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§ Sazetak

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) su drevni enzimi koji imaju bitnu ulogu u procesu
sinteze proteina, gdje kataliziraju vezanje odredenih aminokiselina na odgovaraju¢e tRNA
molekule. Uz svoju primarnu funkciju, tijekom evolucije aaRS-ovi su razvili mnoge
nekanonske funkcije. Neke od novih funkcija obuhvacaju regulaciju transkripcije gena,
signalizaciju unutar stanice te odgovore na stani¢ni stres. Osim toga, mnoga istraZivanja su
pokazala kako su aaRS-ovi povezani s raznim bolestima, uklju¢uju¢i tumorske bolesti i
neuroloSke poremecaje. Razumijevanje novih, nekanonskih funkcija aaRS-ova moze
pridonijeti razvoju novih terapeutskih pristupa te se time otvaraju i nove mogucnosti za lijecenje

raznih bolesti.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

1.1. Aminoacil-tRNA-sintetaze

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) su vazni enzimi koji mogu dekodirati geneticki kod. Oni
omogucuju tocnu biosintezu proteina prema genetickom kodu, katalizirajuéi esterifikaciju
prijenosne RNA (tRNA) molekule s odgovaraju¢im aminokiselinama. Pretpostavlja se da su se
aaRS-ovi razvili tokom ranih faza razvoja zivota i da su oni ve¢ postojali kod posljednjeg
zajednickog pretka (eng. last universal common ancestor, LUCA).!

O njihovoj evoluciji govori hipoteza koja predlaze da su se aaRS-ovi dvaju razreda (I i
I1) formirali iz jednog zajednickog gena. Smatra se da je zajednicki gen bio €itan iz dva smjera,
na nacin da bi jedan smjer kodirao za prekursore razreda I, a drugi smjer za prekursore razreda
I1. Citanje gena u dva smjera pruZilo bi interakciju s razli¢itim stranama tRNA molekule, §to bi
kao za posljedicu imalo razvoj drugacijih sposobnosti ovih dvaju razreda. Tokom vremena ta
dva razreda su se samostalno razvijala kroz razne procese te danas imamo za svaki razred
specificne domene i mehanizme za prepoznavanje i povezivanje aminokiselina s pripadnim
molekulama tRNA.!

Tijekom evolucije, ovi drevni proteini osim svoje kanonske uloge u translaciji, dobili
su 1 mnogo novih funkcija koje su veoma bitne za razne bioloske procese. U zadnjih par
desetlje¢a otkrilo se da aaRS-ovi imaju razne nekanonske uloge izvan translacije poput
transkripcije gena, stani¢ne signalizacije, u odgovorima na stres te u raznim bolestima.
Istrazivanjem novih funkcija aaRS-ova proucila su se djelovanja mehanizama mnogih bolesti

$to omoguéuje razvoj novih, djelotvornijih terapijskih metoda.'

1.2. Podjela aminoacil-tRNA-sintetaza po klasama

Za svaku od dvadeset proteinogenih aminokiselina postoji jedinstvena aaRS koja
katalizira njen prijenos na odgovarajuc¢u molekulu tRNA. Na temelju grade njihovih aktivnih
mjesta, aminoacil-tRNA-sintetaze podijeljene su u dva temeljna razreda: razred I i razred II.
Iznimka kod aaRS-ova je LysRS koji se moZe pojavljivati u oba razreda. LysRS razreda II

tipican je oblik kod eukariota i nekih bakterijskih organizama, a LysRS razreda I pojavljuje se
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§ 1. Uvod 2

kod arheja i ostalih bakterijskih vrsta.> U razredu I najéedée se nalaze sintetaze koje su
monomeri, dok predstavnici razreda II ¢e$¢e su homodimeri ili tetrameri.?

Kataliticka domena razreda I sastoji se od Rossmannovog nabora koji sadrzi HIGH
(His-Ile-Gly-His) 1 KMSKS motive, a sve to zajedno Cini strukturu koja se sastoji od
peterolancane paralelne p-ploce povezane a-zavojnicama.'> Obi¢no vezu mali utor akceptorske
petlje tRNA te se aminoacilacija provodi na 2'-OH kraju riboze.!

