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1. Uvod

Transponirajuéi ili pokretni geneticki elementi (TE) su segmenti DNA koji imaju
sposobnost premjestanja po genomu. Sastavni su dio kako prokariotskih tako i eukariotskih
genoma te imaju vaznu funkciju u njihovoj izgradnji, evoluciji, ali i funkciji. Prema mehanizmu
replikacije dijele se u dvije skupine, elemente grupe I, koje uobiajeno nazivamo
retrotranspozoni, i grupe I1, ili transpozone (Habibi 1 sur. 2015). Retrotranspozoni se repliciraju
"copy-and-paste" mehanizmom, koji ukljuCuje RNA intermedijer i enzim reverznu
transkriptazu (DNA = RNA - DNA). Obicno ih se jos dodatno dijeli prema postojanju dugih
ponavljajucée sekvenci na krajevima elementa (LTR, long terminal repeats). Retrotranspozicija

nuzno ukljucuje kopiranje elementa koji se premjesta u genomu te povecanje broja kopija istog.

Za razliku od retrotranspozona, transpozoni su elementi koji se premjestaju bez RNA
intermedijera, koriste¢i "cut-and-paste" mehanizam izrezivanja i ponovne ugradnje izrezanog
segmenta u genomsku DNA (DNA - DNA), za $to im je dostatan enzim transpozaza. Obiljezje
transpozona je da na krajevima imaju invertno ponavljajuce sekvence DNA, u daljnjem tekstu
TIR (terminal inverted repeats), koje mogu tvoriti strukture slicne ukosnicama koje prepoznaju
transpozaze. Mehanizmom izrezivanja i ugradnje transpozona mijenja se samo poloZzaj
elementa u genomu, a ne povecava se broj kopija. Medutim, broj kopija ovih elemenata moze
se ipak povecati drugim molekularnim mehanizmima, npr. popravkom na mjestu izrezivanja
putem kopije na homolognom kromosomu. Uz "cut-and-paste" transpozone, elementi grupe 11
ukljucuju transpozone koji se amplificiraju replikacijom kotrljaju¢eg kruga (helitrone) te

polintone (Kapitonov i Jurka, 2007).

Sljedeca podjela TE je na autonomne i neautonomne. Autonomni elementi kodiraju sve
enzime koji su neophodni za premjestanje po genomu, dok neautonomni ,,posuduju‘ enzime
koji im nedostaju od autonomnih elemenata. Neautonomni elementi su ¢esto delecijske inacice
autonomnih, ali 1 bilo koji segment molekule DNA koji sadrzi obiljeZja koja prepoznaju enzimi
potrebni za transpoziciju ili retrotranspoziciju mogu se uspjeSno premjeStati po genomu
pomocu funkcionalnih enzima koje kodiraju autonomni TE (Padeken i sur., 2015). Tako
retroelementi mogu biti 1 produkti stani¢nih gena. Medu transpozonima, poznati neautonomni
elementi su miniature invcerted-repeat transposable elements, MITEs (Mufioz-Lopez i Garcia-

Pérez, 2010) .

Dok su retrotranspozoni i danas povremeno aktivni u ljudskom genomu, za transpozone se

smatra kako nisu bili aktivni zadnjih 37 milijuna godina (Pace i Feschotte, 2007). Unato¢ tome,
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mnogi geni u ljudskom genomu vuku podrijetlo od transpozona. U ovom radu ¢u prikazati

svojstva transpozona te, pojasnjavajuéi njihovu raspodjelu unutar ljudskog genoma i njihovu

domestikaciju, objasniti njihov utjecaj na evoluciju ¢ovjeka.
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Slika 1 Shematski prikaz tipova repetitivnih sekvenci (Izvor: Padeken i sur., 2015)



