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Unakrsna veza izmedu DNA 1 proteina (engl. DNA-protein crosslink, DPC) je tip oStecenja
DNA koje nastaje kao posljedica stvaranja ireverzibilne kovalentne veze izmedu DNA i
proteina u prisutnosti endogenog ili egzogenog DPC-induciraju¢eg agensa. Nemoguénost
popravka DPC-a uzrokuje genomsku nestabilnost i teske posljedice za organizam, ukljucujuci
preuranjeno starenje, neurodegeneraciju i pojavu tumora. ATPaza p97 tvori kompleks s
glavnim ¢imbenikom popravka DPC-a, SPRTN metaloproteazom. Medutim, uloga p97 u ovom
putu DNA popravka nije poznata, te je stoga cilj ovog rada istraziti sudjeluje li i na koji naéin
p97 u popravku DPC-a i u kakvom je odnosu sa SPRTN proteazom. U tu su svrhu prekomjerno
eksprimirani i pro¢i§¢eni humani proteini p97 i njegov interaktor SPRTN radi kasnije strukturne
1 biokemijske analize njihovog kompleksa krio-elektronskom mikroskopijom. Provedena je i
analiza ekspresije p97 1 SPRTN gena (na razini mRNA) u tkivima dvaju modelnih organizama,
ribe zebrice (Danio rerio) 1 domaceg misa (Mus musculus), kako bi se usporedio ekspresijski
profil p97 1 SPRTN gena kroz tkiva te medu organizmima.
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of an irreversible covalent bond between DNA and protein in the presence of an endogenous or
exogenous DPC-inducing agent. The inability to repair DPCs causes genomic instability and
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metalloprotease. However, the role of p97 in this pathway of DNA repair is unknown, and
therefore the aim of this thesis is to get closer to answering whether and in what way p97
participates in DPC repair and what is its relation to SPRTN protease. For this purpose, human
proteins p97 and its interactor SPRTN were overexpressed and purified for subsequent
structural and biochemical analysis of their complex by cryo-electron microscopy. Expression
analysis of p97 and SPRTN genes (at the mRNA level) in the tissues of two model organisms,
zebrafish (Danio rerio) and mice (Mus musculus) was performed to compare the expression
profile of p97 and SPRTN genes across tissues and organisms.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Svaka stanica u ljudskom tijelu svakodnevno pretrpi i do desetke tisu¢a ostecenja DNA (engl.
deoxyribonucleic acid, DNA)."? Ta su o$teéenja vrlo raznolika: oksidativna i bazna oStecenja,
pogresno sparene baze, abazi¢na mjesta, insercije, delecije, jednolancani i dvolanc¢ani DNA
lomovi, unakrsno vezanje DNA i proteina (engl. DNA-protein crosslink, DPC), DNA-DNA
umrezenja. Abazicna mjesta i DPC predstavljaju najcesce tipove oStecenja DNA, dok su
najtoksi¢nija dvostruki DNA lomovi.>* S obzirom da DNA sadrzi genomski zapis stanice,
iznimno je bitno za funkcioniranje organizma da se DNA odrzava netaknutom. DNA se oslanja
isklju¢ivo na popravak postojecih molekula, a do duplikacije (replikacije) dolazi samo prilikom
diobe stanice.!

DPC nastaje kao posljedica stvaranja ireverzibilne kovalentne veze izmedu DNA 1 proteina
u prisutnosti endogenog ili egzogenog DPC-induciraju¢eg agensa. Endogeni izvori oSte¢enja
mogu biti promjene u DNA strukturi i nusprodukti stani¢cnog metabolizma, poput oksidativnih
radikala i aldehida, dok su primjeri egzogenih izvora oSte¢enja ultraljubicasto i ionizirajuce
zraCenje te kemijski agensi poput kamptotecina, mitomicina C i etopozida. DPC je jedno od
najces¢ih ostecenja DNA te predstavlja fizicku prepreku za sve procese u kojima sudjeluje
DNA (transakcije): replikaciju, transkripciju, rekombinaciju 1 popravak. Nemogucnost
popravka DPC-a uzrokuje genomsku nestabilnost 1 teSke posljedice za organizam, ukljucujuci
preuranjeno starenje, neurodegeneraciju i pojavu tumora.’> Unato¢ visokoj ucestalosti DPC-a,
malo se zna o mehanizmu njihova popravka, jer se sve donedavno DPC popravak nije smatrao
zasebnim mehanizmom popravka DNA. Tijekom 2014. 1 2016. godine nekoliko je grupa
identificiralo stani¢ne enzime, DNA-ovisne metaloproteaze Wssl (engl. Weak suppresor of
SMT3 protein) u kvascu i SPRTN-a (DVC1/Clorfl124) u viSim eukariotima, koji proteolizom
ireverzibilno kovalentno zarobljenog proteina iniciraju popravak osteéenja. Otkrice
proteolizno-ovisnog popravka DPC-a dovelo je do prepoznavanja DPC popravka kao zasebnog
mehanizma popravka oStecenja DNA. Medutim, trenutno nisu poznati drugi faktori koji
sudjeluju u popravku, mehanizam njihova dijelovanja in vitro 1 in vivo, te regulacija ovog tipa
popravka DNA *

p97/VCP (engl. valosin-containing protein) je adenozin-trifosfataza (engl. adenosine

triphosphatase, ATPaza) homoheksamerne strukture povezana s razli¢itim stani¢nim
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§ 1. Uvod 2

aktivnostima (engl. ATPase associated with diverse cellular activities, AAA) 1 sposobna je
vezati veliki broj razli¢itih interaktora i enzima koji odreduju njezinu supstratnu specifi¢nost i
usmjeravaju enzimski kompleks na razli¢ita mjesta u stanici.’> Budué¢i da SPRTN interagira s
ATPazom p97°, moguée je da i p97 sudjeluje u popravku DPC-a u stanici. Medutim, uloga p97
u popravku DPC-a nije karakterizirana, te je stoga cilj ovog diplomskog rada pribliziti se
odgovoru na pitanja sudjeluje li 1 na koji nac¢in p97 u popravku DPC-a, odnosno u kakvom je
odnosu sa metaloproteazom SPRTN koja je glavni Cimbenik popravka DPC-a.

