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1. UvOD

Arheje su prokariotski jednostani¢ni mikroorganizmi naizgled nalik bakterijama te su se
zbog toga dugo vremena svrstavale u domenu Bacteria. Woese i Fox (1977) su na temelju
analize sekvenci 16S RNA predlozili izdvajanje dijela “bakterija” u novu, trecu domenu koju
su nazvali Archaebacteria, a kasnije je preimenovana u Archaea (Baker i sur. 2020). Arheje kao
ni bakterije, nemaju stanicne odjeljke te im se kruzni genom nalazi slobodan u citoplazmi (Van
Wolferen i sur. 2022). Takoder, geni su organizirani u skupine Cija je ekspresija zajednicki
regulirana. Sli¢nost s bakterijama nije Samo u organizaciji genoma, nego i u obliku organizama.
Vecina arheja je oblika karakteristi¢nih za bakterije to¢nije oblika koka ili spirala. Zbog
nedostatka peptidoglikana oblik arheja se lako mozZe promijeniti pod utjecajem vanjskih uvjeta
(Van Wolferen i sur. 2022). Osim sli¢nosti s bakterijama, arheje imaju neke zajednicke
karakteristike s eukariotima. Mehanizmi kojima se odvijaju replikacija DNA, transkripcija i
u genomu imaju nekodirajuce sljedove, introne. No, arheje imaju svojstva kojima se razlikuju
i od bakterija i od eukariota. Naime, grada membrana arheja je jedinstvena i nije pronadena u
niti jednom predstavniku preostalih dviju domena. Membrane su jednoslojne i gradene od
razgranatih masnih kiselina povezanih eterskom vezom za glicerol 1-fosfatnu okosnicu. Od
predstavnika preostalih dvaju domena, arheje se razlikuju i prema drugacijim metabolickim
putevima poput metanogeneze kojima dobivaju energiju. Jedinstveno svojstvo arheja koje
nastanjuju vodena staniSta je archaellum, bi¢ koji nije evolucijski srodan bakterijskom bic¢u
(Van Wolferen i sur. 2022). Ubrzanim razvojem DNA sekvenciranja i metagenomike, kojima
je omoguceno proucavanje genoma vrsta koje je tesko uzgojiti u laboratoriju, doslo je do
znacCajnih otkri¢a vezanih uz filogeniju, rasprostranjenost, ekolosko te biotehnolosko znacaje
arheja i njihove evolucijske povezanosti s eukariotima. Prvotno se mislilo kako su sve arheje
ekstremofili no danas je poznato da su sveprisutne u okoliSu pa 1 ljudskom probavnom sustavu.
Imaju vazne uloge u ciklusima dusika i ugljika dok se znacaj arheja koje nastanjuju druge
organizme pocinje istrazivati (Van Wolferen i sur. 2022). Analizom raznolikih okoli$nih
uzoraka takoder se ispostavilo da prvotna podjela arheja na dva koljena, Crenarchaeota i
Euryacrhaeota, nije dovoljna za opisivanje njihove raznolikosti. Danas se arheje dijele na tri
natkoljena: Asgardarchaeota, DPANN (akronim Kkoljena Diapherotrites, Parvarchaeota,
Aenigmarchaeota, Nanohaloarchaeota, i Nanoarchaeota koja su prva uvrstena u natkoljeno) i
TACK (akronim koljena Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota i Korarchaeota koja

su prva uvrstena u natkoljeno) te koljeno Euryarchaeota koje ne pripada niti jednom natkoljenu



(Baker i sur. 2020). Filogenetskom analizom Asgardarchaeota predlozeno je da su prve
eukariotske stanice nastale iz arhejskih predaka. Tvrdnju podupire pronalazak proteina
karakteristi¢nih za eukariote, homologa aktina i proteina zaduZenih za medumembranski

prijenos u eukariotima (Zaremba-Niedzwiedzka i sur. 2017).

Ostec¢enja DNA koja nastaju kao posljedice djelovanja endogenih i egzogenih faktora
(Slika 1) mogu uzrokovati nastajanje mutacija koje Stete vijabilnosti organizma i dugoro¢no,
njihovim nakupljanjem, prezivljavanje vrste. Kako bi se sprijecio negativan utjecaj ostecenja,
razvili su se razni mehanizmi kojima se ta oStecenja popravljaju. Raznolikost enzima koji
sudjeluju u mehanizmima popravka pogreski u DNA, odrazava raznolikost ostec¢enja koja mogu
narusiti stabilnost geneticke informacije (Grogan, 2004). Kao $to je spomenuto, arheje mogu
zivjeti u ekstremnim uvjetima koji mogu povecati broj oStecenja DNA Koji nastaju zbog
egzogenih faktora, primjerice velike koli¢ine UV zracenja te visoke temperature. Unatoc¢ Zivotu
u nepogodnim uvjetima, arheje ne posjeduju njima jedinstvene mehanizme popravka DNA.
Pronadeni mehanizme popravka poput fotoreaktivacije, metiltransferaznog popravka, popravka
dvolanc¢anih lomova, popravaka krivo sparenih baza (MMR od engl. mismatch repair,),
ekscizijskog popravka nukleotida (NER od engl. nucleotide excision repair), ekscizijskog
popravka nukleotida udruZzenog s transkripcijskom (TC-NER od engl. transcription coupled
nucleotide excision repair,), ekscizijskog popravaka baza i ekscizijskog popravka
ribonukleotida prisutni su u bakterijama i eukariotima (Marshall i Santangelo, 2020). U ovom
seminarskom radu bit ¢e detaljnije obradena tri mehanizma popravka za koja se misli da bi
mogli biti povezani (Fujikane i sur. 2010); MMR, NER i popravak dvolan¢anih lomova
homolognom rekombinacijom (HR). Bit ¢e opisana dosadaS$nja saznanja o mehanizmima,
evolucijska povezanost s pripadnim bakterijskim i eukariotskim mehanizmima popravka te

znacaj razotkrivanja nepoznanica popravaka DNA u arhejama.
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Slika 1. Shematski prikaz egzogenih i endogenih ¢imbenika koji mogu uzrokovati oStecenja DNA,
ostecenja koja nastaju djelovanjem prikazanih ¢imbenika te mehanizmi popravka DNA koji djeluju na

pojedini tip ostecenja. Preuzeto i prilagodeno iz White i Allers (2018).



2. POPRAVAK KRIVO SPARENIH BAZA

Popravak krivo sparenih baza vazan je mehanizam otklanjanja pogreSaka u DNA.
Pogresno sparivanje baza najcesce je posljedica ugradnje krivih nukleotida od strane DNA
polimeraze tijekom sinteze DNA. Takoder, misli se da su mehanizmi uklanjanja krivo sparenih
baza iz nasljedne informacije pojavili barem dvaput tijekom evolucije, na $to ukazuje i

postojanje barem dvaju razli¢itih puteva popravka u arhejama (Castafieda-Garcia i sur. 2017).

