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Ukierunkowane hamowanie aktywnosci ludzkiej mitochondrialne;j
nukleazy EXOG jako sposob modulacji procesu naprawy
mitochondrialnego DNA

Marta Wyszkowska

Integralno$¢ mitochondrialnego DNA (mtDNA) jest ksztattowana przez kilka proceséw, w tym
replikacje, transkrypcje, naprawe i1 degradacje. Sposrod szlakéw naprawy dziatajacych
w mitochondriach najlepiej scharakteryzowana jest naprawa przez wycinanie zasad
(ang. base excision repair, BER). W niektorych nowotworach, w tym w gruczolakoraku ptuca,
podwyzszona integralno§¢ mtDNA wigze si¢ ze zwigkszong przezywalnos$ciag komorek
nowotworowych. Proces BER w mitochondriach opiera si¢ cz¢sciowo na enzymach wspolnych
ze szlakiem jadrowym, jednak 5'-egzonukleaza EXOG jest specyficzna dla mitochondriow.
EXOG uczestniczy w naprawie BER mtDNA, a jego udzial wigzany jest z usuwaniem
okreslonych produktéw posrednich naprawy zawierajacych koniec 5°. Doniesiono, zZe utrata
aktywnosci bialkka EXOG prowadzi do gromadzenia si¢ nienaprawionych peknig¢
jednoniciowych 1 ostatecznie do apoptozy. Cechy te czynia EXOG kandydatem celowanej
terapii przeciwnowotworowej: wybidrcze zahamowanie specyficznej dla mitochondriow
aktywnos$ci naprawczej mogtoby uwrazliwia¢ komoérki nowotworowe na chemioterapeutyki
uszkadzajace DNA. Do tej pory nie zidentyfikowano jednak zadnego selektywnego inhibitora
EXOG.

Celem pracy bylo znalezienie niskoczasteczkowego zwigzku modulujacego aktywnos¢ EXOG,
ktoéry moglby stanowi¢ punkt wyjscia do opracowania takiego inhibitora. Zastosowano dwie
komplementarne strategie: wysokoprzepustowe badanie przesiewowe (ang. high-throughput
screening, HTS) biblioteki LOPAC®1280 oraz przeszukiwanie wirtualne oparte na strukturze
biatka, z wykorzystaniem kolekcji zwigzkéw z komercyjnej biblioteki BioAscent.

W wyniku HTS zidentyfikowano kwas aurintrikarboksylowy (ATA), jako inhibitor zarowno
aktywnosci endonukleolitycznej, jak i 5'-egzonukleolitycznej EXOG. Scharakteryzowano jego
wplyw na rézne substraty DNA i RNA, wyznaczono statg dysocjacji (Kq) oraz zaproponowano
mechanizm hamowania. ATA wigzal si¢ z wolnym biatkiem EXOG z wysokim
powinowactwem, wyraznie zwigkszatl jego stabilno$¢ termiczna, a po preinkubacji obnizal
powinowactwo EXOG do DNA, co jest zgodne z modelem, w ktérym ATA zaburza tworzenie

kompleksu EXOG-DNA by¢ moze w obrebie miejsca aktywnego lub w jego poblizu.
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Kokrystalizacja 1 nasgczanie krysztaldow zwigzkiem (ang. soaking) nie dostarczyty
interpretowalnej gestosci elektronowej odpowiadajacej ligandowi, wigc nie uzyskano
bezposredniego obrazu strukturalnego miejsca wigzania. Reszty aminokwasowe
zaproponowane w dokowaniu in silico zbadano metoda mutagenezy ukierunkowanej, jednak,
poniewaz zaden z wariantow nie wykazat obnizonej wrazliwosci na ATA, ich doktadny udziat
W wigzaniu pozostaje do potwierdzenia.

Co istotne, ATA okazal si¢ wysoce nieselektywny. Zwigzek ten hamowal rowniez szereg
innych enzyméw uczestniczacych w metabolizmie DNA i RNA i nie wykazywat selektywnosci
wzgledem EXOG. Mimo to, pofaczenie ATA z kamptotecyng (CPT) w linii komodrkowej
gruczolakoraka ptuca (A549) obnizato integralno$¢ mtDNA, aktywno$¢ metaboliczng
1 przezywalno$¢ komoérek. Dane te sg zgodne z uposledzeniem naprawy mtDNA, cho¢ nie
stanowig jego bezposredniego dowodu.

Przeszukiwanie wirtualne wytonito trzy potencjalne inhibitory, jednak w dalszych testach
hamowaty one takze niespokrewnione enzymy i zostaly zidentyfikowane jako zwigzki
agregujace, przez co zaden z nich nie spetniat kryteriow selektywnego inhibitora.
Podsumowujac, w pracy nie zidentyfikowano selektywnego inhibitora EXOG. Ustalono,
ze ATA jest silnym, lecz nieselektywnym inhibitorem EXOG, i scharakteryzowano jego
prawdopodobny mechanizm dziatania.

Potaczenie ATA z kamptotecyna obnizalo aktywno$¢ metaboliczng i integralno$¢ mtDNA
w komodrkach A549, co wspiera szersza strategi¢ uwrazliwiania komorek nowotworowych

poprzez obnizanie integralno$ci mtDNA.



