica de la primasa bifuncional T7 en comparacioén con la de
Arabidopsis y la Twinkle de humano. B) Estructura computacional por homologia del
dominio primasa en donde se pueden apreciar las cisteinas que presuntamente coordinan

el atomo de zinc en el ZBD (Tomado de Peralta-Castro et al. 2017).
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Los genomas mtDNA varian en rangos de tamaio de 70 a 100 kpb en levaduras y
de 200 a 2000 kpb en plantas, cuya replicacion involucra un mecanismo de
replicacion dependiente de recombinacion, cuya DNA primasa es requerida (de
igual manera en el sistema de replicacion de los fagos) para el primado de las
hebras retardadas, durante algunas fases de la replicacion de DNA 7, sin embargo

en plantas no se conoce a ciencia cierta como se replica el genoma mitocondrial.

Se han identificado dos DNA polimerasas (AtPolA y AtPolB) con etiquetado para
mitocondria y cloroplasto 2°, las cuales utilizan los iniciadores sintetizados por la

AtTwinkle para la replicacion de DNA ! como puede apreciarse en la figura 10.

AtPollA AtPolB  KF-E.coli T7DNAP
> | > | - el

19-mer aad

L]
™
o

10-mer
PAC(A),

PAC(A)

* 0080

PAC(A),

pACAA '
pACA ‘

pAC

VCHHHHHHAPHHAHHHAAHEAHEHEOOOO QN
PR APEMMEMEIEEIPOQQOO

Figura 10 Reaccion de acoplamiento primasa-DNA polimerasa (Tomado de Peralta-Castro
et at., 2017). En los carriles 2-7 podemos ver que los primers ge por la primasa AtTwinkle
(carril 1), son utilizados por las DNA polimerasas PolA y PolB (no asi cuando la reaccion es
acoplada con las polimerasas KF-Ecoli y t7DNAP carriles 8 a 13) para poder elongar frente
a un templado que contiene la secuencia triptico 3'-GGA-5" descrita por Peralta-Castro en
2017.
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5. HIPOTESIS

Dado que en el segundo par de cisteinas existe una novedad estructural (en plantas)
ya que usualmente es CXXC-N-CXXXC y en plantas es CXXC-N-CXXXXC, estos
residuos extra en el segundo par podrian ser responsables de la capacidad Unica
de la AtTwinkle para reconocer dos bases cripticas.

6. OBJETIVOS

Objetivo general: Determinar los residuos que estan involucrados en el

reconocimiento de secuencia y de las bases cripticas.

6.1.Especificos:

e Clonar versiones de primasa organelar de A. thaliana con mutaciones
puntuales de los aminoacidos Arginina 166, Lisina 168 y Triptéfano 162 por
Alanina en el subdominio dedos de Zn.

e Clonar y purificar el subdominio dedos en Zn de T7 y A. thaliana.

e Clonar y purificar el subdominio de Polimerizacién de T7 y A. thaliana.

e Crear versiones quiméricas entre los subdominios dedos de Zn y dominio de
polimerizacion de las primasas del fago T7 y A. thaliana.

e Evaluar la capacidad de polimerizacién de iniciadores funcionales de cada

una de las mutantes puntuales a partir del templado canénico 5" -GGA-3".

16



7. METODOLOGIA

7.1.Mutagénesis dirigida y construccion de proteina quiméricas

La mutagénesis dirigida fue llevada a cabo usando el kit de mutagénesis dirigida Q5
(New England Biolabs) con los iniciadores presentados en la tabla 2, nombrando a
las mutantes como W162Y, N163A, R166A, K168A y K171A. La construccion de las
proteinas quiméricas de acuerdo con el protocolo de extension de genes por
sobreposicion de genes (SOEing ?!) con cada uno de los subdominios de las
primasas de T7 (1-255 pb) y A. thaliana (91-410 pb) nombrandolas como T7At y
AtT7 (donde los dos primeros caracteres corresponden a la subunidad dedos de Zn

y los dltimos dos la regién de polimerizacion RNAP.

Tabla 2 Iniciadores para mutagénesis dirigida en AtPrimasa.

Nombre oligo Secuencia

W162Y-F AGTGCAACCTACAATTGCTTTCGC
W162Y-R AGAACCATCCGGGGCAAT
N163A-F TGCAACCTGGGCATGCTTTCGCGG
N163A-R CTAGAACCATCCGGGGCA
R166A-F GAATTGCTTTgccGGTAAATGTGGTC
R166A-R CAGGTTGCACTAGAACCATC
K168A-F CTTTCGCGGTgcaTGTGGTCTGA
K168A-R CAATTCCAGGTTGCACTAG
K171A-F ATGTGGTCTGgcaGGTGGCGTTC
K171A-R TTACCGCGAAAGCAATTC

7.2.Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

La expresion y purificacién de las mutantes de AtPrimasa y proteinas quiméricas
fueron llevados en la cepa de E. coli BL21(DE3) en el vector de expresion petl9 en
medio LB suplementada con 0.1 mM ZnCl2 previamente descrita (Peralta-Castro,
Baruch-Torres, and Brieba 2017).
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7.3.Purificacién por columna de afinidad a niquel

Una colonia aislada fue empleada para inocular 50 mL de medio LB suplementado
con 100 pg/mL de ampicilina y colocada en agitacion a 220 rpm a 37°C por
aproximadamente 12hr, con dicho cultivo se inocul6 1 litro de medio LB, y se puso
a incubacioén hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.6 a 600 nm, para en ese punto
agregar el inductor IPTG a una concentracion de final de 0.5 mM, los cultivos se
pusieron a incubacion a 16°C durante 12hr aproximadamente. Pasado el tiempo de
incubacion las células fueron cosechadas por centrifugacion a 5000 rpm durante
15min. La pastilla celular se resuspendié en 40 mL de regulador de lisis (25 mM
Tris-HCI pH 7.5, 500 mM NaCl y 10 mM de imidazol) y lisado por sonicacion. El
producto de lisis se clarificd por centrifugacién a 15,000 rpm durante 30 min a 4 °C.
La fraccion soluble fue filtrada (filtro 0.45 um) e inyectada a través de una columna
de afinidad a niquel. Se efectu6 un primer lavado (30 mM imidazol, 250 mM NaCl y
25 mM Tris-HCI pH 7.5) y un segundo (50 mM Imidazol, 200 mM NaCly 50 mM Tris-
HCI pH 7.5) seguido de una elucion con 5mL de solucion reguladora (500 mM
imidazol, 80 mM NaCly 25 mM Tris-HCI pH 7.5).

7.4.Purificacion por columna de Heparina

La elucién de la columna de niquel se lleva a cabo con una solucién reguladora (20
mM Tris-HCI pH 8 y 10% de glicerol) a una concentracion de 4 mM de NaCl, seguido
de un gradiente de NaCl (Solucion A: 20 mM Tris-HCI, 0 mM NaCl y 10% glicerol y
Solucién B: 20 mM Tris-HCI, 1000 mM NaCl y 10% glicerol) por medio de una
columna de afinidad i6nica de heparina (GE Healthcare Life Sciences ™ )
previamente equilibrada con Solucién A.

7.5.Remocion de etiqueta de Histidinas

Para la remocién de la cola de histidinas, la fraccion colectada de la columna de
heparina se puso a incubar en presencia de PPS (Prescission protease) una
solucion amortiguadora (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 10% glicerol, 0.1 mM EDTA y 3
mM de DDT) durante 16hr a 4°C.
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7.6.Purificacién por Exclusién molecular

Finalmente la fraccion de la protedlisis, se purifico a través de una columna de
exclusion molecular Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences ™), con
una solucion reguladora (25 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 10% Glicerol y 0.1 mM
EDTA) y se dejo dializando durante 16hr a 4°C en una solucién con 25 mM Tris-
HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM DTT y 50% de Glicerol; ademas
se corrié un gel SDS-PAGE al 12%.

7.7.Polimerizacion de iniciadores por mutantes puntuales frente a
templado con secuencia canonica

La reaccion de actividad de polimerizacion de iniciadores fue llevada a cabo a tres
diferentes concentraciones 0.5 uM, 1 uM y 2 UM de proteina para las mutantes
puntuales, y concentraciones de 0.25 uM, 0.5 uM y 1 uM para la primasa nativa; en
un medio de reaccion (40 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM Glutamato de Potasio, 4
mM MgClz, 4 mg/mL BSA albumina de suero bovino y 4 mM DTT), cada reaccion
fue llevada a cabo en presencia de 100 uM de NTPs,10 uCi de [a-*?P]-CTP y un

oligo con la secuencia de primasa (5’-CGGA-3’) a una concentracion de 5 uM .

