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1.Uvod

Stanicni ciklus, rast, diferencijacija i konacno smrt strogo su regulirani procesi u normalnom
razvoju stanice. Promatranjem staniCne smrti utvrdena su dva razliCita procesa umiranja:
nekroza i programirana stanicna smrt. Ovi procesi su fundamentalno razliCiti u svojoj prirodi,

te ulozi u nekom organizmu.

Nekrozu smatramo pasivnom,“slu¢ajnom* stanicnom smrcu koju uzrokuju ekstremne traume
i ozlijede stanice, npr. unos toksina, hipertermija ili hipoksija. Tijekom nekroze, DNA stanice
se razgraduje nasumicno Sto prepoznajemo kao razmaz nastao elektroforetskim putovanjem

fragmenata DNA razliCite molekulske tezine prilikom analize agaroznom gel elektroforezom.

Glavna znaCajka nekroze je gubitak funkcija stanicne membrane i kontrole protoka iona i
promjeni osmotskog tlaka protokom iona Na +, K +, Ca 2+ i Mg 2+ niz koncentracijski
gradijent. Ovakva promjena dovodi do unosa vode, bubrenja organela i same stanice.
Bubrenje uzrokuje lizu stanice, te ispustanje sadrZaja citoplazme u izvanstanicni prostor Sto

konacno uzrokuje upalu tkiva.

Koncept programirane stanic¢ne smrti, u drugu ruku, podrazumjeva tip smrti stanice koji se
pojavljuje u specificno vrijeme tokom razvoja organizma. Prvo zapazanje takvog fenomena
je zabiljeZzeno 1951 g., a do 1960. koncept je prihvacen od strane mnogih istrazivackih grupa
koje su ga prepoznale u nizu razliitih okolnosti i eksperimentalnih uvijeta. Naknadno su
otkriveni hormoni i faktori rasta koji imaju ulogu kemijskih signala potrebnih za poticanje

ovakvog tipa staniCne smrti, uz izostanak toksicnog ucinka na okolne stanice.

Prvi direktni dokaz dvaju odvojenih tipova staniCne smrti dolazi od histokemijskog
istrazivanja lizosomalnih promjena u ishemiji jetre koje je J.F.R. Kerr radio sa suradnicima
60-tih i 70-tih godina 20. stoljeca. Kerr je promatrao kruzne tvorbe u mrtvim jetrenim
stanicama i biljezio morfoloske razlike izmedu ovakve stanicne smrti i nekroze. ZabiljeZene
promjene prvotno su objasnjene kao varijanta nekroze- tzv. ,shrinkage necrosis®, a 1972 su

Kerr, Wyllie i Currie predlozili ime apoptoza.

Klasi¢na apoptoza ukljuCuje marginaciju i kondenzaciju nuklearnog kromatina na samom

poCetku procesa, skupljanje citoplazme, fragmentaciju jezgre i konatno formaciju
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apoptotickih tijela. Dolazi i do znaCajnih biokemijskih promjena, kako bi se provelo uredno
formiranje apoptotickih tijela i njihovo odvodenje k susjednim stanicama, makrofagima.

Degradacija proteina tijekom programirane smrti smatramo vaznim markerom i dokazom
apoptoze. Dokazano je cijepanje velikog broja proteina, ukljuCujuci poli(adp-riboza)

polimerazu.

Broj stanica nekog organizma takoder je reguliran ravnotezom izmedu proliferacije, rasta i
smrti stanice. Stoga programiranu stani¢nu smrt smatramo vaznim mehanizmom odrzavanja
homeostaze cjelokupnog organizma. Apoptoza je posebno vazna u nekim fizioloSkim
razvojnim procesima i uvjetima, kao Sto je razdvajanje prstiju u embrija, specijalizacija
imunoloSkog sustava, spolna diferencijacija, metamorfoza i atrofija. Takoder, apoptoza igra

vaznu ulogu i u razvoju tumora, onkogenezi.

Nekoliko uobiCajenih lijekova u kemoterapiji potiCu program apoptoze. Posljedi¢no, bolje
razumjevanje apoptotickih puteva moze nam pomoci u moduliranju odgovora neoplazmatskih

stanica na antitumorske komponente lijekova.

Apoptoza se aktivira vanjskim (preko receptora smrti) ili unutrasnjim (preko mitohondrija)
signalnim putevima. Vanstanicni signali ukljuCuju hormone i faktore rasta koji se vezu na
receptor stanicne membrane kako bi pokrenuli odgovor. Primjer takvih receptora smrti je
FasR koji veZe Fas ligand (FasL). Vezanjem FasL dolazi do trimerizacije Fas receptora
(FasR). Nakon aktivacije, unutar stanice se na njega veze adaptorna molekula zvana Fas-
pridruzen protein s domenom smrti (FADD) koji svojom domenom smrti veze domenu smrti
receptora Fas. FADD takoder sadrZi i tzv. ,,death effector* domenu (DED) blizu svog amino
kraja, a ona veze ,,death effector domenu proteina kaspaze-8. Kaspaza-8 se tada samostalno
aktivira cijepanjem na dvije podjedinice, p10 i p18, koje Cine aktivne enzime te se otpusta od
kompleksa DISC u citosol. Ovdje, tako aktivirana, cijepa druge efektorne kaspaze Sto vodi do

degradacije DNA i ostalih karakteristi¢nih procesa stani¢ne smrti.

Drugi, unutarstani¢ni apoptotski put pokrece se kod ostecenja DNA, hipoksije ili prekomjerne
ekspresije onkogena, a karakteristican je po permeabilizaciji mitohondrija i otpuStanju
citokroma c u citoplazmu. Tocnije, aktivacija p53 ili drugih proteina mijenja ravnotezu pro i
anti-apoptotskih molekula porodice Bcl-2 na molekuli mitohondrija Sto rezultira formacijom
mitohondrijskih kanala induciranih apoptozom (MAC). Takva promjena dovodi do

oslobadanja citokroma c, koji uz molekulu Apaf-1 formira apoptosom. Jednom formiran

2
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apoptosom moze aktivirati efektorsku kaspazu, pro-kaspazu 9 koja tada zapocCinje kaskadnu

reakciju aktiviranjem drugih kaspaza Sto vodi do dogadaja koji Cine apoptozu.