2.1. KANONSKI OBLIK MMR

Kanonski oblik popravka koji posjeduju eukarioti i bakterije vr$e proteini MutS (od engl.
mutator S) i MutL (od engl. mutator L), a kod nekih bakterijskih skupina i protein MutH (od
engl. mutator H). MutS je dimer koji prepoznaje i veze se na Krivo sparene baze. In vitro MutS
iz E. coli pokazuje najveci afinitet prema vezanju na G/T krivo sparene baze, potom G/A i A/C
dok najmanji afinitet ima prema T/C parovima (Shin-San Su i Modrich 1986). Vezanjem na
pogresku u DNA privlaci MutL koji potom cijepa DNA te uklanjanja krivo sparene baze
(Modrich i Lahue 1996). Aktivnost MutL regulirana je interakcijama s  hvataljkom (Kunkel i
Erie 2015). Kao $to je spomenuto, neke skupine bakterija kodiraju za endonukleazu MutH koju
aktivira kompleks MutS: MutL. Endonukleaza MutH se nakon aktivacije veZze za najblize
nemetilirane GATC sljedove te uvodi ureze u DNA 5’ ili 3° od tih sljedova. Pomocu
specificnosti MutH za vezivanjem na nemetilirane sljedove omogucava se razlikovanje
novosintetiziranih lanaca od lanaca kalupa. Naime, novosintetizirani lanci DNA su netom
nakon sinteze nemetilirani. Potom, DNA helikaza Il istiskuje lanac DNA, te uklanja o$tecenje.
Istisnuti dijelovi lanca degradiraju se djelovanjem razli¢itih egznukuleaza; ovisno o tome
istiskuje 1i se lanac u 5°-3” ili 3°-5° smjeru. Posljednji koraci popravka ukljucuju ponovnu
sintezu dijela  DNA koji nedostaje, koju provodi DNA polimeraza te spajanje

novosintetiziranog dijela s okolnim segmentima DNA s pomocu ligaze (Smith i Modrich 1996).

U popravku krivo sparenih baza u eukariotima ne postoji protein MutH jer se
novosintetizirani lanci ne prepoznaju na temelju metilacije ve¢ je vezivanje MutS i MutL i
usmjeravanje nukleazne aktivnosti MutL na novosintetizirane lance DNA regulirano
interakcijama s PCNA (od engl. proliferating cell nuclear antigen) (Kunkel i Erie 2015).
Eukarioti ne kodiraju ni za DNA helikazu Il te istiskivanje i degradaciju lanca provodi DNA
polimeraza specijalizirana za popravak DNA (Marshall i Santangelo 2020). Popravak krivo
sparenih baza s pomoc¢u MutS i MutL proteina rijedak je kod arheja jer gotovo ni jedna vrsta

ne kodira za homologne proteine (Castafieda-Garcia i sur. 2017). Homolozi MutS i MutL
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pronadeni su u arhejama koje su temperaturni mezofili to¢nije halofili ili metanogeni te
koljenima Lokiarchaeum i Thorarchaeum koje spadaju u natkoljeno Asgardarchaeota (Eme i
sur. 2017). Pocetni koraci popravka krivo sparenih baza kod metanogenih arheja koje kodiraju
za MutS i MutL sli¢ni su onima u eukariotskom mehanizmu popravka (Marshall i Santangelo
2020).

Unatoc€ Cinjenici da mali broj arheja kodira za proteine kanonskog puta popravka krivo
sparenih baza, imale su vaznu ulogu u evoluciji ovog oblika popravka ostecenja DNA eukariota.
Kao $to je navedeno, dva koljena Asgardarchaeota, za koje se smatra da su predci eukariota
(Eme i sur. 2017; Williams i sur. 2013), kodiraju za homologe proteina kanonskog puta MMR.
Eukariotski MMR sustav sloZeniji je nego bakterijski ili arhejski zbog velikog broja paraloga
nastalih duplikacijom gena te njihovom daljnjom specijalizacijom tijekom evolucije (Lin i sur.
2007). Primjer specijalizacije proteina prvotno ukljucenih u popravak pogresaka u DNA su
proteini MSH4 (od engl. MutS protein homolog 4) i MSH5 (od engl. MutS protein homolog 5).
Navedeni proteini su nuzni za provodenje reciprocne rekombinacije tijekom mejotske diobe 1
viSe ne sudjeluju na niti jedan na¢in u popravku krivo sparenih baza (Hollingsworth i sur. 1995).
Proteini MSH4 i MSH5 dva su od Sest visoko konzervirana paraloga MutS proteina pronadena
u eukariotima. Paralozi MutS aktivni u jezgri naslijedeni su od arhejskog pretka u kojem je prije
evolucije eukariota doslo do duplikacije MutS proteina preuzetog horizontalih transferom gena
od bakterija. Eukariotski homolozi MutS aktivni u mitohondriju i kloroplastu naslijedeni su
mitohondriskog pretka tocnije alfaproteobakterije te pretka kloroplasta, cijanobakterija.
Eukarioti kodiraju za Cetiri MutL paraloga. Mitohondrijski MutL zamijenjen je paralogom
kodiranim jezgrinim genomom, a MutL kloroplasta nije prisutan u svim fotosintetiziraju¢im

skupinama (Hofstatter i Lahr 2021).

2.2. MMR POSREDOVAN EndoMS PROTEINOM

Unato¢ Cinjenici da vec¢ina arheja ne sadrzi homologe proteina kanonskog oblika MMR,
nije primijeena povecana stopa mutacija i rekombinacija izmedu nehomolognih regija $to
ukazuje na postojanje alernativnog puta popravka (Castafieda-Garcia i sur. 2017). Klju¢ni
enzim alternativnog puta popravka je endonukleaza EndoMS (od engl. mismatch-specific
endonuclease). Enzim je otkriven u Pyrococcus abyseii kada je opisana njegova nukleazna
aktivnost na jednolancanoj DNA (Ren i sur. 2009). Daljnjim istrazivanjima otkriveno je kako
enzim ima moguc¢nost cijepanja razgranate DNA, krivo sparenih baza te deaminirane DNA sto

znaci da bi mogao sudjelovati ne samo u popravku krivo sparenih baza ve¢ 1 ekscizijskom



popravku baza te izrezivanju lezija koje narusavaju strukturu DNA (Ishino i sur. 2016). Enzim
je dimer (Slika 2A) ¢ije se podjedinice sastoje od dvije domene za koje se smatra da su bile
medusobno neovisne no da je tijekom evolucije doslo do njihove fuzije u arhejama (Castafieda-
Garciaisur. 2017). N-terminala domena enzima veze DNA dok C terminalna domena posjeduje
endonukleaznu aktivnost (Ren i sur. 2009). EndoMS prepoznaje dvolanéanu DNA koja ima
krivo sparene G/T, G/G, T/T, T/C 1 A/G baze, no uspjesnost uklanjanja pogresaka, kao Sto je
prethodno opisano i za protein MutS, nije ista za sve krivo sparene baze. Naime, enzim najbolje
prepoznaje G/T, G/G i T/T parove. EndoMS ne cijepa supstrat koji sadrzi C/C, A/C i A/A krivo
sparene baze. Moguée je da interakcija s drugim proteinima omoguéava EndoMS
prepoznavanje svih krivo sparenih baza ili da postoje drugi enzimi koji prepoznaju C/C, A/C i
AJA sparivanja. Suprotno mehanizmu kanonskog oblika MMR, uklanjanje pogresaka ne ovisi
0 sekvencama koje omeduju pogresku (Ishino i sur. 2016). Vezanjem na DNA enzim poprima
zatvorenu konformaciju ¢ime se omogucava kontakt nukleaznih domena sa fosfatnom
okosnicom nukleinske kiseline i izvrtanje krivo sparenih baza iz heliksa DNA (Slika 2B).
Izvrtanje baza dovodi DNA u pogodnu konformaciju unutar katalitickih domena enzima
(Ariyoshi i Morikawa 2016). Za razliku od enzima MutL i MutH Kkoji prepoznaju
novosintetizirani lanac u kojem je potrebno uvesti urez, EndoMS nema moguénost
diskriminacije lanaca te urez uvodi u oba lanca DNA. Posljedica cijepanja je nastanak 5’
strSecih krajeva. Aktivnost EndoMS regulirana je pomoc¢u PCNA koji postavlja enzim u blizinu
replikacijskih raslji ¢cime se omogucava popravak pogresaka netom nakon njihova nastanka.
Zbog toga Sto EndoMS uvodi dvolancani lom, moguce je da je popravak krivo sparenih baza
udruzen s homolognom rekombinacijom (Ishino i sur. 2016). Tvrdnju podupire ¢injenica da se
rodu Thermococcus gen za protein EndoMS nalazi u operonu s radA genom koji kodira protein
nuzan za provodenje homologne rekombinacije (Ishino i sur. 2016; Ren i sur. 2009). Kako bi
se utvrdio znacaj povezanosti transkripcije navedenih gena, potrebna su daljnja istrazivanja.
Dvolanc¢ani lom najtezi je oblik oSte¢enja DNA te moze imati letalne posljedice Sto znaci da
ukoliko se homologna rekombinacija odvija nakon djelovanja EndoMS proteina, ona mora biti
izrazito uspjesna. Klju¢ te uspjesnosti i odrzavanja ovakvog sustava popravka mogla bi biti
prisutnost vise kopija genoma u stanici, kao $to je to ¢esto u arhejskim vrstama koje pripadaju
koljenu Euryacrhaeota (Ishino i sur. 2016; White i Allers 2018). Enzim EndoMS nije prisutan
u svim arhejskim vrstama ve¢ kao i MutS te MutL ima sloZenu raspodjelu; kodiraju ga halofili,
termofili iz koljena Crenarchaeota i Euryarchaeota te koljena Thorarchaeota koje pripada
nadkoljenu Asgardarchaeota. Takoder, geni koji kodiraju za proteine kanonskog puta popravka