U tu su svrhu heterologno nadeksprimirani i proc¢is¢eni humani proteini p97 (divlji tip) 1
njegov interaktor SPRTN (divlji tip i katalitiCki mutant) iz bakterije Escherichia coli soja
Rosetta (DE3) radi kasnije strukturne i biokemijske analize njihovog kompleksa krio-
elektronskom  mikroskopijom. Metoda ukljucuje IPTG-induciranu (izopropil-f-D-
tiogalaktopiranozid) prekomjernu ekspresiju navedenih proteina oznacenih heksahistidinskim
(His) privjeskom u bakterijskim stanicama koriste¢i inducibilni lacUV5 promotor, te
prociS¢avanje proteina afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA (engl. nickel-nitrilotriacetic
acid) agarozi 1 gel-filtracijom. Takoder, provedena je analiza ekspresije transkripata gena p97
1 SPRTN u tkivima dva modelna organizma, ribe zebrice (Danio rerio) i domaceg misa (Mus
musculus), kako bi se usporedio ekspresijski profil gena p97 i SPRTN kroz tkiva te medu
organizmima. Ovaj pristup obuhvaca izolaciju 1 prociS¢avanje ukupne ribonukleinske kiseline
(engl. ribonucleic acid, RNA) iz tkiva navedenih organizama, reverznu transkripciju (RT),
kvantitativnu lancanu reakciju polimerazom (engl. quantitative polymerase chain reaction,

qPCR) te analizu relativne ekspresije gena Q-Gene metodom.’

Valentin Daki¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ostecenja DNA

DNA sadrzi svu genetsku informaciju koja je stanici i organizmu potrebna za jedinstvenost,
rast, prezivljavanje i diobu. Osnovna gradevna jedinica DNA je nukleotid, a svaka molekula
nukleotida sastavljena je od dusi¢ne baze, SeCera deoksiriboze i negativno nabijene fosfatne
skupine. Dusi¢ne baze dijele se na purinske (adenin i gvanin) i pirimidinske (citozin i timin u
DNA, odnosno uracil u RNA).?

DNA je bioloska molekula koja se oslanja iskljuc¢ivo na popravak postoje¢ih molekula, a do
duplikacije (replikacije) dolazi samo prilikom diobe stanice. DNA akumulira Stetu tijekom
Zivota i predstavljena je jednom kopijom u veéini stanica. DNA moze nakupiti brojna oStecenja,
ali se mora odrzavati netaknutom kako bi stanica pravilno funkcionirala.! Svaka od priblizno
10" stanica u ljudskom tijelu pretrpi i do desetke tisu¢a ote¢enja DNA dnevno.'” Baze u DNA
vrlo su osjetljive na kemijske modifikacije, Sto pogoduje nastanku oste¢enja. Tome doprinosi i
¢injenica da se DNA nalazi u izrazito reaktivhom okruZenju — vodenoj otopini. U slu¢aju da se
oStecenja pretvore u mutacije kao posljedica pogreske u popravku ili replikaciji, promjene su
trajne 1 imaju kontinuirani u¢inak, ¢ak 1 u stanicama potomaka. Gubitak integriteta DNA dovodi
do razlicitih oSteCenja stani¢ne fiziologije, a posljedicno 1 do bolesti poput raka, dijabetesa,
ubrzanog starenja, neurodegeneracije ili stani¢ne smrti. Jedna od posljedica mutacija je i
gubitak gena za suzbijanje tumora i nepravilna aktivacija onkogena, $to moZe pokrenuti
nekontroliranu stani¢nu proliferaciju 1 razvoj malignih stanica. Nestabilnost genoma obiljezje
je svih oblika tumora. Dodatnoj kompleksnosti pridonose epigenomske promjene DNA koje
takoder mogu doprinijeti nastanku raka.>>

Cjelovitost DNA moze biti ugrozena na tri nacina.! Prvo, spontane reakcije svojstvene
kemijskoj prirodi DNA u vodenoj otopini stvaraju abazi¢na ili AP (apurinska/apirimidinska)
mjesta ili uzrokuju hidroliticCku deaminaciju baza (gvanin - ksantin, adenin - hipoksantin,
citozin > uracil, 5-metilcitozin - timin). '8 AP mjesto u DNA ne sadrZi purinsku/pirimidinsku
bazu, a nastaju kada se deoksiriboza odvoji od dusi¢ne baze, prekidajuci (intrinzi¢no nestabilnu)

N-glikozidnu vezu izmedu njih. To se moze dogoditi zbog poviSene temperature, kao rezultat
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kemijske aktivnosti, zradenjem 1ili zbog aktivnosti enzima (DNA-glikozilaze, AP-
endonukleaze).”!' Moguée su i spontane pogreske tijekom replikacije i popravka DNA kao $to
su npr. krivo sparene baze povremeno uvedene tijekom replikacije DNA 1 prekidi lanca DNA
uzrokovani pogreskom u radu DNA-topoizomeraze 1 i 2 (TOP1 i 2).2 Uz navedeno, hidroliticke
reakcije 1 neenzimske metilacije (N3-metilcitozin, N3-metiladenin, N7-metilgvanin, 6-O-
metilgvanin) dnevno stvaraju tisuée oste¢enja DNA po stanici.>® S-Adenozil-metionin (SAM),
koji se koristi kao metilni donor metiltransferazama tijekom normalnih reakcija metilacije,
glavni je uzroénik metilacije baza.®!2 Drugo, vlastiti metabolizam stanice stvara reaktivne vrste
kisika (engl. reactive oxygen species; ROS) i dusika (engl. reactive nitrogen species; RNS),
produkte peroksidacije lipida, endogene alkiliraju¢e agense, estrogen i metabolite kolesterola,
te reaktivne karbonilne vrste, od kojih svi mogu ostetiti DNA (endogeni izvori oSteéenja).! ROS
1 RNS nastaju tijekom mnogih metabolickih procesa, ali i tijekom izlaganja UV, X 1 y-zrakama.
Reaktivne vrste imaju dvojaku ulogu jer mogu biti i korisni i Stetni za bioloske sustave. Korisni
ucinci reaktivnih vrsta zaista su brojni (poti¢u pravilan rast i razvoj stanica, stanicnu
signalizaciju, popravak stani¢nih oStecenja, stani¢nu proliferaciju, angiogenezu, protuupalni
ucinak, itd.), ali u visokim koncentracijama mogu uzrokovati oSte¢enja stani¢nih struktura,
ukljuéujuéi lipide i membrane, proteine i nukleinske kiseline.'* ROS i RNS mogu stvoriti vise
vrsta jednolancanih lomova (engl. single strand break; SSB) 1 oksidativnih oSte¢enja (najcesce
8-oksogvanin) u DNA."!* Slobodni radikali iz vodikovog peroksida, koji je fizioloski
relevantan izvor ROS-a, uzrokuju jednolancane i dvolancane lomove (engl. double strand
break; DSB).!> SSB moZe nastati izravno, raspadom oksidiranog $eéera ili neizravno tijekom
popravka oksidiranih baza, AP mjesta 1 baza koje su oStecene ili promijenjene na druge nacine.
SSB se mozZe pojaviti i kao rezultat pogreske u radu enzima kao $to je TOP1."> Kada se dva
SSB-a pojave u neposrednoj blizini ili kada replikacijska maSinerija naide na SSB ili neka druga
oste¢enja, moze do¢i do nastanka DSB-a.”> Tre¢e, DNA osteéuju egzogeni fizikalni i kemijski
agensi kao $to su zracenje (UV, X, vy, radioaktivno), visoka temperatura, okolisSne kemikalije,
kemoterapeutici i virusi.'*'®