La reaccion se incub6 a 37°C durante 1hr, pasado el tiempo se paro la reaccién con
solucion de paro (15 mM EDTA, 95% formamida y 0.1% azul de bromofenol). Los
productos de reaccion fueron separados en un gel desnaturalizante de

poliacrilamida al 27% y 3 M de urea.

7.8.Ensayo de elongacion frente a multiples templados

.Las reacciones se llevaron a con cada una de las mutantes puntuales frente a
diferentes templados posibles (tabla xxxxx), con las mismas condiciones antes

mencionadas (con una concentracion final de 2 uM para cada proteina).
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7.9.Elongacion de iniciadores de proteinas quiméricas

Se efectuaron reacciones en una solucion reguladora ya mencionada, con las
proteinas quiméricas T7At y AtT7 (a tres concentraciones 100 nM, 500 nM y 1
KUM), utilizando como control la primasa de A. thaliana y la primasa del fago T7
frente a los iniciadores 5" -T6GGGAT7-3' y 5-T6GGTCT7-3’ ( 5 yM en ambos
casos) con los nucleodtidos radioactivos [a-32P]-CTP vy [y-32P]-ATP

respectivamente.

7.10. Reaccién en Trans Polimerizacion

Las reacciones en trans se llevaron a cabo con los subdominios dedos de Zn ( 0
UM, 50 uM y 100 uM) y dominio de polimerizacion RNAP (25 uM) de la primasa de
A. thaliana utilizando como control la primasa nativa ( 1 uM) frente a los iniciadores
templado 5’-TeGGGAT7-3’ y 5-T:GGAT7-3" con [a-32P]-CTP. En dicha reaccién se
espera que si hay polimerizacidén de los oligos puede existir una reaccion en trans,
esto es que una subunidad de dedos de zinc interactie con un dominio de

polimerizacion.

7.11. Sintesis de iniciadores acoplados a polimerizacién

En reacciones de 50 puL con una solucién reguladora ya descrita, utilizando las
proteinas quiméricas AtT7 y T7At a concentraciones 10 uM y 2 uM respectivamente
y 150 nM de primasa nativa, utilizando un oligo de 36 nucleétidos (10 uM) cuya
secuencia incluye la secuencia de reconocimiento criptica de la primasa de T7 y de
A. thaliana. Se tomaron alicuotas (10 uL) a diferentes tiempos 0 min, 15 min, 30 min,

60 min y 120 min, terminando la reaccién con solucion de paro.
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8. RESULTADOS

8.1.Analisis in silico

En un analisis in silico muestra que la secuencia (disponible en

https://www.arabidopsis.org) (anexos) de la proteina primasa-helicasa organelar de

A. thaliana, se encuentra codificada en el cromosoma 1, con numero de accesién
AT1G30680 y untamarfo de 70.03 kDa.

A partir de dicha secuencia se amplificaron los subdominios cataliticos dedos de
zinc y dominio de polimerizacion de RNA (RNAP) de A. thaliana, de igual manera

con la secuencia del fago T7.

En la figura 11 panel A, se pueden apreciar los sitios a partir de los cuales se
clonaron los genes, removiendo la regién helicasa en ambos casos; mientras que
en el panel B, se puede apreciar la estructura cristalografica de la primasa de fago
T7 con los subdominios, mientras que a la derecha la imagen muestra la estructura
por homologia de la primasa vegetal de A. thaliana cuya estructura es muy similar
a la del fago.
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Figura 11. Representacion estructural de dominios de AtTwinklePrimasas. A) Un diagrama
mostrando los dominios estructurales para AtTwinkle silvestre, la delecién AtPrimase,
T7gp4 y T7Primase, se muestran los rangos de residuos que conforman cada dominio. B)
Representacion de la estructura terciaria del dominio primasa de AtTwinkle y T7gp4,
mostrando diferentes regiones con similitud entre ellas.

8.2.Polimerizacion de mutantes puntuales con el templado 5’-CGGA-3’

En la figura 12 se pueden apreciar la capacidad de polimerizar iniciadores a partir
de la secuencia de reconocimiento descrita por Peralta-Castro, 2017, comparada
con la AtPrimasa, la mutacion de la Arginina 166 seguida de la Lisina 168 afecta

considerablemente la capacidad de elongar iniciadores.

En la mutacion de la Asparagina 163 se pueden apreciar los productos pCC, pCCC
y pCCA, no asi los productos pCCA2 y pCCAs3, los cuales si es posible apreciarlos
en la mutacién de Triptéfano 162 (aunque en menor medida pCCAs3), la mutaciéon

Lisina 172 muestra los mismos productos que la AtPrimasa.
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Point mutants
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Figura 12. Polimerizacion de mutantes puntuales frente a templado 5-CGGA-3’. Panel A)
Alineacion de los aminoacidos de primasa de A. thaliana y T7, en amarillo se aprecian las
cisteinas de dicho motivo, y las mutaciones puntuales en los aminoacidos reportados por
Peralta-Castro 2017. Panel B) Estructuras de T7 (INUI) y A. thaliana por homologia donde
se muestran las cadenas secundarias de los residuos que se mutaron en comparacion a su
ubicacion en la T7 primasa. Panel C) Gel de SDS PAGE de las 5 mutantes de AtPrimasa
para evaluar la pureza de las enzimas Panel D) Ensayo de Actividad sintesis de Iniciadores
en presencia de la secuencia canonica 5 -GGA-3’. Tres concentraciones de enzimas
mutantes 500 nM (carril 4, 7, 10 13y 16), 1 uM (carril 5, 8, 11, 14y 17) y 2 UM (carril 6, 9,
12, 15y 18), para AtPrimasa 250 nM, 500 nMy 1 pM.
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8.3.Ensayo de elongacion frente a multiples templados

Se evaluaron cada una de las mutantes puntuales para su capacidad de elongar
iniciadores frente a 16 diferentes templados correspondientes a la variacion
sistematica de las dos bases cripticas conocidas para AtPrimasa, en la mutante
W162Y y K172A se puede apreciar (Figura 13) una elongacion similar a la
AtPrimasa, con el oligo producto pCA4 de mayor tamafio seguido de pCAs, pCA,
pGC, pCA y pCC, frente al templado 5’-T7GGAT7. Ademas, en todas las mutantes

incluyendo la AtPrimasa se puede apreciar el oligo producto pGC.

W162Y N163A

o-*?P-rCTP

5.GAX-3 5GCX-3 _ 5GGX-3 _ 5GTX3  5GAX-3 5-GCX-3  5GGX-3  5-GTX-3
123 4 5678 9 101112 13141516 1234 56 7 8 910 11 12 13141516
ACGT ACOT A CGT ACGT  ACOTAC GT AC:G T ACQT
pCA4
pCA: -
pCA2
pGC - -_ -
-
PCA - % ® -
i - -
. m
-
5-GAX-3 5-GCX-3 _5-GGX-3 5-GTX-3 5-GAX-3 5-GCX-3 5-GGX-3 _5-GTX-3
12345678910 1112 13 141516 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213141516
ACGTACGTAC GT A CGTACGT ACGT ACGTACGT
- e —
-
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K172A AtPrim

5-GCX-3  _5-GGX-3 _5-GTX-3
678 9101112 1314 1516
CGTACGT ACGT

>
{2 )=y

Figura 13. Ensayo de elongacion frente a multiples templados. Las mutantes puntuales de
primasa y primasa WT de A. thaliana frente a diferentes a templados con variacion en tres

nucléotidos (16 combinaciones posibles) incubado en presencia de a-32P-rCTP.

8.4.Elongacion de primers de proteinas quimeéricas

Se evaluo la actividad de las proteinas quimeéricas frente a los templados canonicos
5-TeGGGAT7-3' y 5’-TeGGTCT7-3 tanto de A. thaliana y T7, la quimera T7At es
capaz de elongar iniciadores de mayor tamafio respecto a las primasas control
frente al templado canoénico de T7 (lo cual es evidente a la concentracion de 1 pM).