Domena aaRS razreda II sadrzi mijesani o/p sastav, gdje je srediSnji dio formiran od
antiparalelnih B-lanaca okruzenih a-uzvojnicama uz tri dodatna motiva (slika 1). Motiv 1 sluzi
za dimerizaciju, a motivi 2 i 3 vezuju ATP i odredene aminokiseline. Svi aaRS-ovi iz razreda

I, osim fenilalanil-tRNA-sintetaze, vezu se za veliki utor akceptorske petlje tRNA te

aminoaciliraju 3'-OH kraj riboze.?

A) Razred I B) Razred II

Slika 1. Prikaz grade aktivnih mjesta aminoacil-tRNA-sintetaza iz dva temeljna razreda. A)
Predstavnik razreda I je glutaminil-tRNA-sintetaza. Rossmannova struktura oznacena je Zutom
bojom, a motivi HIGH I KMSKS su oznaceni tamno-plavom i crvenom bojom. B) Predstavnik
razreda II je aspartil-tRNA-sintetaza. Tri specificna motiva oznacena su zelenom, crvenom te

tamno-plavom bojom (preuzeto i prilagodeno iz *).
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§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Osnovne funkcije aminoacil-tRNA-sintetaza

2.1.1. Sinteza proteina: aminoaciliranje tRNA odgovarajucim aminokiselinama

Proces biosinteze proteina u stanicama odvija se kroz dva vazna koraka: transkripciju i
translaciju. Tijekom transkripcije, geneticka informacija pohranjena u molekuli DNA prepisuje
se u glasnicku molekulu RNA (mRNA). Potom, u fazi translacije ribosomi omogucuju
prevodenje genetickog koda s molekule mRNA u slijed aminokiselina. Na ribosomima se
kodon s mRNA sparuje s antikodonom molekule tRNA koja nosi aminokiselinu kodiranu tim
kodonom. Taj proces rezultira nastajanjem peptidnih veza izmedu uzastopnih aminokiselina te
na taj na¢in nastaju polipeptidni lanci, koji se zatim slazu u specifi¢ne proteine.*

Primarna zadaca aminoacil-tRNA-sintetaza je kataliziranje vezanja aminokiseline na
pripadnu molekulu tRNA. Ovaj proces naziva se aminoaciliranje i sastoji se od dva koraka. U
prvom koraku dolazi do aktivacije aminokiseline na nacin da se aminokiselina i ATP veZu na
kataliticko mjesto enzima.! Tada dolazi do nukleofilnog napada atoma kisika iz a-karboksilne
skupine aminokiseline na a-fosfatnu skupinu ATP-a te time nastaje aminoacil-adenilat (aa-
AMP) i anorganski pirofosfat (PPi), koji se oslobada.* Iako se ova pocetna reakcija inace odvija
bez prisutnosti molekule tRNA, neke odredene aminoacil-tRNA-sintetaze (kao na primjer
GInRS, GIluRS, ArgRS i klasa i LysRS) ipak iziskuju njezinu prisutnost kako bi se aktivacija
aminokiselina mogla uspje$no provesti.! U drugom koraku dogada se prijenos aktivirane
aminokiseline na molekulu tRNA, pri ¢emu 2'- ili 3'- OH skupina (kod razreda I aaRS-a,
prijenos se odvija na 3’-OH skupini, dok se kod razreda II prijenos dogada na 2’-OH skupini)
riboze adenozina (A76) molekule tRNA vrsi nukleofilni napad na a-karbonilni ugljikov atom
aminoacil-adenilata. Tom reakcijom nastaje esterska veza u aminoaciliranoj tRNA molekuli
(aa-tRNA) uz oslobadanje AMP-a (slika 2).* Nastala aa-tRNA sada moZe prenijeti

aminokiselinu na rastuéi peptidni lanac za sintezu proteina na ribosomu.!
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Slika 2. Prikaz mehanizma reakcije aminoaciliranja. A) U prvom koraku, u aktivnom mjestu
enzima, aminokiselina (oznacena plavo) se aktivira pomocéu ATP-a (crveno) te nastaje
aminoacil-AMP i anorganski pirofosfat (PPi), koji se oslobada. B) Aktivirana aminokiselina se
onda prenosi na tRNA molekulu (zeleno), pri ¢emu se AMP oslobada (preuzeto i prilagodeno

iz .
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2.1.2. Mehanizam visoke preciznosti i njegova vaznost u translaciji proteina

Da bi se osiguralo to¢no prevodenje genetiCke upute, aaRS moraju detektirati i spariti
odredene molekule tRNA s njihovim odgovaraju¢im aminokiselinama, §to zahtjeva precizno
prepoznavanje oba supstrata.! Ce$c¢e se dogada krivi odabir aminokiseline od strane aaRS-a,
nego pogresan odabir tRNA zbog ograniCene strukturne raznolikosti mjesta za vezanje
aminokiselina u aaRS-ovima.’

