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1. UvOD

Stabilnost DNA 1 to¢nost replikacije neophodne su za odrzavanje vrste kroz
generacije, stoga su ziva bica tijekom evolucije razvila replikacijsku masineriju koja umanjuje
pogreske. Medutim, pogreske tijekom replikacije nisu jedina prijetnja integritetu DNA. Zive
stanice konstantno su izloZene brojnim agensima koji oSteCuju DNA. Mnogi okoli$ni
¢imbenici mogu ubrzati kemijske reakcije, tako npr. povisena temperatura dovodi do
deaminacije baza, a UV - zracenje do stvaranja pirimidinskih dimera. Brojne kemikalije mogu
reagirati s DNA dodaju¢i grupe na baze i Secere, cijepajuci veze ili fuzionirajuéi dijelove
molekula. Tako nastalo kemijsko oste¢enje DNA naziva se lezijom. Oste¢enja DNA mogu
biti vrlo opasna jer mogu onemoguciti replikaciju preko oste¢enog podrucja ili izazvati

mutacije.

U stanici postoje brojni reparatorni mehanizmi koji brzo pronadu i proprave oSte¢enu
DNA. Medutim, neke lezije ostaju u genomu i blokiraju njegovu duplikaciju. Vecina
mehanizama popravka ne radi greske tijekom popravka, a u njih spadaju: ekscizijski popravak
baza —BER (eng. base excision repair), ekscizijski popravak nukleotida — NER (eng.

nucleotide excision repair) ili rekombinacijski popravak DNA (Friedberg i sur., 2006).

Ako je razina oSteCenja toliko velika da mehanizmi koji ne rade pogreske nisu
dovoljni da bi izvrsili popravak i ponovno pokrenuli zaustavljene replikacijske raslje, inducira
se SOS odgovor (Walker i sur., 1984). Ova faza popravka ukljucuje sintezu DNA preko
lezije, tzv. translezijsku sintezu — TLS (eng. translesion synthesis). Proces je posredovan
translezijskim polimerazama - TLS Pol. Translezijska sinteza DNA evolucijski je
konzervirani mehanizam koji podrazumijeva veliki broj greSaka i Cesto je povezan s
povecanim rizikom mutageneze i karcinogeneze (Yeiser i sur., 2002), a TLS polimeraze

repliciraju znatno sporije u odnosu na replikativne polimeraze (Tan i sur., 2015).

U bakteriji Escherichia coli (E. coli) prisutno je pet razlicitih DNA polimeraza,
nazvane Pol | - V. Pol Il, IV i V sudjeluju u TLS (Freidberg i sur., 2006), dok Pol I sudjeluje
u popravku DNA i maturaciji Okazakijevih fragmenata (Okazaki i sur., 1971). lako su
regulirane brojnim transkripcijskim 1 posttranslacijskim kontrolama, TLS polimeraze takoder
imaju pristup neoStecenoj DNA, te njihova netocna sinteza moze doprinjeti genetickoj
raznolikosti (Goodman i sur., 2013). Jedna od DNA polimeraza koja je sposobna replicirati
oSte¢enu DNA mehanizmom translezijske sinteze je i DNA Pol IV, ¢iji popravak moze,

ovisno o oStecenju, biti tocan ili neto€an. Na zaustavljenim replikacijskim rasljama, DNA



polimeraza IV kompetira s podjedinicama DNA pol III, da bi olaksala translezijsku

replikaciju.

2. SOS ODGOVOR | TRANSLEZIJSKA SINTEZA
2.1 Povijesni pregled

SOS odgovor bakterije Escherichia coli jednostavan je i dobro opisan reparatorni
mehanizam, $to je rezultat brojnih i isrcpnih istrazivanja koja su zapocela jos 40-ih godina
proSloga stoljeCa. Nakon otkrica da su geni izgradeni od DNA, izvodeni su brojni
eksperimenti, koji su naj¢eS¢e ukljucivali tretiranje bakterija mnogim agensima i

kemikalijama.

Pokusi poput sljedecih doprinijeli su stvaranju hipoteze SOS odgovora; Jean Weigle
zakljucio je da se reaktivacija faga A uvelike povecala nakon Sto su fagi nasadeni na ploce
ozracenih livada E. coli (Weigle i sur., 1953), te dokaz da nakon ozracivanja lizogene E. coli

dolazi do indukcije profaga A i lize bakterija.