La quimera T7At no muestra actividad frente a un oligo de AtPrimasa, la actividad
de AtT7 puede elongar los iniciadores pCC, pCCC, pCCA y pCCA2 pero presenta
una menor actividad respecto a la primasa control AtPrimasa (panel C carril 2 Figura
14).
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CCp-5' CAp-5'
A) C) T:«GGGAT; T«GGTCT:
TTAt  AtTT  T7At  AtT7

1 2 345 678 91011121314
chT7At
pCCAn
ZnF
1 60 189 410
ChAtT7 : Max Template
K Length
pACCAs W PCCA7
ey RNAP o
o 188 61 262 pcca, M PCCRS
pACCAs w¢ i PCCA
B) g e
£ = < [
a & - < ‘pCCAz
< - © © PACCA ¥
L -
50 kDa
CCA ®
40 kDa pACC ’:Ccc B e 4
—
—
30 kDa - -

pCC

Figura 14. Primasas quimeras sintetizan primers en templados especificos. Panel A)
Construccion de la Quimeras. Panel B) Gel 12% SDS-PAGE primasas nativas y quiméricas,
tefiidas con azul de Coomassie. Panel C) Ensayo de polimerizacion frente al templado
canonico de la AtTwinkle 5"-T6GGGAT7-3’ (carril 2) yde T7 5°-T6GGTCT7 (Carril 1). Tres
diferentes concentraciones para cada enzima quimérica 100 nM (carril 3, 6, 9y 12), 500 nM
(carril4,7,10y 14)y 1 uM (5, 8, 11y 14),.

26



8.5.El subdominio ZBD y RPD reaccionan en trans

Para analizar si los subdominios actuaban en cis o trans (esto es si el subdominio
RNAP unido covalentemente al subdominio ZBD actlan juntos) o si el ZBD de una
subunidad actua con el RNAP de otra subunidad, se expresaron por separado los
dominios ZBD y RNAP. Para verificar si existe actividad en trans, se incubaron reaciones
con el motivo de polimerizacion RPD a una concentracion constante, y el motivo dedos de
Zn, utilizando como control positivo la AtPrimasa, la polimerizacién de iniciadores es
evidente utilizando un templado 5-TeGGGAT7-3’ (Figura 15).

CCp-5' ACp-5'
A) C) TsGG%I' 7 T1GG_LT 7
- - ZnF
AtRNAP 1 23 4 5 6 78
178 201 410
AtZnF o pCCAn MW I:/axL':‘?mate
= &nk - CCAs
91 188 ’ -
pCCAs M poAe
pCAs
pCCA:
pCA
pcCA; B
pCA3 W
B) pCCA2 .
40 kDa MWMEE”‘AthF ARNAP  PCA B W,
25kDa S - -
pCcCC ’ .
10 kDa = A

1414

Figura 15. Reaccion en trans. Panel A) Construccion de subdominios dedos de Zn y dominio
de polimerizacién RNAP de A. thaliana. B) Gel SDS-PAGE primasas nativa y subdominios.
Panel C) Ensayo de primasa a tres condiciones diferentes O uM de ZBD (Carril 2 y 6), 50
UM ZBD (carril 3y 7) y 100 pM ZBD (carril 4 y 8).
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8.6.Ensayo de primasa acoplado a polimerasa

Para determinar si las proteinas quimeéricas eran capaces de sintetizar primers
para sus respectivas DNA polimerasas se realiz6 un ensayo de primasa acoplado
a la DNA polimerasa. En la reaccion primasa-polimerasa (Figura 16) se incubé una
reaccidén en presencia de las proteinas quiméricas AtT7 y T7At con la AtPrimasa como
control; en presencia de un oligo de 36 nucledtidos (el cual contiene ambas secuencias de

reconocimiento) y ambas polimerasas organelares de A. thaliana AtPolA y AtPolB.

En todos los casos, hubo polimerizacion de un oligo de mayor tamafio a los 36

nucleétidos, con ambas polimerasas.

3-AAAC AGG CCT TAC-5
5" AAG AAG AAC ATATGT TAATGG GCT TTG TCC GGA ATG-3" (36 nt)

AtPrimase At -TTeop T7,-At.,,
AtPolA AtPolB AtPolA AtPolB AtPolA AtPolB

12345 678910 1112131415 1617181920 21222324252627282930

— -
36

36-mer ‘
24-mer -

16-mer g
-

.N

Figura 16. Ensayo de polimerizacion de iniciadores acoplado a polimerasas. Reacciones
incubadas a 5 diferentes tiempos 0 min (carril 1,6,11,16, 21y 26), 15 min (2, 7, 12, 17, 22,
27), 30 min (3,8,13,18,23, 28), 60 min (4, 9, 14, 19, 24y 29) y 120 min (5,10, 15, 20, 25y
30).

28



9. DISCUSION

Los aminoacidos Arginina 166 y Lisina 168 afectaron considerablemente la
capacidad de elongar iniciadores en la AtPrimasa, dichos amino&cidos ya habian
sido reportados por Peralta-Castro en 2017, como aquellos que tienen una
orientacion similar a los residuos Histidina 33 de T7 y a la lisina 70 de C. difficile

encargados de reconocer la cadena de DNA.

Peralta-Castro 2017, reporta que el residuo triptéfano 162 se encuentra altamente
conservado en un analisis de primasa de cerca de 71 especies vegetales, por lo
cual también decidié mutar por un residuo de tirosina. Sin embargo la mutacion de
Asparagina comprometio en mayor medida la capacidad de elongar iniciadores de
mayor peso a pCCA. La mutacién de Lisina 172, aminoécido aledafio al motivo
dedos de Zn**, no comprometié la capacidad del reconocimiento de DNA, cuyos

iniciadores son similares a los de la enzima control AtPrimasa.

Las mutaciones puntuales podrian afectar la selectividad en el reconocimiento de la
secuencia templado 5-GGA-3’, para demostrar esto se incubaron las mutantes
puntuales frente a cada una de las combinaciones de templado de tres nucleotidos
(Figura 10), resultando 16 combinaciones para cada enzima. En cada ensayo no
hubo un cambio en la capacidad de elongar iniciadores con un templado diferente
al canonico, la elongacién del oligo pGC estuvo presente en todas las reacciones

cuando se utiliza el templado 5" -GCX-3'.

Con la construccion de las proteinas quiméricas es posible determinar cuél de los
subdominios dedos de Zn y dominio de polimerizacion RNAP estan involucrados en
el reconocimiento de la secuencia templado, por lo que se llevaron a cabo
reacciones con ambas proteinas y ambas secuencias templado, en la figura 11, es
posible apreciar elongacion de iniciadores de mayor peso respecto a las primasas
control con la quimera T7At (Dedos de Zn de T7 y RNAP de A. thaliana) con el
templado 5-TeGGTCT7 de T7, la quimera AtT7 también es capaz de elongar
iniciadores con la secuencia 5’-TeGGGAT7-3’ sin embargo no es tan eficiente como

la AtPrimasa y la primasa de T7 ya que el mayor producto que se puede apreciar
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es pCCA2. La quimera T7At no es capaz de polimerizar iniciadores frente a un
templado de AtPrimasa, lo mismo sucede con la quimera AtT7 frente a un templado
de T7.

Para demostrar la capacidad de polimerizar iniciadores entre ZBD y RNAP de
distintas moléculas en una reaccion trans, se purificaron ambos por separado, la
reaccion se llevo a cabo con un gradiente de ZBD, en la figura 12, se puede observar
iniciadores de hasta pCCAs con un templado 5-TeGGGAT7-3" en presencia
de ZBD, cuando se incuba la reaccion sélo con RNAP se pueden apreciar

iniciadores de menor tamafio de hasta pCsA.

