Pso2-závislá a Pso2-nezávislá dráha opravy medzireťazcových krížnych väzieb v kvasinkách Saccharomyces cerevisiae
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Na liečbu nádorov sa v klinickej praxi využívajú chemické látky ako cisplatina, mitomycín C a dusíkatý yperit. Tieto látky sú schopné vytvárať v DNA krížne väzby, ktoré sú kovalentné spojenia dvoch dusíkatých báz buď v rámci jedného vlákna DNA (vnútroreťazcové krížne väzby), alebo oboch vlákien DNA (medzireťazcové krížne väzby – ICL). ICL sú pre bunku mimoriadne toxické, nakoľko počas opravy nie je k dispozícii templát pre tvorbu komplementárneho reťazca DNA. Počiatočné modely sa opierajú o spoluúčinkovanie nukleotidovej excíznej opravy (NER), homologickej rekombinácie a transléznej syntézy DNA [1]. Účinná oprava ICL u kvasiniek je závislá na Pso2 proteíne, ktorý nesie konzervovanú metalo-β-laktamázovú doménu, esenciálnu pre jeho reparačnú úlohu [2]. Na rozdiel od faktorov NER, Pso2 proteín je schopný štiepiť ICL a vytvárať sekundárne jednovláknové a dvojvláknové zlomy DNA. pso2 bunky sú však defektné v postincíznom kroku opravy [3].

Fyzická interakcia Pso2 a Siz1 (SUMO E3 ligáza) bola ukázaná kvasinkovým dvojhybridným systémom. Naším cieľom bolo overiť možnú sumoyláciu Pso2 proteínu. Prostredníctvom site direct mutagenesis boli pripravené mutanty Pso2 so zámenou aminokyseliny lyzín na arginín v pozícií 97 a 575.
Na základe odhalenia Pso2-nezávislej dráhy opravy ICL, ktorá zahrňuje funkciu Msh2 proteínu [3], ako aj navrhnutých proteínových interakcií v štúdiách analyzujúcich takéto interakcie v celogenómovom kontexte [4], pripravili sme jednoduchého, dvojitého, trojitého a štvoritého mutanta v génoch PSO2, MGM101, MSH2 a MPH1. Zisťovali sme potenciálnu epistatickosť MPH1, MGM101 a MSH2 v procese opravy ICL v bunkách postrádajúcich Pso2. Zistili sme, že Msh2, Mgm101 a Mph1 fungujú spoločne v dráhe opravy ICL, ktorá sa prekrýva alebo je redundantná so Pso2-závislou dráhou. Genetická interakcia týchto proteínov bola následne potvrdená analýzou Mgm101-interagujúcich proteínov hmotnostnou spektrometriou a ko-imunoprecipitačnými experimentmi. Mgm101/Msh2/Mph1-závislá dráha opravy ICL chráni bunky pred výraznými prestavbami genómu v rozsahu, ktorý je aditívny k Pso2-závislej dráhe opravy ICL. Nakoľko Mph1 helikáza je homológom ľudského FANCM proteínu, domnievame sa, že nami objavená dráha opravy ICL je Fanconi anémii (FA)-podobná dráha opravy ICL v kvasinkách. Pso2 homológom u ľudí je SNM1A proteín [5], ktorý je zahrnutý len minoritne v oprave ICL FA-nezávislým spôsobom. Na základe nami získaných výsledkov sa zdá, že zachovanie integrity genómu po indukcii ICL je kontrolované dvoma súčasne pôsobiacimi dráhami, ktoré sú síce funkčne evolučne konzervované, vykazujú však rozdielny príspevok k celkovej oprave tohto typu poškodenia DNA.
[1] Grossmann, Mut. Res. 2000, 461, 1–13.
[2] Li, DNA Repair. 2003, 2, 121–129.

[3] Barber, Mol. and Cell. Biol. 2005, 25, 2297–2309.

[4] Ho, Nature. 2000, 415, 180–183 

[5] Hazrati, DNA Repair. 2008, 7, 230–238