Na temelju ovih podataka Miroslav Radman zakljucio je da u E. coli postoji sistem
popravka DNA ovisan o proteinima LexA i RecA koji su inducirani nakon znaéajnih
oSte¢enja DNA. Radman je ovaj popravak nazvao SOS odgovorom. Evelyn Witkin otkrila je
jos prije da nastanak filamenata RecA i indukcija profaga mogu biti povezani mehanizami.
Sistemi sli¢ni onima u SOS odgovoru kasnije su pronadeni 1 u eukariotskim stanicama, iako

su bakterijski i eukariotski odgovor u srzi vrlo razli¢iti (Janion i sur., 2000).
2.2 Indukcija SOS odgovora

SOS odgovor potaknut je nakupljanjem jednolancane DNA na mjestu zaustavljenih
replikacijskih raslji uslijed oSte¢enja DNA nakon izlaganja UV-zraenju ili kemikalijama.
Najvazniji zadatak SOS odgovora je ponovno pokrenuti replikaciju i omoguditi diobu stanica.
Postoji vise od 40 gena ukljucenih u ovaj popravak (Janion i sur., 2000). Medu njima je i
grupa gena din (eng. damage inducible), koji su izmedu ostalog, inducirani SOS odgovorom.

Ovaj sustav reguliran je transkripcijskim represorom LexA i rekombinazom RecA (Slika 1).

Bakterijski protein RecA je DNA ovisna ATPaza koja se veze na jednolancanu DNA

kao nukleoproteinski filament. Nakon spore nukleacije, slijedi brza ekstenzija filamenta u 5’



— 3’ smjeru (Slika 2). Nastanak filamenata zahtijeva vezanje, ali ne i hidrolizu ATP-a.
Razgradnja filamenata se takoder odvija u 5 — 3’ smjeru te zahtijeva hidrolizu ATP-a (Patel
i sur., 2010).

SOS odgovor normalno je suprimiran represorom LexA tako $to se LexA veze na
operatorske regije gena uklju¢enih u SOS odgovor te onemogucava vezanje RNA polimeraze
i njihovu ekspresiju. Te regije, uzvodno od SOS gena, nazivaju se SOS - kutijama i imaju
palindromske sljedove §to znaci da se LexA represor veze kao dimer (Thliveris i sur., 1991).
Filamenti RecA* formirani oko jednolancane DNA sluze u pokretanju SOS odgovora
olakSavajué¢i autokataliticko cijepanje represora LexA. LexA veZze se umjereno jako na

operator gena recA te zbog toga dolazi do trenutaéne indukcije RecA (<1min) (Little i sur.,

1991).
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Slika 1. SOS odgovor u bakteriji Escherichia coli, preuzeto iz Patel i sur., 2011.
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Slika 2. Autokataliticko cijepanje represora LexA, preuzeto iz Patel i sur., 2011.



2.3. Translezijska sinteza

Kako bi nadiSle problem replikacije oStecene DNA, stanice su razvile mehanizam Koji
omogucava toleriranje oSteCenja. Kada su replikacijske raslje zaustavljene ostecenjem,
replikativna DNA polimeraza privremeno je zamijenjena translezijskom polimerazom koja

produzuje lanac 1 sintetizira preko mjesta ostecenja.

3. DNA POLIMERAZA IV

3.1. Opéa svojstva DNA polimeraze IV

DNA polimeraza 1V, kodirana genom dinB, pripada Y-obitelji DNA polimeraza.
Polimeraze Y-obitelji imaju otvorena i velika aktivna mjesta i nemaju 3°-5 lektorirajucu
egzonukleaznu aktivnost, $to pridonosi ¢eS¢oj ugradnji pogresnih baza. Pol IV ima dvije
domene povezane fleksibilnom poveznicom; N-terminalnu kataliticku domenu i C-terminalnu
domenu. Za razliku od TLS polimeraze V, polimeraza IV moze premostiti samo odredena
ostecenja, specijalizirana je za adukte na N2-poziciji gvanina (uzrokovanih nitrofurazonom -
NFZ) i takoder premoscuje alkilne adukte kao $to su N3-metiladeninska oste¢enja dobivena

tretmanom metilmetan sulfonatom - MMS (Thrall i sur., 2017).