Najces¢i egzogeni uzrok oste¢enja DNA je ultraljubicasto (engl. ultraviolet, UV) zracenje.
Iako ozonski sloj apsorbira najopasniji dio UV spektra (UV-C), zaostalo UV-A i UV-B zracenje
na jakoj suncevoj svjetlosti moze izazvati 1 do 100 000 oSte¢enja po izlozenoj stanici u jednom
satu.? Dvije glavne klase mutagenih oste¢enja DNA uzrokovane UV zracenjem su ciklobutan-

pirimidinski dimeri (CPD) i 6-4 fotoprodukti (6-4PP, adukti pirimidina) i njegovi izomeri.!”
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Ionizirajuce zracenje takoder stvara razlicite oblike oSte¢enja DNA, od kojih je najstetniji DSB,
jer ne ostavlja cjelovitim komplementarni lanac koji bi se mogao koristiti kao predlozak za
popravak, Sto DSB, u odnosu na ostale do sad opisane lezije, ¢ini kompliciranijim za popraviti.
DSB se precizno popravlja mehanizmom homologne rekombinacije (engl. homologous
recombination, HR) koja se temelji na razmjeni nukleotidnih sekvenci (engl. crossing over)
izmedu dva sli¢na ili identi¢na dijela DNA (kromosomi parnjaci).'® Manje precizni mehanizmi
popravka DSB-a ukljuuju povezivanje nehomolognih krajeva (engl. non homologous end
joining, NHEJ) 1 povezivanje krajeva temeljeno na mikrohomologiji (engl. microhomology-
mediated end joining, MMEJ).'"®*!° Ako se DSB ne popravi na vrijeme, u konaénici moze doéi
do stani¢ne smrti. Uzrok DSB-a, osim ionizirajuéeg zracenja, mogu biti radiomimeticki lijekovi
koji napadaju radikale deoksiriboze.'® Osim toga, DSB moZe nastati i u stanicama tretiranim
inhibitorima enzima TOP2 (detaljnije u odjeljku 2.3.), kao i tijekom replikacije DNA ako ista
ve¢ sadrzi SSB nastao nekim drugim nacinom. SSB tijekom replikacije nastaje uobicajenim
enzimskim djelovanjem nukleaza tijekom V(D)J rekombinacije specifi¢ne za limfocite T i B.'
Na krajevima kromosoma, DSB-ovi su povezani sa starenjem ljudskih stanica jer su ti krajevi
izloZeni kada telomere postanu kriticno kratke tijekom replikativnog starenja. DSB se ne javlja
tako Cesto kao ostale navedene lezije, ali zahtjeva kompleksne i energetski zahtjevne
mehanizme popravka 1 vrlo je toksi¢an ako se ne popravi bez greske (engl. error-free)'®?
Opisana oStecenja DNA proucavana su od 1950-ih godina, a mehanizmi popravka tih
oStecenja istraZeni su u velikoj mjeri. Vaznost ovih istraZivanja potvrdila je i Nobelova nagrada
za kemiju koju su 2015. godine dobili T. E. Lindahl, P. L. Modrich i A. Sancar za otkrivanje
viSestrukih mehanizama popravka oStecenja DNA: fotoreaktivacije, popravka krivo sparenih
baza (engl. mismatch repair, MMR), popravka izrezivanjem baze (engl. base excision repair,
BER) i popravka izrezivanjem nukleotida (engl. nucleotide excision repair, NER).?! Nedavno,
2016. godine, otkriven je novi, specifi¢ni put DNA popravka kod sisavaca za do tada slabo
istrazivan tip oStec¢enja, unakrsno vezanje izmedu DNA i proteina (engl. DNA-protein crosslink,
DPC).?*?* DPC nastaje ireverzibilnim kovalentnim vezanjem proteina na dusi¢nu bazu, Seéer
ili prekinutu fosfodiestersku vezu u okosnici DNA. DPC mozZe nastati pod utjecajem egzogenih
agensa, poput ionizirajuceg i UV zra¢enja, odredenih metalnih iona i kemoterapeutika na bazi
platine, kao 1 djelovanjem endogenih reaktivnih metabolita poput formaldehida i
acetaldehida.®*? Ova vrsta oStecenja istrazuje se u sklopu projekta u ¢ijem obimu je izraden i

ovaj diplomski rad, te ¢e o njoj vise rijeci biti u sljede¢im odjeljcima.
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Osim DPC-a, moze se javiti i DNA-DNA umreZzenje unutar istog lanca (engl. DNA
intrastrand crosslink) ili izmedu dvaju lanaca DNA (engl. DNA interstrand crosslink; ICL).
DNA umrezenje nastaje kada razliciti egzogeni (kemoterapijski lijekovi) ili endogeni agensi
(prirodni produkti metabolizma) reagiraju s dva nukleotida DNA, tvore¢i ireverzibilnu
kovalentnu vezu izmedu njih. Takvi adukti ometaju replikaciju i transkripciju DNA, te ako se
ne poprave, vode do stani¢ne smrti. Kemoterapija koja se temelji na ICL-u jedan je od najcescée
koristenih oblika lije¢enja karcinoma, posebno leukemije.?>%° Sli¢éno DPC-u, odredeni toksi¢ni
spojevi kojima je Covjek svakodnevno izlozen, poput policiklickih aromatskih ugljikovodika
(engl. polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH), sposobni su formirati adukte s DNA i

