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Resumen

El DNA estd continuamente expuesto a agentes genotdxicos causantes de mdltiples
lesiones en esta molécula. De entre ellas, una de las mas frecuentes y deletéreas es la
generacion de sitios abasicos que puede conducir a la generacién de roturas de doble
cadena del DNA, asi como al bloqueo de procesos esenciales como la replicacién y la
transcripcion.

Summary

DNA is constantly exposed to genotoxic agents that cause multiple damages in this
molecule. Abasic sites are one of the most frequent and deleterious type of lesions that
can lead to double strand breaks, as well as to the blockage of essential processes as
replication and transcription.
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De entre los mdltiples tipos de lesiones que pueden surgir en el DNA, una de las mas
frecuentes es la generacion de sitios abasicos (AP), que en el caso de células de
mamiferos aparecen con una frecuencia de entre 10.000 y 50.000 por célula y dia. Los
sitios AP pueden originarse por la depurinizaciéon espontanea de los nucledétidos, o tras
la accién de glicosilasas que hidrolizan el enlace glicosidico para eliminar tanto bases
nitrogenadas dafiadas como el uracilo resultante de la desaminacion de las citosinas. La
proximidad de sitios AP en las dos cadenas del DNA pueden dar lugar a roturas de
doble cadena (DSBs, del inglés Double Strand Breaks) que son las lesiones mas
peligrosas que puede sufrir el DNA ya que pueden provocar reordenaciones
cromosOmicas o la muerte celular (Hoeijmakers, 2001), siendo pues su reparacion
crucial para el mantenimiento de la integridad del genoma.

Las DSBs generadas ya bien sea por proximidad de sitios abasicos, como por otros
agentes genotoxicos, como la radiacion ionizante, pueden ser reparadas basicamente
por dos mecanismos: la recombinacion homdloga (HR, del inglés Homologous
Recombination), y la unién de extremos no homdlogos (NHEJ, del inglés Non
homologous End Joining). En la HR la informacién de una copia intacta del DNA "roto"
se emplea como molde para la sintesis de DNA en el sitio de la rotura, de manera que la
lesion se repara de manera fiel, de ahi que sea la ruta de reparacion principal en
bacterias en proliferacién, asi como durante las fases S y G2 de células eucariotas
(Krejci et al., 2003). Por el contrario, debido a que en la NHEJ la unién de los extremos
es directa, no se requiere la presencia de una copia adicional de DNA que actie como
molde, siendo una ruta activa a lo largo del ciclo celular eucariota, asi como en muchas
bacterias que pasan parte de su ciclo vital en estado estacionario en el que solo hay una
copia del DNA. Durante la NHEJ, los extremos de la rotura son usualmente procesados
por actividades nucleoliticas y/o de polimerizacion antes del paso final de ligacion. Esto
hace que el resultado final de la reparacion sea una molécula de DNA en la que se han
insertado/delecionado uno o varios nucleétidos en el sitio donde se produjo la rotura, por
lo que esta ruta de reparacion es frecuentemente infiel o mutagénica (Pitcher et al.,
2007).
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En nuestro grupo estamos interesados en estudiar las
caracteristicas bioquimicas de los componentes del
sistema NHEJ bacteriano. Se trata de un sistema minimo
constituido por dos proteinas: un homodimero de la
proteina Ku y una proteina multicatalitica denominada
Ligasa D (LigD). El homodimero Ku tiene forma de anillo y
reconoce la rotura, enhebrando los extremos a través de
su canal central (ver Figura 1A). Posteriormente recluta a
LigD, que en muchos casos contiene una actividad
nucleasa, polimerasa y ligasa, que se encargan del
procesamiento de los extremos, el relleno de los huecos
(gaps) que surgen cuando se produce la sinapsis entre los
dos extremos de la rotura, y de la ligacion final de las
cadenas, respectivamente (Pitcher et al., 2007). Nuestros
tltimos resultados han demostrado que si se encuentran
sitios AP proximos a extremos 5 protuberantes de la
DSBs, son reconocidos y procesados por Ku gracias a
una nueva actividad catalitica denominada AP-liasa que
rompe el enlace fosfodiéster 3" del sitio AP, dando lugar a
una pequefia delecibn (de Ory et al., 2014).
Posteriormente, la LigD es reclutada a la rotura, lleva a
cabo el relleno del gap por su actividad polimerasa y
finalmente liga el grupo 3’-OH de uno de los extremos de
la rotura con el 5-P, generado tras la actividad AP-liasa
de Ku, del otro extremo (ver Figura 1A).

Por otra parte, la presencia de sitios AP en solo una de las
cadenas de DNA también puede tener consecuencias
mutagénicas y citotoxicas ya que son sitios "no
informativos" que las DNA polimerasas replicativas y las
RNA polimerasas no son capaces de utilizar como molde
durante la incorporacion de nucleétidos, pudiendo dar
lugar a un bloqueo de procesos esenciales como la
replicacion y la transcripcién. En este caso, la reparacion
de los sitios AP es llevada a cabo mediante la ruta de
reparaciéon por escision de bases (BER), la mas
frecuentemente utilizada in vivo y en la que los enzimas
gue participan estan conservados en procariotas y
eucariotas (Almeida y Sobol, 2007). El sitio AP es
reconocido por una AP-endonucleasa que hidroliza el
enlace fosfodiéster 5° del sitio AP, generando un extremo
5’-deoxiribosa fosfato (dRP) que ha de ser eliminado por
una 5-dRP liasa para generar un extremo 5°-P. El
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pequefio gap resultante es posteriormente rellenado por
una DNA polimerasa que restaura el nucle6tido original.
Finalmente, los extremos 3" y 5  son sellados por una
DNA ligasa. Hasta ahora, estas actividades parecian
residir en proteinas independientes. Sin embargo,
recientemente hemos mostrado cémo la proteina LigD,
ademas de las actividades polimerasa y ligasa ya
comentadas anteriormente presenta una actividad 5 -dRP
liasa, encargada de sanear los extremos 5 dRP que
surgen durante la reparacion de sitios abasicos tras la
actuacion de la AP endonucleasa (de Ory et al., 2016).
Hemos demostrado como la LigD es capaz por si sola de
reconocer el nick generado por una AP endonucleasa,
rellenar el hueco resultante restaurando el nucleotido
original, eliminar el extremo 5 -dRP y finalmente sellar las
dos cadenas de DNA (ver esquema en Figura 1B). Esta
actividad parece ser general de las proteinas LigD ya que
tanto la LigD de Bacillus subtilis como la de Pseudomonas
aeruginosa la poseen. Ademas, hemos demostrado in vivo
la importancia de dicha actividad, ya que esporas de B.
subtilis carentes de LigD y sometidas a dafio oxidativo
(que es fundamentalmente reparado por la via BER)
presentan una caida drastica de la viabilidad celular.

Estos resultados expanden la intervencién de esta
proteina en diferentes vias de reparacion, haciendo que
sea una potencial diana terapéutica para la generacion de
inhibidores de dicha proteina que podrian conducir a la
muerte bacteriana.
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Figura: (A) Reparacion de roturas del DNA por el sistema NHEJ
bacteriano. (B) Esquema de la reparacion de sitios AP por la
LigD bacteriana.
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