2. Protein Poli(ADP-riboza)polimeraza (PARP-1) i porodica proteina PARP

Stanice se u viSestanicnim organizmima medusobno razlikuju, iako im je DNA jednaka.
Osnova diferencijacije je razliCita ekspresija RNA i proteina koja je vrlo precizno regulirana,
od razine transkripcije, procesiranja RNA, njenog transporta do regulacije translacije i
posttranslacijskih promjena te aktivnosti proteina. DNA, s druge strane, u stanici postoji u
obliku kromatina i specifichom modifikacijom histona i drugih proteina mogu se regulirati
procesi transkripcije, popravka oSte¢ene DNA, replikacije itd. Jedan od proteina koji sudjeluje
u regulaciji transkripcije i popravaka je poli(ADP)riboza polimeraza, PARP-1

Jezgreni procesi koji ukljuCuju pristup i modifikaciju genoma, kao Sto su transkripcija i
popravak DNA, zahtijevaju od domacina niz strukturnih i regulatornih proteina. Poli(ADP-
riboza) polimeraza-1 (PARP-1) je jezgreni protein kojeg nalazimo u izobilju unutar stanica, a
koji posjeduje niz biokemijskih uloga koje ga €ine vrlo pogodnim za strukturnu i regulatornu

ulogu u Citavom genomu. (Hassa i Hottiger, 2008.; Kim i sur.,2005.; Schreiber i sur.,2006.).

Protein PARP-1 ima sposobnost vezanja na razliCite strukture DNA i nukleosome, a sadrzi
kataliticki aktivno mjesto ovisno o NAD" koje sintetizira negativno nabijen polinukleotid na
ciljnom mjestu proteina, tzv. poli(ADP-ribozu) ili PAR. lako je najceS¢e proucavan u smislu
prepoznavanja oSteCenja DNA i popravka DNA, PARP-1 se u zadnje vrijeme povezuje s
regulacijom kromatinskih struktura i transkripcijom, DNA metilacijom, genomskim upisom,

aktivnoS¢u kao izolator i sa samom organizacijom kromosoma.

Poli(ADP-ribozil)acijske reakcije i PARP-u srodni geni pronadeni su medu mnogim
eukariotima, od gljiva i biljaka do sisavaca, a mogu se pronaci i u nekih eubakterija,
arhebakterija i dvolancanih DNA virusima (Hassa i sur., 2006.; Otto i sur., 2005.). U

stanicama sisavaca pojava poliADPribozilacije posredovana je enzimima PARP.

U zadnjih desetak godina, istraZivanja su otkrila viSe od 17 proteina koji dijele homologiju s
katalitickim domenama PARP-1 (Ame i sur.,2004.; Hakme i sur., 2008.; Hassa i Hottiger,
2008.; Schreiber i sur., 2006.). Uz domenu slicnu PARP-u (eng. PARP-like domain), Clanovi
porodice PARP sadrze Sirok spektar drugih strukturalnih i funkcionalnih domena: DNA vezne

domene (DBDs), RNA vezne domene, substanicne lokalizacijske signale, makrodomene,
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motive BRCT, ankirinska ponavljanja, zinkove prste, a oni odreduju njihovu biolo3ku
aktivnost.
FAMI-.F-.i-L‘ il} ¥ T':
ors BN,
n-n-.! !. _h‘.u.il‘
e e T . W [} [
e <. W |

=y

s+ < ——— ]

| TR
B secons
""'-'-"'".. n i B ot
WL, LM
e il - :':.! i‘._Ir [ Hal vt Dervir]
i o o
WFAAPF mpam s W '_ h: __:_ B . Eniyrn
g b —gre
ranvs =l ! tl.

Slika 1.Natporodica PARP.

Nedavno je predloZzena zajednicka nomenklatura te porodice proteina kao ADP-ribozil
transferaze (ARTS), kako bi se istaknulo da:

1.) Svi enzimi porodice kataliziraju transferazne reakcije, polimerazne reakcije neovisne o
kalupu

2.) svi Clanovi porodice nemaju aktivnost poliADP ribozilacije - neki funkcioniraju samo
kao mono(ADP-ribozil) transferaze (MARTS) (Hottiger i sur., 2001).
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Takva nova nomenklatura temeljena na strukturnoj klasifikaciji ¢lanove porodice PARP dijeli

u tri grupe, ovisno o katalitiCkim domenama:

1.) PARP 1-5 - sadrZavaju dobro konzerviran glutamat koji definira poli(ADP-ribozil)
polimeraznu katalitiCku aktivnost (Glu 988 u PARP-1).

2.) PARP 6-8, 10-12, 14-16 — zasad ve¢ jesu potvrdeni ili su vjerojatno ART, mono(ADP-
ribozil) transferaze.

3.) PARP 9, 13 — nedostaje im kljutno mjesto vezanja NAD+ i katalitiCki glutamat te su

vjerojatno inaktivni (Kleine i sur.,2008).

Clanovi porodice PARP locirani su u razli¢itim staniénim odjeljcima (jezgri, citoplazmi i
mitohondriju), iako njihova funkcija i substani¢na lokalizacija uglavhom ostaju nepoznate
(Ame i sur.,2004.;Hassa i Hottiger, 2008.). Primarni jezgreni PARP-ovi su PARP-1, PARP-2
(najblizi paralog PARP-1), PARP-3 i tankiraza 1 i 2 (PARP5) (Ame i sur.,2004.; Hassa i
Hottiger, 2008.; Schreiber i sur., 2006.). Takoder, u jezgri moZzemo pronaci i v-PARP (PARP-
4), PARP-6, PARP-8, PARP-9, proteine Bal 1-3 (PARP-13, -14, -15) i PARP-10.