Osim u translezijskoj sintezi, Pol 1V doprinosi prezivljenju stanica u stacionarnoj fazi
(Corzett i sur., 2013). Kada je nadeksprimirana, Pol IV uzrokuje mutantni fenotip, stvarajuci

mutacije prvenstveno na tromom lancu (Kuban i sur., 2005).
3.2. Broj molekula DNA polimeraze IV

DNA polimeraza IV u E. coli ima ve¢i broj molekula od svih ostalih polimeraza.
Istrazivanja pomoc¢u metode Western blot pokazala su porast broja molekula Pol IV s 250 na
2,500 nakon indukcije SOS odgovora (Kim i sur., 2001). Medutim, noviji rezultati dobiveni
fluorescencijskom mikroskopijom ukazuju na postojanje manjeg broja molekula po stanici.
Zamjenom nativnog gena dinB u E. coli K12 s fuzioniranim genom dinB-YPet koristeci
metodu Arep recombineering, dobiven je fluorescentno oznacen protein. Tako dobivene
stanice eksprimiraju pol 1V sa svog nativnog promotora. U odsutnosti oSte¢enja izmjereni su
mali signali DinB-YPet. Kalibriranjem intenziteta fluorescencije utvrdeno je da je broj
molekula po stanici u tom trenutku otprilike 30. IzraCunata koncentracija Pol IV u

neoste¢enim stanicama iznosi 6 nM. Nakon tretmana stanica ciprofloksacinom (30 ng/mL),
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antibiotikom koji inhibira DNA girazu i formira kovalentne adukte na DNA, nastali su
toCkasti fokusi. Fokusi su se poceli pojavljivati 20 minuta nakon dodatka ciprofloksacina i
izraCunato je oko 279 molekula po stanici. Medutim, uslijed o$teéenja, stanice Su povecale
volumen 2,5 puta, te koncentracija Pol IV iznosi 34 nM, $to je otprilike 5,5 puta vise nego u
neoStecenim stanicama (Slika 3), (Henrikus i sur., 2017). Broj molekula Pol 1V ovisi i o dozi
mutagenog agensa. Broj signala utvrdenih fluorescencijskom mikroskopijom povecao se s 7,4
U netretiranim stanicama, na 9,8 u stanicama tretiranim 40 uM NFZ (nitrofurazon), te 13,0
nakon tretmana 100 uM NFZ (Slika 4) (Thrall i sur., 2017).

A DinB-YPet (active fusion): B DinB-YPet and DinBD103N-YPet:
untreated cells 90 min after ciprofloxacin treatment

DinB-YPet DinBD103N-YPet
(catalytically active) (catalytically dead)

Slika 3. Flourescentna snimka neoSteCene stanice koja pokazuje nisku razinu DinB-YPet
signala (a), fluorescentna snimka nakon tretmana antibiotikom ciprofloksacinom, preuzeto i

modificirano iz Henrikus i sur., 2017.
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Slika 4. Ovisnost broja molekula Pol 1V o koncentraciji mutagenog agensa, preuzeto iz Thrall
i sur., 2017.

4. LOKALIZACIJA DNA POLIMERAZE IV

U nekoliko nedavnih istrazivanja, upotreba genske fuzije u svrhu vizualizacije genskih
produkta pomocu fluorescencije pokazala se vrlo uc¢inkovitom metodom praéenja aktivnosti
neke molekule. Jedna od takvih fuzija je i fuzija gena za fluorescentni protein PAmCherry i
gena dinB. (Slika 5)
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Slika 5. Shematski prikaz genske fuzije PAmCherryl na C-kraj gena dinB, preuzeto iz Thrall
i sur., 2017.

Molekule Pol IV s obzirom na mobilnost u stanici dijele se na mobilne i stati¢ne.
Konstrukcijom fluorescentne fuzije Pol IV- PamCherry i PALM mikroskopije, izracunati su
dvodimenzionalni difuzijski koeficijenti-D*. Jedna populacija stanica imala je D* = 0,8
um?/s, dok je drugoj populaciji izra¢unat D* iznosio 0,1, §to predstavlja vezane molekule,
vjerojatno za DNA (Thrall i sur., 2017). Buduci da Pol 1V treba otprilike 100 ms za ugradnju
jednog nukleotida, molekule koje sintetiziraju DNA ¢e se uciniti statiénim na snimkama i
stvarati svijetle fokuse (Henrikus i sur., 2017). Kako bi se karakterizirala lokalizacija stati¢nih
molekula Pol 1V, uzeti su podaci s mikrografa i normalizirani na sve pozicije uzduz duge (x) i
kratke (y) osi. Pod normalnim uvjetima, Pol 1V je lokalizirana po cijeloj stanici, bez ijedne

nakupine na bilo kojem stani¢nom polozaju (Slika 6).
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Slika 6. Raspodjela molekula DNA pol 1V u stanici, preuzeto iz Thrall i sur, 2017.