te EndoMS puta popravka mogu biti istovremeno prisutni u arhejskim genomima. No, postoje
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i vrste arheja kod kojih nisu pronadeni MutS, MutL i EndoMS proteini $to ukazuje na postojanje
neotkrivenih puteva popravka krivo sparenih baza. Zanimljivo je da za EndoMS kodira i
skupina bakterija, Actinomycetota koje nemaju gene koji kodiraju MutS i MutL proteine
(Castafieda-Garcid i sur. 2017). Uloga EndoMS proteina u popravku pogres$no sparenih baza u
bakterijama dokazana je istrazivanjima provedenim na Corybacterium glutamicum. Naime,
pokazano je da bakterijski oblik enzima moze izrezivati G/T, G/G i T/T krivo sparene baze.
Kao i kod arhejskog homologa ¢ija je aktivnost regulirana PCNA, aktivnost bakterijskog
homologa vjerojatno se regulira interakcijom s  hvataljkom (Ishino i sur. 2018).
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Slika 2. A) Struktura proteina EndoMS vezanog za DNA. Tirkiznom i zelenom bojom oznaene su
podjedinice dimera. Tamno zelene kugle prikazuju Mg?" ione koji se nalaze u aktivnim mjestima.
B) Shematski prikaz stvaranja homodimera EndoMS koji se potom veze na DNA i interagira s PCNA.
PCNA pomaze enzimu da se veze na krivo sparene baze koje enzim potom prepoznavanje izvrtanjem
pogresno sparenih baza iz heliksa DNA. Naposljetku enzimu uvodi dvolan¢ani lom. Slika A je preuzeta

i prilagodena iz White i Allers (2018). Slika B je preuzeta i prilagodena iz Ariyoshi i Morikawa (2016).

Kao $to je ve¢ spomenuto, EndoMS nastao je u arhejama fuzijom dvaju zasebnih
domena. Potom je doslo do njegova prijenosa iz arheja u bakterije Deinococcus-Thermus i
horizontalnog prijenosa gena u pretka koljena Actinomycetota koji nije imao gene koji kodiraju
za proteine kanonskog puta popravka. lako enzim nije pronaden u eukariotima, moguce je kako
C terminalna domena EndoMS sudjeluje u izgradnji raznih eukariotskih proteina (Castafieda-
Garcia i sur. 2017).



3. HOMOLOGNA REKOMBINACIJA

Dvolanc¢ani lomovi DNA najtezi su oblik oSte¢enja koji ako ostanu nepopravljeni mogu
uzrokovati genomsku nestabilnost pa i stanicnu smrt. NajceS¢i uzrok lomova su oksidativne
reakcije uzrokovane reaktivnim kisikovim radikalima koji nastaju metabolizmom stanica.
Hidroliza, deaminacija nukleotida, sparivanje pogresnih baza ili torzijski stres DNA tijekom
replikacije, rekombinacije i segregacije DNA, uzrokuju zaustavljanje te kolaps replikacijskih
raslji ¢ime takoder nastaju dvolancani lomovi. Ako postoji greska u djelovanju topoizomeraza,
1 one su potencijalni izvor dvolanc¢anih lomova. Osim unutra$njih faktora koji mogu uzrokovati
oste¢enje DNA, vanjski faktori poput ioniziraju¢eg zracenja, mehani¢kog ostecenja, UV
zraCenja, X-zraka te y zraenja mogu putem stvaranja reaktivnih kisikovih radikala uzrokovati
dvolanc¢ana ostecenja (De Falco i1 De Felice 2021). Razvijeno je nekoliko mehanizama koji su
nuzni za popravak dvolan¢anih lomova u arhejama; sparivanje nehomolognih Kkrajeva,
alternativno spajanje krajeva, sparivanje jednolancanih krajeva i homologna rekombinacija.
Mehanizmi djeluju u razli¢itim fazama stani¢nog ciklusa i/ili pri razli¢itim karakteristikama
loma. Homologna rekombinacija najbolje je istrazen put popravka dvolanc¢anih lomova u
arhejama (Whie 2011). Homologna rekombinacija ujedno je i jedini tocan put popravka lomova
u DNA jer kao kalup za popravak koristi drugu, intaktnu molekulu DNA. Osim popravka
pogresaka, HR omogucava ponovno pokretanje replikacije nakon zaustavljanja ili kolapsa
replikacijskih raslji. HR se odvija u tri koraka; presinapsa, sinapsa te postsinapsa, ¢ije odvijanje

omogucuju specificni, pomno koordinirani proteini (De Falco 1 De Felice 2021).

3.1. PRESINAPSA

Kako bi se zapoCeo proces popravka dvolancanih lomova, tijekom presinapse dolazi do
prepoznavanja dvolancanog loma te stvaranja 3’ strSe¢ih krajeva. S procesiranim krajevima
moze interagirati protein RadA (od engl. radiation-sensitive protein A) ¢ime se ulazi u korak
stvaranja sinapse. U bakterijama navedeno radi kompleks RecBCD dok kod arheja navedeno
obavljaju enzimi Mrell (od engl. meiotic recombination 11) i Rad50 (od engl. radiation
sensitive 50) koji tvore MR kompleks te helikaza HerA (od engl. helicase of repair in Archaea)
i nukleaza NurA (od engl. nuclease of repair in Archaea). Na zajedni¢ku ulogu proteina ukazuje
i Cinjenica da geni koji kodiraju za proteine Mrell, Rad50, HerA i NurA cine operon
(McRobbie i sur. 2009; Wang i sur. 2012). Homolozi Mrell te Rad50 pronadeni su u svim
organizmima te su u bakterijama to proteini SbcD (od engl. nuclease SbcCD subunit D)

odnosno SbcC (od engl. nuclease SbcCD subunit C). U eukariotima je prisutna treca



komponenta koja sudjeluje u izgradnji Mre11/Rad50 kompleksa, protein nibrin odnosno protein
Xrs2 (od engl. DNA repair protein XRS2) u kvascima (De Falco i De Felice, 2021; Hopkins i
Paull, 2008). Eukariotski homolozi HerA i NurA su proteini Dna2 (od engl. DNA replication
helicase/nuclease 2) i Exol (od engl. exonuclease 1) odnosno Sgsl (od engl. slow growth
suppressor 1). Bakterijski homolozi HerA i NurA pronadeni su u vrsti Deinococcus
radiodurans (De Falco i De Felice 2021).

