Veza izmedu inhibicije translezijske sinteze i
uspjesnije kemoterapije

Simié, Marija

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:267270

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-19

STE U
o A0

< £,
& %
5':?0 % Repository / Repozitorij:
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
S ey Zagreb
g, N
7 S
(@) o8

L
Ay \
0. MATEMP:‘

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:267270
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:9766
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:9766
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:9766

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PRIRODOSLOVNO — MATEMATICKI FAKULTET

BIOLOSKI ODSJEK

MARIJA SIMIC

VEZA IZMEDU INHIBICIJE TRANSLEZIJSKE SINTEZE I USPJESNIJE
KEMOTERAPIJE

INHIBITION OF TRANSLESION SYNTHESIS IN CHEMOTHERAPY

ZAVRSNI RAD

Zagreb, 2021.



Ovaj rad je izraden na Zavodu za molekularnu biologiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu, pod voditeljstvom izv. prof. dr. sc. lvane Ivanci¢ Bace.



SADRZAJ

L0 Y@ ] 5 TSP P PRI 1
2. TRANSLEZIJSKA SINTEZA ...ttt 1
2.1. Opce znacajke translezijske sinteze i njezin znacaj kod [judi ........cccocevviiiiiiniiinii e 1
2.2. Polimeraze translezZijSKe SINTEZE ........ccuvivieieie i st s e et s srears 2
2.3. Mehanizam i regulacija translezijske sinteze kod eUKariota..........cccccvvierienieiin e e, 3
3. ULOGA TRANSLEZIJSKE SINTEZE U RAZVOJU TUMORA | KEMOTERAPIJI ............. 5
3.1. Znacaj translezijske SINt€Z€ U TAZVOJU tUIMIOTA ......cueiiueirieiriiiriie ettt 5
3.2. Kemoterapija I KEMOTEZISTENCIJA .....vouvovivereieiiisiesiest ettt 6
3.3. Znacaj translezijske sinteze u stjecanju KeMOTEZISTENCIIE ....vvvvvrvrerireriririiiiiisie e 7
4. INHIBICIJA TRANSLEZIISKE SINTEZE .......ooiiie e 8
4.1. Inhibitori kataliticke aktivnosti TLS POIMETAZa .........ccccveveriiieieiineeeese e 8
4.2. Inhibitori interakcija Unutar tranSIESOMA ...........ecveiiieeieie et sreens 10
4.3. Inhibitori regulacijskih proteina translezijske SINtEZE ..........cccveveiiiiiic s 12
5. ZAKLIUCAK ..ottt 14
B. LITERATURA .ttt b et e s bt e e e e bt e e et e nbe e e b e e nb e e e nneenne e e 15
T SAZETAK .ottt 21
8. SUMMALRY .ttt h ettt e bt e b e e e bt e e a bt e bt et e e nRe e et e e be e nne e naeeenes 22

Q. ZIVOTOPIS ..ottt e et et et e e e e s e e es e e e s et e s et et e et e s e s et e e er e e es et e es e eees e e ereeesaaaneas 23



1. UvOD

Znacajan napredak u podrucju onkologije u posljednjem desetljecu uvelike je doprinio
veéem razumijevanju nastanka i lijeCenja raka. Otkrivene su promjene u genomu povezane S
pojavom i razvojem raka $to je omogucéilo razvoj novih lijekova i nacina lijecenja (MacConaill i
Garraway 2010). Iako postoje i druge metode, kemoterapija jo§ uvijek ima nezamjenjivu ulogu u
lijeCenju raka. Unato¢ tome, ucinkovitost kemoterapije je kod mnogih pacijenata manja od
oc¢ekivane zbog pojave kemorezistencije (Zahreddine i Borden 2013). Neke tipove tumora nije
moguce lijeciti uslijed njihove intrinzi¢ne kemorezistencije, a tumori koji se vracaju nakon
izljeCenja Cesto su puno smrtonosniji zbog steCene kemorezistencije. Jedan od glavnih ¢imbenika
koji utjeCu na postojanje kemorezistencije jest translezijska sinteza (TLS). Polimeraze translezijske
sinteze mogu vrsiti replikaciju preko DNA lezija i time smanjivati citotoksi¢nost lijekova, a
zahvaljujuci njihovoj visokoj stopi pogreske Cesto nastaju mutacije koje mogu biti znacajne za

stjecanje kemorezistencije (Yamanaka i sur. 2017).

Nakon $to je otkriveno da translezijska sinteza ima bitnu ulogu u razvoju raka i pojavi
kemorezistencije, inhibitori translezijske sinteze postali su obe¢avajuci potencijalni adjuvansi u
kemoterapiji i predmet mnogih istrazivanja. U posljednjih deset godina provedeni su brojni
uspjesni in vitro eksperimenti, ali su jo$ potrebna klini¢ka istrazivanja prije uporabe u lijeCenju.
Ako se uspjesno osmisle uc¢inkoviti i sigurni inhibitori translezijske sinteze, kemoterapija bi mogla
biti u¢inkovitija, broj povrataka tumora smanjen, koristene doze lijekova manje i stope smrtnosti

smanjene (Yamanaka i sur. 2017).

