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El Premi Nobel de Quimica 2015: els mecanismes de reparacio del DNA
The Nobel Prize in Chemistry 2015: the DNA-repair mechanisms

Ramon Eritja
Institut de Quimica Avangada de Catalunya (IQAC-CSIC)

Resum: La informacio genética es manté durant generacions en un ambient que pot malbaratar la seva integritat. El Premi

Nobel de Quimica 2015 es va concedir als investigadors Tomas Lindahl, Paul Modrich i Aziz Sancar pel seus treballs en el
descobriment dels mecanismes de reparacio del DNA. En aquest article es detallen la importancia i la repercussio dels des-

cobriments realitzats pels tres investigadors guardonats.
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Abstract: Genetic information is maintained for generations in an environment that can damage the integrity of DNA. The

Nobel Prize in Chemistry 2015 has been awarded to researchers Tomas Lindahl, Paul Modrich and Aziz Sancar for their work in
the discovery of the mechanisms of DNA repair. This article details the main discoveries made by the Nobel laureates.
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Introduccio

| Premi Nobel de Quimica 2015 va ser concedit
conjuntament a l'investigador suec Tomas Lin-
dahl, a l'investigador america Paul Modrich i a
I'investigador turc Aziz Sancar en reconeixenca
dels seus treballs en relacio amb I'estabilitat i
els mecanismes de reparacio del DNA [1].

Els acids nucleics son transmissors de I'herén-
cia genetica. Per dur a terme la funcidé del DNA, s'han de man-
tenir intactes 3.000 milions de nucleotids (segons les dades
del projecte del genoma huma), en un total d'aproximada-
ment 3,7 x 10" cellules durant generacions. El DNA presenta
una estructura helicoidal de doble cadena formada per la po-
limeritzacio de quatre nucleodtids diferents: dos contenen una
base purica (adenina/guanina) i dos, una base pirimidinica
(timina/citosina). Quan es va determinar I'estructura del
DNA, es va postular que I'alteracié de la seqliéncia de nucleo-
tids del DNA o mutacions podia ser I'origen de nombroses
malalties [2]. Pero, en general, s'acceptava que aquesta molé-
cula era molt estable, practicament immutable, ja que no s'hi
observaven canvis rellevants en periodes de temps curts. No
obstant aixo, cal indicar que existeixen petites variacions,
I'acumulacio de les quals durant milions d'anys pot ser la base
de la diversitat dels éssers vius i de la seva adaptacio al medi
ambient.
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S'ha demostrat que el DNA és una molécula molt estable quimi-
cament, ja que, en condicions optimes, es poden obtenir seqiien-
cies de DNA de mostres que s’han mantingut inalterades i sense
contaminacio de fins a 100.000 anys d'antiguitat [3]. Aquesta
estabilitat ha permes I'obtencid de seqiiéncies de genomes
d'animals extingits recentment i ha permes també determinar la
filogénia del llinatge huma des dels Australopithecus fins als
Homo sapiens actuals. Perd no ens permet aillar genomes de res-
tes d'organismes que van morir fa més d'un mili6 d'anys. Es im-
possible determinar les seqiiéncies del genoma dels dinosaures,
ja que es van extingir fa més de 65 milions d'anys. Hem de tenir
en compte, d'altra banda, que el metabolisme cellular i el medi
ambient on vivim generen una quantitat important de substan-
cies quimiques i agents fisics que poden destruir parts del DNA.
Finalment, s'ha de considerar que en el procés de duplicacio del
DNA es generen petits errors, I'acumulacio dels quals podria su-
posar un perill per a la supervivéncia de les céHules.

L'activitat dels cientifics guardonats, tal com es descriu en
aquest article, ens ha aportat el coneixement sobre els meca-
nismes celulars que actuen en la reparacio del DNA i, per
tant, ajuden a fer que els nostres genomes es mantinguin in-
alterats durant generacions, la qual cosa és vital per a la cel-
lula i els organismes. Els petits canvis acumulats que s'escapin
d'aquests mecanismes poden provocar des de canvis evolutius
fins a malalties.