Posto vecina molekula tRNA ima relativno slicnu strukturu, moraju postojati elementi
koji ¢e omogucavati razlikovanje specificnih tRNA, a to su elementi identiteta. Svaka stani¢na
tRNA sadrzi pozitivne i negativne elemente identiteta. Pozitivni elementi identiteta omogucuju
interakciju s odgovaraju¢im aaRS-om, a negativni sprjeavaju vezanje s nepripadnim aaRS-
om.’ U elemente identiteta najéesc¢e spadaju nukleotidi iz akceptorske peteljke, baza na polozaju
73 (,,diskriminatorska baza*) te modificirane nukleotidne baze.* Nukleotidi koji se nalaze u
antikodonskoj petlji takoder mogu tvoriti elemente identiteta, osim kod nekih tRNA specifi¢nih
za aminokiseline koje su kodirane s viSe kodona u geneti¢kom kodu. U tom slu¢aju nije moguce
uspostaviti univerzalni element identiteta.’

Aminokiseline su mali supstrati 1 njihovo prepoznavanje odvija se uz pomo¢ specificnih
aminokiselinskih ostataka u aktivnom mjestu aaRS. Neke medu njima imaju vrlo slicne
strukturne 1 kemijske karakteristike, Sto otezava njihovo ucinkovito razlikovanje od strane
aaRS-a. Iz tog razloga neke aaRS ¢esc¢e aktiviraju krivu aminokiselinu. Na primjer, aromatske
aminokiseline fenilalanin (Phe) i tirozin (Tyr), imaju veliku strukturnu sli¢nost, to jest razlikuju
se jedino u hidroksilnoj skupini, §to predstavlja dosta veliki problem fenilalanil-tRNA-sintetazi
koja &esto zna pogresno aktivirati tirozin.>

Popravak aktivacije pogresne aminokiseline moze se dogadati prije drugog koraka
reakcije aminoaciliranja, to jest prije prijenosa aktivirane aminokiseline na odredenu molekulu
tRNA ili poslije prijenosa. Obi¢no se dogada kada je konstanta specifiCnosti kca/Km
nepripadaju¢e aminokiseline tisu¢u puta manja od one za pripadnu reakciju. Pri tome Aca
oznacava obrtni broj koji opisuje kataliticku aktivnost enzima, dok K predstavlja Michaelisovu
konstantu.’

Razlikujemo popravak pogreske prije prijenosa (eng. pretransfer editing) koji se odvija
hidrolizom neodgovarajueg aminoacil-adenilata 1 popravak pogreSke nakon prijenosa
aminokiseline na molekulu tRNA (eng. posttransfer editing) koji se odvija hidrolizom pogresne

aminoacil-tRNA .23
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Popravak pogreske prije prijenosa moze se podijeliti na tri razli¢ita mehanizma. Prvi
mehanizam je tRNA-neovisni popravak, koji katalizira sama sintetaza u aminoacilacijskom
sintetskom mjestu enzima. Drugi se takoder naziva tRNA-neovisni popravak u kojem se
pogresno sintetizirani intermedijer otpusta, a potom se nestabilna anhidridna veza intermedijera
neenzimski hidrolizira u otopini. A tre¢i mehanizam ukljucuje tRNA-ovisnu hidrolizu krivog
aminoacil-adenilata unutar sintetskog mjesta, odnosno unutar istog mjesta gdje je taj spoj i
nastao (slika 3).%