Funkcije ¢lanova porodice PARP ukljucCuju Sirok spektar stanicnih dogadaja: popravak DNA
oStecenja, transkripciju, stani¢nu signalizaciju, regulaciju stani¢nog ciklusa i mitozu (Ame i
sur., 2004.; Chang i sur., 2004.; Hakme i sur., 2008.;Hassa i Hottiger, 2008.; Schreiber i
sur.,2006.). Ovaj Siroki spektar funkcija igra kljucnu ulogu u razliCitim bioloSkim procesima,

ukljucujuci diferencijaciju, razvoj, odgovor na stres, upalu i rak.
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Slika 2. Struktura misjih gena PARP1, 2 i 3.

Shown in (B)

PARPs 1,2, 3 PARPs 1, 2, 3, 5a, 5b, 10,12, 14, 15

Slika 3. Kataliticka domena PARP je jako konzervirana u porodici PARP

(A) Struktura katalitickih domena PARP-1 (zeleno), PARP-2 (Zuto),
i PARP-3 (plavo) u sisavaca.
(B) Struktura kataliticke domena PARP 1, 2, 3, 53, 5b, 10, 12, 15

6



Regulacija apoptoze pod utjecajem poli[adp-riboza] polimeraze-1
Seminarski rad

3. Struktura i biokemijska aktivnost PARP-1

PARP-1 je veoma konzerviran protein od 116 kDa (D’Amours i sur., 1999.). Kao i mnogi
drugi proteini povezani s kromatinizacijom i transkripcijom, PARP-1 ima strukturu koja
sadrzava mnoge samostalno-smatajuce domene. Glavne funkcionalne jedinice PARP-1 su N-
terminalna DNA vezuju¢a domena (DBD), centralna automodificiraju¢a domena (AMD) i C-
terminalna domena (CD) (Hakmen i sur., 2008.; Schreiber i sur., 2006.). Zajedno sve
strukturne i funkcionalne domene PARP-1 ostvaruju visoku aktivnost u Sirokom spektru

funkcija koje PARP-1 ima u jezgri.

Domena DBD sadrzi dvije strukture cinkovog prsta Cys-Cys-His-Cys (FI/Znl i Fll/Zn2) koje
posreduju u vezanju za DNA te treCu strukturu cinkova prsta (FI11/Zn3) ovisnu 0 DNA,
posrednika u interdomenskom vezanju Sto je bitno za enzimsku aktivnost (Langelier i sur.,
2008,2010). Ova se domena nastavlja na jezgreni lokalizacijski signal (NLS) i mjesto

cijepanja koje prepoznaje kaspaza-2 (Hakme i sur., 2008; Schreiber i sur., 2006).

Domena AMD sadrzi nabor BRCT (BRCAL C-terminalni) koji posreduje u meduproteinskim

interakcijama (npr. s enzimima popravka DNA).

CD, koja je najvise konzervirana domena u porodici PARP, sadrzi motiv koji veze NAD+.
Osim toga CD sadrzi i motiv ,,WGR*" (slijed koje obavezno ima saCuvane aminokiseline Trp,

Gly i Arg - WGR), a Cija je uloga jos uvijek nije poznata.

U zadnje vrijeme je pokazano da se PARP-1 veze na specificne uzorke na kromatinu, a koji su
povezani s njegovom funkcijom (Kraus, 2008.; Kraus i Lis, 2003.; Tulin i sur.,2003.). Ta veza
je podrZzana interakcijama s DNA, nukleosomima i drugim proteinima koji vezu kromatin.
PARP-1 veZe razliCite strukture DNA, ukljucujuci jednolancane i dvolancane lomove,
,»Crossing over“, ukrizenja (eng. cruciforms), superzavojnice, itd., kao i neke specificne
dvolanCane sljedove DNA (Kraus, 2008.; Kraus i Lis, 2003.). PARP-1 takoder veze
nukleosome na specifican nacin — stvara interakcije s DNA i histonima na mjestu gdje DNA
ulazi i izlazi iz nukleosoma (Kim i sur., 2004.). PARP-1 moze stvarati interakcije s nizom
proteina koji vezu kromatin — komponentama transkripcijske masinerije, transkripcijskim
faktorima specificnim za sljedove DNA, enzimima koji modificiraju kromatin i varijantama

histona. Interakcije s ovim proteinima omogucuju indirektnu suradnju PARP-1 i kromatina.

7
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Slika 4. Biosinteza NAD+ | PAR

Prikazana je kemijska struktura NAD+, PAR i metabolita. Takoder, prikazani su enzimi koji
kataliziraju sintezu NAD+ u putu spaSavanja. Oznacena je i enzimska aktivnost PARP, PARG,
(ADP-ribozil) proteinske hidrolaze i (ADP-ribozil) protein liaze.

Vezuju€i se, PARP-1 mozZe promijeniti strukturu nukleosoma, kao i stanje kompaktnosti i
kompoziciju kromosoma (Kim i sur., 2004.; Kraus, 2008.; Kraus i Lis, 2003.; Langelier i sur.,

2010.; Tulin i sur., 2003.; Wacker i sur., 2007.). Te promjene se dogadaju preko ciljane

modifikacije proteina putem PARP-1 ili kompeticijom za vezna mjesta na nukleosomu.

PARP-1 moze premjestiti linker H1 histon s nukleosoma PARpilacijom ili kompeticijom za
preklapajuce vezno mjesto na nukleosomu (Ju i sur., 2006.; Kim i sur., 2004.; Krishnakumar i
sur., 2008.).