Una vez demostrada la capacidad de polimerizar iniciadores por parte de las
proteinas quiméricas, fue necesario evaluar la funcionalidad de dichos productos,
acoplando la reaccion con las polimerasas organelares PolA y PolB. En este ensayo
el templado incluye ambas secuencias candnicas de T7 como para la AtPrimasa.
En las reacciones (Figura 13) es posible observar la polimerizacion de un producto
de 35 nucledtidos e incluso de tamafio mayor debido a una actividad terminal

transferasa por parte de las polimerasas.
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10. CONCLUSIONES

e Los aminoacidos Argininaleé6 y Lisina 168 en la AtPrimasa estan
involucrados en el reconocimiento de la secuencia templado.

e Eldominio dedos de Zn en la AtPrimasa es el responsable del reconocimiento
de la secuencia 5’-GGA-3" en una secuencia templado.

e Es posible la reaccion en trans ya fue posible la polimerizacion de iniciadores
cuando son puestos los subdominios ZBD y RNAP en una reaccion en
presencia de la secuencia templado 5" -TeGGGAT7-3" como con 5’-T7GGAT?7.

e Los iniciadores producto de las proteinas quiméricas AtT7 y T7At son
funcionales y pueden ser utilizadas por las polimerasas PolA y PolB.
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11.CAPITULO II: Amplificacion Isoterma multiple por
desplazamiento de hebra, efectuado por la polimerasa
termoestable de Thermotoga maritima A4A.
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12.Introduccién

La técnica mas comun en un laboratorio de biologia molecular y que con mas
frecuencia se utiliza, es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas
en inglés), dicha técnica permite amplificar fragmentos especificos de DNA in vitro.
A partir de su publicaciéon en 1988 (Mullis y col., 1988) donde se describe la
utilizacion de una enzima termoestable capaz de amplificar fragmentos especificos
de DNA, se han ideado distintas técnicas de amplificacién basadas en PCR tales
como: el RT-PCR, Long-PCR, qPCR, dPCR, etcétera, todos ellos para distintas
aplicaciones, pero manteniendo los componentes principales, esto es; un templado
de DNA, una polimerasa estable y un aparato capaz de realizar ciclos de calor para
desnaturalizar el DNA y permitir el alineamiento de los iniciadores.

La desnaturalizacién de DNA para la posterior alineacion iniciadores mediante ciclos
de calor requiere de un termociclador, lo cual representa una desventaja en campo
por la nula portabilidad de dicho equipo; por lo que fue necesario disefiar métodos
de aplicacion isotermica con la finalidad de prescindir de dicho aparato. La
amplificacion dependiente de helicasa (HDA), método de amplificacion de
fragmentos (NASBA), amplificacion por circulo rodante (RCA), amplificacion circular
dependiente de helicasa (cHDA), son algunas de las técnicas desarrolladas donde
es posible amplificar regiones de DNA a temperatura constante; Ademas de éstas,
existen la amplificacion isotérmica mediada por lazo (LAMP) y amplificacion por
desplazamiento multiple (MDA) las cuales requieren una enzima capaz de realizar

desplazamiento de hebra 2.

Existen polimerasas que pueden unirse a una proteina a modo de oligo, llamada TP
(“terminal protein”) gracias a dos motivos TPR1 y TPR2 (“terminal protein region”)
los cuales le permiten a la enzima desplazar una de las hebras y utilizar la otra como
templado. La polimerasa del fago phi29 presenta ambos motivos, puede utilizar un
oligo o el grupo hidroxilo de la serina 232 23; Por afios ha sido una proteina modelo
para técnicas de amplificacion isotermica, sin embargo al ser un organismo mesofilo

la proteina pierde actividad a temperaturas por arriba de los 30° 24,
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Previamente en el laboratorio se clond la polimerasa del organismo extremdfilo
termoresistente Thermotoga maritima A4A la cual en un analisis de estructura por
homologia presenta un motivo TPR2 que podria darle la capacidad de realizar

desplazamiento de hebra a temperaturas por arriba de los 30°C.
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13. Antecedentes

13.1. Estructura de las DNA polimerasas

Basado en la comparacion entre secuencias, e informacion estructural, las
polimerasas se clasifican en siete familias A, B, C, D (polimerasas replicativas) X, Y
(tolerancia a sintesis translesion) y RT. Las polimerasas replicativas poseen un sitio
de union a DNA y dNTPs muy ajustado lo que le permite realizar correctos
apareamientos de bases (regla Watson-Crick), resultando en polimerasas de alta
fidelidad; y una fuerte inhibicidn frente a bases anormales presentes en DNA con
dafio. Por el contrario, las polimerasas con tolerancia a bases con lesion, poseen
sitios activos mas tolerantes a bases aberrantes, pero con una fidelidad mucho
menor, lo cual representa una desventaja durante la replicacion de DNA gendmico

pero un beneficio durante la sintesis translesion 2.

Quiza la familia mayormente estudiada es la DNA polimerasa | (pol 1) o familia A, la
cual incluye el fragmento Klenow de Escherichia coli, la DNA polimerasa de Bacillus,
DNA polimerasa de Thermus aquaticus y las T7 DNA polimerasa y RNA
polimerasas. La segunda familia de DNA polimerasas son la a DNA polimerasa o
familia B 2. Todas las arqueas y eucariotas poseen al menos una polimerasa de

esta familia %7,

En el caso de la familia C de las DNA polimerasas presentes en el replisoma
bacteriano; todos sus miembros poseen cuatro subdominios: Polimerasa e histidinol
fosfatasa (PHP), palma, pulgar y dedos, organizados en un mismo polipéptido, las
subfamilias poseen dominios accesorios tal como el pliegue (OB-fold) que se unen

al DNA monocatenario 28,

Las DNA polimerasas de la familia D estan presentes en todas las Arqueas excepto
en las Crenarqueas y son las responsables de iniciar la sintesis de DNA tanto en la

hebra lider como en la retrasada 2°.

Se ha sugerido que las enzimas que pertenecen a familia X de las DNA polimerasas

estan involucradas en una amplia variedad de mecanismos de reparacion en

35



eucariotas tal como la ruta de reparacion por escision de bases (BER), reparacion
de rompimiento de cadena doble via recombinacién de extremos no homélogos
(NHEJ) 20

Los miembros de la familia Y son polimerasas con una alta capacidad de realizar
sintesis translesion ya que pueden replicar DNA con dafios mutagénicos. Ningun
miembro posee un dominio exonucleasa exhibiendo un amplio rango de errores,

aunque con tasas de 100 a 1000 veces menores que miembros de otras familias 3.

Independientemente de los motivos estructurales que diferencian a cada familia de
polimerasas todas comparten una arquitectura en comuan, cuya forma es comparada
con una mano derecha en donde es posible apreciar los dominios “palma”, “dedos”
y “pulgar” con funciones muy bien definidas (Figura 17). En el caso de la mano es
un dominio involucrado en reacciones de fosforilacion, mientras que los dedos
median la interaccion del nucledsido trifosfato entrante y la base nitrogenada con la
que serd apareado; por otro lado el pulgar juega un papel importante en el

posicionamiento del DNA de cadena doble, en la procesividad y en la translocacion
26
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Figura 17 Estructura de la polimerasa Pol n de S. cerevisiae (PDB 1JIH). Se pueden

apreciar los subdominios: dedos (Verde), pulgar (Azul), palma (Amatrillo) y el dominio PAD

(Dominio de polimerasa asociado en Rojo).
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13.2. Fidelidad de las DNA polimerasas

La fidelidad en la incorporacion los dNTP’s es dependiente de la catalisis la cual
varia con una tasa de error de 107-108 para las polimerasas replicativas y de hasta

2 para polimerasas mutagénicas 2.

A, B, C pols
A*, B*, C* pols X pols Y pols
Fidelty| 10° 107 10° 10 10 10 102 10 1
LT T T
Pol B Pol A

Figura 18 Rango de fidelidad de las familias de las polimerasas. Los signos + y — denotan
la presencia o ausencia del dominio corrector exonucleasa, ASFV (Polimerasas del virus
de la fiebre porcina Africana; Tomado de Wen-Jin Wu y et al., 2017).

La incorporacion de bases incorrectas segun las reglas de Watson-Crick, puede
deberse distintos factores, uno de ellos es la presencia de formas tautoméricas,
por ejemplo la incorporacién de un nucleétido dCTP cuando la base A sufre una
tautomerizacion tipo ceto-enol; de igual forma, cuando el pH aumenta de 6.5 a 9.5.
Ademas el uso de Mn?* un metal altamente mutagénico, el cual mejora la

eficiencia de la sintesis de DNA en detrimento de la fidelidad 32.