2. Transpozicija

Osnovni model premjesStanja transpozona po genomu podrazumijeva izrezivanje iz
donorske molekule, cijepanje ciljne molekule 1 integraciju transpozona na novo mjesto.
Transpozaze su enzimi koje kodiraju sami transpozoni, a imaju dvojaku ulogu, kao
endonukleaze pri izrezivanju elementa iz genomske DNA te kao integraze pri njegovoj ugradnji
na novom polozaju u genomu. Ova druga funkcija ukljucuje prepoznavanje kratkog niza od
nekoliko nukleotida genomske DNA na mjestu ugradnje, koju se pocijepa tako da ostaju strseci
jednolancani krajevi od, Cesto, 4-5 nukleotida (kao kod nekih restrikcijskih endonukleaza).
Popunjavanjem jednolancanih dijelova genomske DNA po ugradnji mobilnog elementa nastaje
duplikacija kratkog odsjecka DNA domacina, koja predstavlja trag na mjestu ugradnje, a naziva
se duplikacija ciljnog mjesta (target site duplication, TSD). Sve transpozaze u katalitickom
mjestu imaju DDD/DDE motiv! (Atkinson, 2014). Iako su navedena svojstva svima zajednicka,
u ovom poglavlju ¢u detaljnije prikazati mehanizme onih skupina koje se u veéem broju
pojavljuju u ljudskom genomu. Osim klasi¢nog cut-and-paste mehanizna, relativno nedavno su
otkrivene dvije nove obitelji transpozona, helitroni i polintoni, koji su slozene grade (sli¢ni
virusu) i ¢ija transpozicija je vezana uz sintezu vlastite DNA (Kapitonov 1 Jurka 2007). lako
zasad nisu pronadeni u ljudskom genomu, njithovo postojanje daje zanimljive uvide u

mogucnosti propagacije genetickih elemenata, pa ¢u 1 njih ovdje ukratko opisati.

1 Asp-Asp-Asp/Asp-Asp-Glu



2.1 hAT

hAT je najbrojnija nadporodica transpozona u ljudskom genomu te sadrzi i autonomne i
neautonomne elemente (Atkinson, 2014). Na krajevima imaju TIR, sekvence DNA ¢ija duljina
moze jako varirati, a pri ugradnji stvaraju karakteristicne duplikacije genoma domacina na
mjestu ugradnje duge 8 pb. Sadrze i subterminalna ponavljanja, koja su bitna za vezivanje
transpozaze. Izrezivanje im je Cesto neprecizno, §to je posljedica samog mehanizma hAT
transpozaze. Izrezivanje zapocinje jednolan¢anim lomom 1 nukleotid od 5'-kraja transpozona,
¢ime nastaje slobodna 3'-OH skupina pored transpozona koja napada komplementarni lanac
DNA. U DNA domacina na ovaj na¢in nastaje ukosnica, a transpozon dobiva 3'-OH kraj koji
moze nukleofilno napasti ciljnu DNA (Atkinson, 2014). Ukosnica se potom cijepa enzimima
domacina i lom se popravlja nehomolognim sparivanjem krajeva (Zhou i sur, 2004), §to je
vjerojatno uzrok nepreciznog izrezivanja. Transpozaza potom radi jednolan¢ane ureze u ciljnoj
DNA udaljene 8 pb, transpozon se veze za nastale strSece krajeve 1 sintezom DNA nastaju

duplikacije duge 8 pb (Piegu i sur., 2015).
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Slika 2 Izrezivanje hAT transpozona (lzvor:Atkinson, 2014)



2.2 Tcl/mariner

Tcl/mariner transpozoni se preferencijalno ugraduju u TA mjesta, stvaraju¢i TA
duplikacije u ciljnoj DNA. Pokazano je da su ove duplikacije nuzne i za pravilno izrezivanje
(Dornan 1 sur., 2015). TIR-ovi ovih transpozona sadrze mjesto cijepanja koje je evolucijski
dobro ocuvano i mjesto vezanja transpozaze koje osigurava njezinu specifi¢nost (Brillet i sur.,
2007). U ovom sluc¢aju, 5'-urez se formira izvan transpozona, nekoliko nukleotida od pocetka
TIR-a, dok na 3' kraju urez nastaje to¢no na kraju transpozona, pri cemu se formira strseci 3'-
OH kraj. Potom se u ciljnoj DNA urezi rade oko TA mjesta, transpozon se veze na strSece
krajeve 1 sintezom DNA nastaju TA duplikacije (Dornan i sur., 2015). StrSe¢i nukleotidi
transpozona se sparuju i na taj na¢in nakon ligacije ostaje ,,0ziljak* od transpozona (Ivics i