Kao odgovor na oSte¢enja DNA, Pol IV se lokalizira u fokuse. Dok niti jedan fokus

fuzijskog proteina DIinB-EYFP nije lociran u netretiranim stanicama, nakon tretmana
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inhibitorom DNA giraze Nal, u svim stanicama zamijecen je barem jedan fokus, a svi su bili

povezani s nukleoidom (Slika 7).

DAPI/DinB-EYFP
Overlay

Slika 7. Fazno-kontrastna i fluorescentna slika lokalizacije fuzijskog proteina, preuzeto iz
Mallik i sur., 2015.

Pol 1V pokazuje i kolokalizaciju s replikativnom helikazom, Rep. Konstruirane fuzije
mCherry na C-kraju proteina Rep i DinB-EYFP pokazale su da je stvaranje Pol 1V fokusa u
stanicama tretiranim Nal prethodila stvaranju fokusa Rep (Mallik i sur., 2015). Jedan sat
nakon tretmana, otprilike 80% stanica imalo je DInB-EYFP fokuse, dok je Rep fokuse
pokazivalo 2% stanica. Nakon dva sata, broj stanica s Rep fokusima povecao se na 22%
(Slika 8).

B 120 O Cells with DinB-EYFP fod

100 - . ECells with Rep-mCh foci
O Rep foci codocalized with DinB foci
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40
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40 60 90 120
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Slika 8. Kolokalizacija proteina Rep s DNA Pol IV nakon tretmana Nal, preuzeto iz Mallik i
sur., 2015.



Pol IV takoder kolokalizira s proteinom RecA. 30-60 minuta nakon dodatka Nal,
zamijecene su Niti RecCA-GFP, dok je nakon 120 minuta doslo do pojave i kolokalizacije DinB
fokusa (Mallik i sur., 2015).

Dva su modela koja opisuju aktivnost Pol IV u blizini replisoma. U prvom, najvise
zastupljenom modelu, Pol IV primarno djeluje unutar replisoma, zamjenjujuc¢i Pol III na
zaustavljenim replikacijskim raSljama te nakon sinteze izlazi iz replikacijskih raslji kako bi se
Pol Il ponovno mogla vezati i nastaviti sintezu. Prema drugom modelu, Pol IV obavlja
postreplikativnu translezijsku sintezu, na lezijama koje je Pol Il preskocila. Oba modela su

jednako vjerojatna (Henrikus i sur., 2017).

Medutim, noviji rezultati pokazuju da najveci broj Pol IV djeluje izvan replikacijskih
raslji. Snimke fluorescirajuc¢ih fuzija DinB-YPet i replisomskog markera koji omogucéava
vizualizaciju pol III HE kompleksa omogucile su i mjerenje udaljenosti fokusa. Uocena je
Siroka distribucija udaljenosti Pol IV i replisomskih fokusa. Histogram udaljenosti pokazao je
§iri maksimum, $to odgovara “labavoj” kolokalizaciji. DinB-YPet fokusi formiraju se blizu,
ali ne na replisomima, $to ide u prilog hipotezi da Pol IV obavlja postreplikativhu TLS, u
prazninama iza replikacijskih raslji. Analize vremenski ovisnih promjena u kolokalizaciji
pokazale su da je broj cjelovitih replisomskih fokusa ostao priblizno konstantan nakon
tretmana ciprofloksacinom. To znaci da nije uklonjen velik broj Pol Il HE- holoenzima. O0-
100 minuta nakon dodatka ciprofloksacina, 10% Pol IV kolokalizira s replisomima, $to je
znatno manje od oc¢ekivanog ako Pol IV prvenstveno djeluje u blizini replisoma. U kasnoj fazi
SOS odgovora samo 2,5% fokusa Pol 1V kolokalizira s replisomima (Slika 9), (Henrikus i
sur., 2017). Ovi rezultati ukazuju da vecina molekula Pol IV u stanici ima nereplisomsku
ulogu. Nereplisomske uloge Pol 1V podrazumijevaju aktivaciju zaustavljenih replikacijskih
raslji, popravak dvolanc¢anih lomova, adaptivne mutacije i povecanje preZivljenja stacionarne

faze.
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Slika 9. Ovisnost stvaranja replisomskih i Pol IV fokusa o vremenu (lijevo), te ovisnost
srednjeg intenziteta i kolokalizacije Pol 1V i replisoma o vremenu, preuzeto iz Henrikus i sur.,
2017.