Popravak pogreske nakon prijenosa aktivirane aminokiseline na odgovaraju¢u tRNA
molekulu dogada se kod mnogih aaRS enzima koji imaju specificnu domenu za popravak, to
jest oni imaju dodatno (hidroliticko) kataliticko mjesto. Postoje dva razli¢ita mehanzima:
popravak pogreske in cis 1 popravak pogreske in trans. Popravak pogreske in cis ukljucuje
prebacivanje, to jest translokaciju jednolanc¢anog 3' terminalnog CCA slijeda aminoacilirane
tRNA iz sintetskog mjesta u domenu za popravak. Da bi 3'-kraj tRNA, zajedno s pogresno
vezanom aminokiselinom mogao sti¢i do drugog katalitickog mjesta, mora se najprije odvojiti
iz sintetskog aktivnog myjesta, Sto uzrokuje konformacijske promjene kompleksa aaRS: aa-
tRNA. Ovo premjestanje poznato je pod imenom translokacija, a zavrSava smjesStanjem esterske
veze neprikladne aminoacil-tRNA u hidroliticko aktivno mjesto. Tamo se neprikladna aa-tRNA
hidrolizira bez disocijacije cijele aa-tRNA te se nakon toga nenabijena tRNA i slobodna
aminokiselina oslobadaju iz enzima.?? Istrazivanjem struktura sintetaza razreda I dobiveni su
dokazi o popravku pogreske in cis rendgenskom strukturnom analizom.?

Mehanizam popravka pogreske in trans zamijecen je kod raznih aaRS enzima razreda
II. Taj mehanizam podrazumijeva disocijaciju i kasniju asocijaciju aminoacilirane tRNA.
Tokom translokacije 3'-kraja moze se dogoditi da se pogresno aminoacilirana tRNA odvoji od
enzima te se ona onda ponovno veze za aaRS 1 njenu domenu za popravak pogreske ili u nekim
slucajevima za trans-editing faktor, Sto onda uzrokuje hidrolizu pogresne aminoacilirane tRNA

molekule. Trans-editing faktor je samostalni protein koji se nalazi u citoplazmi.®
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POPRAVAK POGRESKE POPRAVAK POGRESKE
PRIJE PRIJENOSA NAKON PRIJENOSA
tRNAneovisan tRNAovisan
E+AA+AMP E + AA+AMP +tRNA
kS A
1)| +H,0 (3) | +H,0
E+AA +ATP —— E:AA-AMP E:AA-AMP:tRNA ——— E:AA-tRNA
-PP, +tRNA -AMP =
2) C .l+Hzo
E + AA-AMP E + AA+tRNA
+H,0
v
E+AA+AMP

Slika 3. Ukratko opisana procedura popravka pogreske kod aminoacil-tRNA-sintetaza
(preuzeto i prilagodeno iz %).

2.2. Nove funkcije aminoacil-tRNA-sintetaza

Osim njihove kanonske uloge u translaciji, aminoacil-tRNA-sintetaze tijekom evolucije
razvile su i sekundarne funkcije.” U posljednja tri desetljeéa, biokemijska i geneticka
istrazivanja otkrila su da sintetaze imaju mnogo razli¢itih nekatalitickih, regulacijskih funkcija,

od regulacije gena do razli¢itih biosintetskih aktivnosti.'

2.2.1. Regulacija transkripcije gena putem humane seril-tRNA-sintetaze: primjer regulacije
gena VEGFA

Seril-tRNA-sintetaze (SerRS) su enzimi koji prvenstveno kataliziraju vezanje
aminokiseline serin na odgovaraju¢u tRNA, §to je vazan korak u biosintezi proteina. Osim svoje
kanonske uloge u translaciji, SerRS iskazuje i svoje nekakonske funkcije, obuhvacajuci
regulaciju transkripcije gena. To ima znacajan utjecaj na procese kao Sto su angiogeneza i
razvoj krvnih Zila.?