Izsvak, 2015).
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Slika 3 Izrezivanje transpozona iz Tcl/mariner superobitelji (Izvor: Dornan i sur., 2015)



2.3 PiggyBac

Ova skupina transpozona zanimljiva je zbog toga jer ugradnjom u DNA domacina ne
ostavlja ,,0ziljak*, Sto ju ¢ini pogodnim za genetsko inZenjerstvo (Zhao i sur., 2016). PiggyBac
transpozoni su specificni po tome $to se ugraduju u TTAA mjesta. Pri izrezivanju, transpozaza
reze jedan lanac stvarajuc¢i 3'-OH skupinu, koja potom nukleofilno napada 5'-kraj TTAA
sekvence susjedne transpozonu. Na ovaj nacin na samom transpozonu nastaju ukosnice, a u
donorskoj DNA ostaju komplementarni strseci krajevi. Lom nastao u donorskoj DNA popravlja
se sparivanem strSecih krajeva i ligacijom. Transpozaza razrjeSava ukosnice na transpozonu i
urezuje ciljnu DNA u TTAA mjestu. 5'-TTAA strSe¢i kraj na transpozonu komplementaran je
nastalim strSe¢im krajevima u ciljnoj DNA, te dolazi do sparivanja i ligacije. Zanimljivo
svojstvo ovog mehanizma transpozicije jest da ne zahtijeva sintezu DNA pri popunjavanju

strSecih krajeva 1 popravku loma (Yusa, 2014).
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Slika 4 zrezivanje PiggyBac transpozona (lzvor:Yusa, 2015)



2.4 Helitroni i Polintoni

Helitroni i Polintoni su otkriveni relativno nedavno i osim nedostatka RNA
intermedijera nemaju drugih slicnosti s ,,klasicnim*“ DNA traspozonima. Iako nemaju RNA
intermedijer, helitroni su elementi koji se Sire mehanizmom ,,copy-and-paste**. Umnazaju se
replikacijom kotrljajuéeg kruga, nalik nekim plazmidima. Prilikom transpozicije, samo jedan
lanac se izrezuje a nastala praznina popunjava se pomocu komplementarnog lanca. Izrezani
lanac se ugraduje u novo mjesto u genomu. Na ovaj nacin helitroni transpozicijom povecavaju

broj vlastitih kopija.(Grabundzija i sur., 2016)

Polintoni su veliki transpozoni vrlo slozene grade koji imaju mnoge slicnosti s eukariotskim
DNA virusima. Za replikaciju ne koriste DNA ili RNA pocetnice, ve¢ OH-skupinu proteina

pPolB polimeraze.
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Slika 5 Mehanizam transpozicije helitrona (Izvor: GrabundZija i sur., 2016)



3. Zivotni ciklus transpozona

Smatra se da se autonomni transpozon inicijalno uvodi u genom horizontalnim prijenosom,
vjerojatno pomocu virusa ili unutarstani¢nih parazita (Miskey et al, 2005; Pace i Feschotte,
2007). Nakon toga slijedi faza Sirenja kroz genom, koja traje dok se elementi ne inaktiviraju
mutacijama, ili dok ih ne inaktiviraju domacinovi mehanizmi obrane na invazivnu DNA
(primjerice heterokromatinizacija i metilacija DNA). Ukoliko promjene nastale ugradnjom ovih
elemenata u genom nisu letalne, moze do¢i do fiksacije elementa u populaciji djelovanjem
genetickog drifta ili cak i selekcije, ukoliko je nastala promjena povoljna za fitness organizma
(Hellen 1 Brookfield, 2013). Tijekom ovog procesa dolazi do promjena u strukturi transpozona
te od izvornog invazivnog elementa nastaju razli¢ite populacije pokretnih genetickih elemenata,
a koje se ponajvise razlikuju u rubnim regijama transpozona. Takoder nastaju i neautonomne
varijante izvornog elementa. Ovakav proces stvaranja razli¢itih populacija transpozona iz
jednog izvornog elementa naziva se vertikalna diversifikacija (Pace i Feschotte, 2007).
Nakupljanjem mutacija sve viSe transpozona postaje neaktivno, pri ¢emu neaktivne inacice
transpozaze blokiraju vezna mjesta za aktivne, a neautonomni elementi kompetiraju s
autonomnim za vezanje transpozaze (Pace 1 Feschotte, 2007). Ovaj model propagacije
transpozona zove se model Zivotnog ciklusa 1 iz njega proizlazi da je odumiranje odredene
populacije transpozona neizbjezno. lako postoje mnogi organizmi u kojima su transpozoni vrlo
aktivni 1 nije sigurno da podlijezu ovakvom Zivotnom ciklusu, ovaj model dobro opisuje