2. TRANSLEZIJSKA SINTEZA

2.1. Opée znacajke translezijske sinteze i njezin znacaj kod ljudi

Geneticki materijal stanice neprekidno je izloZzen razliCitim vanjskim 1 unutarnjim
¢imbenicima koji uzrokuju oSte¢enja u DNA. Unutarnji ¢imbenici ukljuc¢uju spontanu hidrolizu
fosfodiesterske i N-glikozidne veze te ucestale napade kisikovih radikala koji mogu ostetiti baze i
Se¢ernu okosnicu (Prakash i sur. 2005). Jo$ jedan endogeni Cimbenik koji moze uzrokovati
nastanak oSte¢enja DNA je aktivacija onkogena (Kotsantis i sur. 2018). Vanjski ¢imbenici poput

Sunceve svjetlosti i kancerogenih kemijskih spojeva dodatno oste¢uju DNA. lako se lezije u DNA



mogu popraviti ekscizijskim popravkom, ako se popravak ne dogodi lezije predstavljaju prepreku

RNA polimerazi u prepisivanju i DNA polimerazi u replikaciji (Prakash i sur. 2005).

Lezije u DNA dovode do zaustavljanja replikacijskih raslji $to uzrokuje replikativni stres.
Replikativni stres moZe prouzrociti nestabilnost genoma koja povecava vjerojatnost pojave raka.
Polimeraze translezijske sinteze mogu nastaviti replikaciju preko DNA lezija, smanjujuéi
replikativni stres i nestabilnost genoma u slucaju oSte¢enja DNA. Doduse, takve polimeraze
stvaraju mutacije koje mogu biti evolucijski znacajne, ali mogu i doprinijeti razvoju raka (Jansen i

sur. 2015). Dakle, ovisno o stani¢cnom kontekstu TLS moze potaknuti ili suprimirati razvoj raka.

Vaznost translezijske sinteze u zdravlju covjeka lako je zamijetiti na primjeru pigmentirane
kseroderme koze (lat. xeroderma pigmentosum). Oboljeli su deficijentni u POLn, jednoj od 10
ljudskih DNA polimeraza koje sudjeluju u tranlezijskoj sintezi. POLn ima ulogu u replikaciji preko
ciklobutanskih pirimidinskih dimera uzrokovanih UV zracenjem, zbog ¢ega su oboljeli posebno
osjetljivi na UV zracenje. Replikaciju preko ciklobutanskih pirimidinskih dimera tada vrse
alternativne TLS polimeraze POLL i POLxk u suradnji s POLC. Navedene polimeraze omogucuju
nesmetanu replikaciju u uvjetima oSte¢enja DNA 1 time smanjuju citotoksi¢nost UV zracenja, no
sklonije su pogreskama u odnosu na POLn i doprinose nakupljanju mutacija u stanici (Ziv i sur.
2009).

2.2. Polimeraze translezijske sinteze

Postoji 10 poznatih ljudskih TLS polimeraza (REV1, POL1, POLL, POLk, POLZ, POLy,
POLA, POLB, POLv i POL®G) koje se mogu podijeliti u 4 obitelji (Y, B, X i A). Sve su TLS
polimeraze sklonije pogreskama u odnosu na replikativne DNA polimeraze, ali zato mogu prelaziti
preko DNA lezija ne zaustavljajuéi replikaciju, ¢ime povecavaju vjerojatnost prezivljenja stanice.
Unato¢ Cesto smanjenoj vjernosti replikacije, pojedine TLS polimeraze mogu prelaziti preko
odredenih lezija s puno manjom stopom pogreske (Waters i sur. 2009). Primjerice, POLn provodi
replikaciju preko ciklobutanskih timidinskih dimera pri relativno niskoj stopi pogreske, dok neke
druge TLS polimeraze takve lezije prelaze s ve¢om stopom pogreske i nakupljaju vise mutacija,

kao $to je slucaj kod pigmentirane kseroderme koze (Ziv i sur. 2009).

Translezijsku sintezu omogucuju strukturne i biokemijske znacajke TLS polimeraza. Za
pocetak, Y porodica TLS polimeraza ima vece i pristupacnije aktivno mjesto koje dozvoljava

prelazak preko lezija koje se strukturno razlikuju od pravilno sparenih baza u dvostrukoj zavojnici



DNA. Imaju manje domene palca i prsta ¢ime ostvaruju manje interakcija s DNA i dopuStaju veca
odstupanja u strukturi DNA. Takoder, nedostaje im 3' — 5' egzonukleazna aktivnost (engl.
proofreading) krivo ugradenih nukleotida (Yang 2005). Osim strukturnih znacajki TLS
polimeraza, za translezijsku sintezu klju¢ne su i interakcije TLS polimeraza sa stani¢nim
proteinima. Jedan od takvih proteina je REV1 koji ima potpornu ulogu i ulogu u okupljanju TLS

polimeraza na mjesto ostecenja DNA i zaustavljanja replikacije (Yang i Woodgate 2007).