Jedan od bitnijih primjera nekanonskih funkcija je znacajka humane citosolne SerRS u
regulaciji transkripcije gena za vaskularni endotelni faktor rasta A (VEGFA), koji je vazan za
angiogenezu. U normalnim uvjetima, SerRS se ponasa kao negativni regulator ekspresije gena

VEGFA. Kada se SerRS unese u jezgru, tamo formira kompleks s YY1 1 SIRT2, koji konkurira
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s aktiviraju¢im transkripcijskim faktorima NF«B1 i c-Myc. Kao rezultat smanjuje se ekspresija
VEGFA, §to je bitno za provodenje pravilnog razvoja krvnih Zila i angiogeneze.®

Kontrola ove funkcije SerRS-a podvrgnuta je raznovrsnim stani¢nim signalima. Tokom
hipoksije, stanja smanjenje koncentracije kisika u stanicama i tkivu, fosforilacija SerRS-a
smanjuje njegovo vezivanje za promotor VEGFA gena, dok nedostatak hranjivih tvari dovodi
do glikolizacije SerRS-a, ¢ime se smanjuje njegova lokalizacija u jezgri. Navedeni
posttranslacijski modifikacijski mehanizmi osiguravaju efikasnu regulaciju ekspresije VEGFA
u odgovoru na promjene u stani¢nom prostoru. Navedena regulacijska uloga u ekspresiji
VEGFA smatra ga buduc¢im terapeutskim ciljem za lijecenje angiogeneze i kardiovaskularnih

bolesti.?

2.2.2. Signalizacija i stanicna komunikacija

Aminoacil-tRNA-sintetaze su enzimi koji osim svoje primarne uloge imaju i1 klju¢nu
ulogu u signalizaciji i stanicnoj komunikaciji, djeluju¢i kao senzori promjena u stani¢nom
okruzenju.”!® Promjene u staniénom okruZenju mogu biti izazvane oksidacijskim stresom,
prisutnos¢u toksi¢nih tvari ili nekih drugih Stetnih okolnosti. Pri takvim promjenama aaRS
enzimi prolaze kroz brojne posttranslacijske modifikacije kao Sto je na primjer fosforilacija. Pri
tome se aaRS enzimima mijenja njihova funkcija te oni onda mogu djelovati kao signalne
molekule. Ukratko, aktivirani aaRS-ovi mogu u¢i unutar stanice, gdje medudjeluju s razli¢itim
signalnim proteinima, pri ¢emu pokrecu brojne signalne puteve. Na taj nacin oni sudjeluju u
mnogim bioloSkim procesima, pomazuéi stanici na prilagodbu tokom promjene stani¢ne
okoline.’

Najucestalija posttranslacijska modifikacija koja se pojavljuje kod aaRS enzima jest
fosforilacija. U viSim eukariotima aaRS proteini obi¢no su dio multi-tRNA-sintetaznog
kompleksa (MSC). Fosforilacija i disocijacija aminoacil-tRNA-sintetaza iz multi-tRNA-
sintetaznog kompleksa odreduju vazne mehanizme pomocu kojih one kontroliraju razlicite
stani¢ne zadace, poput imunoloskog odgovora i obranu od raznih infekcija. MSC je kompleks
koji se nalazi u citoplazmi te se sastoji od devet zasebnih aaRS-ova (GluProRS, AspRS, IleRS,
LysRS, LeuRS, MetRS, GInRS, ArgRS) i tri pomo¢na proteina poznata kao aaRS-interaktivni
multifunkcionalni proteini (AIMP1, AIMP2, 1 AIMP3). Taj kompleks ima ulogu skladiSnog

mjesta u kojem se enzimi i pomo¢ni proteini pridrzavaju u spremnom stanju unutar stanice, no
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nisu uvijek aktivni. Oni se aktiviraju kada je stanici potreban specifi¢an odgovor, na nacin da
se odredeni enzimi ili proteini otpuStaju iz MSC kompleksa te onda kao takvi obavljaju
specifi¢ne regulatorne funkcije.'®