Takoder, nedavno je dokazano da se PARP-1 lokalizira unutar genoma na promotorskim

regijama najceSce transkribiranih gena (Krish-nakumar i sur., 2008.). Vezanje PARP-1 na

8
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promotor je povezano s vezanjem Pol Il, ekspresijom gena i prisutnos¢u histon H3-lizin-4-
trimetilacije (modifikacije histona koja oznaCava aktivne promotore). Dodatno PARP-1 veze
kromatin izvan promotorskih regija ukljucujuci pojacivace (Krishnakumar i sur., 2008.). Kao
odgovor na genotoksicni stres, PARP-1 se premjeSta na mjesta oSte¢enja DNA (Haince i sur.,
2008; Mortusewicz i sur.,2007.). Zasad se ne zna je li takva relokalizacija zbog oSte¢enja
DNA utjeCe na globalnu relokalizaciju PARP-1 s promotora, no takav model bi odgovarao

globalnoj redukciji transkripcije koja je zapazena kod oStecenja DNA.

4. Kataliticka aktivnost proteina PARP-1

Poli(ADP-ribozni) lanci su veliki, negativho nabijeni polimeri koji djeluju kao
posttranslacijska modifikacija ili u obliku slobodnog polimera. Vecina PAR-a u stanici nastaje
uslijed katalitiCke aktivnosti PARP-1 koji polimerizira jedinice ADP-riboze pomoc¢u donorske
molekule NAD+ na ciljanom proteinu. Jedinice ADP-riboze su spojene medusobno
glikozidnim vezama riboza-riboza zbog Cega konacni polimer PAR mozZe biti linearan ili
razgranat (D’Amours i sur., 1999.). Modifikacije najCeSCe nastaju na ograncima glutamata,
aspartata ili lizina, iako nema mnogo dokaza koji potvrduju kovalentne modifikacije
ogranaka. U prilog tome postoje istrazivanja koja predlazu jaka nekovalentna vezanja
polimera PAR (Hassa i Hottiger, 2008.).

KatalitiCka aktivnost PARP-1 je regulirana kroz alostericke mehanizme koja ukljucuju niz
veznih parova, od oSteCene DNA, histona i nukleosoma do cijelog niza jezgrenih proteina
(D’Amours i sur., 1999.; Kraus i Lis, 2003.; Tulini sur., 2003.). PARP-1 Kkataliticka aktivnost
je takoder regulirana posttranslacijskim modifikacijama. AutoPARpilacija PARP-1 inhibira
njegovu katalitiCku aktivnost, dok je fosforilacija preko kinaze Erk ¥ pojaCava (Kauppinen i
sur., 2006.). Aktivnost PARP-1 takoder moze biti regulirana nikotinamid mononukleotid
adeniltransferazom-1 (NMNAT-1), sintetazom jezgrenog NAD+, koja moze lokalno
producirati NAD+ za potrebe jezgrenih enzima, kao $to su PARP-1 i Sirtl (Kim i sur., 2004;
Zhang i sur., 2009; Zhang i Kraus, 2009.).

4.1. Vezni partneri proteina PARP-1

Parp-1, kao komponenta, pronaden je u mnogim jezgrenim proteinskim kompleksima, npr.
onima koji popravljaju osteCenu DNA (npr. kondenzin I/XRCC1), reguliraju transkripciju
(Mediator, kofaktor TLE itd.), imaju ulogu inzulatora (npr. CTCF) i metiliraju DNA (npr.
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DNMT-1) (Caiafa i sur., 2009.; Caiafa i Zlatanova, 2009.; ElI-Khamisy i sur., 2003.; Farrar i

sur., 2010; Guastafierro i sur., 2008.; Hassa i sur., 2005.; Heale i sur., 2006.; Ju i sur., 2004.;

Malanga i Althaus, 2005.; Pavri i sur., 2005.; Pleschke i sur., 2000.; Zampieri i sur., 2009.).

Mnogi od tih proteina su PARpilirani pomocu enzima PARP-1 (Kim i sur., 2005.; Kraus,

2008.; Kraus i Lis, 2003.). Smatra se da kovalentna vezanja PAR mijenjaju aktivnost ciljnog

proteina kroz stericki efekt i naboj, Cime utjeCu na interakcije protein-protein i izmedu

proteina i nukleinskih kiselina, enzimatsku aktivnost ili unutarstani¢nu lokalizaciju (Hassa i
Hottiger, 2008.; Schreiber i sur., 2006.).

NajcesCi ciljni proteini PARP-1 kataliticke aktivnosti ukljucuju histone, transkripcijske
faktore, jezgrene enzime i jezgrene strukturne proteine. PARP-1 moZe PARIlirati histone,
pogotovo H1, H2A i H2B, sto ima ulogu u regulaciji kromatinskih struktura, iako sam doseg
histonskih modifikacija i njihov utjecaj na jezgrene procese ostaje nedovoljno razjasnjen
(D’Amours i sur., 1999.; Kim i sur., 2005.; Kraus, 2008.; Kraus i Lis, 2003.).

PARP-1 takoder PARilira neke proteine vezane uz popravak DNA, ukljucujuci p53 (Kanai i
sur., 2007.; Mendoza-Alvarez i Alvarez-Gonzalez, 2001.), te tako utjeCe na procese ovisne o0 p
p53. lako PARIlacija p53 nije potpuno razjasnjena, postoje dokazi da PARilacija specificnih
regija (Glu 255, Asp 256 i Glu 268) moze sprijeCiti izlazak p53 iz jezgre blokirajuci njegovu
interakciju s jezgrenim eksportnim receptorom Crm1, zasluZznim za transport samog proteina
p53 (Kanai i sur., 2007.).

Inhibicija razliCitih transkripcijskih faktora (npr. CTCF, AP-1, YY1, NF-kB, itd.), kao i
drugih jezgrenih proteina (npr. aurora kinaze B) PARilacijom pomocu PARP-1 ukazuje da

PARilacija ima ulogu u regulaciji transkripcije.