2.3. Mehanizam i regulacija translezijske sinteze kod eukariota

Mehanizam translezijske sinteze kod eukariota mogucée je podijeliti na dva koraka: ugradnja
nukleotida na mjestu lezije i produljenje lanca. Protein REV1 i polimeraze POLn, POLL i POLk
imaju vaznu ulogu u ugradnji nukleotida, dok je POL( vazna u koraku produljenja lanca $to
omogucuje reinicijaciju replikacije. Ako se krivi nukleotid ugradi na mjestu DNA lezije mogu
nastati mutacije. Postoje dva puta translezijske sinteze kod eukariota, ovisan o REV1 proteinu i
neovisan o0 REV1 proteinu pri ¢emu je REV1 ovisan put ucestaliji (Yamanaka i sur. 2017). Na Slici

1. prikazane su glavne protein-protein interakcije tijekom translezijske sinteze eukariota.

U REV1 ovisnom putu REV1 protein stupa u interakciju s PCNA (eng. proliferating cell
nuclear antigen) preko BRCT (eng. BRCAL C-terminal) domene (Pustovalova i sur. 2013).
Polimeraze POLn, POLui POLxk imaju RIR, regiju za interakciju s REV1 (eng. REV1-interacting
region) kojom mogu stupiti u interakciju s C-terminalnom domenom (CTD) REV1. Polimeraza
POL je holoenzim koji se sastoji od REV3, REV7, POLD2 i POLD3 (Yamanaka i sur. 2017).
Navedene polimeraze i proteini tvore viSeproteinski kompleks koji se jo$ naziva i translesom (engl.
translesome) i koji provodi translezijsku sintezu (Shilkin i sur. 2020). Specifi¢an slijed
aminokiselina u REV7 takoder stupa u interakciju s CTD REV 1, ali s drugacijim suc¢eljem u odnosu
na ve¢ navedene polimeraze koje sudjeluju u ugradnji nukleotida. Podjedinica POLD3 ima RIR
kojom moze stupiti u interakciju sa suceljem CTD REV1 s kojim u koraku ugradnje nukleotida
intereagiraju POL™, POLL i POLx i na taj nain oznaciti konacan prijelaz s pocetnog koraka

ugradnje nukleotida na korak produljivanja lanca pomoc¢u POLC (Yamanaka i sur. 2017).

Put neovisan o0 REV1 odvija se direktnom interakcijom polimeraza s PCNA. Sve navedene
polimeraze, POLn, POLL, POLx i POLU, intereagiraju s PCNA preko PIP (eng. PCNA interacting
protein), dok POLn, POLL POLk imaju i UBM (eng. ubiquitin-binding motif) ili UBZ

(eng. ubiquitin-binding zinc finger) domene za ubikvitinirani dio PCNA kao $to je prikazano na



Slici 1. (Yamanaka i sur. 2017). Klju¢an dogadaj u regulaciji ovog puta translezijske sinteze je
ubikvitinacija lizina 164 (K164) na PCNA pomocu ubikvitin ligaza RAD18(E3)/RADG(E2) jer
omogucuje preusmjeravanje s replikacijskih na TLS polimeraze (Watanabe i sur. 2004). Jednako
bitnu ulogu ima i deubikvitinacijski enzim USP1 (engl. ubiquitin-specific protease 1) koji
zaustavlja translezijsku sintezu i ponovno pokrece replikaciju (Huang i sur. 2006), ali ima slabu
kataliti¢ku aktivnost prije kompleksiranja s UAF1 (engl. USP1 associated factor 1) zbog Cega je
interakcija USP1/UAF1 vrlo vazna za pravilnu regulaciju translezijske sinteze (Cohn i sur. 2009).
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Slika 1. Proteinske interakcije izmedu proteina ukljucenih u translezijsku sintezu kod eukariota (preuzeto iz
Yamanaka i sur. 2017).



3. ULOGA TRANSLEZIJSKE SINTEZE U RAZVOJU TUMORA | KEMOTERAPIJI

3.1. Znacaj translezijske sinteze u razvoju tumora

Aktivacija onkogena posljedicno dovodi do usporavanja ili ubrzavanja replikacije,
induciranja visSestrukih izvoriSta replikacije, sudara replikacijske 1 transkripcijske masinerije 1
erozije telomera (Kotsantis i sur. 2018). Takve promjene dovode do replikacijskog stresa i nastanka
jednolan¢anih praznina u DNA. Uslijed navedenih stani¢nih dogadaja aktivira se RSR, odgovor
stanice na replikacijski stres (engl. replication stress response). Pri tome se prilagodava dinamika
kretanja replikacijskih raslji (Neelsen i Lopes 2015) i povecava procesivnost popravka §to Ce
smanjiti replikacijski stres i omoguciti nastavak proliferacije stanice (Berti i Vindigni 2016).
Stanice pod iznimno velikim stresom i s vrlo nestabilnim genomom, poput onih koje bi mogle
postati tumorske, pokrecu mehanizme stani¢ne smrti (Branzei i Foiani 2010). Zato se postavlja

pitanje kako neke stanice uspiju zaobi¢i RSR 1 nastaviti proliferirati kao tumorske.