Glutamil-prolil tRNA-sintetaza (GluProRS) je primjer bifunkcionalnog enzima medu
aaRS-ovima, koji se nalazi kao dio MSC kompleksa te koji moze biti fosforiliran na odredenim
serinskim ostatcima kao odgovor na interferon-gama (IFN-vy). Prilikom odgovora na stimulaciju
interferonom-gama, GluProRS prolazi kroz fosforilaciju na dva karakteristicna serinska
ostatka: Ser886 1 Ser999. Ciklin-ovisna kinaza 5 (CDKS5) uzrokuje fosforilaciju na Ser886, a
fosforilaciju na Ser999 inducira neka druga kinaza koja je aktivirana od strane IFN-y.
Spomenute fosforilacije uzrokuju konformacijske promjene u strukturi enzima te one
omogucuju njegovu disocijaciju iz MSC kompleksa. Disocirani GluProRS onda sudjeluje u
stvaranju GAIT kompleksa (eng. IFN-y-activated inhibitor of translation complex, IFN-y-
aktiviran inhibicijski kompleks translacije) koji je heterotetramerni kompleks. Formirani GAIT
kompleks potom se veze na odredene sekvence unutar 3'-netranslatiraju¢ih regija (3'-UTR)
molekula mRNA. Vezanjem GAIT kompleksa na doticne regije inhibira se inicijacija
translacije molekula mRNA koje su ukljuc¢ene u akutne upalne procese. Na taj nac¢in GluProRS
sprje¢ava proizvodnju upalnih proteina koji mogu dovesti do akutne upale i oStecenja tkiva.
Navedeni mehanizam je bitan za kontrolu upalnih odgovora te djeluje kao regulacijski

mehanizam koji pomaZe u odrZavanju homeostaze u stanici.'”

2.2.3. Aminoacil-tRNA-sintetaze kao posrednik u stresnim odgovorima

Kada su stanice pod stresnim okolnostima one aktiviraju integrirani stresni odgovor
(ISR), koji globalno smanjuje razinu translacije i aktivira gene povezane sa stresom kako bi se
omogucilo stani¢no prezivljavanje. Jedan od bitnijih mehanizama koji se tada koristi je
fosforilacija eukariotskog inicijacijskog faktora e[F2a, kojim se reducira sinteza proteina to jest
translacija. Premda je ISR poglavito odgovoran za reakciju stanica na stres, nije uvijek idealan
za rjeSavanje intenzivnog stresa.'!

Aminoacil-tRNA-sintetaze su kroz evoluciju (osim svoje primarne uloge) zadobile i
sposobnost da djeluju kao posrednici u stani¢nim stresnim odgovorima. Pri raznim stresnim
okolnostima kao §to su oksidacijski stres, stres endoplazmatskog retikuluma (ER) ili tijekom

gladovanja, neki aaRS enzimi mijenjaju svoju lokalizaciju unutar stanice to jest dolazi do
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translokacije. Taj proces translokacije ima bitnu ulogu u regulaciji ekspresije gena koji su
povezani s odgovorima na stres.'?

Najistrazeniji aaRS enzim koji pokazuje vjestinu da djeluje kao posrednik u odgovoru
na stres je tirozil-tRNA-sintetaza (TyrRS). Pod odredenim stresnim okolnostima on se moze
translocirati u jezgru gdje onda pokre¢e mehanizme popravka koji Stite stanicu od oSte¢enja
DNA te pruza stanici $ansu za prilagodbu u uvjetima duzeg i intenzivnijeg stresa.!'-1?

Translokacija TyrRS je regulirana uz pomo¢ posebnog signala za nuklearnu lokalizaciju
(NLS) unutar enzima. Navedeni signal takoder dijeli mjesto s dijelom enzima koji se veze za
molekulu tRNA. U normalnim okolnostima, kada je TyrRS vezan za tRNA, enzim ostaje u
citosolu i NLS signal je prikriven. Tokom stresnih okolnosti, enzimi kao Sto su angiogenini
cijepaju molekule tRNA te ih fragmentiraju te onda one viSe nisu pristupane za vezanje s
TyrRS enzimom. PoSto nema vezanja, signal za nuklearnu lokalizaciju nije prekriven te on
omoguéava TyrRS-u da se prebaci iz citosola u jezgru stanice.!!

Glavna uloga TyrRS, nakon S§to ude u jezgru, je inhibicija translacije. Ta inhibicija
obuhvaca transkripcijsku represiju odredenih gena koji su povezani s translacijom. Enzim
TyrRS djeluje tako da dovodi transkripcijske ko-represore TRIM28 1 kompleks NuRD do
specificnih gena unutar jezgre stanice. Oni modificiraju epigenetski status tih gena, tocnije
modificiraju kako je DNA slozena i raspoloziva za transkripciju, ali ne mijenjajué¢i samu
sekvencu DNA. Na taj nacin, preko epigenetskih mehanizama koji reguliraju DNA, enzim
TyrRS uz TRIM28 i1 kompleks NuRD kontrolira koji ¢e se geni "ukljuciti" ili "iskljuciti" u
odgovoru na neku stresnu situaciju. Represijom tih gena smanjuje se sinteza proteina u
stanicama te se time sprjecava nekontrolirano nakupljanje Stetnih proteina koji nastaju pod
uvjetima intenzivnog stresa.!! TyrRS djeluje kao glavni regulator staniéne homeostaze