istraZzene populacije transpozona u veéini sisavaca.

- —

— = | Increase in copy number |
Germline invasion ]

Horizontal Transfer
of Transposon

Spread in
population

Life Cycle

in host Horizontal Transfer
to other species

[ Stochastic loss |

\ Functional diversification
‘ Vertical Inactivation ] by mutation

Horizontal Transfer
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Slika 6 Zivotni ciklus Tc1/mariner transpozona (lzvor: Mufioz-Lépez Bureau i Garcia-Pérez Wessler, 2010)
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4. Raspodjela u genomu

Transpozoni sacinjavaju oko 3% ljudskog genoma, $to je nesto viSe od udjela gena (Pace
1 Feschotte, 2007). Unato¢ tome, vrlo malo se zna o njihovoj ulozi i evoluciji. Jedan od razloga
je Cinjenica da u ljudskom genomu ovi elementi nisu bili aktivni 40-ak milijuna godina.
Najbrojnije nadporodice koje nalazimo u ljudskom genomu su hAT i Tcl/mariner (Pace i
Feschotte, 2007). U ove porodice spadaju kako autonomni (iako nefunkcionalni), tako i
neautonomni elementi (koji ne kodiraju vlastitu transpozazu). Zanimljivo je da MITE-ovi, tip
neautonomnih transpozona, ¢ine ¢ak 74% populacije transpozona u ljudskom genomu (Pace 1
Feschotte, 2007). Njihovo uspjesno Sirenje kroz genom omogucava Cinjenica da su TIR-ovi

Cesto jedini uvjet za vezanje transpozaze.

Raspodjela transpozona u genomu ovisi o dva faktora — preferencijama ugradnje transpozona
koji mogu ovisiti o sekvenci i strukturi kromatina te selektivnom pritisku, koji eliminira
ugradnje koje su Stetne za vijabilnost jedinke. Neki od faktora koji utjeCu na insercije su
trinukleotidna ponavljanja koja sli¢e mikrosatelitima, koja mogu uzrokovati zastoj
replikacijskih raslji, Sto rezultira dvolancanim lomom koji olakSava integraciju transpozona u
to mjesto. Odredene sekvence utjeCu na konformaciju molekule DNA, pa tako dolazi do
stvaranja G-kvadripleksa ili Z-DNA, koji se Cesto nalaze u blizini aktivno transkribiraju¢ih
genomskih regija. Ovisno o svojstvima pojedine transpozaze, ovi faktori mogu poboljsati ili
otezati njezino vezanje za te sekvence. Za G-kvadriplekse 1 Z-DNA je u istraZivanju
provedenom na transpozonima Charlie 1 Tigger u ljudskom genomu pokazano da umanjuju
vjerojatnost integracije, Sto bi moglo biti zbog negativnog utjecaja selekcije na ugradnju blizu
transkripcijski aktivnih regija (Campos-Sanchez i sur., 2014). Heksamerne telomerne sekvence,
koje se osim na krajevima kromosoma nalaze smjeStene i intersticijalno, takoder su ¢esto mjesto
ugradnje transpozona. lako analize ljudskog genoma ukazuju na to da se transpozoni uglavnom
ne ugraduju u regije bogate genima, in vitro eksperiment ugradnje piggyBat i Sleeping Beauty
transpozona u HeLa stanice pokazao je da se ovi transpozoni ¢esto ugraduju u takve regije. Ovi
rezultati sugeriraju da je nepostojanje transpozona u regijama ljudskog genoma bogatim genima

barem djelomic¢no posljedica selektivnog pritiska (Campos-Sanchez 1 sur., 2014).