Takoder je primje¢eno da se tijekom prvih 100 minuta poveava koncentracija
molekula Pol IV, ali odnos kolokalizacije s replisomima ostaje priblizno konstantan, $to znaci
da je broj molekula Pol IV koje se vezu blizu replisoma neovisan o njihovoj koncentraciji
(Henrikus i sur., 2017). Molekule Pol IV ukljuene u sintezu DNA ostaju duZe vezane za
DNA. Poveéanjem vremena izlaganja s 50 ms na 300 ms lokalizacija je ostala ista, Sto znaci

da Pol 1V sudjeluje u sintezi DNA u blizini i dalje od replisoma.

Nastanak fokusa i kolokalizacija s replisomima provjerena je povecanjem ekspresije
Pol IV. Stanice su transformirane plazmidom, s 5-10 kopija po stanici. ZabiljeZena je visa
razina fluorescencije, ali uz isti gubitak kolokalizacije (Slika 10). Udio replisoma koji sadrze
Pol IV fokus se povecao s 3 na 20%, izracunato je da fokusi u ranijim fazama imaju 3-10

molekula Pol IV, dok u kasnijim fazama imaju vise od 30 molekula (Henrikus i sur., 2017).
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Slika 10. Kolokalizacija Pol IV s replisomima u prisutnosti dodatnih fluorescentno oznaéenih

molekula Pol IV eksprimiranih s plazmida, preuzeto iz Henrikus i sur., 2017.

5. INTERAKCIJE DNA POL IV | REPLIKATIVNE DNA POL 111

Zbog ve¢ spomenute sporosti, otvorenog aktivnog mjesta i nepostojanja lektorirajuce
aktivnosti, djelovanje TLS polimeraza mora biti strogo regulirano. Trenutno su predlozena
dva moguca mehanizma postavljanja TLS polimeraza na osteéenje: 1) p-hvataljka
postreplikativno postavlja TLS polimeraze na osteCenja u prazninama jednolanane DNA

koje je replikativna Pol III preskocila; 2) TLS polimeraze dobivaju pristup replikacijskim
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rasljama i oStecenjima nakon zamjene s Pol Ill. Ipak, vise dokaza podupire pretpostavljeni
mehanizam izmjene polimeraza, iako mnoga pitanja vezana uz same procese i dalje nisu

odgovorena 1 ostavljaju prostora za daljnja istrazivanja.

Izmjena replikativne Pol 111 i TLS Pol IV klju¢an je dio mehanizma regulacije TLS in
vivo jer kontrolira pristup Pol IV molekuli DNA. Povecani pristup Pol IV uzrokovan
nadekspresijom ima za posljedicu povecanje ucestalosti mutacija ili ¢ak inhibiciju progresije
replikacijskih raslji. Djelovanje TLS polimeraza dijelom je uvjetovano prstenastim proteinima
- tzv. hvataljkama. Prokariotska B-hvataljka kljucan je protein za koordiniranje aktivnosti
DNA polimeraza. B-hvataljka, sluzi kao klizni drza¢ koji obuhva¢a molekulu DNA i na nju
postavlja DNA polimeraze. B-hvataljka strukturni je homolog eukariotske PCNA (eng.

proliferating cell nuclear antigen), koja ima sli¢nu ulogu (Le i sur., 2017).

Na temelju istrazivanja mutantnog soja u genu dnaN, koji kodira za B-hvataljku,
dokazano je da pB-hvataljka ima klju¢nu ulogu u odabiru polimeraze. Svih pet DNA
polimeraza veze se za B-hvataljku, i vise od jedne moze biti vezano u isto vrijeme. |z ovog je
razvijen koncept tzv. trake s alatima, $to znaci da je vie od jedne polimeraze vezano, ali samo
jedna je aktivna. Budu¢i da je B-hvataljka dimer, dva su dzepa za vezanje polimeraza. DNA
polimeraze se takoder vezu za domene utora i ivice P-hvataljke, te se smatra da je ta

interakcija kljuéna za odabir polimeraze (Hastings i sur., 2010).