Biokemijskim istrazivanjima okarakterizirana je 3’-5° egzonukleaznu aktivnost i
nukleazna aktivnost Mrell na jednolan¢anoj DNA. Protein Rad50 djeluje kao ATP-aza te ima
kinazu aktivnost i mogucnost vezivanja DNA (Hopkins i Paull 2008). Aktivnost kompleksa
MR regulirana je vezivanjem te potom hidrolizom ATP-a ¢ime dolazi do konformacijske
promjene (Deshpande i sur. 2014; Hogrel i sur. 2018). U otvorenoj konformaciji, kada jo§ nema
vezanog ATP-a, kompleks MR veze DNA no vezanje nije ograni¢eno na krajeve. Vezivanjem
ATP-a kompleks prelazi u zatvorenu konformaciju u kojoj specificno veze krajeve DNA, potice
njihovu ligaciju i aktivacijom kinaza prenosi signal o ostecenju DNA. No, u ovoj konformaciji
ne dolazi do procesiranja krajeva. Hidrolizom ATP-a koju vr$i Rad50, kompleks prelazi u
prijelazno stanje u kojem ima sposobnost procesiranja krajeva tocnije stvaranja kratkih 3’
strSe¢ih krajeva te udruzivanja s proteinima koji pomazu u procesu nastanka duzih 3’ strSecih
krajeva. Kompleks se naposljetku vraca u pocetnu, otvorenu konformaciju otpustanjem vezane
DNA. (Deshpande i sur. 2014). Tako PCNA ne utjeCe na hidrolizu ATP-a ili sposobnost
vezivanja DNA, vezivanjem za kompleks MR potice jo$ nepoznatim mehanizmom procesiranje
5’ krajeva (Hogrel i sur. 2018). Kompleks MR arheje H. volcanii osim §to sudjeluje u popravku
DNA, uzrokuje i promjenu strukture DNA ¢ineci je kompaktnijom. Moguce je da se time
ubrzava vezivanje proteina koji sudjeluju u popravku oste¢enja (Delmas i sur. 2013). Takoder,
u vrsti Sulfolobus acidocaldarius uoceno je kako dolazi do posttranslacijske metilacije
kompleksa MR pri izlaganju y zracenju (Kish i sur. 2016). Razlog metilacije nije poznat, no
moguce je kako metilacija utjee na interakcije proteina u kompleksu ili sudjeluje u regulaciji
odgovora na popravak (Gong i sur. 2020; Kish i sur. 2016; Lu i sur. 2021). Za razgradnju 5’
kraja DNA nuzni su Rad50, HerA i NurA dok je aktivnost Mrel1 potrebna samo ako je kraj
blokiran, primjerice vezanjem proteina. lako se ne zna kako NurA i HerA interagiraju s
kompleksom MR, zna se da je kompleks nuzan za njihovu aktivaciju te da sva Cetiri proteina
zajedno djeluju pri procesiranju krajeva dvolancanog loma (De Falco i De Felice 2021). NurA
i HerA nuzZni su za stvaranje dugih 3’ strSecih krajeva (Hogrel i sur. 2018; Hopkins i Paull

2008). NurA djeluje kao 5°-3” jednolancana i dvolanCana egzonukleaza te jednolancana



nukleaza dok je HerA helikaza i ATP-aza (Constantinesco i sur. 2002). NurA je homodimer
¢ije podjedinice tvore kanal unutar kojeg se na suprotnim stranama nalaze dva aktivna mjesta.
Unutra$njost kanala unutar kojeg se mogu smjestiti dva lanca DNA koja nisu medusobno
vezana, ¢ine pozitivno nabijeni bo¢ni ogranci aminokiselina koji omogucavaju interakciju s
fosfatnom okosnicom DNA. Dimer NurA tvori kompleks s HerA vezu¢i se na njegove
homoheksamere. U stanici se u ravnotezi nalaze homoheptameri HerA te homoheksameri.
Prijelaz u homoheksamerni oblik poti¢e vezivanje ATP koji je izvor energije za pokretanje
kompleksa po DNA (Ahdash i sur. 2017). Naime, kao i kod NurA, unutra$njost prstena
oligomera HerA ¢ine pozitivno nabijene aminokiseline koje ostvaruju kontakt s fosfathom
okosnicom supstrata. Hidrolizom ATP-a kompleks se pomice po DNA, ali kako DNA izlazi iz
Sireg kanala HerA i ulazi u uzak kanal NurA, u koji ne moze u¢i dvolan¢ana DNA, dolazi do
razdvajanja lanaca koji se usmjeravaju u aktivna mjesta NurA gdje dolazi do procesiranja
krajeva (Rzechorzek i sur. 2014). Regulacija procesiranja krajeva i dalje je neodgovoreno
pitanje. Nije poznato kako dolazi do znacajnog skrac¢ivanja samo 5’ lanca. Jedna od moguénosti
je da ulaskom DNA u dimer NurA dolazi do promjene njegove konformacije te stvaranja pore
kroz koju izlazi 3’ jednolancana DNA ili inaktivacije jednog aktivnog mjesta (Byrne i sur.
2014). Sli¢no je opisano u radu Blackwood i sur. (2012) u kojem je predlozena moguénost dva
nacina procesiranja krajeva, ovisno o njihovu tipu. Prisutnost str§ecih krajeva duljih od 10
nukleotida, stimulira degradaciju samo jednog lanca dok drugi lanac ostaje intaktan i ni ne ulazi
u kompleks ili izlazi nakon §to DNA prode kroz prsten HerA. Ukoliko su krajevi dvolan¢anog
loma tupi ili kratkih str§ec¢ih krajeva velic¢ine do 5 nukleotida, kompleks NurA:HerA degradira
oba lanca DNA (Blackwood i sur. 2012). Prema istrazivanju koje su proveli De Falco i sur.
(2022), predlozen je mehanizam regulacije egzonukleazne aktivnosti NurA proteina pomocu

proteina SSB (od engl. single-strand binding protein) /RPA (od engl. replication protein A).

3.2. SINAPSA | POST-SINAPSA

Procesiranjem krajeva DNA prelazi se u sredis$nji korak homologne rekombinacije,
invazije 3’ krajeva oSte¢ene molekule DNA na drugu, intaktnu molekulu djelovanjem
rekombinaze RadA. Naime, protein RadA polimerizira i veze se na jednolancanu DNA koju
pritom isteze. Nastali nukleofilament veze dvolan¢anu DNA te pretrazuje izmedu vezane
jednolanc¢ane 1 dvolancane DNA regiju homologije. Pronalaskom homologne regije,
rekombinaza potice stvaranje D-omce (Morrical 2015). No, kako bi se to moglo dogoditi,
moraju se ukloniti proteini SSB/RPA vezani na 3’ procesirane krajeve (Wardell i sur. 2017).

Paralozi SSB/RPA prisutni u koljenu Euryarchaeota pokazuju sli¢nosti s eukariotskim RPA,
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proteinu SSB (White i Allers 2018).