uzrokovati oksidativna osteéenja.?’
2.2. Popravak DNA

Oste¢enje DNA moze inducirati nekoliko stani¢nih odgovora koji omoguéuju stanici da
eliminira ili se izbori s oSte¢enjem. Te reakcije na osteenje DNA ukljucuju: (i) uklanjanje
oStecenja DNA i obnovu kontinuiteta DNA dupleksa, (ii) aktivaciju kontrolne tocke oSte¢enja
DNA, koja zaustavlja napredovanje stani¢nog ciklusa kako bi se omoguéio popravak i
sprjeCavanje prijenosa ostecenih ili nepotpuno repliciranih kromosoma, (iii) transkripcijski
odgovor, koji uzrokuje promjene u profilu transkripcije koje mogu biti korisne za stanicu, 1 (iv)
apoptozu (programirani proces smrti stanice), kojom se eliminiraju teSko oStecene ili jako
deregulirane stanice. Dakle, oSte¢enja DNA aktiviraju odgovor na oSteenje DNA (engl. DNA
damage response; DDR) koji ukljucuje razli¢ite mehanizme popravka.>* Mehanizmi popravka
DNA obuhvacaju: izravni popravak (engl. direct repair, DR) ili fotoreaktivaciju, popravak
izrezivanjem baze (BER), popravak izrezivanjem nukleotida (NER), popravak krivo sparenih
baza (MMR), popravak dvolan¢anog loma koji obuhva¢a homolognu rekombinaciju (HR),
povezivanje nehomolognih krajeva (NHEJ), povezivanje krajeva temeljeno na
mikrohomologiji (MMEJ) te popravak umrezenja dvaju lanaca DNA (engl. ICL repair, ICLR),
koji se jo§ naziva Fanconi anemija put popravka (FA). Unakrsno vezanje DNA i proteina
dominantno se uklanja popravkom ovisnim o proteolizi (engl. DPC proteolysis repair, DPC-
PR).3:22242930 popravak DPC-a detaljnije je opisan u odjeljku 2.4. BER, NER i MMR dijele
sli¢an princip mehanizama popravka koji ukljucuju prepoznavanje ostecenja jednog lanca DNA
i izrezivanje oSteéenja.>! DNA oznadena kovalentnim modifikacijama baza aktivira BER ili

NER, a nemodificirane krivo sparene baze aktiviraju MMR. Nakon izrezivanja, ova tri
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mehanizma popravka zahtijevaju ponovnu sintezu DNA koja ¢e nadoknaditi uklonjene
nukleotide te ligaciju kako bi se povezala novosintetizirana DNA.3!

Neke vrste oSteCenja DNA mogu ostati nedetektirana, pa se tada nakupljaju te mogu
uzrokovati poveéanu stopu mutacija.! Mehanizam koji zaobilazi nepopravljena o$tecenja
tijekom DNA replikacije, kako ne bi doSlo do nastanka DSB-a, predstavlja toleranciju na
ostecenje DNA (engl. DNA damage tolerance, DDT). Tako se omogucava da replikacijska
masinerija napreduje i ostavlja oStecenja koja se kasnije popravljaju putem postreplikativnog
popravka.® Eukariotske stanice posjeduju dvije strategije DDT-a: (i) rekombinacijski ovisan
(precizni) nacin koji koristi homologni predlozak, i1 (ii) translezijsku sintezu DNA (engl.
translesion synthesis, TLS) unutar koje specijalizirane DNA-polimeraze (TLS-polimeraze)

zaobilaze takva oSte¢enja DNA tijekom replikacije. TLS-polimeraze su sklone pogreskama pa

o) Co)

je TLS potencijalno mutagen.>~*>

— ,—':- X-zrake, kisikovi | [ X-zrake, cis-Pt, Formaldehid, Formaldehid, Replikacija

8 radikali, MMC, kolaps UV svjetlo, Replikacijske antitumorski | |y antitumorski | 05tecenih

§ £ alkilirajudi replikacijskih PAH pogreske agensi (cis-Pt, | | apensi (CPT, Eto)| |  Paza kalupa
o

agensi raslji MMC) DMNA

()

Slika 1. Shematski prikaz najcescih oStec¢enja DNA, njihovih uzroka i odgovarajuc¢ih puteva popravka.
Oznake: (6-4)PP — 6-4 fotoprodukt, BER — popravak izrezivanjem baze, cis-Pt — cis-
diamindikloroplatina(Il) (cisplatina), CPD — ciklobutan-pirimidinski dimer, CPT — kamptotecin, DPC —
unakrsno vezanje DNA i proteina, DPC-PR — popravak DPC-a ovisan o proteolizi, DDR — odgovor na
ostecenje DNA, DDT — tolerancija na oste¢enje DNA, DSB — dvolanc¢ani lom DNA, Eto — etopozid, FA —
Fanconi anemija, HR — homologna rekombinacija, ICL — kovalentno vezanje dvaju lanaca DNA, MMC —
mitomicin C, MMEJ — povezivanje krajeva temeljeno na mikrohomologiji, MMR — popravak krivo
sparenih baza, NER — popravak izrezivanjem nukleotida, NHEJ — povezivanje nehomolognih krajeva, SSB
—jednolancani lom DNA, TLS — translezijska sinteza DNA (preuzeto i prilagodeno prema referenci 3).

DNA

ostecenja

Mehanizam
popravka
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2.3. Unakrsno vezanje DNA i proteina

Genomska DNA povezana je s razli¢itim proteinima koji su ukljuceni u njezino smatanje i
transakcije (replikacija, transkripcija, rekombinacija 1 popravak). Povezanost DNA 1 proteina
je reverzibilna, a kada je potrebno, proteini disociraju ili se premjeStaju duz lanca DNA,
ostavljajuci otvoren nukleotidni slijed dostupan za odgovarajucu transakciju. Ovaj postupak
osigurava transkripciju i propagaciju genetskih informacija. Medutim, izlaganje stanica
genotoksicnim agensima moZze uzrokovati da proteini postanu ireverzibilno kovalentno vezani
za DNA, stvaraju¢i unakrsne veze izmedu DNA i proteina (DPC).3* Proteini koji su
ireverzibilno kovalentno vezani na DNA predstavljaju specifi¢ni tip masivnog oSte¢enja DNA,
koja predstavlja fizicku prepreku za nastavak DNA transakcija. Ako se ne popravi, DPC medu
ostalim uzrokuje zaustavljanje replikacijske masinerije (replisoma), §to posljediéno moze
dovesti do dvostrukog loma DNA, koji predstavlja najcitotoksi¢nije osteéenje DNA.? Kao $to
je veé spomenuto, unakrsno vezanje DNA i proteina moze biti uzrokovano raznim egzogenim
agensima, poput ionizirajuc¢eg 1 UV zracenja, odredenih metalnih iona i kemoterapeutika na
bazi platine kao §to su cisplatina i derivati. DPC mogu inducirati i endogeno proizvedeni
reaktivni metaboliti poput formaldehida ili acetaldehida** te promjene u DNA uzvojnici kao §to

su npr. AP mjesta i 8-oksogvanin.’?