Izrezivanjem ,,cut-and-paste* transpozona na genomskoj DNA ostaju dvolan¢ani lomovi. Ovo
moze aktivirati domacinove sustave obrane, ali takoder omogucava povecanje broja ovakvih
sekvenci u genomu. Naime, dvolanc¢ani lom se moZe popraviti homolognom rekombinacijom

sa sestrinskom kromatidom tijekom replikacije DNA ili s homolognog kromosoma, ukoliko se

11



na ogranic¢enja propagacije ,,cut-and-paste’* transpozona u genomu.

kopija transpozona nalazi i ondje (Pace i Feschotte, 2007). Ovakav na¢in umnazanja ukazuje i

] DNA$miIlE~s Human
11 DNA families Old World
{~23,000 elements) Monkey
[ Unknown _ ¥
@ Te1Mariner | 28 DNA famliies
W piggyBac (~74,000 elements) Marmoset
EHAT —y {New World
Morkey)
85 DNA families Galago
Commaon (~284,000 elements) {Prosimian
Mammalian v Primate)
Ancestor
300,000
w 250,000 Other
2 Mammals
E 200,000 (Dog, Rat,
= Mouse,
x> 150.000 Rabbit, Cow)
38 100,000
50,000
: - -]
~150 80 65 40 25 My

Slika 7 Aktivnost transpozona kroz evoluciju primata (Izvor: Pace i Feschotte, 2007)

Promatraju¢i evoluciju ljudskog genoma uocavamo postepeno opadanje aktivnosti
transpozona. Oko 74 000 transpozona ugradilo se u genom tijekom 17 milijuna godina prije
divergencije suhonosaca i jos 23 000 prije podjele na majmune novog i starog svijeta (Pace i
Feschotte, 2007). Ovako intenzivna aktivnost u relativno kratkom vremenskom razdoblju
ukazuje na potencijalno vaznu ulogu transpozona u izgradnji genoma primata, no postavlja se
i pitanje $to je bilo uzrokom njihova masovnog odumiranja nakon divergencije majmuna novog
svijeta. Ranije opisani zivotni ciklus transpozona u genomu postavlja horizontalni prijenos gena
kao nuzan preduvjet kako za meduvrsnu propagaciju transpozona tako i za njegov opstanak
unutar populacije. Prema tome uzrok inaktivacije transpozona (koji je prema predlozenom

modelu za odredeni element neizbjezan) mozemo traziti u izostanku horizontalnog prijenosa.
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Slika 8 Utjecaj svojstava sekvence na vjerojatnost ugradnje transpozona (Izvor: Campos-Sanchez i sur.,

2014)



5. Domestikacija

Evolucija genoma je slozen proces tijekom kojeg se razliciti geneticki elementi ugraduju
u genom, mijenjaju ga, ponekad prepisuju, te naposlijetku izrezuju iz genoma. Uvodenje
transpozona u genom moze biti kobno, no genetska informacija koju donose moze predstavljati
1 adaptivnu prednost. Neki od primjera domestikacije transpozona prikazani su u daljnjem

tekstu.
5.1 Ragl/Rag?