4.2. Posttranslacijska modifikacija proteina PARP-1

Kao i drugi proteini s ulogama u regulatornim procesima, PARP-1 je podvrgnut razliCitim
posttranslacijskim modifikacijama kao zavrsnim toCkama signalnih puteva. Ovo ukljucuje

PARilaciju, acetilaciju, fosforilaciju, ubikvitilaciju i SUMOlIaciju.

PARP-1 je PARIliran sam sa sobom, s PARP-2 ili potencijalno s nekim drugim Clanom
porodice PARP. AutoPARilacija PARP-1 moZe nastati kao viSestruko dodavanje ADP-riboze

u lancu veéem od 200 jedinica ili kao dodavanje jedne ili nekoliko (do 20) jedinica u lanac
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(mono- ili oligo-PARilacija) (D’Amours i sur., 1999.; Mendoza-Alvarez i Alvarez-Gonzalez,
1999.). Intenzivna autoPARilacija PARP-1 (npr. kao odgovor na oSte¢enje DNA) inhibira
njegovu DNA-vezajucu i Kkataliticku aktivnost (D’Amours i sur., 1999.). In vitro i in vivo
testovi su pokazali da aktivacija i autoPARilacija PARP-1 rezultira njegovim otpustanjem s
kromatina. (Kim i sur.,2004.; Petesch i Lis, 2008.; Tulin i Spradling, 2003.; Wacker i sur.,
2007.). Umjerena autoPARIilacija PARP-1 mijenja njegovu aktivnost, ali ne utjeCe na njegovo

odvajanje od kromatina, dok je efekt slabe autoPARilacije na PARP-1 jo$ uvijek nepoznat.

PARP-1 je fosforiliran putem kinaze ERK 1/2 na Ser 372 i Thr 373 ili kinaze JNK1 na jo$
nepoznatim mjestima. ERK 1/2 je potrebna za maksimalnu aktivaciju PARP-1 nakon
oStecenja DNA, dok JNK1 aktivira neprekidnu aktivaciju PARP-1 prilikom neapoptoticke
stanicne smrti inducirane s H,O, (Kauppinen i sur., 2006.; Zhang i sur., 2007.). Nedavne
analize su otkrile dodatna fosforilacijska mjesta na PARP-1, ali to je potrebno dodatno

istraziti.

PARP-1 je acetiliran preko acetiltransferaza p300/CBP i PCAF (Hassa i sur., 2003., 2005.;
Rajamohan i sur., 2009.), dok povratnu reakciju provodi niz deacetilaza ukljucujuci Sirtl
(Hassa i sur., 2005.; Rajamohan i sur., 2009.). Acetilacija PARP-1 se, medu ostalim, dogada
kao zavrdna toCka odgovora na stres i rezultira aktivacijom PARP-1 bez oSteCenja DNA.
Acetilacija PARP-2 smanjuje njegovu DNA-veznu i enzimatsku aktivnost, kao i intenzitet

auto-mono(ADP-ribozil)acije (Rajamohan i sur.,2009.; Haenni i sur., 2008.).

Ubikvitinacija i SUMOilacija su tek nedavno otkrivene, a time i slabo istrazene (Cohen-
Armon i sur., 2007.; Hassa i sur., 2005.; Kauppinen i sur., 2006.; Martin i sur., 2009.;Messner
i sur., 2009.;Wang i sur., 2008.). No, ta istrazivanja su pokazala da ovi procesi dodavanja
malih proteina ubikvitina i SUMO ipak moduliraju ulogu PARP-1 kao regulatora
kromatinskih struktura i transkripcije. PARP-1 je SUMOiliran pomocu enzima PIASYy,
SUMO E3 ligaze (Martin i sur., 2009.; Stilmann i sur., 2009.). SUMOilacija i p300/CBP-
ovisna acetilacija na Lys 486 PARP-1 se medusobno iskljucuju. (Messner i sur., 2009.). S
obzirom da je acetilacija PARP-1 potrebna za aktivaciju transkripcije na nekim ciljnim
promotorima (Hassa i sur., 2003., 2005.), SUMOilacija PARP-1 mogla bi modulirati
transkripcijski ishod PARP-1-ovisnog puta.
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5. Metabolizam poli(ADP-riboze) u apoptozi

Apoptotska smrt stanice je aktivan proces koji ukljucuje specifiCne enzime sposobne cijepati
DNA u fragmente veliCine nukleosoma. Ovaj proces bi mogli pripisati Ca 2+/ Mg 2+ -
ovisnim endonukleazama, reguliranim promjenama unutarstanicne razine kalcija, a kao Sto je
potvrdeno razliCitim radovima, druge aktivnosti takoder potiCu fragmentaciju DNA. U
stanicama u kojima nema mnogo jednolancanih i dvolancanih lomova, poli(ADP-ribozil)acija
je vrlo rijedak dogadaj koji se dogada do 100 puta CeSCe nakon unosa oStecenja DNA
(Sallmann i sur., 2000.). U takvim okolnostima vise od 90% poli (ADP-riboze) je sintetizirano
pomocéu PARP-1 (Sallmann i sur., 2000.).