vvvvv

su endogenim izvorima DPC-ova.’?*®

Aldehidi nastaju kao nusprodukti u stani¢nim
metabolickim putevima, ukljuuju¢i demetilaciju histona, popravak tipa AlkB, metabolizam
aminokiselina 1 peroksidaciju lipida. Izmjerena koncentracija endogenog formaldehida u
ljudskoj plazmi iznosi i do 100 uM, a u nekim tkivima moze doseéi i do 400 uM.? Sli¢no tome,
ROS i1 RNS su metaboli¢ki suprodukti stani¢nog disanja, imunoloskih odgovora i upale. Dok
aldehidi, ROS 1 NO-sintaze mogu izazvati vezanje bilo kojeg proteina u blizini DNA, promjene
DNA uzvojnice, kao Sto su AP mjesta i oksanini (gvaninska oStec¢enja izazvana duSikovim
oksidom), uzrokuju ireverzibilno kovalentno vezanje histona, DNA-glikozilaze, DNA-
polimeraze B i proteina visoke mobilnosti (engl. high mobility protein, HMG).> Aldehidi
reagiraju s proteinima u blizini DNA, §to rezultira stvaranjem DPC-a i1 baznih adukata, te u
manjoj mjeri intra- i interlan¢anih kovalentnih veza, jednolancanih 1 dvolancanih lomova
DNA 3%37 Aldehidi reagiraju s bo¢nim ograncima lizina, cisteina i histidina tvoreéi proteinske
adukte, koji zatim reagiraju s amino skupinom baze DNA, §to rezultira ireverzibilnom

kovalentnom vezom promjenjive stabilnosti. Ciljna mjesta za vezanje proteina na molekuli
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DNA ukljucuju N-7 gvanina, C-5 metilnu skupinu timina i egzociklicke amino skupine
citozina, gvanina i adenina, ¢ime se dodatno proSiruje slozenost i raznolikost ireverzibilnih
kovalentnih veza. ROS 1 RNS mogu reagirati s DNA (gvanin, citozin i timin) i/ili proteinima
(bocni ogranci lizina 1 tirozina), rezultirajuci stvaranjem slobodnih radikala ili elektrofilnih
ostecenja koji zatim mogu reagirati s drugom molekulom proteina i DNA, stvarajuci tako
DPC.35,38

Izlozenost prijelaznim metalnim ionima kao $to su krom i nikal moze uzrokovati stvaranje
DPC-a u stanicama. Cr(VI) se transportira u stanice putem nespecificnog nosaca aniona, gdje
se moze lako reducirati u Cr(IIl). Cr(II) tvori koordinacijske komplekse s fosfatnim skupinama
i gvaninskim bazama DNA, nakon ¢ega slijedi vezanje proteina s aminokiselinskim bo¢nim
ograncima te nastajanje DPC-a. Osim toga, Cr(VI)/Cr(IIl) redoks-proces proizvodi ROS, koji
moZe pridonijeti stvaranju DPC-a mehanizmom slobodnih radikala.*®

Terapije za lijeCenje raka, ukljucujuéi ionizirajuce zracenje i antikancerogene lijekove, kao
iizlaganje UV zracenju, glavni su egzogeni ¢imbenici koji izazivaju DPC. Ionizirajuce zracenje
izravno inducira DPC ozrac¢ivanjem molekule DNA, $to stvara nestabilne DNA kationske
radikale, ili neizravno, prijenosom energije zra¢enja na molekule vode, §to zauzvrat povecava
lokalne koncentracije ROS-a. Antikancerogeni lijekovi poput mitomicina C, platinskih spojeva
(npr. cisplatina), dusikovih derivata, inhibitora DNMT-a (5-aza-dC), TOP1 1 2 (kamptotecin i
etopozid), kao i PARP-a (olaparib), uzrokuju DPC-ove kroz specifi¢ne mehanizme.>* UV
zraCenje pobuduje baze DNA, najcesce timidine koji se zbog toga ireverzibilno kovalentno vezu
na aminokiseline, posebno cistein, lizin, fenilalanin, triptofan i tirozin.?

DPC je veoma slozeno ostecenje DNA. Ta sloZenost je rezultat raznolikosti nastalih formi
u pogledu fizikalno-kemijskih svojstava proteina (veli¢ina, oblik, konformacija, naboj, stupanj
nereda), vrste i broja ireverzibilnih kovalentnih veza (slika 2) te vremenske raspodjele pojave
DPC-a (ovisnost o stanicnom ciklusu). DPC se moze podijeliti u dvije temeljne skupine:
neenzimske 1 enzimske DPC-ove. Op¢i, neenzimski DPC ukljucuje bilo koji protein koji se
nalazi u blizini DNA prilikom izlozenosti razli¢itim endogenim ili egzogenim agensima. Dokaz
toga je analiza DPC-a masenom spektrometrijom, koja je identificirala brojne proteine vezane
na DNA, ukljucuju¢i histone, transkripcijske faktore, proteine zasluzne za popravak i
replikaciju DNA, kao i proteine koji se ina¢e ne vezu na DNA.? S obzirom na veliku koli¢inu
histona u neposrednoj blizini DNA, nije iznenadujuce da su upravo oni medu najzastupljenijim

DPC-ovima.?
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Slika 2. Kemijske strukture unakrsnih veza DNA 1 proteina induciranih reaktivnim kisikovim
vrstama (1-3), reaktivnim dusikovim vrstama (4), formaldehidom (5), akroleinom (6),
1,2,3,4-diepoksibutanom (7), duSikovim derivatima (8) i cisplatinom (9) (preuzeto i
prilagodeno prema referenci 35).

Primjeri specificnog, enzimskog DPC-a su ireverzibilni kovalentni kompleksi DNA-
topoizomeraza tipa 1 1 2 1 DNA (engl. topoisomerase 1 /2 DNA covalent complex, TOP1-cc i
TOP2-cc), adukti DNA i DNA-polimeraze B (Pol ), DNA-metiltransferaze (DNMT) i
poli(ADP-ribozil)-polimeraze 1 i 2 (PARP1 i PARP2).3*° Tijekom svojih enzimskih ciklusa,
spomenuti enzimi se reverzibilno veZu na DNA u svrhu obavljanja zadane funkcije. Medutim,
koriStenjem antikancerogenih lijekova kao Sto su kamptotecin (CPT), etopozid (Eto) i 5-aza-2'-
deoksicitidin (5-aza-dC), formiraju se TOP1-cc, TOP2-cc i DNMT-DNA adukti, tj. kovalentne
veze DNA i enzima postaju ireverzibilne.’ Novija istraZivanja su pokazala da nekoliko spojeva
koji su razvijeni kao kataliticki inhibitori takoder induciraju unakrsno vezanje PARP1 i PARP2
na DNA.?*3° U fiziologkim uvjetima, najzastupljeniji su neenzimski DPC-ovi, a uglavnom
ukljucuju proteine vezane na cjelovitu DNA, uz iznimku enzima DNMT, koji se isto veze na
cjelovitu DNA.**! Kod enzimskog DPC-a postoji vise razli¢itih nac¢ina vezanja: TOPI i
PARPI1 se vezu na 3'-kraj jednolanc¢ano prekinute DNA, Pol B se veze na 5'-kraj jednolan¢ano