Stanica s aktiviranim onkogenima pod replikacijskim stresom moze razviti sekundarne
mutacije u genima za regulaciju ciklusa i tumor supresorskim genima ili potaknuti translezijsku
sintezu (Slika 2.). Aktivacijom translezijske sinteze moze se utiSati RSR i stanice koje steknu
znacCajke tumorskih stanica ne ulaze u stanje stani¢ne smrti nego se nastavljaju razvijati i dovode
do nastanka raka. Sekundarne mutacije takoder mogu dovesti do poremecaja regulacije ciklusa i

funkcije tumor supresorskih gena $to takoder dovodi do pojave raka (Nayak i sur. 2021).
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Slika 2. Uloga onkogen-induciranog replikacijskog stresa i translezijske sinteze u razvoju raka (preuzeto iz
Nayak i sur. 2021).

3.2. Kemoterapija i kemorezistencija

Pocetkom 20. stoljeca radioterapija je bila otkrivena kao uc¢inkovit na¢in lije¢enja raka. Prvi
kemoterapeutici su se poceli koristiti tek 1940 — ih, nakon Cega je razvoj kemoterapije doZivio
uspon i danas je glavna metoda lijeCenja raka, uz kirur§ko odstranjivanje i radioterapiju (Chabner
i Roberts 2005). Djelovanje vecine kemoterapeutika temelji se na zaustavljanju replikacije
oste¢ivanjem DNA u tumorskim stanicama koje se brzo dijele. Ako se ne poprave, oStecenja DNA
1 zaustavljena replikacija mogu dovesti do stani¢ne smrti. U tu svrhu Cesto se koriste analozi
nukleozida, alkiliraju¢e tvari poput nitrozoureje i derivati platine poput cisplatina (Shilkin i sur.
2020). Replikacijski stres moze biti uzrokovan i preuranjenim uvodenjem stanice u S fazu ili

stvaranjem sekundarnih struktura u DNA kao §to su G kvadripleksi (Bochman i sur. 2012).

Ostec¢enja DNA onemogucuju rad replikativnih DNA polimeraza, a time i funkcionalnu
replikaciju. Stanica moze ekscizijskim popravkom popraviti oSteCenja u DNA, no u slucaju

zasi¢enja mehanizama popravka aktivira se translezijska sinteza. Translezijska sinteza pomaze u



izvodenju replikacije usprkos DNA lezijama, ali uz vecu stopu pogreske sto ¢ini izvor velikog broja
mutacija (Shilkin i sur. 2020). Obzirom da je primjenom kemoterapeutika stopa oStecenja DNA
znatno veca, translezijska sinteza je vazan mehanizam za prezivljenje tumorskih stanica.
Translezijska sinteza smanjuje osjetljivost tumorskih stanica na kemoterapeutike, dok mutacije
nastale tijekom translezijske sinteze mogu dovesti do pojave kemorezistencije (Yamanaka i sur.
2017).

Kemorezistencija se moze podijeliti na intrinzi¢nu i ste¢enu. Neke tumorske stanice imaju
intrinzi¢nu, nasljedenu toleranciju na odredene antitumorske lijekove. Tolerancija na lijekove se
Cesto ocituje u obliku izbacivanja lijeka iz stanice i procesima detoksifikacije, odnosno
smanjivanjem unutarstani¢ne koncentracije lijeka. Stanica takoder moze ublaziti citotoksi¢ni
ucinak lijekova boljim odgovorom na oste¢enu DNA ili toleriranjem oSte¢enja DNA. S druge
strane, steCena kemorezistencija posljedica je mutacijskih ili epigeneti¢kih promjena pri ¢emu
stanica razvije svojstva intrinzi¢no otporne tumorske stanice. Prema tome, sposobnost toleriranja
oStecenja DNA prilikom replikacije translezijskom sintezom od velike je vaznosti za intrinzicnu
kemorezistenciju, dok je veca stopa pogreske polimeraza translezijske sinteze vazna za steCenu
kemorezistenciju zbog velikog broja mutacija (Yamanaka i sur. 2017). Dakle, translezijska sinteza
moze dovesti do razvoja tumorskog tkiva smanjivanjem onkogen-induciranog replikacijskog
stresa, ali 1 do kemorezistencije kod ve¢ postojecih tumorskih stanica smanjivanjem citotoksi¢nosti

kemoterapeutika i induciranjem mutacija.