L'estabilitat del DNA

Tal com hem avancat en la introduccid, hi ha tres fonts d'er-
rors en el DNA:



La inestabilitat intrinseca del DNA

Un dels primers objectius de la recerca de Tomas Lindahl als
anys setanta va ser determinar la inestabilitat intrinseca del
DNA a base d'aillar els productes de degradacié mitjancant el
marcatge radioactiu dels nucleotids [4, 5]. Aixi es va determi-
nar que la reaccio de degradacié més important és la hidrolisi
de I'enllag glicosidic (figura 1a). Aquesta reaccio genera llocs
sense la base i és molt important en el cas de les purines, que
tenen un temps de semireaccié de només 730 anys, mentre
que les pirimidines tenen un temps de vida mitja de 14.700 anys
[4, 6]. També s'ha estimat que es generen cada hora aproxi-
madament uns 10.000-15.000 d'aquests llocs sense base

per ceHula.

La segona reaccio en importancia és la desaminacio hidroliti-
ca (figura 1b). En aquesta reaccid, els grups amino exociclics
s'hidrolitzen a grups ceto. La nucleobase (base unida al nu-
cleotid) més inestable és la 2’-desoxicitidina (dC), que es con-
verteix en 2’-desoxiuridina (dU) [5]. La vida mitjana de la dC
en DNA de doble cadena és de 30.000-50.000 anys, i en DNA
de cadena senzilla és només de 200 anys. La 2’-desoxiadeno-
sina (dA) i la 2’-desoxiguanosina (dG) son més estables, pero
també poden generar productes desaminats: la 2’-desoxiino-
sina (dl) i la 2’-desoxixantosina (dX). Es per aquesta rad que
en el DNA hi ha timidina (T) en comptes d'uridina (U) (que no-
més existeix en I'RNA), perqué d'aquesta manera es pot dis-
tingir el producte de desaminacio de la dC (la dU) de la dC ori-
ginal en la seqiiencia dels nucleotids dels genomes.

Finalment, la hidrolisi de I'enllac fosfat és molt poc probable,
ja que Lindahl va estimar que el temps de semireaccié era
d'aproximadament 30 milions d'anys. En canvi, I'RNA s'hidro-
litza amb molta més facilitat a causa del seu hidroxil en posi-
ci6 2”. Per aixo I'heréncia genetica s'emmagatzema en forma
de DNA.

Errors en la duplicacio del DNA

La duplicacié del DNA comporta les etapes de desnaturalitza-
Cio, hibridacio i polimeritzacio. Els enzims encarregats de sin-
tetitzar la cadena complementaria son les DNA-polimerases,
que utilitzen els 5’-trifosfats de nucleosid per formar les no-
ves cadenes. En cada etapa incorporen la base complementa-
ria sequint la direccio 3" > 5”. Una de les cadenes se sintetitza
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Ficura 1. Reaccions de descomposicio més freqiients en el DNA: a) hidrolisi de
I'enllag glicosidic, b) desaminaci6 hidrolitica de la citosina per generar uracil.

d'un cop, mentre que l'altra ha de sintetitzar-se generant pe-
tits fragments contra direccié anomenats fragments d'Oka-
zaki, que s'han de lligar posteriorment. En la duplicacio del
DNA es copien milers de milions de bases en minuts, i aix0 és
possible gracies a I'accio coordinada d'un sequit de proteines,
a més de les DNA-polimerases, incloent-hi topoisomerases,
proteines lligadores a DNA de cadena senzilla, etc.

L'error de les DNA-polimerases durant la duplicacié és un er-
ror per cada 10°%-10° bases (o nucleotids) addicionades. Aixo
implica que, cada vegada que es duplica la céHula, es generin
uns milers d'errors. Un petit error pot ser acceptable i, fins i
tot, pot ajudar a la seleccié darwiniana. Aixi, alguns virus,
com el de la grip o el de I'hepatitis C, tenen unes DNA-poli-
merases poc fidels. Aixd augmenta la possibilitat de generar
virus mutants que, si son viables, poden escapar de les defen-
ses de I'organisme atacat en presentar unes proteines de la
capside diferents. Perd en éssers vius complexos els errors
s'han d'evitar, i per aixo, després de cada duplicacio, hi ha
d'haver un sistema de reparacio dels errors generats en la du-
plicacio.