PARP-1 je konstitutivno eksprimiran, ali enzimatski se aktivira preko DNA lomova.
Katalizira formaciju ADP-riboze pomocu cijepanja glikozidne veze izmedu nikotinamida i
riboze. Glutamat, aspartat i lizin (Ogata i sur., 1980.) ciljnog proteina su tada kovalentno
promijenjeni dodatkom podjedinice ADP-riboze, pomocu formiranja esterske veze izmedu nje
i proteina. Nakon toga PARP-1 katalizira reakciju elongacije i granjanja koriste¢i dodatne
jedinice ADP-riboze koje donira NAD+. Ovo stvara novu ribozil-ribozil poveznicu i konacno
dovodi do formiranja polimernog lanca dugog oko 200 podjedinica ADP-riboze, s nekoliko

mjesta granjanja (Alvarez-Gonzalez i Jacobson, 1987.) (Slika 5.).
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Slika 5. Metabolizam poli(ADP-riboze)

PARP-1 cijepa glikozidnu veze NAD+ izmedu nikotinamida i riboze i dovodi do kovalentne

modifikacija, uglavnom glutamata, na akceptorskom proteinu s jedinicima ADP-riboze. Tako

nastaje esterska veza izmedu proteina i svake jedinice ADP-riboze. PARP-1 takoder katalizira

reakcije elongacije i granjanja kojim nastaju polimeri dugi do 200 jedinica ADP-riboze. PARG

je jedini, dosad otkriven, protein koji katalizira hidrolizu (ADP-riboza) polimera ¢ime se

stvaraju slobodne ADP-riboze, a to radi pomocu svoje endoglikozidne i egzoglikozidne

aktivnosti.
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Slobodne molekule ADP-riboze stvorene NAD glikohidrolaznom (NADaze) aktivnoScéu
PARP-1 su takoder pokazale reaktivnost s lizinskim mjestima proteina formirajuci
ketoaminske derivate (Cervantes-Laurean i sur., 1993.). Takvi ketoaminski derivati vezani za
proteine takoder mogu biti modificirani s PARP-1 koji stvara polimer ADP-riboze vezan na
protein. Ipak, najvazniji ciljni protein takve poli(APD-ribozil)acije je upravo PARP-1
(Cervantes-Laurean i sur., 1996.), iako je opisano mnogo drugih veznih proteina, poput p53
(Mendoza-Alvarez and Alvarez-Gonzalez, 2001. ), obje podjedinice nuklearnog faktora kappa
B (NF-kB) (Kameoka i sur., 2000. ), histoni ( Adamietz i sur., 1984. ), DNA ligaza (Ohashi i
sur., 1983.), DNA polimeraza ( Yoshihara i sur., 1985.), DNA-topoizomeraza ( Scovassi i
sur., 1993. ) i DNA-ovisna protein kinaza (Ruscetti i sur., 1998.). Zbog jakog negativnog
naboja ovog polimera takva modifikacija znatno utjeCe na fiziCka i biokemijska svojstva
modificiranog proteina. Izmijenjena svojstva ukljucuju promjenu u afinitetu vezanja DNA, sto
moze imati regulatornu ulogu u interakciji s drugim proteinima. Poli(ADP-
riboza)glikohidrolaza (PARG) je jedini poznati enzim za kojeg je znano da Katalizira
hidrolizu polimera ADP-riboze na slobodnu ADP ribozu (Davidovic i sur., 2001. ) (Slika 5.)
(Tablica 1.).

Tablica 1. Enzimi ukljuceni u formaciju i degradaciju poli (ADP-riboze)
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Prvotnu hipotezu da lomovi DNA, metabolizam NAD+ i programirana staniCna smrt mogu
biti povezani prvi su indirektno potvrdili eksperimenti u kojima je aktivacija PARP-1 pratila
administraciju antitumorskih lijekova. Poveznica izmedu digestije DNA i aktivnosti PARP-1
prvi put je direktno dokazana u eksperimentu smanjivanja aktivnosti PARP-1 preko blokiranja

fragmentacije DNA djelovanjem cinka.

Prisutnost DNA fragmenata tijekom apoptoze mogla bi regulirati proces ADP-ribozilacije.
Stoga bi apoptotsko cijepanje DNA bilo dobar kandidat stimulacije enzimske aktivnosti
PARP-1, a sinteza poli(ADP-riboze), preko koriStenja NAD+, moze biti iskoriStena za

identifikaciju apoptotskiih stanica.

Sinteza polimera koja se odvija u stanici prije proteolize PARP-1 moZemo interpretirati kao
brzi odgovor ADP-ribozilacijske maSinerije na prisutnost DNA slobodnih krajeva. Ovu
hipotezu potvrduju i radovi koji opisuju ranu sintezu poli(ADP-riboze) stanica ljudskog
osteosarkoma koje prolaze apoptozu. Nadalje, koristenjem proCis¢enih DNA vezujucih
domena (DBD) PARP-1, kao probe za detekciju lomova lanaca DNA, imunoflourescencijski
je pokazano da DBD prepoznaje apoptotske lomove DNA. Pod drugim eksperimentalnim
uvjetima, aktivnost PARP-1 je bila popracena akumulacijom specificnih mRNA, a sinteza
poli(ADP-riboze) je povezana s autoribozilacijom PARP-1 pod utjecajem kemoterapeutskih

lijekova.

Na temelju mnogih radova, moZemo zakljuciti da kao prvi odgovor na osteenje, tj.
jednolanCane i dvolan€ane lomove DNA, aktivnost PARP-1 raste sve dok ne dode do
cijepanja i inaktivacije samog PARP-1, kao jednog od 50tak proteina koji se cijepaju pri

apoptozi.

S obzirom da je metabolizam poli(ADP-roboze) strogo reguliran unutar stanice zajedniCkim
djelovanjem PARP i poli(ADP-riboza) glikohidrolaze (PARG) aktivnost oba enzima je
proucavana tijekom apoptoze. ZakljuCeno je da aktivnost PARG prati sintezu poli(ADP-

riboze). Kasnije, kada se PARP inaktivira proteolitiCkim cijepanjem, aktivhost PARG opada.