El mecanismo de transferencia de los nucleotidos involucra la coordinacion de 3
metales: un sitio (metal B) el cual tiene dos roles corrige la posicion correcta del
trifosfato entrante y estabiliza la carga negativa del grupo saliente PPi. Un segundo
sitio (metal A), un metal divalente se enlaza a tres carboxilatos, al fosfato a y dos
ligandos H20, activando el grupo 3’-OH del oligo cuya desprotonacion (ahora
nucledfilo alcoxido) ataca al Pa en una reaccion tipo SN2. Un tercer sitio (metal C),
dicho metal se enlaza con el grupo PPi saliente y a uno de los atomos de oxigeno

del grupo saliente 2.
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La transferencia del fosforilo toma lugar solo cuando el complejo enzima-sustrato
captura el tercer cation divalente através de una activacion térmica (como se ve en
la figura 19 estado conformacional 2), ademas la transicion conformacional del
estado 2 a 3 involucra una arginina 61, que en el caso de la pol n cuya cadena lateral

rota hacia arriba permitiendo al tercer metal C entrar al sitio activo 32 .

Mg, Mo Mg, nucleobase
[y (R S, PRRRERSN, NS S SN
nucleobase 0
. ® N
---- Thermal motion ' N\a R61
— Uncatalysed reaction \A P
— Catalysed reaction N b‘ 2 o 2+
\n \ | e H o /{}T’,MC
o~ - ~ R / +_ "
@ > Y > O==2=-Pe—0_ /,O
D N AN 1 R [ (I) /Pﬁ“o
> &/ I e \ .
3 - N \ i . H,O B
g dATP NN N Mo, @  @Mg,” SN 2+/ o -_}p’;o
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& | DNA, T\, \Rsl WarN ) ® _ /M BZ+—O Y
4 ‘ Y4 2 A ~ z - "~
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Figura 19 Mecanismo de formacién del enlace fosfodiéster. A) La polimerasa se une al
DNA vy al nucleétido entrante para formar un estado basal (1). Los dos iones de Mg?' vy la
Arginina 61 alinean el dNTP con el DNA en una reaccién de estado excitado (2). La entrada
de un tercer metal favorece un estado de transicion (3). EI metal C promueve la
transferencia del grupo fosforilo del grupo saliente al nucléofilo 3’-OH. B) Mecanismo de
sintesis y formacién de enlace fosfodiéster en coordinacién con los tres metales (Tomado
de Wu Wen-Jin).

13.3. Las Polimerasas de la Familia B

Las polimerasas de la familia B contienen dos dominios enzimaticos, un dominio de
correccion exonucleasa en el extremo N-terminal y un dominio de polimerizacion C-

terminal 23. El motivo YGDTD es crucial para la actividad polimerasa en cuyos
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aspartatos coordinan el atomo de Mg?* y la tirosina es esencial para la actividad

polimerasa %4 .

Por su alto grado de equivalencia estructural la polimerasa del bacteri6fago RB69
es un buen modelo esctructural para las polimerasas de la familia B a pesar de su
baja similitud de las secuencias entre ellas (RB69 es 18% similar a las polimerasas
termdfilas y 15% con la polimerasa humana pol a) %°. En la polimerasa RB69 los
aspartatos 222 y 327 son los encargados de la actividad exonucleasa coordinando

un a&tomo de Mg?* en la figura 20 se muestra como una esfera azul.

A

Exonuclease active site B ToSTe A0 S64 g e
[A] | (fiysess
Exonuclease i85
domain sar3c0y 0
s
Asn 572
301N - 567 _.111;"\'/5726)
39aN—(Y 39aN Lys706 ) )7 229N
. — AT - saneas
N 5o
J‘;" ) X e
e 778 A ' (arg707) (§ ()~ His 804
3 O 3 (E]
20y ) COSE wysere) (Y L) Lys 790
3 F\ ” { = .y ~ Lys®74
5‘ : / N Lys 844)
: VS~ C-terminus e, C
o= % BOON
N-terminal |/
domain C L561 K560
symmetry-related template A ‘ )
DNA molecule
; Polymerase
Fingers et

¢ |

G568 e o

Figura 20 Estructura de la DNA polimerasa RB69. A) El dominio N terminal (Residuos 1-
108) en amarillo, dominio exonucleasa (residuos 109-339) en rojo, palma (residuos 383-
468 y 573-729) en magenta, dedos (residuos 469-572) en azul, y pulgar (residuos 730-
903). B) Representacion esquematica del contacto proteina-DNA las bases son
representadas como rectangulos y los fosfatos como circulos, la interaccion del Triptéfano
574 causa un apilamiento de las bases con el extremo 5’ terminal del templado. C) Mapa
de densidad electrénica donde se puede apreciar el templado A y dTTP entrante asi como

las cadenas laterales de los residuos circundantes (Tomado de Matthew et al., 2001).
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13.3.1. El circulo catalitico de las DNA polimerasas de la familia B

La union de un dNTP entrante correctamente apareado al complejo binario
polimerasa- cebador/DNA induce la rotacion del dominio dedos de igual manera
como se ha observado en otras familias de DNA polimerasas, es probable que el
dNTP entrante se una al dominio abierto de los dedos de igual manera como sucede
en el fragmento Klenow y en T. aquaticus. En el caso de la polimerasa RB69 la
union con el dNTP estd medida por los residuos Arg 482, Lys 486, Lys 560, seguido
un cambio conformacional en el cual los dedos giran a un estado cerrado (como se
aprecia en la figura 21) liberando el dNTP al sitio activo de la polimerasa 3°.

A Template =
strand “ K560
. T

Q i Helix P
‘i ‘ A\ Helix N
. i)
0} r 4 "-—-_ ;:‘/,-\‘
AS R482
arr
Primer N K486
3 N
strand ".\
- 60°

B L561 % K560 47rp
template A >

-

G568 Y567 Y416

Figura 21 Reconocimiento del par de bases nacientes. A) Se muestran las helices Ny P del
dominio dedos cuyos residuos K486, R482 y K560 (en Azul) encargados de contactar el
dNTP adopta una conformacién cerrada con un giro de 60° para poder alinearlo con la base
del DNA templado. B) El dominio dedos y palma forman el sitio catalitico con el dTTP
entrante (dorado) y la base A (gris), en rosa superpuesto se puede ver un un apareamiento
no candnico A:C (Tomado de la base PDB | 402D, 2018).
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13.4. La polimerasa del bacteriofago Phi29

El bacteri6fago phi29 de Bacillus subtilis posee un genoma lineal de
aproximadamente 19.3 kb, con una proteina covalente unida al extremo 5’ lamada
p3 o proteina terminal (TP) codificada por el gen 3 36, La replicacién del fago inicia
cuando la TP se une covalentemente al DNA viral, quedando un grupo -OH de la
Serina-232 disponible para poder ser utilizada a modo de cebador 37 por la DNA
polimerasa viral, codificada por el gen 2. La DNA polimerasa del fago phi29
pertenece a la familia B de las polimerasas la cual posee actividad correctora 3’-5’

exonucleasa lo cual la convierte en una polimerasa altamente fiel 38 .

=

|
5 190 261 359 395427 * 531 575

Figura 22 Representacion esquemética de los dominios de DNA polimerasa de phi29. Rojo
subdominio Exonucleasa (1-190 ), Rosa subdominio palma (190-261 y 427-531), Amarillo
subdominio TPR1, Azul subdominio dedos (359-395), Celeste subdominio TPR2 (395-427),
Verde subdominio pulgar (531-575) Tomado de Kamtekar et al., 2004.
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Las polimerasas de la familia B capaces de unirse a una proteina TP para la
elongacion de DNA, posee dos motivos, uno el TPR1 (Terminal Protein Region 1)
el cual esta involucrado en la interaccion TP y DNA; y el motivo TPR2 el cual le
confiere desplazamiento de hebra y alta procesividad; ademas dicho motivo
recuerda mucho a las proteinas de sujecion lo cual explica la alta procesividad 27.

En phi29 el dominio TPR1 comprende la region entre los residuos 261 a 358, es un
conjunto de a hélices y ldminas B (como se muestra en la figura 23), dicho motivo
se encuentra en el borde del subdominio de la palma, las mutaciones en los
residuos K305 y Y315 afectan las capacidad de la DNA polimerasas de utilizar TP

como cebador 23,

El desplazamiento de hebra en polimerasas replicativas usualmente es potenciado
por motivos que se encuentran en los alrededores del DNA, en el caso de la DNA
polimerasa de phi29 se forman tres tineles, uno de los cuales esta formado por el
dominio exonucleasa, la palma y la regién TPR2 3, La estrecha dimension de este
ttnel (10 A de longitud y 10 A diametro aproximadamente) impide el paso de DNA
de doble cadena proporcionando una base estructural para el desplazamiento de
hebra, hecho que queda demostrado ya que la eliminacion del motivo TPR2
perjudica la procesividad de la polimerasa mutante 23.