3.3. Znacaj translezijske sinteze u stjecanju kemorezistencije

Smanjenjem ekspresije (engl. knock-down) gena koji su ukljuceni u translezijsku sintezu i
zatim tretiranje tumorskih stanica kemoterapeuticima moze biti dobar pokazatelj znacaja
translezijske sinteze u odgovoru tumorskih stanica na kemoterapiju. Smanjenje ekspresije POLH
koji kodira za POLn dvostruko smanjuje ucinkovitost translezijske sinteze nasuprot lezija
uzrokovanih cisplatinom (Shachar i sur. 2009). Otkriveno je da visoke razine ekspresije POLH
uzrokuju otpornost na cisplatinu kod stanica raka jajnika, plu¢a i mokra¢nog mjehura u kulturi, dok
smanjenje njegove ekspresije povecava osjetljivost stanica raka jajnika i plu¢a na navedeni
kemoterapeutik (Srivastava i sur. 2015). Smanjenje ekspresije POLI koji kodira za POL uzrokuje
smanjeno prezivljenje stanica tretiranih citarabinom (Yoon i sur. 2019), a gubitak funkcije (engl.

loss of function) POLx povecava osjetljivost na mitomicin C (Kanemaru i sur. 2017). Niza



ekspresija REV3L, kataliticke podjedinice polimeraze POLU, rezultira velikom osjetljivosti
tumorskih stanica na kemoterapeutike (Adachi i sur. 2008). Ujedno, povecana ekspresija REV7,
regulatorne podjedinice POLC, uzrokuje rezistenciju na radioterapiju i lijek rituksimab (Okina i sur.
2015). Jos jedan vazan sudionik u translezijskoj sintezi je REV1 protein ¢ija poveéana ekspresija
uzrokuje otpornost tumorskih stanica jajnika na cisplatin (Okuda i sur. 2005), a smanjena ekspresija
pokazuje regresiju raka ploCastih stanica glave i vrata nakon tretmana kemoterapijom i
radioterapijom (Rusz i sur. 2017). Navedeni rezultati istrazivanja ukazuju na usku povezanost
izmedu translezijske sinteze i pojave kemorezistencije. U skladu s time, inhibicija translezijske
sinteze zaista bi mogla povecati osjetljivost tumorskih stanica na terapiju, a time i ucinkovitost

kemoterapije.

4. INHIBICIJA TRANSLEZIJSKE SINTEZE

Kemorezistencija predstavlja veliki problem u lijeCenju pojedinih vrsta tumora jer smanjuje
citotoksic¢ni ucinak terapije na tumorske stanice. Obzirom da je translezijska sinteza vrlo vazan alat
tumorskih stanica u pojavi tolerancije na lijekove, njezinom bi inhibicijom stanice mogle postati
osjetljivije na terapiju Sto povecava stopu prezivljenja onkoloSkih bolesnika. U osmisljavanju
inhibitora klju¢no je poznavanje strukture sudionika i mehanizam rada translezijske sinteze.
Pronalazak specifi¢nih inhibitora mutagene translezijske sinteze otezano je ¢injenicom da TLS 1

replikativne polimeraze dijele zajednicke supstrate i1 interakcije s odredenim partnerima kao Sto je

PCNA (Bhat i sur. 2015).

Proucavaju¢i translezijsku sintezu razvile su se tri strategije u dizajnu inhibitora. Inhibitori
mogu direktno inhibirati kataliticku aktivnost DNA polimeraza, naruSavati kljuéne protein-protein
interakcije izmedu komponenti translesoma (engl. translesome), viseproteinskog kompleksa koji
sudjeluje u translezijskoj sintezi ili inhibirati neke proteine koji sudjeluju u regulaciji translezijske

sinteze poput onih koji ubikvitiniraju ili deubikvitiniraju PCNA (Shilkin i sur. 2020).

4.1. Inhibitori kataliticke aktivnosti TLS polimeraza
Obzirom da su TLS polimeraze glavni sudionici u translezijskoj sintezi njihovom bi
inhibicijom citotoksi¢ni uc¢inak kemoterapeutika trebao biti ve¢i i mogucnost nastanka mutacija

koje mogu dovesti do kemorezistencije manja. Naime, specifi¢ne inhibitore polimeraza



translezijske sinteze nije lako pronaci obzirom da razli¢ite DNA polimeraze imaju vrlo sli¢cne
kataliticke mehanizme. Doduse, strukturna raznolikost aktivnih mjesta TLS polimeraza iz Y-
porodice i strukturne razlike u aktivnom mjestu izmedu TLS i replikativnih polimeraza ukazuju da
bi specifi¢nost inhibitora, koji pogadaju upravo TLS polimeraze, mogla biti dovoljno velika za

njihovu sigurnu upotrebu (Pata 2010).

Odredene male molekule mogu se ponasati kao inhibitori Y-porodice TLS polimeraza
(Slika 3.). Pri tome su aurintrikarboksilna i elagi¢na kiselina otkrivene kao neselektivni inhibitori
polimeraza POLt i POLx (Dorjsuren i sur. 2009). Takoder je in vitro pokazano da MK-866,
kandesartan cileksetil i manoalid mogu umjereno inhibirati POLk. Kandesartan cileksetil je
pokazao inhibitorni u¢inak i na POLn i POLt (Yamanaka i sur. 2012), a MK-866 moze

Sesterostruko bolje inhibirati POL nego bilo koju polimerazu iz Y-porodice (Ketkar i sur. 2013).