DNA polimeraza Il glavna je replikaza u stanicama bakterije E. coli. Holoenzim (HE)
sastoji se od 20 podjedinica; 2 homodimerna B-klizna drzaéa i 3 srzna kompleksa (Pol III 0e0)
koji su povezani interakcijom Pol Illa i heptamerne DNAX ATPaze (1366’ yy)- postavljaca 3-
hvataljke. Srzni kompleks obavlja sintezu DNA. Pol Illa katalizira polimerizaciju, Pol Illg
provjeru to¢nosti, a Pol 1110 stimulira aktivnost Pol Ille (Scotland i sur., 2015).

Svaka polimeraza sadrzi pentamerni ili heksamerni vezuju¢i motiv za B-hvataljku -
CBM (eng. clamp binding motif). CBM intereagira s hidrofobnim utorom koji se nalazi blizu
C-kraja svakog protomera B-hvataljke. Osim ove, mnoge druge interakcije na povrsini f-
hvataljke doprinose izmjeni polimeraza. Pokusom produljenja pocetnica pokazano je da je
interakcija utora i ivice nuzna za Pol III - Pol 1V izmjenu i procesivnu replikaciju (Scotland i
sur., 2015).
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5.1. Mehanizam izmjene DNA Pol IV i DNA Pol 111

Budu¢i da nadeksprimirana pol IV onemogucuje rast stanica E. coli zamjenjujuéi Pol
III na replikacijskim rasljama, izmjena ovih dviju polimeraza vrlo je vazan trenutak za
kontrolu mutagene aktivnosti Pol IV. Provedena su brojna in vitro i in vivo istrazivanja koja

daju bolji uvid u ovaj proces.

Sojevi koji eksprimiraju Pol IVC (mutirani gen za utor) i Pol IVR (mutirani gen za
ivicu) potvrdili su klju¢nu ulogu B-hvataljke u translezijskoj sintezi DNA polimerazom V. Za
funkciju Pol IV klju¢ne su dvije stvari: kontakt s utorom i ivicom B-hvataljke te inhibicija
procesivnosti Pol III direktnom interakcijom Pol IV s jednom ili viSe podjedinica Pol III. Pol
IIT veze se na B-hvataljku pomocu motiva CBM u katalitickoj i lektoriraju¢oj podjedinici.
Iako Pol III HE moze zauzeti oba utora B-hvataljke, jedan utor dovoljan je za procesivnu
replikaciju Pol 111 te Pol 111 - Pol IV zamjenu. Za aktivnost Pol III nuZna je interakcija izmedu
Pol Illa 1 utora B-hvataljke, dok interakcija izmedu Pol Ille i B-hvataljke nije nuzna. Na
temelju toga pretpostavljen je mehanizam prema kojem izmjena zapocinje prvotnim vezanjem
Pol IV na ivicu B-hvataljke u blizini utora za koji je vezana Pol Illa. Pol 1V, pri relativno
malim koncentracijama tijekom normalnog rasta, moze se povezati s ivicom B-hvataljke i
kompetirati sa slabo povezanom g-podjedinicom Pol 111 za utor hvataljke. Zauzimajuci ivicu i
utor na B-hvataljci, u inaktivnom obliku tijekom normalnih uvjeta, Pol IV je dostupna za brzu
izmjenu i TLS kad Pol III zastane, $to je predlozeno u modelu trake s alatima (Kath i sur.,
2014).

Jo§ uvijek nije jasno je li uvjet za postavljanje Pol IV na replikacijske raslje
zaustavljanje Pol 11l. Jedna je pretpostavka da kad dode do blokiranja Pol III, dolazi do
konformacijske promjene kojom se izlaze povrSina Pol III koja dolazi u kontakt s Pol IV. Iz
tog razloga Pol IV moze zamijeniti blokiranu Pol I11l. Nadalje, ako zaustavljeni replisom
postavlja Pol 1V, onda jedna interakcija Pol Il - Pol IV moze biti dovoljna za postavljanje i
zamjenu Pol III. Medutim, ako aktivno replicirajuc¢a Pol III regrutira Pol IV neovisno o
njenom zaustavljanju, onda bi razli¢iti Pol III - Pol IV kontakti trebali biti uvjet za
postavljanje Pol 1V i izmjenu. lako Pol IV uklanja Pol I1I s B-hvataljke, pretpostavlja se da
Pol Illa-DnaXt-DnaB interakcije zadrzavaju Pol III unutar replisomskog kompleksa sve dok
Pol IV kontrolira kalup DNA. To omogucuje Pol III da ponovno dobije kontrolu nad
replikacijskim rasljama nakon Sto se ukloni Pol IV. Medutim, kad je Pol IV nadeksprimirana