odrzavajuéi ravnotezu izmedu opstanka i kontrole translacije.'!
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2.3. Aminoacil-tRNA-sintetaze i bolesti
2.3.1. Povezanost aminoacil-tRNA-sintetaza s neuroloSkim poremecajima

Posljednjih godina otkrivene su mnoge mutacije u genima koje kodiraju aaRS enzime
koje mogu dovesti do raznovrsnih neuroloskih poremeéaja.!* Najnovija istrazivanja pokazala
su da je otprilike 10 citosolnih i 14 mitohondrijskih aaRS enzima usko povezano s nekim
oblikom poremeéaja Zivéanog sustava.'* Neki od najéesé¢ih poremeéaja sredi$njeg i perifernog
zivacanog sustava su Charcot-Marie-Tooth (CMT) bolest 1 leukoencefalopatija.

Charcot-Marie-Tooth bolest je nasljedni poremecaj perifernog zivéanog sustava koji je
karakteriziran polaganim slabljenjem miSic¢a te na kraju i atrofijom udova. Uzrok ove bolesti su
mutacije u nekoliko odredenih citosolnih aminoacil-tRNA-sintetaza kao §to su GlyRS, TyrRS,
AlaRS i MetRS."* Prve mutacije u genu koje su povezane s CMT-om su glicil-tRNA-sintetaza
(GlyRS). Mutacije poput E71G 1 L129P u GlyRS izazivaju gubljenje osnovne funkcije enzima
na nacin da se smanjuje njegova zadaca za aminoaciliranjem tRNA molekule, pri ¢emu onda
dolazi do nakupljanja neispravnih proteina i time do oStec¢enja neurona. Kod mutacija u tirozil-
tRNA-sintetazi (TyrRS) takoder se javlja smanjena moguénost aminoaciliranja te to kao za
posljedicu uzrokuje pogresnu lokalizaciju enzima na aksonskim zavrSecima, §to moze izazvati
degeneraciju neurona. Uz navedene mutacije, postoje jo§ i mutacije u alanil-tRNA-sintetazi
(AlaRS) 1 metionil-tRNA-sintetazi (MetRS) koje takoder uzrokuju sli¢ne promjene koje
rezultiraju smanjenom enzimskom aktivno$éu.'*

Leukoencefalopatija je heterogena skupina poremecaja koji zahvacaju sredis$nji ziv€ani
sustav, a popraceni su gubitkom bijele tvari u mozgu.'* Najéesce je popraéen simptomima kao
§to su poteskodée u kretanju, cerebelarnom ataksijom te kognitivnim padom.'* Vrlo je rijedak
neuroloSki poremecaj kojeg uzrokuju mutacije unutar eksona 3 1 5 gena za mitohondrijsku
asparaginil-tRNA-sintetazu (AspRS). One mogu utjecati na uobicajeno prekrajanje pre-mRNA,
pri ¢emu moze do¢i do preuranjene terminacije translacije ili preskakanja eksona. Navedeni
poremecaji u sintezi proteina mogu ugroziti funkcionalnost nekih mitohondrijskih enzima i
proteina koji su ukljuceni u neke druge metabolicke putove, poput oksidacijske fosforilacije.
Oksidacijska fosforilacija je metabolicki put u kojem se proizvodi vecina stani¢ne energije u

obliku ATP-a. Kada je ona poremecena, stanice se moraju osloniti na alternativni izvor energije,
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a to je anaerobna glikoliza. Nusprodukt anaerobne glikolize je laktat, koji se u ovom slucaju
akumulira u tkivima zbog mutacija u AspRS-u.!*> Navedene promjene uzrokuju akumulaciju

laktata u organizmu, $to sluzi kao klinicki marker ovog poremecaja.'?