Figura 23 Estructuras de los dominios TPR1 y TPR2. A) Motivo TPR1 se encuentra entre
los subdominios palma y dedos (302-358) y 261-301 con los cuales no tiene homologia con
otras DNA polimerasas de la familia B. B) Motivo TPR2 de phi29 (Azul) y motivo TPR2 de
la T7 RNA polimerasa (dorado) Tomado de Kamtekar et al., 2004.
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13.5. Métodos de Amplificacion Isotérmica

13.5.1. Amplificacion por Desplazamiento Multiple MDA

En la naturaleza la replicacion de DNA circular tanto de plasmidos como de virus
frecuentemente sucede via circulo rodante (RCA), que consiste en la amplificacion
de un oligonucleétido alineado a un templado de DNA circular en una continua
amplificacion en tandem, la ventaja de esta técnica es la amplificacion a temperatura

constante 40,

La amplificacion por desplazamiento mdultiple utiliza la propiedad de desplazamiento
de hebra de phi29, asi como su alta procesividad y fidelidad utilizando iniciadores
aleatorios amplificando hasta 10,000 veces. Para evitar la degradacion debido a la
actividad correctora 3’-5’ exonucleasa los oligonucleétidos poseen tiofosfatos en los
dos nucledtidos terminales en 3’ (5-NpNpNpNpSNpSN-3) y de ésta manera pueden

ser desplazados sin que se degraden 40,

/
e + N + dNTPs 4 |

. — -~

Phi29 DNA Random Input DNA
Polymerase Hexamer
Primers

Figura 24 Esquema de amplificacion por MDA. Los iniciadores al ser aleatorios se alinean
a cualquier parte de la secuencia, posteriormente la phi29 DNA polimerasa desplaza los
iniciadores que se encuentran adyacentes realizando méas de 800 copias por hora
(Tomado de http://biol2.wikifoundry.com 2018).
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13.5.2. Amplificacion isotérmica mediada por lazo LAMP

La amplificacién LAMP es una tecnologia de amplificacién de acidos nucleicos que
amplifica DNA bajo condiciones isotérmicas 4. La técnica utiliza un set de cuatro (o
hasta seis) iniciadores que reconocen cuatro secuencias diferentes y una DNA
polimerasa que presente desplazamiento de hebra. Los productos amplificados son
estructuras de tallo-lazo con varias repeticiones invertidas de la secuencia diana y

estructuras tipos coliflor con mdltiples bucles 22,

En la polimerizacion de DNA por la DNA polimerasa, iones de pirofosfato P207%
son liberados de los dNTP como subproducto, cuando se produce en grandes
cantidades el pirofosfato reacciona con el Magnesio produciéndose un precipitado

blanco 42 :
(DNA)n-1 + ANTP — (DNA)n + P207*
P207* + 2Mg?* — Mg2P207

Es posible monitorear la formacién del precipitado tanto a simple vista o con
indicadores colorimétricos; de manera indirecta la calceina forma un complejo con
los iones de Magnesio presentes en la reaccion, a este punto la solucion es de color
naranja, si embargo cuando los iones de pirofostato se encuentran presentes la

calceina libera los iones magnesio recuperando el verde fluorescente 43

o/ o7

% Quenching % /
DNA \
polymerase ;
ngg,
Amplification \
dNTPs MY
N Mg,P,0,
Mg’ 24 & t
g Mg Mn,P,0, |PP

Figura 25 Indicador Calceina para monitorear una reaccion de LAMP (Tomado de Zhang
et al., 2014)
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13.5.1. Mecanismo de amplificaciéon de LAMP

El método esté basado en la sintesis de DNA a través del desplazamiento de hebra
de manera auto ciclica. La técnica utiliza la polimerasa Bst large fragment de

Bacillus stearothermophilus la cual presenta desplazamiento de hebra:

3 E_Ean_=H v . Bl B2, suB3ys 5
5 F3 il 3
\J_Flnrward internal
5 primer (FIP) l
5 il i uFl hile B2 e o
3 4 -(—-"& 5"
Backward internal
primer (BIP)

Exponential Amplification

Figura 26 Mecanismo de amplificacién de LAMP. Alineacion de iniciadores F3y FIP donde
el oligo FIP formara parte del lazo izquierdo y F3 es un oligo necesario para desplazar la
hebra adyacente, los iniciadores B3 y FIP forman parte del lazo derecho, una vez obtenida

la estructura de lazos la amplificacion se realiza de manera exponencial.
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14.Hipotesis

Por provenir de un organismo extremofilo la DNA polimerasa de Thermotoga
maritima A7A, que ademas posee un motivo TPR2 sera capaz de realizar
desplazamiento de hebra, necesario para poder ser implementados en técnicas de

amplificacion como MDA y LAMP.

15.0Dbjetivos

e Objetivo General: Evaluar la capacidad de la DNA polimerasa de
Thermotoga maritima A7A de realizar desplazamiento de hebra debido a la

presencia del motivo TPR2.

15.1. Objetivos especificos

e Evaluar la capacidad de realizar desplazamiento por medio del ensayo de
MDA con iniciadores resistentes a actividad exonucleasa.

e Evaluar la fidelidad de amplificacién por medio de la amplificacion del
plasmido pucl9.

e Evaluar la sintesis translesion de la polimerasa frente a templados con
lesiones.

e Evaluar la capacidad de amplificar regiones especificas de gDNA de
distintos patdgenos frente a temperatura constante a través del método de

amplificacion isotermal LAMP.
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16.Metodologia

16.1. Purificacion de la DNA polimerasa T. maritima

Previamente se habia clonado la DNA polimerasa en el vector de expresion petl9, con cuyo
plasmido se cloné en la cepa de expresion BL21, trasformando 2ul de plasmido en 40
ul de células y se sembraron en cajas con medio LB y antibiotico ampicilina. Se
realizaron pre-inoculos de 20 ml de medio Lb con antibidtico para posteriormente
inocular 1 litro de medio LB con antibi6tico. Se dejaron a 37°C en agitacion hasta
gue llegar a una O.D entre 0.6-0.8. Posteriormente se indujeron con 1 mM de IPTG
y se incub6 a 16 °C por toda la noche. Se establecié un protocolo de purificacion de
la siguiente manera: Se centrifugd el medio a 5,500 rpm durante 15 min. Los pellets
se resuspendieron en 20 ml de BL o buffer de lisis (500 mM de NaCl, 25 mM HEPES,
10% Gliceroly 1 mM PMSF) y 1 mg/mL de lisozima para dar inicio a la lisis celular,
posteriormente se puso en hielo por 30min. Después se congel6 con nitrégeno
liquido y se dej6 descongelar a temperatura ambiente. La mezcla se sonic6 entre
10 a 20 veces segun su viscosidad posteriormente se puso en agitacion durante 30
minutos mientras que se le agreg6 PEI pH 7.4 por goteo hasta que la mezcla cambié
de color. La muestra se centrifuga a 13,000 rpm durante 1hr a 4°C. Se colecto la
fraccion soluble y se filtr6 (Merck Millipore de 0.45 um). El filtrado se lavo en una
solucion de BL en 5 mM de Imidazol, luego BL en 15 mM Imidazol y un tercer lavado

en 20 mM Imizadazol.