A
O’ COOH

()

Cl

3 (MK-886)

HO O

4 (Candesartan ciletexil) 5 (Manoalide) HO

Slika 3. Male molekule koje inhibiraju rad TLS polimeraza Y -porodice (preuzeto iz Korzhnev i Hadden 2016).

Pojedini prirodni spojevi takoder se ponasaju kao neselektivni inhibitori ljudskih TLS
polimeraza (Slika 4.). Strukturno sli¢ni spojevi peniciliol A i B izolirani iz gljive Penicillium dalae
mogu inhibirati ljudske polimeraze POLxk i POL1 te misju polimerazu POLt (Kimura i sur. 2009).
Talaroflavon i 1-deoksirubralakton izolirani su iz soja gljive prikupljenog iz uzorka algi iz
Japanskog mora te su pokazali umjerenu inhibiciju DNA polimeraza kraljeznjaka, no vazna razlika
u odnosu na peniciliole jest da inhibiraju POLS i POLA bolje u odnosu na polimeraze iz Y -porodice

(Naganuma i sur. 2008). Osim navedenih, jo§ jedan od prirodnih produkata koji mogu inhibirati



rad DNA polimeraza je 3-O-metilfunikon izoliran iz Penicillium pinophilum. Umjereno inhibira
POLk, POLt i POLn, ali moze inhibirati i nekoliko polimeraza iz B-porodice (Mizushina i sur.
2009). 1z ve¢ spomenute gljive Penicillium pinophilum izolirana su jos tri spoja — pinofilin A,
pinofilin B i Sch 725680 koji su takoder umjereni inhibitori polimeraza A-, Y- i B-porodice te su
pokazali protuproliferativni uc¢inak na nekoliko ljudskih tumorskih stani¢nih linija (Myobatake i
sur. 2012). Pronalazak prirodnih inhibitora DNA polimeraza bitno je jer omoguc¢uju jednostavnija
istrazivanja U podrucju inhibicije translezijske sinteze obzirom da se mogu izolirati iz prirode i
posluziti kao dobra polazisna tocka za razvoj specificnih sintetskih inhibitora polimeraza

translezijske sinteze.

o)
7 (Penicilliol B) 44

6 (Penicilliol A)
OH O
Talaroflavone) (1-Deoxyrubralactone) 10 (3-O-methylfunicone)

@] {)‘:\/J\/\/ m/\
11 (Pinophilin A) 12 (Pinophilin B) 13 (Sch 725680)
Slika 4. Prirodni inhibitori TLS polimeraza Y -porodice izolirani iz gljiva (preuzeto iz Korzhnev i Hadden 2016).

4.2. Inhibitori interakcija unutar translesoma

Inhibicija translezijske sinteze moze se posti¢i i narusavanjem protein-protein interakcija
koje sudjeluju u regulaciji translezijske sinteze i Cesto se nalaze unutar translesoma. Dovoljno je
da se male molekule inhibitora vezu za vru¢a mjesta interakcijskog sucelja (engl. hot spots),

odnosno za manji set aminokiselina koji je potreban za ostvarivanje kljuc¢nih protein-protein
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interakcija (Arkin i Wells 2004). Brojni inhibitori koji ciljaju protein-protein interakcije imaju

potencijala postati lijekovima te se ispituju u klini¢kim istrazivanjima (Arkin i sur. 2014).

PCNA stupa u brojne interakcije s proteinima koji su ukljuc¢eni u replikaciju DNA i stani¢ni
odgovor na oStecenje DNA. Vezno mjesto PIP regije na PCNA potencijalno je vru¢e mjesto za
djelovanje malih inhibitornih molekula. Problem predstavlja ¢injenica da su PCNA/PIP interakcije
potrebne u procesivnoj replikaciji i ostalim odgovorima na oSte¢enje DNA, a ne samo u
translezijskoj sintezi, zbog ¢ega se inhibitori PCNA/PIP interakcija mogu pokazati nedovoljno
specificnim (Moldovan i sur. 2007). Otkriveno je da 3,3',5-trijodtironin T3, vazan hormon §titnjace,
umjereno inhibira PCNA/PIP protein-protein interakcije (Punchihewa i sur. 2012). Po uzoru na T3,
osmisljeni su njegovi analozi s ve¢om specifi¢nosti inhibicije ciljanih interakcija i bez uobicajene
aktivnosti T3 kao hormona $titnjace (Slika 5.). Analog trijodtironina T2AA ne vr$i ulogu hormona
Stitnjace 1 veZze se na PCNA u Supljinu vezanja PIP regije ¢ime onemogucuje vezanje TLS
polimeraza za PCNA. Istrazivanja su pokazala da povecava osjetljivost HeLa stanica i stanica
osteosarkoma U20S na tretman cisplatinom (Inoue i sur. 2014). Analozi 16 i 17 na Slici 5. dobiveni
su uklanjanjem joda s 3' pozicije trijodtironina te zamjenom primarne alkoholne skupine
supstituiranom amidnom skupinom. Samostalno primijenjeni nisu imali negativan ucinak na
proliferaciju U20S stanica, ali u kombinaciji s cisplatinom stanice su pokazale vecu osjetljivost na
cisplatinu (Actis i sur. 2013). Po uzoru na analog T2AA osmisljen je T2Pt koji moze alkilirati
Met40 i His44 PCNA, klju¢ne aminokiseline u PCNA/PIP interakcijama. Samostalno nema