prekinute DNA, a TOP2 na oba 5'-kraja dvolan¢ano prekinute DNA (slika 3).*** Postoji i
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vezanje nalik DPC-u koje nastaje kada se protein toliko stabilno, ali nekovalentno veze na DNA

da se zapravo ponasa kao stvarni DPC.%

Neenzimski DPC Enzimski DPC
=
HN P P OH
5 5 J L 5’ 5 L
3’ 3’ 3’
— (Top2
HO C=0 HO P
5 PR g ) I
3’ 3 —
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Slika 3. Shematski prikaz tipova DPC-a. Oznake: DPC — unakrsno vezanje DNA 1 proteina,
PARP1 — poli(ADP-ribozil)-polimeraza 1, Polp — DNA-polimeraza §, TOP1 — DNA-
topoizomeraza 1, TOP2 — DNA-topoizomeraza 2 (preuzeto i prilagodeno prema referenci 44).

TOPl-cc 1 TOP2-cc spadaju medu najceS¢e enzimske DPC-ove. Ti enzimi upravljaju
topoloskim stanjem DNA u stanici tako Sto cijepaju jedan lanac DNA i provlace dio DNA kroz
taj lom (TOP1) ili cijepaju oba lanca DNA 1 provlace drugi dvostruki segment DNA kroz taj
lom (TOP2).** Mehanizam je sljedeéi: bo¢ni ogranak Kkatalitickog tirozina u DNA-
topoizomerazi postaje prolazno kovalentno vezan na fosfat DNA na 3' (TOP1) ili 5'-kraju DNA
(TOP2) kao rezultat nukleofilnog napada tirozina na fosfodiestersku vezu. Ovaj nestabilni
reakcijski intermedijer inaCe normalno disocira, a DNA-topoizomeraza povezuje dva
razdvojena kraja DNA. Medutim, prilikom svog normalnog djelovanja, kamptotecin (TOP1) 1
etopozid (TOP2) veZzu se u katalitiCko mjesto na sucelju enzim-DNA, sprjecavajudi religaciju i
ostavljajué¢i enzim ireverzibilno kovalentno vezanim za DNA.* DNA-topoizomeraze mogu
takoder ostati vezane na DNA tijekom svojih enzimskih ciklusa, ako su u blizini oksidativnih
radikala ili ako naidu na velike adukte, ribonukleotide ili AP mjesta.® S obzirom na veliku
potraznju za relaksacijom DNA od strane DNA-topoizomeraza tijekom DNA transakcija, broj
DNA-topoizomeraza vezanih za DNA je velik. Nedavno je potvrdeno da je ucestalost
endogenih TOP2-cc-ova mnogo veca nego §to se smatralo 1 da oni uzrokuju tesku genomsku

nestabilnost ako se ne poprave.*’*
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2.4. Popravak unakrsnog vezanja DNA i proteina

DPC je poslije AP mjesta najcesce oSteCenje DNA, a zbog svoje veli¢ine i raznolikosti veoma
je izazovno za popravak.’*® Sve donedavno, mehanizmi kojima se popravljaju DPC-ovi u
viSestani¢nim Zivotinjama bili su nepoznati.* Istrazivanje u ovom podruéju dugo je bilo otezano
zbog nemogucnosti kemijskog definiranja DPC-a u netaknutim stanicama i tkivima. Stanice
obi¢no otkrivaju raznolika oSte¢enja DNA pomocu specificnih senzora, i to s visokim
afinitetom 1 preciznoS¢u. Raznolikost DPC-a, odnosno ¢injenica da bilo koji nuklearni protein
potencijalno moze biti povezan s DNA, ¢ini takav specifi¢ni pristup malo vjerojatnim. Unato¢
raznolikosti ukljucenih proteina i DNA topologije (SSB, DSB, AP mjesta, DNA:RNA hibridi,
itd.), DPC uvijek sadrzi tri komponente koje se mogu koristiti kao ciljevi za popravak.?’ Prva
komponenta je DNA, te se protein vezan na DNA u DPC-u moZe ukloniti nukleazama koje
izrezuju dio DNA s umreZenim proteinom.? Druga komponenta, ona proteinska, moZe se
razgraditi pomoéu SPRTN i Wssl proteaza ili potencijalno proteasomom.? Iako su sredisnje
komponente DPC-a proteini, mehanizmi koji proteoliticki uklanjaju DPC otkriveni su tek
nedavno te nisu u potpunosti razjasnjeni.* Treéa komponenta DPC-a, ireverzibilna kovalentna
veza izmedu DNA 1 proteina, moze se izravno hidrolizirati kako bi se uklonio peptidni fragment

preostao nakon proteolize i oslobodila DNA (slika 4).%

Popravak ovisan o proteolizi

. Wss1/SPRTN
Protein - Proteasom

ACRC/GCNA-1
Kovalentna@ Hidroliza kovalentne veze
veéza TDP1
L TDP2/ZNF451

DNA

Popravak ovisan o nukleazama

NER
HR
Ostali

Slika 4. Shematski prikaz tipova popravaka DPC ostecenja. Oznake: DPC — unakrsno vezanje DNA i
proteina, HR — homologna rekombinacija, NER — popravak izrezivanjem nukleotida, TDP1 i 2 (engl.
tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 and 2) — tirozil-DNA-fosfodiesteraza 1 i 2, ZNF451 (engl. zinc
finger protein 451) — SUMO (engl. small ubiquitin-like modifier)-ligaza, Wssl (engl. weak suppresor
of SMT3 protein)/SPRTN, ACRC (engl. acidic repeat containing protein)/GCNA-1 (engl. germ cell
nuclear antigen 1) — metaloproteaze (preuzeto i prilagodeno prema referenci 44).
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2.4.1. Hidroliza kovalentne veze izmedu DNA i proteina

Kemijske strukture unakrsnih veza DNA i proteina vrlo su raznolike, Sto onemogucéava
ukljucivanje specificnog enzima u uklanjanje svake pojedine ireverzibilne kovalentne veze
(slika 3). Medutim, neke vrste DPC-a javljaju se Cesto, a stanice su posljedicno razvile
specificne enzime kako bi ih uklonile. Takvi su enzimi tirozil-DNA-fosfodiesteraza 112 (TDP1
1 TDP2), koji mogu hidrolizom specifi¢no ukloniti ireverzibilnu kovalentnu vezu izmedu DNA
1 TOP1, odnosno TOP2, ali uglavnom uz prethodnu proteolizu TOP1 i TOP2 proteinskog dijela
DPC-a putem SPRTN proteaze.?>*