Degradacio del DNA per agents externs

L'acci6 de la llum ultraviolada (200-400 nm) genera una reac-
ci6 quimica entre les pirimidines que es coneix com a fotodi-
meritzacid de les pirimidines (figura 2a). L'accio de les radia-
cions ionitzants altament energétiques (raigs X, raigs )
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també genera reaccions de destruccio directa de les nucleo-
bases o a través de la formacio de radicals que acaben induint
la modificacié de les bases naturals.

A més d'aix0, I'accié de determinats compostos quimics pot
generar compostos no desitjats. Per exemple, I'accié dels
agents alquilants del fum del tabac, gasos de guerra, quimio-
terapia i fumats en general produeix una multitud de reac-
cions quimiques de forma especial en les nucleobases

(figura 2b6-20).

D'altra banda, els compostos aromatics policondensats poden
interaccionar amb I'estructura de doble hélix i intercalar-se
entre els parells de bases, de manera que impediran I'accié de
topoisomerases i altres enzims.

Finalment, I'accié dels radicals lliures que provenen de les oxi-
dacions cellulars, del metabolisme, del procés d'envelliment i
de la contaminacio pot generar un gran nombre de productes
d'oxidacio del DNA (figura 2d-2e). S'ha de fer ressaltar, d'altra
banda, que la degradacié del DNA induida per alguns produc-
tes quimics i per les radiacions s'utilitza en la terapia del can-
cer, on s'intenta aturar la duplicacié de les ceélules tumorals,
ja que tenen una taxa de divisio més elevada que la de les cel-
lules sanes.

Els errors produits en el DNA pels processos indicats en els pa-
ragrafs anteriors, encara que lentament, podrien comportar

I'acumulacio de canvis en el DNA d'una manera incompatible
amb la vida. Aquest és el fonament del fet que existeixin me-
canismes cellulars que reparin el DNA modificat i que son els
que detallem a continuacio.

Els mecanismes de reparacio
directes

La primera evidencia de |'existeéncia dels mecanismes de repa-
racio va ser aportada pel grup del doctor Sancar. Aquest grup
va estudiar un enzim anomenat fotoliasa, que pot revertir els
fotodimers de timidina (figura 2a) en preséncia de llum visible
[7]. Aquesta activitat present en bacteris és poc important en
humans, pero té l'interés de ser un dels primers mecanismes
de reparacio directa caracteritzats.

Un altre enzim que és capac de refer de forma directa I'alqui-
lacio de les nucleobases és la 0%-alquilguanina-DNA-metil-
transferasa (hAGT), que elimina directament el grup alquil de
les bases modificades pels agents alquilants [8] (figura 3).
Aquest enzim té una cisteina en el centre actiu que és capac
de reaccionar amb la O%-alquilguanina i transferir el grup al-
quil a la cisteina, la qual cosa produeix la inactivacio de I'en-
zim, que es degrada.
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Figura 2. Estructures dels productes més abundants de degradacio del DNA: a) un dels fotodimers de timidina produits per

accio de la llum ultraviolada. Alguns dels productes d'alquilaci6 per agents metilants: b) la 0°~metilguanina i ¢ la O*-metil-
timidina. Alguns dels productes d'oxidacié més corrents produits per radiacions ionitzants, agents oxidants i radicals Iliures:

d) la 8-oxoguanina i €) el derivat glicol de la timidina.
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Figura 3. Reparaci6 de la O°-metilguanina per I'alquilguanina~-DNA-metiltransferasa (hAGT).