2.3.2. Aminoacil-tRNA-sintetaze i tumorske bolesti

Suvremena istrazivanja otkrila su da aminoacil-tRNA-sintetaze imaju i klju¢nu ulogu u
kontroli stani¢nih mehanizama koji su povezani s razvojem i progresijom tumora. Otkriveno je
da one mogu sudjelovati u uspostavljanju proliferativnih signala, koji su bitni za nekontrolirani
rast tumorskih stanica. Takoder je otkriveno da one sudjeluju u procesu deregularizacije
stanine energije, koji osigurava tumorskim stanicama da prezive u nepovoljnim uvjetima. Ove
dvije bitne funkcije uz jos mnogo ostalih, ¢ine aaRS-ove klju¢nim faktorima u tumorigenezi te
time se otvara i moguénost za razvoj novih pristupa i terapija u borbi protiv karcinoma. '

Jedna od bitnijih funkcija aaRS-ova u tumorigenezi je njihova moguénost da mogu
regulirati proliferativne signale. Kada su geni za aaRS-ove previSe eksprimirani to jest kada je
kolicina aaRS povecana, onda proces translacije postaje brzi i u€inkovitiji, a to omogucava
tumorskim stanicama brze dijeljenje. Kod odredenih aaRS-ova kao $to su Glu-Pro-tRNA-
sintetaza 1, Leu-tRNA-sintetaza 1 i Met-tRNA-sintetaza 1 moze se vidjeti njihova povecana
ekspresija, $to ukazuje da enzimi imaju raznovrsne uloge u razli¢itim vrstama karcinoma.'?

Na primjer, Glu-Pro-tRNA-sintetaza 1 se povecano eksprimira u raku dojke ovisnom o
estrogenu te zbog toga on moze djelovati kao regulator proliferacije, na nacin da podupire
tumorski rast kontroliranjem translacije u odgovoru na dobivene hormonske signale. Jos jedan
aaRS koji pokazuje poviSen izraZaj u razli¢itim oblicima raka je Leu-tRNA-sintetaza 1. On je
kljuan za aktivaciju mTORCI1 signalnog puta, ¢ija je glavna uloga regulacija stani¢nog
metabolizma vezanog za rast 1 prezivljavanje. Leu-tRNA-sintetaza 1 potice stanicnu
proliferaciju tako S§to reagira na visoke razine aminokiseline leucina, koja aktivira mTORCI1
signalni put te se na taj nacin poti¢e rast tumorskih stanica.'

Posto aaRS-ovi imaju mnogo posttranslacijskih modifikacija i razli¢itih se eksprimiraju
u karcinomima, imaju veliki potencijal da postanu dijagnosticki biomarkeri za tumore.
Navedene promjene kroz koje prolaze aaRS-ovi mogu dati puno bitnih informacija o stadiju i
tipu raka te ¢ak i buducoj ucinkovitosti terapija na odredene karcinome. Zbog svojih brojnih

funkcija u tumorigenezi, aaRS-ovi pokazuju veliki terapijski potencijal. Primjerice, uvidjelo se
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da inhibicija katalitickih aktivnosti spomenutog Leu-tRNA-sintetaza 1 sluzi kao djelotvorna
strategija kod sprjeCavanja rasta tumora otpornih na standardne terapije. Puno istrazivanja se
trenutno usredotoCuje na temeljnijem razumijevanju aaRS-ova u stani¢nom metabolizmu,
proliferaciji i stani¢nom prezivljavanju u svrhu otkrivanja novih moguénosti lijeCenja

pacijenata s razli¢itim vrstama tumora.'>
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2.4. Zakljucéak

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) su enzimi koji su kroz evoluciju 1 razne
transformacije pokazali kako osim svoje primarne uloge u sintezi proteina imaju i klju¢ne uloge
u regulaciji raznih stani¢nih procesa. Njihove brojne nekanonske funkcije, koje ukljucuju
signalne 1 regulacijske uloge u stanicama, kao i njihova povezanost s bolestima poput
neuroloSkih poremecaja i tumora, ¢ini ih vaznim predmetom u mnogim biomedicinskim
istrazivanjima. Prouc¢avanje njihovih novih uloga moze dovesti do razvoja naprednih terapijskih

strategija, Sto bi moglo uvelike pomoc¢i pri lije¢enju raznih bolesti.
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