TDP1 hidrolizira ireverzibilnu kovalentnu vezu na 3'-kraju DNA.*® Navedeni enzim ne
samo da moze hidrolizirati 3'-tirozin, ve¢ je aktivan i u Sirokom rasponu drugih 3'-DNA-
adukata, poput onih nastalih oksidativnim osteéenjem DNA.* TDP1 djeluje kao monomer i
procesira supstrate formiranjem prolaznih kovalentnih intermedijera. Nakon hidrolize uz TDP1,
DNA ima 3'-fosfatni kraj koji se uklanja bifunkcionalnom polinukleotid-kinazom/fosfatazom
(engl. bifunctional polynucleotide kinase/phosphatase, PNKP) kako bi nastao 3'-hidroksilni
kraj potreban za produZzenje lanca DNA-polimerazom.**! TDP1 takoder moze ukloniti 5'-
fosfotirozilne veze, ali mnogo neucinkovitije od TDP2, Sto indicira da bi TDP1 mogao djelovati
kao rezervna opcija za uklanjanje TOP2-cc-a. Mutacije u kataliti¢koj domeni TDP1 dovode do
nakupljanja intermedijera TDP1-DNA 1 posljedicno do rijetke autosomno recesivne
neurodegenerativne bolesti, spinocerebralne ataksije s aksonskom neuropatijom.>>

Funkcija TDP2 u popravku DPC-a otkrivena je prilikom identifikacije supresora
osjetljivosti na kamptotecin u fdpl- i radl-deficijentnim stanicama kvasca s ekspresijom
ljudskih cDNA.>* TDP2 pokazuje izrazitu aktivnost prema 5'-fosfotirozilnim krajevima DNA,
a TDP2-deficijentne stanice osjetljive su na lijeCenje TOP2 inhibitorima. Za razliku od TDP1,
TDP2 ima usku supstratnu specificnost 1 ne tvori prolazne kovalentne intermedijere, a za
njegovu katalitiku aktivnost potrebna su dva dvovalentna metala (Mg?" i Mn**). TDP2, kao i
TDP1, sadrzava 3'-fosfodiesteraznu aktivnost, ali je viSestruko slabija nego kod TDP1. TDP2
stvara 5'-fosfatne krajeve DNA koji se mogu izravno procesirati DNA-ligazama.’!
Homozigotne mutacije fdp2 gena povezane su s autosomno recesivnom spinocerebralnom
ataksijom 23.%* Nedavno je pokazano da SUMO-ligaza ZNF451 moze posredovati uklanjanjem
TOP2-cc-a pomoc¢u TDP2. ZNF451 se izravno veze na SUMOilirani TOP2-cc, §to pojacava
hidroliti¢ku aktivnost TDP2 i poti¢e njegovo regrutiranje na mjesta osteéenja.>> Sli¢no kao i

popravak DPC-a mehanizmom NER (vise u odjeljku 2.4.2.), TDP1 i TDP2 ograni¢eni su
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dostupnoscu supstrata koje ireverzibilno kovalentno vezani proteini mogu uciniti nedostupnima
zbog svoje veli¢ine. TDP1 i TDP2 ne mogu ukloniti netaknute TOP1-cc-ove, odnosno TOP2-
cc-ove, ve¢ im je potrebno prethodno hidroliticko skracivanje proteina proteazama, uz
potencijalnu iznimku u slucaju ZNF451 i TDP2% koji uklanjaju TOP2-cc in vitro bez SPRTN

proteaze 3,22-24,29,55

2.4.2. Popravak ovisan o nukleazama

Kanonski putevi popravka osSte¢enja DNA, homologna rekombinacija (HR) 1 popravak
izrezivanjem nukleotida (NER), sudjeluju i u popravku (ili toleranciji) unakrsnog vezanja DNA
i proteina.*** Prvi uvid u njihovu ukljuéenost dosao je iz ranih genetskih istrazivanja bakterije
Escherichia coli. Karakterizirajuci preZivljavanje i mutagene u¢inke DPC-inducirajucih agensa
kao §to su fomaldehid 1 5-aza-dC, otkriveno je da su UvrA i RecA mutanti, koji su zbog
navedenih mutacija deficijentni u NER-u, odnosno HR-u, osjetljivi na lijecenje
formaldehidom.’® Medutim, RecA, ali ne i UvrA mutanti, osjetljivi su na lije¢enje 5-aza-dC-
om.”’

Mehanizam NER-a kod prokariota odvija se na sljede¢i nacin: kompleks (UvrA),
prepoznaje oSte¢enu DNA i zaustavlja se, a to aktivira UvrB-ovisnu helikazu koja pocinje
odmatati/zapetljavati DNA, ¢ime se omogucava UvrB proteinu prepoznavanje oStecenja. Veza
izmedu UvrB 1 oste¢enja dovodi do konformacijske promjene koja slabi (UvrA).:UvrB
kompleks, te dolazi do disocijacije (UvrA).. Otpustanje (UvrA), dovodi do izomerizacije i
smanjenja stabilnosti UvrB:DNA kompleksa, §to omogucava vezanje UvrC proteina koji
zapodinje izrezivanje oba lanca DNA i uklanjanje proteina.’® Mehanizam NER-a kod eukariota
vrlo je slican onome kod prokariota, ali se razlikuje po vrsti 1 broju proteina koji su ukljuceni u
sam proces.’® Ograni¢enje NER-a u uklanjanju velikih proteina prisutno je zbog nemoguénosti
regrutacije Uvr proteina na mjesto oSteéenja zbog sterickih smetnji.*** Kod prokariota, NER
uklanja proteine manje od 12 do 14 kDa®®, dok je kod eukariota in vitro pokazano da moze
ukloniti proteine veli¢ine do 11 kDa.®! Buduéi da je veli¢ina umrezenog proteina u NER-
ovisnom DPC popravku ograni¢ena, ukljuenost samo NER-a u popravku DPC-a nije
vjerojatna, ve¢ je najvjerojatnije potrebna prethodna proteoliticka obrada umrezenih
proteina.**¢!