El mecanisme de reparacio
per eliminacio de la base
(base excision repair, BER)

A mitjan anys setanta, el grup del doctor Lindahl va descobrir
un mecanisme de reparacio del DNA en bacteris en el qual
participen uns enzims que son capacos de diferenciar les nu-
cleobases modificades de les bases naturals. Un cop detecta-
des, els enzims tallen I'enllac glicosidic entre la base modifi-
cada i la 2’-desoxiribosa. Aquests enzims, anomenats
glicosilases, sén especifics per a cada lesio del DNA. El primer
que es va aillar va ser la uracilglicosilasa, que reconeix i talla
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Ficura 4. Esquema del mecanisme de reparaci6 per eliminacio de la base (BER).

I'enllag glicosidic del 2’-desoxiuracil. Aquest només pot venir
de la desaminacio hidrolitica de la 2’-desoxicitosina i ha de
ser corregit [9, 10].

La ruptura de I'enllac glicosidic genera un lloc sense base (fi-
gura 4) que és reconequt per I'endonucleasa de posicions
mancades de base (apurinic /apyrimidinic / abasic site endo-
nuclease, APE) [11, 12]. Aquest enzim trenca I'enllag fosfat de
I'extrem 5’ del lloc abasic. El punt defectuds acaba essent eli-
minat per una fosfodiesterasa i I'espai buit generat s'omple
amb la base adient (que sera citosina, en el cas del lloc abasic
generat per la uracilglicosilasa) mitjangant I'accio de les
DNA-polimerases i les DNA-ligases.

Aquest és un dels mecanismes de reparacio de bases mo-
dificades més important. Es present en tots els éssers vius.
Avui dia es coneix una multitud de glicosilases que poden
arribar a reconeixer més de cent modificacions diferents
de les bases.

El mecanisme de reparacio
per eliminacio de nucleotids
(nucleotide excision repair, NER)

En el cas de lesions voluminoses que no poden ser processa-
des per les glicosilases, es va descobrir un nou mecanisme de
reparacio que s'anomena mecanisme de reparacid per elimi-
nacio de nucleotids (NER) (figura 5). En aquest mecanisme,
descobert en bacteris pel grup del doctor Sancar, hi participen
les proteines UvrA, UvrB, UvrC i UvrD [13].
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Ficura 5. Esquema del sistema de reparaci6 per eliminacio de nucleotids (NER) en
E. coli descrit per Aziz Sancar (hAGT).

Un complex format per dues unitats d'UvrA i UvrB recorre el
DNA i reconeix la lesio. En unir-se a la lesio, les dues unitats
d'UvrA s'alliberen i es produeix el primer tall a unes 6-7 bases
per sobre de la lesid. UvrC s'uneix a UvrB i, amb I'ajut de la
DNA-helicasa Il (UvrD), fan el segon tall i alliberen la cadena
de DNA defectuosa. La DNA-polimerasa | (Pol 1) i les DNA-Ii-
gases refan la seqliéncia eliminada. El treball de Sancar es va
fer en el periode 1973-1983. El que en bacteris necessita tres
proteines, necessita setze proteines en humans (Xeroderma
pigmentosum).

El mecanisme de reparacio

dels aparellaments erronis
(mismatch repair, MR)

Fins ara, els mecanismes de reparacié del DNA que hem expli-

cat tenien una primera fase de localitzacio de la modificacid
quimica que iniciava una serie de reaccions quimiques que

acabaven amb I'eliminacio de la base modificada i la intro-
duccid de la base o les bases correctes. Hem dit que, durant la
duplicaci6 del DNA, es produeix un sequit d'errors que gene-
ren aparellaments erronis. La reparacio dels aparellaments er-
ronis té una dificultat afegida. Un cop reconegut I'error, el sis-
tema de reparacio ha de detectar quina és la cadena
defectuosa que ha de reparar, perque en aquest cas totes les
bases son naturals. Per aix0 es necessita un sistema de reco-
neixement de la cadena que ha actuat de motllo i de la cade-
na que s'ha sintetitzat de novo, que €és la que es reparara.