16.2. Ensayo de MDA

Para el ensayo de desplazamiento de hebra se utilizé el plasmido pucl9 el cual
codifica para el fragmento N-terminal del gen la B-galactosidasa. En una reaccion
de 50 uL el cual contiene un buffer de reaccion para polimerasa phi29, el plasmido
pUC19 a una concentracion de 10 ng/uL, albumina de suero bovino (BSA) a una
concentracion de 100 ug/mL, diotiotreitol (DTT) 2 mM, iniciadores hexaméricos
aleatorios (Random Hexameric Primer ThermoFischer) 5 uM, DNA polimerasa a

una concentracion de 100 nM final y agua MilliQ.
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16.3. Fidelidad de la DNA polimerasa

A partir de pUC19 amplificado mediante MDA por la polimerasa, se tomaron hasta
250 ng y se trataron simultaneamente con Hindlll y Dpnl durante 2h a 37°C en un
volumen total de 50 uL en la siguiente reaccion: DNA hasta 250 ng Buffer 2.1 (New
England Biolabs), Hindlll (NEB) 1 pL, Dpnl 1 uL y agua cbp 50 uL. Posteriormente
a la digestion el DNA se purifica por columna (Qiagen PCR purification kit), y se
resuspendio en 20 yL en agua libre de nucleasas. Del DNA purificado se tomaron
al menos 100 ng. Este DNA se recircularizé mediante ligacién en una reaccion de
20 uL durante toda la noche a 16 °C. Con los plasmidos recirculados se transforma
con el procedimiento de rutina 100 pL de células quimicamente competentes de la
cepa XL-1 Blue (Tc) de E. coli con 20 ng de DNA ligado, después del choque
térmico, se adiciond 1 mL de medio SOC y las células se incubaron a 37°C por 2hr.
Se siembran alicuotas de 250 pL en placas de 150 mm suplementadas con
ampicilina (100 uyg/mL), X-Gal (100 ug/mL) e IPTG (1 mM). Se incubaron las placas
a 37°C al menos 24hr hasta la aparicion de colonias. Para obtener una Optima
actividad de la B-galactosidasa y discernir entre colonias azules y blancas, se

incubaron las placas a temperatura ambiente 30°C por al menos 2hr.

Para calcular la tasa de error se utiliz6 la siguiente formula:

_f—f0

ER =
344bp

d

Donde:

f = frecuencia de mutantes (colonias blancas/ colonias totales), fO= frecuencia de
fondo (colonias blancas/ colonias totales, transformando con la misma cantidad de
pUC19 tratado con las condiciones que el DNA proveniente de MDA), d= nimero
de veces que el DNA fue duplicado por la polimerasa en estudio (ng de producto/ng
iniciales de DNA).
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16.4. Sintesis Translesion

Para evaluar la sintesis translesion se marcaron iniciadores en el extremo 5’ con
fosforo radioactivo (y-ATP). En una reaccion de 30 pL, se ajustan los iniciadores a
una concentracion de 1.25 uM, cinasa (T4 polynucleotide kinase), Buffer PNK (NEB)
y 1 uL de ATP [ y-32P], la reaccion se incubd durante 1hr a 37°C, posteriormente se
purifica por medio de kit de purificacion considerando una pérdida del 30%
quedando los iniciadores a una concentracion de 200 nM. Cada uno de los
iniciadores se hibridan a un templado complementario el cual contiene una lesion
frente la cual se evalué la capacidad de traspasar dicha lesion frente a un gradiente
de tiempo (0, 30, 120 y 480 segundos) con la polimerasa Thermotoga maritima A7A

a una concentracion final de 40 nM .

Tabla 3 Iniciadores sintesis Translesion. El * indica el oligo marcado radioactivamente

Nombre Secuencia Longitud
OligoDg* 5' CAC TGA CTG TAT GAT G 3' 16 pb
5S6R 5' CTC GTC AGC ATC TXC ATC ATACAG TCAGTG 3' | 30 pb
5R6S 5' CTC GTC AGC ATC TXC ATC ATACAG TCAGTG 3' | 30 pb
6-4 PP 5' CTC GTC AGC ATC XXC ATC ATACAG TCAGTG 3' | 30 pb
CPD 5' CTC GTC AGC ATC XXC ATC ATACAG TCAGTG 3' | 30 pb
OligoPrimer* 5' TGT TAG CAG ACA AGCCGAT 3' 19 pb
Guanine 5' AAG AGT ACG ATC GGC TTG TCT GCT AACA 3' 28 pb
8-0x0G 5' AAG AGT ACX ATC GGC TTG TCT GCT AACA 3! 28 pb
Abasic site 5' AAG AGT ACX ATC GGC TTG TCT GCT AACA 3! 28 pb
16.5. Actividad exonucleasay polimerasa

De igual manera que con el ensayo de sintesis translesion se evalué la actividad
exonucleasas y polimerasa ( Thermotoga DNA y phi29 DNA polimerasas) frente a
una mezcla de reaccion en ausencia y presencia de dNTP’s 1 mM y MgCl2 10 mM
con el oligoPrimer y el templado Guanine.
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16.6.

Ensayo LAMP

En una mezcla de reaccion: en una reaccion de 25 pL, dNTPs 400 uM, Buffer phi29
(Thermo Fisher ) 1x, oligo F3 y B3 0.2 pM, iniciadores FIP y BIP 1.6 uM, BSA 10

pg/mL, gDNA (de los organismos descritos en la tabla 3) 1 ng total y agua, se incubd6

durante 2 minutos a 95°C para poder alinear los iniciadores al gDNA, seguido de un

enfriamiento en hielo durante 5 minutos. Pasado este tiempo, se incuba a 65°C la

DNA polimerasa de Thermotoga maritima A7A durante 3 horas. El amplicon se

visualiza en un gel de agarosa al 3%.

Tabla 4 Iniciadores para el ensayo LAMP

Nombre Oligo Secuencia Gen diana
Klebsiella F3-Kn 5’CCTGATTGCATTCGCCACT-3 Khe*
pneumoniae

B3-Kn CCTCCAGCACGTAGATGAAC

FIB-Kn GTTGAGACGTAAACCGCGCCCGACGATGCCACTTATCCCG

BIP-Kn GATCCACCACGAGCGACTGCTTCCTCATCGCTCTCCGC
Candida F3-Ca ATGCGGGATGAACCGAAC ITS %
albicans

B3-Ca TCGTCACTGACCTCCACG

FIB-Ca TTCCGACTTCCATGGCCACCGAATGCACGCTCATCAGACA

BIP-Ca CACCGGCCGAATGAACTAGCCCGTCAAAACAGCAATCACGG
Salmonella F3-St GCGGTGGGTTTTGTTGTCT invA46
typhimurium

B3-St CGTAAAGCTGGCTTTCCCTT

FIB-St TCCGCGACACGTTCTGAACCCTCTATTGTCACCGTGGTCC

BIP-St TGCCGATTTGAAGGCCGGTACAGTACGCTTCGCCGTTC
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17.Resultados

17.1. Estructura por Homologia

A partir de la secuencia de aminoacidos y con ayuda del servidor i-tasser, fue
posible modelar la estructura por homologia de la DNA polimerasa Thermotoga DNA
polimerasa (Con un C-score -1.20), los motivos presentes en la proteina se
obtuvieron a partir de la alineacion con la polimerasa del bacteriéfago phi29.

1 228 291 381 421 473 551 715

Figura 27 Estructura por Homologia de la DNA pol de T. maritima. Es posible apreciar los
subdominios  pulgar (verde), palma (rosa), dedos (Azul) presentes en todas las
polimerasas. En azul claro se puede apreciar el dominio TPR2 responsable del

desplazamiento de hebra en la polimerasas de la familia B.
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17.2. Ensayo MDA

La polimerasa de Thermotoga maritima A7A es capaz de efectuar amplificacion
isotérmica (50°C) en un ensayo de MDA en el curso de 6 horas como puede verse
en la figura 28, el concatdmero muestra un peso molecular mayor a las 10 kpb,
seguido de una digestion con la enzima Hindlll, con la cual es posible apreciar el
tamafio del templado inicial 2686 pb. La concentracion final en el tubo de reaccion

fue de 60.36 ng/uL en promedio.

Thermotoga 200 nM phi29 200 nM
10 ng 10 ng

DNA DNA
pb 1kb4

/T (min)

Digestio
Hindlll
10,000
6000
3000
1000
250 ;

Figura 28 Amplificacion de Thermotoga maritima y phi29. El amplicén producto del ensayo

de MDA se corre en un gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio.
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17.3. Fidelidad de la DNA polimerasa

Evaluar la fidelidad en la replicacion de una DNA polimerasa nos permitira
determinar la posible utilidad biotecnoldgica de dicha enzima.

Una vez demostrada la capacidad de efectuar MDA se procedi6é a evaluar la tasa
de error de la polimerasa de Thermotoga maritima A7A frente lo reportado por la

polimerasa phi29.