Nedavno su tri istrazivacke grupe pokazale ulogu nukleaze MREI11 u popravku TOP2-cc-

a%2%* te su pretpostavili potencijalnu ulogu iste u uklanjanju i drugih tipova DPC-a.% Proteinski
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adukti povezani s 3' ili 5'-krajem DSB-a snazno stimuliraju endonukleaznu aktivnost MRN-
kompleksa (Mrel1:Rad50:Nbsl), a Mrel1 je klju¢na za cijepanje DNA. Endonukleoliticki rez
koji pokrece popravak moze se pojaviti na lancu koji sadrzi DPC ili na komplementarnom
lancu. Prekinuti lanac se izrezuje u smjeru 3' > 5', nakon ¢ega slijedi drugi endonukleoliticki
rez na komplementarnom lancu. Mehanizam je koordiniran, a pocetni rez snazno potice
endonukleoliticko cijepanje komplementarnog lanca. Dakle, MRN-kompleks uklanja DNA s
vezanim proteinom ¢ime se stvara klasicni DSB, koji se moze popraviti kanonskim
mehanizmima.? Popravak TOP-cc-a izazvanog antitumorskim agensima u T4 bakteriofazima
ovisi 0 gp46/47 (engl. gene pruducts 46 and 47) kompleksu (homologu MR-a).%¢ Takoder, E.
coli SbcCD-kompleks (homolog MR-a) moze nukleoliticki obraditi krajeve DNA vezane na
protein, a Mre11-deficijentni sojevi kvasca vrlo su osjetljivi na lije¢enje TOP inhibitorima.5”-6%
Pored toga, DSB-ovi s proteinima vezanim za 5'-krajeve koje je stvorio Spoll (reagira poput
TOP2) tijekom mejoticke rekombinacije, endonukleoliticki se odcjepljuju kompleksom
Mrel1:Rad50:Xrs2 (homolog MRN-a). Nadalje, biokemijska analiza ekstrakta Xenopus
jajaSaca pokazala je suradnju MRN kompleksa, proteina CtIP i BRCAT1 u uklanjanju TOP2-cc-
a 1 naknadnom izrezivanju krajeva DSB-a. U skladu s tim promatranjima, MRN kompleks
takoder olak$ava uklanjanje TOP2-cc-a kod sisavaca.®” Medutim, delecija gena mrell u
stanicama sisavaca ne povecava ukupni broj DPC-ova formiranih in vivo, §to indicira da Mrel1

nema centralnu ulogu u DPC popravku.??
2.4.3. Popravak ovisan o proteolizi

Proteoliza ireverzibilno kovalentno vezanih proteina izvorno se pripisivala proteasomu.** 26S
proteasom je glavna proteoliticka masSinerija za reguliranu razgradnju proteina u eukariotskim
stanicama. Sastoji se od jedne 20S podjedinice (jezgre) i dvije regulatorne 19S podjedinice.
Jezgra je Suplja i tako omogucava razgradnju proteina, a otvori na krajevima jezgre omogucuju
ulazak ciljnom proteinu. Svaki kraj jezgre povezan je s regulatornom podjedinicom koja sadrzi
viSe ATPaznih mjesta 1 mjesta za vezanje ubikvitina. Regulatorne podjedinice prepoznaju
poliubikvitilirane proteine i prenose ih u kataliticku jezgru u svrhu razgradnje. Postoje
indirektne indikacije da proteasom sudjeluje u razgradnji DPC-a, a to su ubikvitilacija TOP1-
cc-a nakon tretiranja eukariotskih stanica inhibitorima TOP1, kao 1 ometanje proteolize TOP1-
cc-a nakon inhibicije aktivnosti proteasoma pomoéu MGI132 i laktacistina.”’ Nadalje,

razgradnja TOPI-cc-a je blokirana kada je El-ubikvitin aktiviraju¢i eznim inaktiviran, a
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primijecena je i proteasom-ovisna razgradnja TOP2-cc-a te formaldehidom induciranih DPC-
ova.”® Medutim, nedostatak citosolnih ATP-ovisnih proteaza u bakterijama, koje su homolog
eukariotskih proteasoma, ne utjece na prezivljavanje stanica nakon tretmana formaldehidom ili
5-aza-dC-om, §to znaci da ATP-ovisne proteaze ne sudjeluju u DPC popravku kod bakterija.”!
Takoder, inhibicija aktivnosti proteasoma u ekstraktu Xenopus jajaSaca nema ucinak na
uklanjanje DPC-a, ali se dodatkom ubikvitin-vinil sulfona, inhibitora enzima deubikvitilacije,
blokira razgradnja proteina u DPC-u.”? Dodatak slobodnog ubikvitina u reakciju obnavlja
mogucnost razgradnje proteina. Stoga se ¢ini da je za popravak DPC-a potrebna prisutnost
slobodnog ubikvitina, ali ne i aktivnost deubikvitilacijskih enzima i/ili proteasoma. Ovi
kontradiktorni zakljucci mogu biti posljedica upotrebe inhibitora proteasoma, koji ne samo da
inhibiraju aktivnost proteasoma, ve¢ 1 iscrpljuju slobodne ubikvitine, kao i ANTP rezervoar u
stanici te time vjerojatno utjetu na replikaciju, transkripciju te aktivnost proteasoma.* Novija
istrazivanja su pokazala da razgradnja poliubikvitiliranih DPC-ova posredovana proteasomom
zahtijeva djelovanje E3-ligaze TRAIP”®, medutim nije jasno da li proteasomalna razgradnja
nastupa nakon SPRTN-ovisne proteolize. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se utvrdila
to¢na uloga i mehanizam djelovanja proteasoma u popravku DPC-a.*

Posljednjih godina identificiran je specifi¢ni proteoliticki put s pronalaskom proteina Wss1
u kvascu i SPRTN-a (DVC1/Clorfl124) u visim eukariotima.?>** Ovaj put ukljucuje izravnu
proteolizu proteina koji su ireverzibilno kovalentno zarobljeni na lancu DNA. Prva je
identificirana DNA-ovisna metaloproteaza Wss1, a najprije se povezivala sa SUMO-putem u
kvascu.**™ Funkcija Wss1 u popravku DPC-a otkrivena je u TDP1-deficijentnim stanicama
kvasca.” Kodelecija wss! i tdpl gena dovodi do izuzetno sporog rasta stanica kvasca i
preosjetljivosti na lijeCenje CPT-om, induktorom TOP1-cc-a, §to se moze ublaziti delecijom
topl gena.” Takoder, Wss1-deficijentne stanice osjetljive su na formaldehid, modelni DPC
induktor.** Uz to, pokazano je da Wssl suraduje s Cdc48 (p97/VCP u visim eukariotama) u
obradi genotoksi¢nih SUMO-konjugata (vise u odjeljku 2.5.3.).”> SUMOilacija supstrata na
oSte¢enim mjestima DNA potrebna je za regrutaciju Wssl, a presudna je i za njegovu funkciju
u popravku DPC-a u kvascu. Otkriveno je da delecija gena wss/ Cini stanice kvasca osjetljivim
na tretman hidroksiurejom, inhibitorom replikacije, a delecija jo§ jednog gena kvasceve
je nedavno otkrivena aspartat proteaza u kvascu, koja uz proteasom djeluje kao alternativa Wss1

u popravku DPC-a.”’
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Bioinformati¢ka analiza, k