znacajan ucinak, ali moZe povecati osjetljivost stanice na cisplatinu (Evison i sur. 2014).

:@rm Nopeg

14(T3) 15 (T2AA)
©l DMSO
Bent O
16; R = COCH, 8 (T2Pt)

17; R = CONHCH(CH3),

Slika 5. Male molekule inhibitora PCNA/PIP interakcija (preuzeto iz Korzhnev i Hadden 2016).
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Obecavajuca vruca mjesta za ovakvu vrstu inhibitora mogu se nalaziti 1 na sucelju C-
termnalne domene REV1 proteina koji stvara interakcije s RIR (Dash i sur. 2019) i REV7
(Wojtaszek i sur. 2019). Jedan od najpoznatijih REV1 inhibitora je JH-RE-06 koji blokira REV1-
REV?7 interakcije. JH-RE-06 se veze za REV1 CTD induciraju¢i dimerizaciju REV1 proteina na
nacin da inhibitor bude zarobljen izmedu dva protomera. Istrazivanjima in vitro pokazano je da
JH-RE-06 znacajno smanjuje sposobnost rasta kolonija tumorskih stanica tretiranih cisplatinom §to
je potaklo istrazivanja njegovog uc¢inka in vivo. U in vivo eksperimentima u miSeve su ubrizgane
A375 stanice melanoma ¢ovjeka te su na njima pratili samostalni u¢inak cisplatine i JH-RE-06, ali
i u¢inak njihove kombinacije. Kombinacija cisplatine i JH-RE-06 rezultirala je skoro potpunom
inhibicijom tumorskog rasta (Wojtaszek i sur. 2019). Ovakvi rezultati potvrduju da REV1
inhibitori mogu biti od velike koristi u u¢inkovitijem lije¢enju raka nakon $to se provedu klini¢ka

istrazivanja.

4.3. Inhibitori regulacijskih proteina translezijske sinteze

Regulacija je iznimno vazna za normalno funkcioniranje translezijske sinteze. Stoga,
inhibicijom proteina koji sudjeluju u regulaciji, poput onih koji ubikvitiniraju i deubikvitiniraju
PCNA, mogucée je poremetiti rad translezijske sinteze (Huang i D'Andrea 2006). Smanjenjem
ubikvitinacije PCNA inhibicijom Rad18/Rad6 onemogucen je pristup TLS polimerazama
ostecenoj DNA. S druge strane, smanjenje deubikvitinacije PCNA inhibicijom USP1/UAF1
sprjeava nastavak rada replikativnih polimeraza i zavrSetak replikacije (Liang i sur 2014). Enzim
USP1 deubikvitinira razne proteine uklju¢ene u odgovoru na ostecenja DNA, a ne samo PCNA.
Zbog toga bi inhibicija USP1 mogla biti nedovoljno specifi¢na za translezijsku sintezu i utjecati na

vise stani¢nih puteva (Huang i D'Andrea 2006).

Dva najucinkovitija inhibitora proteina Rad6B su triazini prikazani na Slici 6. Predlozeni
su razli¢iti dizajni ovakvih inhibitora, no nisu jos temeljito istrazeni (Sanders i sur. 2013).
NH,

O b\/p

19; R =Me
20;R=H

Slika 6. Male molekule koje inhibiraju Rad6B (preuzeto iz Korzhnev i Hadden 2016).



Za inhibiciju USP1/UAF1 otkriveno je mnogo inhibitora koji su prikazani na Slici 7.
Istrazivanja su pokazala da pimozid i GW7647 djeluju ako nekompetitivni inhibitori koji mogu
samostalno ili u kombinaciji s cisplatinom povecati razinu ubikvitinacije PCNA u stanici (Chen i
sur. 2011). Takoder, inhibitor ML323 pokazao je visoku ucinkovitost u inhibiciji USP1/UAF1 i
umjerenu stabilnost (Dexheimer i sur. 2014) pri ¢emu nije aktivan prema drugim deubikvitinazama
(Liang i sur. 2014). Samostalno primjenjen smanjuje sposobnost replikacije preko UV-induciranih
lezija od strane POLn c¢ime je dokazano da inhibicija USPI/UAF1 smanjuje ucinkovitost
translezijske sinteze. U kombinaciji s cisplatinom smanjuje sposobnost proliferacije tumorskih
stanica (Liang i sur. 2014). Time je ustanovljeno da strategija dizajna inhibitora tranlazijske sinteze
koja ukljucuje inhibiciju USP1/UAF1 moze biti potencijalno rjeSenje kemorezistencije u lije¢enju

raka.