Vecéina arheja kodira za dva ili viSe paraloga proteina RadA. RadB (od engl. radiation-
sensitive protein B) je medijator rekombinacije; potpomaze formaciju nukleofilamenta
istiskivanjem vezanih SBB/RPA (Patoli i sur. 2017; Wardell i sur. 2017). Za razliku od RadA,
protein RadB ima slabu ATP-aznu aktivnost koja ne ovisi 0 DNA, nema mogucnost poticanja
izmjene lanaca te se za DNA veZe velikim afinitetom (Komori i sur. 2000). Prema novijim
istrazivanjima jedna od mogucih uloga paraloga RadB je da interakcijom s inaktivnim
monomerima RadA uzrokuje promjenu konformacije koja aktivira monomere poti¢uéi time
polimerizaciju RadA. Paralog SsoRall iz S. solfataricus takoder stimulira stvaranje
nukleofilamenta (Wardell i sur. 2017). Suprotno djelovanju navedenih medijatora
rekombinacije paralozi RadA rekombinaze, Ss02452 iz S. solfataricus i stRadC2 izoliran iz S.
tokodaii onemogucuju djelovanje rekombinaze (McRobbie i sur. 2009; Wang i sur. 2012).
Naime, S. solfataricus je termofilna arheja koja ima konstitutivno eksprimiran RadA te
inhibicija njegova djelovanja mozda sudjeluje u oCuvanju genoma, sprecavajuci pretjerano

odvijanje rekombinacije koja bi mogla uvesti nestabilnosti (Wang i sur. 2012).

Protein RadA i njegovi paralozi pripadaju porodici proteina RecA (od engl. recombinase
A) koji su izrazito konzervirani u sve tri domene zivota. Bakterijski homolog naziva se RecA,
a u eukariotima je pronaden velik broj homologa nastalih duplikacijom gena od kojih su
najpoznatiji proteini RAD51 (od engl. radiation sensitive 51) te DMC1 (od engl. disrupted
meiotic cDNA 1). Arhealni protein RadA pokazuje veliku sli¢nost s eukariotskim proteinom
RAD51 (Patoli i sur. 2017), a prema modelu Lin i sur. (2006) eukariotski geni recA/rad51
nastali su duplikacijama iz dvaju porodica koje su nastale duplikacijom gena recA u arhejama,

prije nastanka eukariota.

Nastanak D-omce svojevrsna je kontrolna tocka homologne rekombinacije u kojem se
odreduje daljnji smjer odvijanja popravka dvolan¢anog loma. Naime, ukoliko samo jedan 3'
kraj dvolan¢anog loma tvori D-om¢u, dolazi do sintezom ovisnog sparivanja lanaca (SDSA od
engl. synthesis-dependent strand annealing). U SDSA, 3' kraj dvolan¢anog loma sluzi kao
pocetnica za sintezu nedostajuceg slijeda s intaktnim lancem DNA kao kalupom (Marshall i
Santangelo 2020). SDSA nikada ne rezultira rekombinacijom. Enzim koji je vjerojatno zaduzen
za destabilizaciju D-omce nakon sinteze nedostajuceg slijeda u SDSA je helikaza Hel308a (od
engl. ATP-dependent DNA helicase Hel308) koji djeluje kao 3’-5’ translokaza (Guy i Bolt
2005). Protein Hel308a izoliran iz Sulfolobus tokodaii pokazuje 3’-5° i 5°-3° helikaznu
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aktivnost te tvori kompleks s PCNA i endonukleazom Hjc (od engl. Holliday junction cleavage)
koja razrjeSuje Hollidayeve veze (Li i sur. 2008) zbog ¢ega je predloZeno da enzim sudjeluje u
Sirenju Hollidayevih veza, koraku homologne rekombinacije koji slijedi nakon sinapse te
posreduje razrjeSenju i nastanku rekombinantnih produkata. Sirenje Hollidayeve veze se moze
dogoditi spontano ili biti katalizirano enzimima (Kvaratskhelia i sur. 2001). Zbog te moguce
uloge, Hel308a se jos naziva i Hjm to¢nije na engleskom jeziku “Holliday junction migrase”.
Zanimljivo je kako helikaza Hel308a nema afinitet za vezivanje na Hollidayeve veze kao §to to
ima kompleks RuvABC koji je zaduzen za Sirenje Hollidayevih veza u bakterijama (Guy i Bolt
2005). Provedena istrazivanja ukazuju i na mogucu ulogu u popravku zaustavljenih
replikacijskih raslji te uklanjanja proteina vezanih na 3’ kraj (Guy i Bolt 2005; Richards i sur.
2008). Uz Hel308a, postoje jos tri enzima koja bi mogla imati ulogu u Sirenju Hollidayeve veze:
PINA (od engl. helicase PilT N-terminal-(PIN)-domain-containing ATPase), aLhr2 te aLhrl
(Suzuki i sur. 2022). Proteini aLhr2, aLhrl te Hel308a imaju zajednickog pretka i djeluju na
slican nacin pa je moguée kako aLhrl i aLhr2 mogu sudjelovati u popravku zaustavljenih
replikacijskih raslji (Suzuki i sur. 2022). Protein Hel308a visoko je konzerviran medu arhejama
(Fujikane i sur. 2005). Ortolozi Hel308a prisutni su u Metazoa (Richards i sur. 2008), no nisu
pronadeni u bakterijama i kvascima (Fujikane i sur. 2005). Homolog prisutan u ljudima djeluje
kao 1 arhejski ortolog, to¢nije kao 3’-5” helikaza (Richards i sur. 2008). Prema istrazivanju na
termofilnoj arheji Sulfolobus acidocaldarius pokazano je da je Hel308a nuzan za popravak
kolabriranih replikacijskih raslji dok je njegova uloga u Sirenju Hollidayevih veza upitna
(Matsuda i sur. 2022).

PINA je enzim koji tvori heksamerni prsten, ima ATP-aznu aktivnost (Zhai i sur. 2017) te
izgledom nalikuje na helikazu RuvB (od engl. Holliday junction branch migration complex
subunit RuvB) iz bakterija (Matsuda i sur. 2022). Prema istrazivanju na S. islandicus koje su
proveli Zhai i sur. (2017), PINA s Hel308a i Hjc sudjeluje u pokretanju zaustavljenih
replikacijskih raSlji 1 Sirenju Hollidayevih veza. Zbog oprecnih rezultata dobivenih
proucavanjem homologne rekombinacije u razli¢itim vrstama arheja potrebna su dodatna
istrazivanja kako bi se utvrdilo koji proteini sudjeluju u posljednjim koracima homologne
rekombinacije i kako interagiraju. Naime, vaznost proteina Hel308a i PINA razlikuje se medu
razli¢itim vrstama arheja te su u nekim oni nuzni za vijabilnost stanica dok u nekima nisu, §to

upucuje na postojanje drugih proteina koji obavljaju iste uloge (Matsuda i sur. 2022).

Na kraju, kao $to je ve¢ spomenuto dolazi do razrjeSenja Hollidayevih veza djelovanjem

endonukleaze Hjc koja je prisutna u svim arhejskim vrstama (Komori i sur. 1999; Kvaratskhelia