5.1 Poli(ADP-riboza)polimeraza-1 (PARP-1) i faktor indukcije apoptoze (AIF)

Poli(ADP-riboza)polimeraza-1 je ukljuCena u put stani¢ne smrti koji je ovisan o kaspazama,

ali i u onaj koji je neovisan, u kojem vaznu ulogu imai faktor indukcije apoptoze (AIF). U
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putu ovisnom o kaspazama, u egzekucijskoj fazi, PARP-1 je inaktiviran i pocijepan
kaspazama 3 i 7 koje razdvajaju PARP-1 DNA veznu domenu od njegove Kkataliticke domene.
Inaktivacija PARP-1 je naCin uStede energije jer se tako smanjuje potrosnja NAD+ i ATP-a.
Ukoliko bi stanica aktivirala PARP-1, a ne bi imala dovoljno energije za izvrsenje procesa
apoptoze, tada je mogucée da bi PARP-1 usmjerio stanicu u nekrozu, posljedi¢no ugrozilo

susjedne stanice ili zapocCelo upalnu reakciju.

Faktor indukcije apoptoze (AIF) je flavoprotein od 67-kDa ukljucen u inicijaciju puta stani¢ne
smrti neovisnog o0 kaspazama koji uzrokuje fragmentaciju DNA i kondenzaciju kromatina.
Nedavna istrazivanja su ga prepoznala kao vaznog efektorskog signalnog faktora u PARP-1-
ovisnoj stani¢noj smrti. AIF takoder ima ulogu u regulaciji permeabilnosti membrane
mitohondrija za vrijeme apoptoze, a u normalnim uvjetima ima vaznu ulogu u diSnom lancu
mitohondrija i redoks reakcijama metabolizma, kao NADH oksidaza.Tada se nalazi unutar
vanjske membrane mitohondrija i tako je prostorno odvojen od jezgre. Ukoliko dode do
oStecenja stanice i mitohondrija, AIF prolazi kroz membranu mitohondrija i odlazi u jezgru

stanice gdje daje signal stanici za kondenzaciju kromosoma i fragmentaciju DNA.

Istrazivanjem je postalo jasno da je AIF pro-apoptoticki faktor. Radovi na AlF-deficijentnim
embrionalnim mati¢nim stanicama pokazali su da su takve stanice otporne na indukciju
apoptoze uskraCivanjem seruma. PARP-1 aktivatori ukljuCujuc¢i N-metil-N'-nitro-N-
nitroguanidin  (MNNG), vodikov peroksid i NMDA induciraju translokaciju AlF iz
mitohondrija u nukleus Sto dovodi do staniCne smrti. Biokemijski markeri koje povezujemo s
apoptozom poput izlaganja fosfatidil serina, parcijalna kondenzacija kromatina i kondenzacija
jezgre su prisutni i bez aktiviranja kaspaza, u AIF putu stani¢ne smrti. Svi ovi dogadaji nisu
blokirani inhibitorima kaspaza, ali ih blokiraju inhibitori PARP-1 ili nedostatak enzima
PARP-1. Stoga je staniCna smrt uzrokovana translokacijom AIF ovisna o poli(ADP-
ribozil)aciji. Na koji naCin poli(ADP-ribozil)acija regulira AIF, preko nedostatka NAD+ ili

PAR ili otpuStanjem iz mitohondrija, jo$ nije poznato.
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6. Inhibitori PARP-1

Od otkrica poli(ADP-riboze) i poli(ADP-riboza) polimeraze-1 1960-tih godina, napredak u
otkrivanju njihovih bioloskih funkcija je bio spor. Prvo veliko otkri¢e je napravljeno u
otkrivanju inhibitora PARP, 3-aminobenzamida (3AB), koji se od tad koristi za pojacavanje

efekta pri ciljanom o$teéivanju DNA kemoterapeuticima.

RazliCitim pristupima se pokusalo odgonetnuti uloga PARP-1 u nekim fizioloskim procesima
ukljuCujuci apoptozu. Aktivnost enzima je zaustavljana kemikalijama, prekomjenom

ekspresijom PARP DNA veznih domena, utiSavanjem gena i koriStenjem antisense RNA.

KoriStenje inhibitora PARP moZe dati samo indirektan dokaz uloge poli(ADP-ribozilacije) u
bioloSkom procesu apoptoze. Usprkos mnogim radovima na ovom podrucju, rezultati su jos

uvijek dvojbeni.

U nekim eksperimentima inhibicija poli(ADP-riboza) polimeraze pomocu 3-aminobenzamida
(3AB) onemogucuje apoptozu stanice koja posjeduje stanicne parametre koji sluzbeno
oznacuju apoptozu. Doduse, u drugim stanic¢nim linijama 3AB nije sprijeCila stanicu da zavrsi

apoptozu.

Postoje dokazi koji upuéuju da razina NAD+ u stanicama igra vaznu ulogu u modulaciji

djelovanja inhibitora, te konacnom rezultatu inhibicije enzima PARP-1.
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7. Buducnost istrazivanja

Proteoliza PARP-1 je odredena kao jedna od glavnih oznaka apoptoze u raznim stani¢nim

tipovima i pod razlicitim induktorima apoptoze, ukljucujuci i fiziCke i psihicke induktore.

Prvi radovi na tu temu su naglaSavali vaznost proteolize PARP-1 u inicijacijskoj fazi
apoptoze. Kasnije, nakon otkri¢a drugih meta proteaza i velikog broja proteolitickih enzima,
zakljuceno je da proteliza PARP-1, kao i cijepanje drugih enzima i strukturnih proteina, spada

u egzekucijsku fazu apoptoze.

Danas se vode mnoga istrazivanja koja analiziraju poveznicu izmedu razlicitih procesa unutar
apoptoze, ali na temelju trenutnih informacija dobivenih temeljenih na proucavanju aktivnosti
PARP-1 pod utjecajem razlicitih stimulansa apoptoze ne mozemo formirati generalni model

apoptoze.

Daljni rad na ovoj temi je potreban kako bismo bolje razumjeli dva puta proteinske
degradacije te prouciti mogucéu modulaciju metabolizma poli(ADP-riboze) tijekom nekroze.