El mecanisme de reparacio dels aparellaments erronis en bac-
teris va ser determinat pel grup del doctor Modrich en un tre-
ball arquetipic pel que fa a la preparacié dels plasmidis model
que havien de contenir els aparellaments erronis i els senyals
de metilacio [14]. Aquest mecanisme necessita I'accio combi-
nada de les proteines MutH, MutL, MutS i UvrD, i la metilacio
del DNA és el senyal que indica quina és la cadena que s'ha
utilitzat com a motllo en la duplicacio. Les proteines MutS i
MutL detecten la preséncia d'aparellaments erronis, i la pro-
teina MutH comunica al complex format per MutS i MutL
quina és la cadena metilada (motllo) i quina és la sintetitzada
de novo que s'ha d'eliminar (figura 6).

L'any 2004, Modrich va demostrar que hi havia un mecanisme
similar al descrit per als bacteris en humans, pero, en aquest
cas, no és la metilacio del DNA que dirigeix la reparacio [15].
Probablement la formacio de nicks durant la duplicacié o la
preséncia de ribonucleotids formats transitoriament en el
procés de duplicacio podria dirigir la reparacio selectiva d'una
de les cadenes [16]. D'altra banda, s'han trobat factors simi-
lars als MutS i MutL en humans. Les mutacions en les seqlién-
cies que codifiquen per aquests factors causen cancer heredi-
tari [17], fet que confirma I'existéncia d'un sistema de
reparacio d'aparellament erroni similar al bacteria.

Conclusions

Tal com s'ha indicat al principi, fins a la publicacid dels tre-
balls exposats en els paragrafs anteriors, es creia que el DNA
era immutable. En realitat, no és aixi, ja que la longitud de la
doble cadena helicoidal, la reactivitat dels components dels
nucleotids que formen el DNA i el procés de la duplicacié ho
fan estadisticament impossible. De fet, el DNA pateix un atac
constant d'una llarga Ilista d'agents fisics i quimics que posen
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Ficura 6. Esquema del mecanisme de reparaci6 dels aparellaments erronis (MR).

en perill la seva funci6 de transmissio de la informacié genéti-
ca. Per aquesta rad, els éssers vius han desenvolupat una serie
de mecanismes de reparacio del DNA que son absolutament
necessaris per a la supervivéncia.

El coneixement dels mecanismes de destruccid i de reparacio
del material genetic ens ajuda a entendre la fragilitat del ge-
noma, la importancia dels mecanismes que el reparen, I'equi-
libri entre un cert grau de mutacions i el manteniment integre
del genoma. A més a més, ens pot ajudar a determinar quins
habits son més saludables i a dissenyar medicaments que tin-
guin el DNA com a diana terapeutica, per exemple, en el trac-
tament del cancer.

Els coneixements aportats per Tomas Lindahl, Paul Modrich i
Aziz Sancar també ens ajuden a classificar i entendre malal-
ties hereditaries generades per mutacions en els gens de repa-
racio tals com, per exemple, el Xeroderma pigmentosum, de-
tectat en pacients que tenen el sistema de reparacid per
eliminacio de nucleotids (NER) defectuos, i en alguns cancers
hereditaris detectats en pacients amb el mecanisme de repa-
racio dels aparellaments erronis (MR) defectuds.

Finalment, una de les conseqiiéncies dels tractaments del
cancer és la seleccio de céHules tumorals resistents a la qui-
mioterapia a causa d'una sobreexpressio dels enzims implicats
en la reparacio del DNA. Aquesta sobreexpressio és una de les
raons de les aparicions de resisteéncies als medicaments anti-
tumorals. El coneixement de I'estructura de les proteines im-
plicades en la reparacio del DNA permet el disseny d'inhibi-
dors que poden ser utilitzats com a coadjuvants en la
quimioterapia. El primer exemple d'un farmac basat en la in-
hibicié d'una proteina implicada en la reparacié del DNA és
I'Olaparib, que és un inhibidor de la poli (ADP-ribosa) polime-
rasa (PARP). Aquest descobriment ha despertat I'interés dels
investigadors per la recerca d'inhibidors de les proteines impli-
cades en la reparacio del DNA [18].
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