12



i sur. 2000). Hjc je dimer s domenom za vezanje bivalentnih kationa, Mn?* ili Mg?* (Nishino i
sur. 2001) o kojima i ovisi endonukleazna aktivnost enzima (Kvaratskhelia i sur. 2000). Bazi¢ni
ogranci enzima vazni su za prepoznavanje krizne strukture DNA na koje se enzim veZe.
Vezivanjem se mijenja konformacija DNA i uvode se urezi u dvolancanu regiju DNA udaljenu
3 parova baza od Hollidayeve veze. Aktivnost rezolvaze u arheji Sulfolobus islandicus
inhibirana je fosforilacijom $to je analogno regulaciji eukariotskih rezolvaza GEN1 (od engl.
flap endonuclease GEN homolog 1) i Yenl (od engl. Holliday junction resolvase YEN1) (Huang
i sur. 2019). Zanimljiva je i mogucnost da je fosforilacija rezvolvaze Hjc ovisna o stanicnom
ciklusu ¢ime se omogucuju interakcije s razliCitim proteinima kao $to su spomenuti Hjm ili
PINA, kako bi se razrijesila Hollidayeva veza. (Huang i sur. 2019). Prema istrazivanju Komori
i sur. (2000) provedenom na Pyrococcus furiosus pokazano je da je aktivnost Hjc regulirana
interakcijama s proteinom RadB. Uz Hjc u pojedinim arhejama pronadene su jo$ dvije
rezolvaze, Hje (od engl. Holliday junction endonuclease) i Hjr (od engl. Holliday junction
resolvases) koje se medusobno ali i u odnosu na Hjc razlikuju s obzirom na mjesto uvodenja
ureza (Kvaratskhelia i sur. 2001). U organizmima koji kodiraju i za Hjc i za Hje, enzimi imaju
redundantnu ulogu no inaktivacija oba gena je letalna (Matsuda i sur. 2022). Nedostatak Hjc i
Hef (od engl. helicase-associated endonuclease for fork-structured DNA) u pripadnicima
koljena Euryarchaeota takoder se ispostavila letalnom te je protein Hef u H. volcanii nuzan za
vijabilnost stanica kada je Hjc rezolvaza nefunkcionalna (Lestini i sur. 2013; Matsuda i sur.
2022). Protein Hef djeluje kao endonukleaza i helikaza te pripada XPF/MUS81 porodici
proteina (Lestini i sur. 2010). Hef je specifican za pripadnike koljena Euryacrhaeota dok
pripadnici koljena Crenarchaeota kodiraju za skracenu verziju XPF proteina koja nema
helikaznu domenu, (Creze i sur. 2012). Protein Hef sudjeluje u ponovnom uspostavljanje
replikacijskih raslji nakon njihova kolapsa, pruzajuéi alternativan put za popravak neovisan o
Hjc (Lestini i sur. 2013). Otkriveno je kako enzim tvori kompleks s PCNA i EndoMS,
proteinom koji sudjeluje u popravku krivo sparenih baza, te je moguce kako PCNA regulira

aktivnost oba proteina (Creze i sur. 2012; Lestini i sur. 2013).

3.3. BIOTEHNOLOSKA VAZNOST PROTEINA HOMOLOGNE REKOMBINACIJE

Saznanja prikupljena istrazivanjem procesa homologne rekombinacije u arhejama imaju i
znacajne prakti¢ne primjene. Poticanjem homologne rekombinacije medu pojedinim regijama
arhealnog genoma i plazmida moguce je deletirati ili mutirati gene (White i Allers 2018). Tako
je pripremljen velik broj mutanata raznih vrsta arheja koje se koriste kao modelni organizmi;
P. furiosus, S. islandicus i H. volcanii (Leigh i sur. 2011; White i Allers 2018). RadA izoliran
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iz termofilnih arheja, moZe se koristiti za povecanje kvalitete rezultata PCR reakcija, smanjujuci
pozadinske Sumove (Stefanska i sur. 2016). Istrazivanja kinetike i mehanizma djelovanja
Hel308a enzima vaZna su za unaprjedenje Nanopore sekvenciranja. Glavni problem NGS
metode sekvenciranja je pretjerano brzo prolazenje DNA kroz poru zbog ¢ega ne dolazi do
to¢nog ocitanja baze te se istrazivanjem proteina koji bi regulirali brzinu prolaska DNA kroz

poru nastoji se povecati to¢nost metode (Craig i sur. 2017).
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4. EKSCIZIJSKI POPRAVAK NUKLEOTIDA

Ekscizijskim popravkom nukleotida uklanjaju se oSte¢enja koja remete strukturu DNA kao
§to su na primjer osSteCenja nastala djelovanje UV zradenja. NER se kao i homologna
rekombinacija moze podijeliti u nekoliko koraka: pronalazenje oStecenja, “odmatanje” DNA te
naposljetku izrezivanje oligonukleotida koji sadrzi osStecenje (Rouillon i White 2011).
Ekscizijski popravak nukleotida dijeli se na globalni kojim se popravljaju pronadena oStecenja
u cijelom genomu i ekscizijski popravak nukleotida povezan s transkripcijsom kojim se
uklanjaju oSte¢enja prepoznata tijekom transkripcije (Fan i sur. 2006). Bakterijski i eukariotski
mehanizmi popravka dobro su poznati, no nacin na koji se popravak odvija u arhejama nije jo§
poznat. Vecina istrazivanja vezana uz ekscizijski popravak nukleotida u arhejama usmjerena je
na odredivanje biokemijskih karakteristika proteina koji bi mogli sudjelovati u popravku, a ne

rekonstrukciji mehanizma.

4.1. GLOBALNI EKSCIZIJSKI POPRAVAK NUKLEOTIDA

Prvi korak globalnog ekscizijskog popravka, pronalazenje osteenja, u bakterijama
obavlja heterotrimer, UvrA2B koji potom disocira na UvrB (od engl. UvrABC system protein
B) koji ostaje vezan za neoSte¢en lanac DNA. Potom se nukleaza UvrC (od engl. UvrABC
system protein C) veze na UvrB te uvodi dva ureza, 5’ i 3” od oStecenja. (Ogrunc i sur. 1998;
Rouillon i White 2011). DNA helikaza 1l istiskuje oSteceni slijed dug 11-12 nukleotida te
omogucuje ponovnu sintezu istisnutog slijeda djelovanjem DNA polimeraze. Povezivanje
novosintetiziranog slijeda s ostatkom DNA obavlja DNA ligaza (Kemp i sur. 2012).
Konvergentnom evolucijom u eukariotima je nastao ekscizijski popravak nukleotida koji se
odvija na slian nacin kao i bakterijski (Kemp i sur. 2012). XPC (od engl. Xeroderma
pigmentosum complementation group C) prepoznaje moguce oStecenje, te XPA (od engl.
Xeroderma pigmentosum complementation group A) zatim provjerava je li XPC zapravo vezan
za oStecenje. Potom helikaze XPB (od engl. Xeroderma pigmentosum complementation group
B) i XPD (od engl. Xeroderma pigmentosum complementation group D) uzrokuju odmatanje
DNA. Helikaze tvore s podjedinicama p63, p52, p44, p34 i p8 srz kompleksa TFIIH (od engl.
transcription factor 11 H) koji je o¢uvan medu eukariotima i sudjeluje u transkripciji, regulaciji
stani¢nog ciklusa te NER-u (Rimel i Taatjes 2018). Nukleaze XPG (od engl. Xeroderma
pigmentosum complementation group G) te XPF (od engl. Xeroderma pigmentosum
complementation group F) uvode 3° i 5’ ureze u oS$teceni lanac DNA. TFIIH otklanja

oligonukleotid s oStecenjem. Nakon otklanjanja slijeda od 30-ak nukleotida, DNA polimeraze
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d ili &€ ponovno sintetiziraju dio DNA koji nedostaje i ligaza povezuje novosintetizirani dio s
ostatkom molekule DNA (Marshall i Santangelo 2020). Aktivnost XPD podjedinice TFIIIH
potrebna je samo za odvijanje NER-a dok je XPB podjedinica potrebna i za djelovanje TFIIH
u transkripciji (Coin i sur. 2007). Mutacije XPD i XPB onemogucuju pravilnu aktivnost TFIIH
u popravku oStecenja 1 transkripciji zbog cega nastaju teSke bolesti poput Xeroderma
pigmentosum, Cockayneov sindrom i tihotiodistrofija. Navedene recesivne bolesti dijele
odredene karakteristike kao Sto je osjetljivost na UV zraCenje i poremecaj pojedinaca u razvoju
bilo to mentalnom ili fizickom. Prema klinickim podacima bolesti su ¢eS¢e uzrokovane
mutacijama u podjedinici XPD kompleksa TFIIH nego mutacijama u podjedinici XPB (Rimel
I Taatjes 2018) vjerojatno zbog toga Sto su mutacije XPB letalne jer je enzim potreban za

transkripciju (Rouillon i Whites 2010).