7.1. Upotreba inhibitora PARP-1 u modulaciji odgovora na kemoterapiju

PARP se koristi za regulaciju stanicnog odgovora u kemoterapijama vec¢ skoro pola stoljeca.
Osnovnu primjenu nalazi kod tumora dojke koji su defektni u popravku jednolancanih
oStecenja jer nemaju protein BRCA. Kako PARP-1 sudjeluje u alternativnom putu popravka,

dokidanje njegove funkcije specificnim inhibitorima Cini takve stanice podloznijim apoptozi.

S druge strane, citotoksicnost inhibitora PARP-1 mora se pomno prouciti kako bi se zaobisli
nezeljeni nusprodukti potencijalnih lijekova. Takoder, kako bi se regulirala ravnoteza izmedu
aktivnosti PARP i PARG, pa tako i metabolizma poli(ADP-riboze), mogu se koristiti i
inhibitori PARG.

Poznati spektar funkcija enzima PARP-1 u stanici svakodnevno se povecava brojnim
istrazivanjima i postaje sve jasnije da je ukljucen u modulaciju brojnih osnovnih procesa.

Usporedno se razvija i primjena njegovih inhibitora u lijeCenju razliCitih tipova tumora.
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9. Sazetak

Apoptoticka smrt stanice je aktivan proces koji ukljuCuje specificne enzime sposobne da

cijepaju DNA u fragmente veliine nukleosoma.

Poli(ADP-ribozilacija) je post-translacijska modifikacija koja vrsi ulogu u popravku oStecenja
DNA, DNA replikaciji, viralnoj integraciji, a modulacija ovog procesa dogada se tijekom

programirane stanicne smrti.

Poli(ADP-riboza)polimeraza-1 je ukljuCena u put stanicne smrti koji je ovisan o kaspazama,
ali i u onaj koji je neovisan, u kojem vaznu ulogu imai faktor indukcije apoptoze (AIF).

U kaspaza-ovisnom putu, u egzekucionoj fazi, PARP-1 je inaktiviran i pocijepan kaspazama 3
I 7 koje razdvajaju PARP-1 DNA veznu domenu od njegove katalitiCke domene. Inaktivacija
PARP-1 je nacin uStede energije jer se tako smanjuje potrosnja NAD+ i ATP-a. Ukoliko bi
stanica aktivirala PARP-1, a ne bi imala dovoljno energije za izvrSenje procesa apoptoze, tada

je moguce da bi PARP-1 usmijerio stanicu u nekrozu.

PARP-1 aktivatori uklju€uju¢i N-metil-N'-nitro-N-nitroguanidin (MNNG), vodikov peroksid i
NMDA induciraju translokaciju AIF iz mitohondrija u nukleus Sto dovodi do stanicne smrti.

U AIF putu stani¢ne smrti ne dolazi do zaustavljanja karakteristicnih dogadaja od strane
inhibitora kaspaza, ve¢ od inhibitora PARP-1 ili u PARP-1 knockout stani¢nim linijama.
Stoga, je staniCna smrt uzrokovana translokacijom AIF ovisna o poli(ADP-ribozil)aciji. Kako
poli(ADP-ribozil)acija regulira AIF, preko nedostatka NAD+ ili PAR ili otpuStanjem iz

mitohondrija, joS nije poznato.

Aktivnost enzima PARP-1 se moze zaustavljati kemikalijama, overekspresijom PARP DNA
veznih domena, utiSavanjem gena i koriStenjem antisense RNA. Saznanja 0 ovim vrstama

inhibice moze pomoci prilikom stvaranja novih, efikasnijih lijekova u kemoterapiji.

Danas se vode mnoga istrazivanja koja analiziraju poveznicu izmedu razlicitih procesa unutar
apoptoze, ali na temelju trenutnih informacija dobivenih proucavanjem aktivnosti PARP-1

pod utjecajem razliCitih stimulansa apoptoze ne mozemo formirati generalni model apoptoze.
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9.Summary

Apoptotic cell death is an active process involving specific enzymes capable of cleaving

DNA into nucleosome-sized fragments.

Poly (ADP-ribosylation) is a post-translational modification, which performs a role in repair
of DNA damage, DNA replication, viral integration and modulation of this process which
occurs during programmed cell death.

Poly (ADP-ribose)polymerase-1 is involved in the path of cell death which is caspase-
dependent, but also in one that is independent, in which an important role belongs to apoptosis
induction factor (AIF).

In the caspase-dependent way, in the egzecution stage, PARP-1 is inactivated and cleaved by
caspase 3 and 7 that separate the PARP-1 DNA binding domain from its catalytic domain.
Inactivation of PARP-1 is a way to save energy because it reduces consumption of NAD +
and ATP. If the cells activated PARP-1, and would not have enough energy to carry out a

process of apoptosis, it is possible that PARP-1 will lead the cell towards necrosis.

PARP-1 activators, including N-methyl-N'-nitro-N-nitroguanidin (MNNG), hydrogen
peroxide and NMDA, induces translocation of AIF from mitochondria to nucleus, leading to
cell death.

The AlF-cell death pathway does not halt characteristic events by caspase inhibitors, but
rather by inhibitors of PARP-1 or PARP-1 knockout cell lines. Therefore, the cell death
caused by translocation of AlF-dependent poly(ADP-ribozyl)ation.

How poly(ADP-ribozyl)ation regulates AIF, through lack of NAD + or PAR, or AIF release

from mitochondria is not yet known.

Activity of the enzyme PARP-1 can be stoped by chemicals, overexpression of PARP DNA
binding domains, and gene silencing using antisense RNA. Learning about these types of

inhibition can assist in the creation of new, more effective drugs in chemotherapy.

Today it has many studies that analyze the link between the various processes in apoptosis,
but based on current information obtained by studying the activities of PARP-1 is influenced

stimuli we can not form a general model of apoptosis.
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