ili kad replisomi sadrze mutantni dnaN159 za B-hvataljku, Pol IV kontinuirano zamjenjuje Pol
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1l na rubu B-hvataljke. Ova ponavljana izmjena moze zamijeniti Pol III s replisoma,
objasnjavajuci letalni fenotip uo¢en kod sojeva s nadeksprimiranom Pol IV (Scotland i sur.,
2015). Dijeljeni kontakti, kao sto je jedan utor B-hvataljke tijekom kompeticije izmedu Pol 111
1 Pol IV vjerojatno su vazni za olaksSavanje disocijacije 1 promjenu podjedinica. Sekundarni
kontakti, kao $to je podrucje ivice na Pol IV, igraju vaznu ulogu u orijentiranju proteina da
iskoriste kratke promjene u okupiranju ovih zajednickih mjesta, §to rezultira promjenom

vezanih parova (Kath i sur., 2014).

Biokemijska istrazivanja dala su rezultate koji govore o inicijaciji i uzroku izmjene Pol
[11-Pol V. Prou¢avana je inicijacija izmjene Pol Ill - Pol IV kad Pol Il HE produljuje kraj
pocetnice. Kratka ukosnica ili dupleks na lancu kalupa efikasno inducira zamjenu Pol 111 za
Pol 1V, neovisno o oste¢enju. Pol 11l HE postaje dostupna za izmjenu posredovanu Pol 1V
kada se sudari s peteljkom dupleksa ukosnice ili 5 krajem dupleksa pocetnica/kalup (Thi Le i
sur., 2017).

Navedene interakcije pojedinih domena DNA Pol 1I1 i DNA Pol IV nepobitno su
kljuéne za inicijaciju, odrzavanje i razrjeSenje izmjene polimeraza. Medutim, nekolicina
modela koji opisuju izmjenu i dalje su kontradiktorna po nekim pitanjima, Sto ostavlja prostor

za daljnja istrazivanja.
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7. SAZETAK

Geneticki materijal organizama podlozan je stalnim oSte¢enjima uzrokovanim endogenim i
egzogenim Cimbenicima. Postoje brojni mehanizmi koji brzo i tono popravljaju ovakva
ostecenja. Medutim, ako je razina oStecenja toliko velika da mehanizmi koji ne rade greske
nisu dovoljni da bi izvrsili popravak, dolazi do indukcije SOS odgovora. Ova faza popravka
ukljuCuje sintezu preko lezije, tzv. translezijsku sintezu (TLS), a posredovana je
translezijskim polimerazama. Jedna od pet polimeraza u bakteriji Escherichia coli je i DNA
Pol IV. Na =zaustavljenim replikacijskim rasljama, DNA polimeraza IV kompetira s

polimeraznim podjedinicama DNA Pol III, da bi olaksala translezijsku replikaciju.

U ovom seminaru opisana je indukcija SOS odgovora, svojstva Pol 1V, lokalizacija i broj
molekula u stanici te interakcije s replikativnom DNA Pol I1l. Mnogi radovi jasno predlazu
modele za odredene probleme vezane uz Pol IV. Medutim, postoje radovi koji iznose

drugacija opazanja, ostavljajuéi time mnogo prostora za daljnja istrazivanja.

8. SUMMARY

The genetic material of living organisms is suspectible to continuous damage caused by
endogenous and exogenous factors. Various mechanisms exist that preform fast and accurate
repair of such damage. However, if the level of damage is so vast that these high-fidelity
mechanisms are not sufficient for repair, SOS response is induced. This phase of repair
mechanism includes translesion synthesis (TLS), which is mediated by translesion
polymerases. One of the five TLS polymerases in bacteria Escherichia coli is DNA Pol IV. At
blocked replication fork, DNA Pol IV competes with subunits of replicative DNA Pol Il in

order to preform translesion synthesis.

In this review, the induction of SOS response, properties, localization, number of Pol 1V, as
well as interactions with Pol Il are discussed. Alhough a large number of research
unequivocally suggest many models for the mentioned topics, there is a significant number of

those which contradict these results thus leaving a space for the further research.
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