Istrazivanjem provedenom na M. thermoautotrophicum, metanogenoj arheji, pokazano je
da kodira za homologe uvrA, uvrB i uvrC gena te da se izrezivanje nukleotida odvija na isti
nacin kao i kod bakterija (Ogrunc i sur. 1998). Ipak, veéina arheja sadrzi homologe proteina
koji sudjeluju u ekscizijskom popravku nukleotida u eukariotima te samo manji broj arhejskih
vrsta ima gene uvr (Slika 3). No, zbog toga §to ti proteini imaju uloge u razli¢itim stani¢nim
funkcijama, kao §to je opisano za TFIIH kompleks, njihova prisutnost u arhejama ne ukazuje
nuzno na postojane NER-a (Rouillon i White 2011). U nastavku ¢e, kako je mehanizam ovog
popravka ali 1 njegovo postojanje u arhejama jo§ nepoznanica, biti opisani homolozi proteina

koji obavljaju NER u eukariotima.
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Slika 3. Raspodjela proteina koji sudjeluju u popravku DNA u pripadnicima natkoljena TACK i koljena
Euryacrhaeota. Obojena polja ukazuju na prisutnost proteina u navedenim koljenima. Zeleno obojena
polja predstavljaju proteine koji su vjerojatno preuzeti horizontalnim transferom gena od bakterija.
Preuzeto i prilagodeno iz White i Allers (2018).

Kao $to je prethodno opisano, pronalazenje oStecenja DNA u eukariotskim organizmima
obavljaju proteini XPC i XPA. Homolozi navedenih proteina nisu pronadeni u arhejama no
moguce je kako su njihovu ulogu preuzeli SSB /RPA (Rouillon i White 2011; White i Allers
2018). Sljedeci korak popravka ukljucuje odmatanje DNA u blizini ostecenja kako bi se
omogucio pristup nukleazama. Geni koji kodiraju za homologe XPB i XPD koji obavljaju ovaj
korak u eukariotima, pronadeni su u arhejskim genomima iako one ne sadrze kompleks TFIIH
(Roth i sur. 2009). Iako se ne zna sa sigurno$¢u koji enzim djeluje prvi ni u arheja ni u
eukariotima, pretpostavka je da bi to mogao biti XPB jer je za helikaznu aktivnost XPD
potreban jednolancani kraj DNA (Duprez i sur. 2020). XPB je enzim koji ima slabu 3°-5’
helikaznu aktivnost u prisustvu ATP-a i konzerviran je od arheja do ljudi (Duprez i sur. 2020;
Fan i sur. 2006; Rouillon i White 2011). Arhealni XPB zapravo je srz svih homologa XPB koyji
u strukturi mogu sadrzavati dodatne, razne modifikacije N i C terminalne domene kojima se
postize specifiénost regulacije transkripcije i/ili NER-a u pojedinim organizmima (Fan i sur.
2006; Rouillon i White 2010). Mutacije u srzi XPB-a su letalne. XPB se na o$teé¢eni lanac DNA
veZze analogno domeni za prepoznavanje krivo sparenih baza MutS, no kako ne moze
prepoznavati krivo sparene baze veze se na oste¢enja koja uzrokuju promjenu strukture DNA

(Fan i sur. 2006). U arhejama je XPB povezan s Mg?* ovisnom nukleazom Bax1 (Roth i sur.
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2009; Rouillon i White 2010) koja s proteinom XPB tvori heterodimer. Povezanost s nukleazom
upucuje da je prvotna uloga XPB bila u popravku DNA (Rouillon i White 2010). Pripadnici
koljena Crenarchaeota kodiraju za dva homologa XPB, XPBI i XPBII od kojih samo XPBII
tvori kompleks s Bax1 (od engl. binds archeal XPB). Helikaza i nukleaza zajedno djeluju u
koraku odmatanja DNA. XPB odmata DNA na dijelu koji sadrzi o$tecenje uvodenjem

superzavoja.

Vezivanjem Bax1 za XPB Euryacrhaeota dolazi do smanjenja ATP-azne aktivnosti, a u
koljenu Crenarchaeota stvaranjem kompleksa dolazi do suprotnog efekta. Negativni efekt
opazen u Euryacrhaeota je nadjacan vezivanjem kompleksa za supstrat, to¢nije DNA oblika
slova Y te DNA ¢iji lanci nisu spareni na odredenom segmentu. Bax1 arhealne vrste A. fulgidus
ima dvije nukleazne domene. Jedna od domena se inaktivira vezivanjem za XPB ¢ime se
pojacava nukleazna aktivnost druge domene. Takoder, opazeno je kako se stvaranjem
kompleksa mijenja obrazac uvodenja ureza. Jednostavno objasnjenje promjene obrasca
urezivanja je da inaktivirana domena ima 5’ nukleaznu aktivnost a domena koja ostaje aktivna
3’ nukleaznu aktivnost koju dodatno pojaCava nastali XPB:Bax1 kompleks odgovoran za
odmatanje DNA i uvodenje ureza 3’ od oSteéenja. 5’ urez u pripadnicima koljena
Euryacrhaeota uvodi monomer Bax1. Suprotno tome, u pripadnici koljena Crenarchaeota
homolog XPF proteina je zaduzen za uvodenje ureza 5’ zbog Cega se, kao §to je spomenuto,
slobodan Bax1 nalazi u obliku homodimera ¢ime se suprimira njegova aktivnost (Duprez i sur.
2020). Za razliku od arhealnih homologa XPF i XPG koji uvode ureze u blizini prijelaza

dvolan¢ane DNA u jednolancanu, Bax|1 cijepa iskljucivo jednolan¢anu DNA (Roth i sur. 2009).

Nakon otvaranja DNA na mjestu oste¢enja enzimima XPB i Bax1, XPD 5°-3’ helikaznom
aktivnosti odvija veéi segment DNA ¢ime se omogude prostor za vezivanje drugih proteina
potrebnih za uklanjanje o$tecenja (Roth i sur. 2009). XPD se veZe na jednolanéanu DNA te
DNA ¢iji lanci nisu spareni na odredenom segmentu, a nemaju slobodan kraj (Constantinescu-
Aruxandei i sur. 2016; Rudolf i sur. 2010). Arhealni XPD se sastoji od 4 domene; HD1 (od
engl. histone deacetylase 1) i HD2 (od engl. histone deacetylase 2) koje pokre¢u enzim te 4FeS
domenu i “Arch” domenu koje se nalaze u sklopu HD1 s kojom tvore poru (Slika 4). Domena
HD2 prva ostvaruje kontakt s jednolancanom DNA dok je pora u zatvorenoj konformaciji. Za
helikaznu aktivnost nuzna je domena FeS u kojoj je klaster 4FeS koordiniran s 4 cisteina od
kojih su 3 nuzna za funkciju enzima te njihovim mutacijama dolazi do gubitka helikazne
aktivnost (Rudolf i sur. 2006). Moguce je da klaster sudjeluje u prepoznavanju oSte¢enja

prijenosom elektrona na DNA, a time i promjenu konformacije enzima tocnije razdvajanje
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bliskih domena Arch i 4FeS koje tvore poru kroz koju prolazi DNA (Constantinescu-Aruxandei
i sur. 2016; Rudolf i sur. 2010). No, kako je FeS domena prisutna u velikom broju helikaza,
vjerojatnije je da ima strukturnu ulogu (Honda i sur. 2009). Domene Arch i 4FeS su nuZne za
helikaznu aktivnost enzima te onemogucéavanjem njihovih interakcija dolazi do smanjenja
ATP-azne aktivnosti i onemogucavanja helikazne aktivnosti, no afinitet enzima prema DNA
ostaje nepromijenjen (Constantinescu-Aruxandei i sur. 2016). Za razliku od arhealnog XPD
koji za aktivnost ne zahtijeva protein: protein interakcije, eukariotski XPD je aktivan samo u
kompleksu TFIIH (Liu i sur. 2008). Istrazivanjem strukture i mehanizma djelovanja arhealnog
XPD, razrjeSavaju se nepoznanice djelovanja eukariotskog homologa te se produbljuje
razumijevanje bolesti, spomenutih na pocetku poglavlja, koje nastaju kao posljedica mutacije

proteina.