F

L SO
© QQ N0

22 (GW7647)

21 (Pimozide)

O JO/
| CF3

CLo croT

23 (Flupenthixol) 24 (Trifluoperazine) 25 (Rottlerin)
HN/\ES} HN
@N \ ,5
_ : ( >
FaC 28 ( 0527) R=F
29 (SJB2-043); R =
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Slika 7. Male molekule koje inhibiraju USP1/UAF1 (preuzeto iz Korzhnev i Hadden 2016).
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5. ZAKLJUCAK

Prema dosada$njim istrazivanjima in vitro, inhibitori translezijske sinteze pokazuju
pozitivan trend u povecavanju osjetljivosti na kemoterapiju. Postoji nekoliko strategija u
dizajniranju najucinkovitijih inhibitora — inhibicija TLS polimeraza, inhibicija protein-protein
interakcija unutar translesoma i inhibicija interakcija izmedu regulatornih elemenata translezijske
sinteze. Pronadeni su i prirodni inhibitori translezijske sinteze koji mogu olaksati istrazivanja u
ovom podrucju pruzajuci dobru polazi$nu tocku za osmisljavanje dizajna inhibitora. Cilj je dobiti
vrlo specifian inhibitor translezijske sinteze koji nece inhibirati ostale puteve u stanici. Potraga je
otezana ¢injenicom da su brojni proteini ukljuceni u translezijsku sintezu ukljuceni i u neke druge
stani¢ne procese. S vremenom saznajemo sve vise o dosad nepoznatim interakcijama ukljucenima
u translezijsku sintezu zbog Cega bi se razvoj inhibitora translezijske sinteze mogao odviti
neocekivanim smjerovima u buduénosti. Dosad ispitivani inhibitori, koji pokazuju veliki potencijal
u eksperimentima in vitro, trebaju pro¢i mnoge eksperimente in vivo i klini¢ka istrazivanja prije

njihove upotrebe u lijecenju.
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7. SAZETAK

Translezijska sinteza vazna je u smanjivanju citotoksi¢nosti egzogenih i endogenih
¢imbenika koji mogu oStetiti DNA. MoZe smanjiti nestabilnost genoma 1 replikacijski stres uslijed
osteCenja DNA i time suprimirati nastanak raka. S druge strane, smanjivanjem onkogen-
induciranog replikacijskog stresa moze potaknuti razvoj raka. Dakle, utjecaj translezijske sinteze
na pojavu i razvoj raka moze biti dvojak i ovisi o stani¢nom kontekstu. Takoder, obzirom na
smanjenu to¢nost polimeraza translezijske sinteze, mutacije koje pritom mogu nastati doprinose
nastanku stecene kemorezistencije. SteCena kemorezistencija cesto je prisutna kod tumora koji su
se vratili nakon preboljenja i povecava stopu smrtnosti zbog otezanog lijeCenja. Translezijska
sinteza kljuéna je i u intrinzi¢noj kemorezistenciji toleriraju¢i oSte¢enja DNA u tumorskim
stanicama tretiranim kemoterapeuticima. Iz vise navedenih razloga inhibitori translezijske sinteze
obecavajuce SuU rjeSenje u povecanju ucinkovitosti kemoterapije. Brojni inhibitori pokazali su
izvrsne rezultate u istrazivanjima na tumorskim stanicama in vitro, no jo$ uvijek nedostaju temeljita
istrazivanja in vivo i klinicka istrazivanja prije nego li se ovakvi inhibitori krenu koristiti u lijecenju

raka.

Kljucne rije¢i: DNA lezije, Kemorezistencija, LijeCenje raka, Mutacije, Replikacija DNA.
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8. SUMMARY

Translesion synthesis is important in reducing cytotoxicity of the external and internal
factors that can damage DNA. It can reduce genome instability and replication stress caused by
DNA damage, suppressing cancer development that way. On the other hand, reducing oncogen-
induced replication stress can stimulate cancer development. Therefore, translesion synthesis can
affect cancer development in both ways, depending on the cellular context. Moreover, translesion
synthesis DNA polymerases replicate in a low fidelity manner causing mutations. Mutagenic role
of TLS polymerases is central to acquired chemoresistance. Acquired chemoresistance is very
likely to be present in the relapsed tumors which is why the treatments get less effective and overall
survival rate is much lower for those patients. Bypassing DNA lesions in tumor cells is significant
to the intrinsic drug resistance. That being said, TLS inhibitors could be promising solution to the
chemoresistance problem in chemotherapy. Many inhibitors have already shown excellent results
in experiments in vitro, but there are still many in vivo experiments and clinical trials required

before TLS inhibitors become implemented in the cancer treatments.

Keywords: Cancer treatment, Chemoresistancy, DNA lesions, DNA replication, Mutations.
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