A) Thermotoga
MWophi2d M T2 T3

B) 1kB phi29 T1 T2 T3

Figura 29 Amplificacion del plasmido pUC19 por medio de MDA. A) Amplificacion isotermal
antes de la reaccién de digestion con Hindlll. B) Productos de digestién de 2686 pb. C) Los
productos digeridos son recirculados y transformados en la cepa XL-1 Blue la cual muestra

una colonia azul cuando no hubo errores en la amplificacién en presencia de X-Gal.
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17.3.1. Tasade Error

En la tabla 4 podemos apreciar la tasa de error de cada uno de los eventos de replicacion y el promedio de tasa de error
de 7x103.

Tabla 5 Resultados de la evaluacion de fidelidad por medio de MDA.

f, frecuencia Concentracion final
ID Azules Blancas Total mutantes MDA d, ng DNAfin/ ng DNAIni [ER
fo 1603 1647 1573 17 13 7 4860 0.007613169 0
PHI29 |962 1008 1139 16 7 2 3134 0.007977026 57.27 ng/uL 114.54 0.00012186
T1 342 351 322 12 12 8 1047 0.030563515  [53.74 ng/ulL 107.48 0.007212582
T2 451 360 457 19 15 13 1315 0.035741445  |68.65 ng/ul 137.3 0.011292434
T3 650 632 600 8 11 17 1918 0.018769552  |58.7 ng/uL 117.4 0.003829706

Promedio 7x103
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17.4.

Resultados sintesis translesion

La polimerasa de Thermotoga maritima A7A es una polimerasa capaz de realizar sintesis
translesion frente a un templado 8-0xoG, 5R-6S, 5S-6R, sin embargo es incapaz de

traspasar un templado que contiene CPD, el fotoproducto 6-4 PP y sitio abésico.

T
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Figura 30 Sintesis translesion frente a diferentes dafios. A) El ensayo fue evaluado con un

dafio en el templado en la posicion 20 denotado como X. B) Polimerizacién frente a un

templado con dafio en la posicion 17.
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17.5. Actividad Exonucleasa y polimerasa

Ensayo de actividad exonucleasa y polimerasa cuando la polimerasa se incuba en
ausencia o presencia de dNTPs una reaccion que se incub6 a 6 diferentes tiempos
(0, 30, 60, 120, 240 y 480 segundos). La concentracion de polimerasa en

Thermotoga maritima fue de dos veces la concentracion de phi29.

phi29DNApol ThermotogaDNApol
-dNTPS +dNTPS -dNTPS +dNTPS
t(sec) 030 60120 240 480 030 60120 240 480 030 60 120 240 480 030 60120 240 480
28 mer —P»
e

polymerization

19mer —pe NDERENENES  SDENERERE r— Pren—

exonuclease —

‘e

Figura 31 Comparacion de la actividad exonucleasa de phi29 y Thermotoga maritima A7A.
Para el caso de la DNA polimerasa de T. maritima se utilizé una concentracion de 40 nM

frente phi29 de 20 nM.
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17.6. Ensayo LAMP

Ensayo de amplificacion de regiones especificas, utilizando la capacidad de
desplazamiento de hebra y su posible aplicacién para la deteccion de patdgenos a

temperatura constante.

LAMP

C. albicans S. typhi K. pneumoniae

gDNA gDNA  gDNA

gDNA gDNA gDNA  H20
Mw H20 no target H20 no target no target

Figura 32 Ensayo de amplificacién por LAMP. Para la deteccion del patégeno a través de
la técnica LAMP, se utilizaron 1 set de cuatro diferentes primer cuyo gen diana fue diferente
en cada caso; para C. albicans fue la regién ITS; en S. typhi el gen invA mientras que para

K. pnenumoniae el gen khe.
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18.Discusidén

Por medio de la amplificacion via MDA fue posible obtener a partir de 10 ng totales
de plasmido pUC19 una concentracion final de 60.36 ng/uL (una vez purificado por
Kit), la amplificacion se efectla a una temperatura de 50°C lo cual brinda una
ventaja sobre la polimerasa de phi29 un organismo mesofilo cuya optima

temperatura es entre 25°C y 30°C.

El uso de oligos resistentes a la actividad exonucleasa permite amplificar
desplazando la hebra adyacente sin que sea degradada por la polimerasa ya que

ésta presenta actividad 3’-5’ exonucleasa.

Evaluar la fidelidad de la polimerasa en un evento de replicacion nos permitira
disponer de un parametro para los posibles usos biotecnolégicos, ya que por
ejemplo las polimerasas con una alta fidelidad son generalmente utilizadas para
secuenciacion de genomas completos (WGA whole genoma amplification), como el
caso de la polimerasa phi29. En el ensayo de fidelidad la polimerasa de Thermotoga
maritima presenta una tasa de error promedio de 7x10%, muy por debajo de la
polimerasas comerciales ya que por ejemplo Mclnerney en 2014 reporta tasas de
error: para Taq 1-20 x10 -, pfu 1-2x10%, Phusion Hot Start 4x10°7. En este ensayo,
phi29 mostr6 una tasa de error de 12x10°. Con dicha tasa de error tan alta es

posible que acepte un amplia variedad de substratos.

Para comprobar si la alta tasa de error podria estar involucrada en la replicacion en
DNA con dafio, se llevo a cabo la sintesis translesion. Por lo que se evaluaron 6
posibles dafios que normalmente presenta el DNA: 8-oxo-Guanina (es el tipo de
lesibn mas comun que resulta de la interaccion del DNA con el oxigeno), AB (abasic
site, es una ubicacion en el DNA gque no presenta una base de purina o pirimidina),
5R-6S y 5S-6R timin glicol (los cuales son el resultado del oxigeno con una timina),
CPD (dimero de pirimidina un tipo de dafio provocado por la interaccion del DNA
con energia de alta intensidad como luz UV) y 6-4 PP ( dimeros de ciclobutano
pirimidina un subproducto de la reaccion de CPD). El ensayo mostré que la DNA

polimerasa de Thermotoga maritima es capaz de traspasar la lesién 8-oxoG,
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seguido de las lesiones de timin glicol y en menor medida el sitio abasico, por otro
lado la polimerasa muestra nula polimerizacién cuando se trata de las lesiones

fotoproducto.

La polimerasa Thermotoga maritima muestra actividad 3’-5’ exonucleasa en
ausencia de dNTPs asi como de actividad 5’-3’ polimerasa dicha actividad fue
medida utilizando un oligo de 19 pb marcado en el extremo 5’ con y—P32 alineado
a un templado sin marcar de 28 pb. Debido a una menor actividad de la enzima se
utilizé una concentracion dos veces mayor al de la polimerasa control phi29.

La amplificacién isotérmica MDA posee la desventaja de utilizar oligos aleatorios lo
que significa se pueden alinear a cualquier muestra de DNA presente en el tubo de
reaccion, lo cual lo convierte en una técnica susceptible a contaminacion, para
mediar esto en 2000 se disefio la técnica de amplificacidn mediada por lazo, dicha
técnica utiliza un set de 4 a 6 oligos los cuales se alinean a regiones muy especificas
del DNA diana. En el ensayo de amplificacion por lazo de este proyecto es posible
observar una alta especificidad con los oligos para LAMP con S. typhi y K.
pneumoniae, sin embargo, en ninguno de los carriles es posible apreciar el patréon
tipico de una amplificacion via LAMP, esto quizd debido a la fuerte actividad

exonucleasa previamente descrita.
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19.Conclusiones

e La polimerasa del organismo extreméfilo Thermotoga maritima presenta un motivo
TPR2 el cual le confiere la capacidad de realizar desplazamiento de hebra.

¢ La DNA polimerasa de Thermotoga maritima es una enzima termoestable capaz de
realizar desplazamiento de hebra por arriba de la temperatura de la DNA pol de
phi29.

e La DNA polimerasa de Thermotoga maritima es capaz de realizar amplificacion
isotermal a través del método MDA el cual utiliza oligos aleatorios resistentes a la
actividad 3’-5" exonucleasa.

e La baja fidelidad mostrada y estabilidad térmica en el dicho ensayo podria ser un
indicio de la capacidad de la polimerasa para aceptar una amplia variedad de
nucleétidos modificados, con la cual se pueden desarrollar nuevas técnicas de
amplificacion.

e La capacidad de desplazamiento de hebra le permitiria identificar regiones
especificas con el ensayo isotérmico LAMP, como una alternativa a la Bst DNA

polimerasa.
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