Slika 4. Struktura proteina XPD iz T. acidophilum vezanog na DNA. Tirkiznom bojom oznacena je
domena “Arch”, zelenom bojom domena 4FeS, svjetlo ruzi¢astom HD1 te sivom bojom domena HD2.
Zute i naranaste kuglice predstavljaju klaster 4FeS, a tirkizno-plave kuglice DNA. Crnim krugom
oznacena je pora kroz koju prolazi DNA. Slika je preuzeta i prilagodena iz Constantinescu-Aruxandei i
sur. (2016).

Kao §to je spomenuto u poglavlju o homolognoj rekombinaciji, arhealni homolog ljudskog
proteina XPF je protein Hef koji primarno sudjeluje u popravku zaustavljenih replikacijskih
ra8lji. U otopini se protein nalazi u obliku homodimera koji sadrzi tri domene: nukleaznu,

helikaznu i HhH (od engl. helix-hairpin-helix) (Nishino i sur. 2005). Domena HhH bitna je za
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vezanje proteina na supstrat jer prepoznaje fosfatnu okosnicu DNA (Nishino i sur. 2005).
Helikazna i nukleazna domena djeluju kooperativno (Nishino, Komori, Tsuchiya, i sur. 2005)
te je njihova aktivnost pospjeSena hidrolizom ATP-a (Komori i sur. 2004). Pripadnici koljena
Euryacrhaeota kodiraju za duzi oblik Hef koji ima nukleaznu i helikaznu funkcionalnu domenu
dok pripadnici koljena Crenarchaeota kodiraju za skraceni oblik proteina Hef koji sadrzi samo
nukleaznu funkcionalnu domenu. Skrac¢eni oblik proteina Hef za razliku od duzeg ima domenu
za interakciju s PCNA (Nishino, Komori, Ishino, i sur. 2005). Pojedine arheje kodiraju
endonukleazu HAN (od engl. Hef-associated nuclease) koja interagira s proteinom Hef. Uloga
endonukleaze je vjerojatno degradacija 3’ strSecih krajeva ili rasljaste dvolancane DNA koji su
moguci intermedijeri tijekom popravka zaustavljenih replikacijskih raslji (Feng i sur. 2018).
Smatra se kako je prvotna uloga eukariotskog XPF nije bila u mehanizmu popravka
izrezivanjem nukleotida kao sto ni arhejski homolog Hef ne sudjeluje u NER-u. Takoder, kraci
oblik Hef pronaden u koljenu Crenarchaeota vjerojatno je predak ostalih proteina koji je u
eukariotima evoluirao u velik broj paraloga koji sudjeluju u razli¢itim putevima popravka

(Rouillon i White 2011).

4.2. EKSCIZIJSKI POPRAVAK NUKLEOTIDA POVEZAN S TRANSKRIPCIJOM

Drugi oblik ekscizijskog popravaka nukleotida, TC-NER omogucuje popravak ostec¢enja
DNA koja usporavaju RNA polimerazu. Zaustavljen transkripcijski elongacijski kompleks
(TEC) u eukariotima prepoznaje TRFC (od engl. transcription repair cupling factor) koji potice
vezivanje kompleksa TFIIH i enzima koji sudjeluju u ekscizijskom popravku na mjesto
oSte¢enja dok u bakterijama vezivanje Uvr enzima na o$tecenje potice terminacijski faktor Mfd
(od engl. mutation frequency decline protein). lako ovakva vrsta popravka nije jo§ opisana u
arhejama postoji sve vise dokaza kako on postoji u nekim skupinama, posebice onima koji
pripadaju koljenu Euryarchaeota (Marshall i Santangelo 2020). Primjerice RNA polimeraza
Thermococcus kodakarensis prepoznaje razna ostecenja DNA te se na njima zaustavlja tako da
su zarobljena u transkripcijskom elongacijskom kompleksu ukazujuéi na postojanje
ekscizijskog popravka povezanog s transkripcijom u nekim arhejama (Gehring i Santangelo
2017). Walker i sur. (2017) opisali su prvi arhealni terminacijski faktor Eta (od engl.
Euryarchaeal termination activity) koji otpusta zaustavljeni ili sporo djelujué¢i elongacijski
kompleks i novosintetizirani lanac RNA. Enzim Eta je konzerviran u vecini arheja. Za
djelovanje helikaze Eta kao i terminacijskih faktora drugih domena potreban je ATP. Eta i Mfd
vjerojatno djeluju na slican nacéin. Vezu se uzvodno od transkripcijskog elongacijskog

kompleksa te se energijom oslobodenom hidrolizom ATP krecu po DNA guraju¢i RNA
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polimerazu $to na kraju uzrokuje disocijaciju transkripcijskog elongacijskog kompleksa i
otpustanje sintetizirane RNA (Walker i sur. 2017). No, kako helikaza Eta nije nuzna za
vijabilnost stanica i ne djeluje na aktivnu RNA polimerazu, vjerojatnije je da je Eta ipak samo

jedna komponentna odgovora na osteCenja DNA slicna Mfd faktoru nego transkripcijski

terminacijski faktor (Fouqueau i sur. 2018).
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5. ZAKLJUCAK

Iako dosad nisu pronadeni putevi popravka DNA jedinstveni za arheje te su opisani putevi
popravka prisutni i u preostale dvije domene zivota, oni arhejama pruzaju dostatnu zastitu
nasljedne tvari. Nacini popravka DNA arheja i dalje kriju brojne nepoznanice, no iz dosad
poznatih podataka posebice 0 HR, MMR i NER-u, koji su opisani u radu, vidi se kompleksnost
sustava te umreZenosti proteina koji u njima sudjeluju. Takoder, sva tri mehanizma popravka
DNA mogu se odviti na vise naCina od kojih neki dijele vece slicnosti s mehanizmima
popravaka poznatim u bakterijama, a neki mehanizmima popravka DNA u eukariotima.
Proucavanjem popravka DNA u arhejama otkriva se evolucija popravaka DNA prisutnih u
eukariotima. Takoder, istrazivanja provedena na arhejama pruzaju dodatna saznanja o
mehanizmima kojima se ti popravci odvijaju u eukariotima te strukturi eukariotskih proteina
koji u njima sudjeluju. Naime, zbog sli¢nosti u strukturi mnogih arhealnih i eukariotskih
proteina te termostabilnosti arhealnih proteina, oni se Cesto koriste umjesto eukariotskih
homologa u kristalografskim analizama proteinskih struktura. Takoder, arhealni proteini mogli
bi biti izrazito vazni u biotehnologiji i biomedicini, posebice razvoju molekularnih terapija (Han

i sur. 2014) i razumijevanju ljudskih bolesti na molekularnoj razini.
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