Prilikom domestikacije transpozaza najcesS¢e dolazi do inaktivacije transpozicijskih
funkcija, a zadrzava se aktivnost vezanja DNA (Yusa, 2014). Protuprimjer ovom pravilu je
domestikacija Transib transpozona kojom su nastali geni Ragl i Rag2. Smatra se da su se ovi
geni pojavili u zajedniCkom pretku svih Grathostomata (Kapitonov 1 Koonin, 2015). Produkti
ovih gena tvore V(D)J rekombinazu, enzim koji je kljuan za somatsko preslagivanje DNA ¢ija
je posljedica velika raznolikost receptora na limfocitima B i T (Kapitonov i Koonin, 2015).
Genski lokusi na koje ova rekombinaza djeluje sastoje se od nekoliko V, D 1 J segmenata
(Andreis, 2010) okruzenih rekombinacijskim signalnim sekvencama (RSS). Nalik i vjerojatno
izvedene iz TIR-ova, ove sekvence su mjesta prepoznavanja za V(D)J rekombinazu (Fugmann,
2010). Sam mehanizam V(D)J rekombinaze podsjeca na mehanizam hAT transpozaza po tome
Sto nastaje ukosnica u DNA susjednoj izrezanom fragmentu. Neprecizan popravak ove
ukosnice jos je jedan od uzroka velike varijabilnosti receptora na T i B limfocitima. (Fugmann,
2010). Gen Ragl je nositelj transpozazne aktivnosti V(D)J rekombinaze 1 dijeli homologiju s
Transib transpozazama. Podrijetlo Rag2 donedavno nije bilo poznato, a smatra se kako ima
ulogu u vezanju RSS-ova (Callebaut i Mornon, 1998). Nedavno su u bodljikasima pronadeni
transpozoni TransibSU iz nadporodice Transib koji kodiraju 2 gena, nalik genima Ragl i Rag2.
Kako je filogenetska analiza pokazala da su geni Ragl i Rag2 vrlo srodni, moguce je da je
upravo ovakav transpozon ulaskom i domestikacijom u genomu drevnog kraljeSnjaka

omogucio pojavu gena Ragl/Rag? i adaptivne imunosti (Kapitonov i Koonin, 2015).
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5.2 SETMAR

SETMAR je fuzijski gen nastao spajanjem SET histonske metilaze i i transpozaze
transpozona Hsmarl. Nalazimo ga isklju¢ivo u podredu Haplorrhini (suhonosci) (Shaheen 1
sur., 2010). Ranije spomenuti DDD/DDE? motiv karakteristi¢an za sve transpozaze u ovom
fuzijskom genu zamijenjen je DDN® motivom, ¢ime je transpozazna domena dobila nove
funkcije. Tako SETMAR sudjeluje u popravku dvolan¢anih lomova nehomolognim
sparivanjem krajeva, integraciji DNA u genom, dekatenaciji kromosoma ovisnoj o Topolla i
ponovnom uspostavljanju kolabriranih replikacijskih raslji (Shaheen 1 sur., 2010; Kim 1 sur.,
2014). Domena SET, koju nalazimo i u mnogim drugim proteinima, dvostruko metilira lizin 36
na histonu H3. Ova histonska modifikacija poti¢e popravak nehomolognim sparivanjem krajeva
time §to privlaci protein Ku80 a potencijalno i druge proteine nuzne za ovaj put popravka
(Williamson 1 sur., 2011). Transpozazna domena je nositelj endonukleazne aktivnosti koja
preferira strSece krajeve jednolancane DNA koji preostaju nakon dvolan¢anog loma te
doprinosi efikasnosti nehomolognog sparivanja krajeva (Beck i sur., 2011). SETMAR ulaziiu
interakcije s mnogim proteinima uklju¢enim u stani¢ne procese u kojima sudjeluje, no sve
njegove funkcije nisu detaljno istraZzene. Ono Sto moZemo zakljuciti jest da je fuzijom histonske
metilaze 1 mutirane transpozaze u primatima nastao novi gen koji ¢e povecati kapacitet
popravka dvolan¢anih lomova nehomolognim sparivanjem. S obzirom na to da se u somatskim
stanicama izbjegava popravak homolognom rekombinacijom, nehomologno sparivanje krajeva

je izuzetno vaZan put popravka i njegova optimizacija je bitan dogadaj u evoluciji primata.

2 Asp-Asp-Asp/Asp-Asp-Glu
3 Asp-Asp-Asn
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6. Transpozoni kao alat u genomskom inZenjerstvu

Velik izazov u istrazivanju eukariotskih gena i genoma oduvijek je bila mutageneza, jer
alati uspjeSno koriSteni u bakterijama uglavnom nisu primjenjivi na slozenije eukariotske
stanice. Kao alternativa plazmidima i virusnim vektorima koriste se transpozoni, izolirani iz
razli¢itih organizama i prilagodeni za upotrebu u genomskom inzenjerstvu. KoriStenje
transpozona izoliranih iz jedne vrste u potpuno razli¢itom organizmu moguce je zbog toga jer
transpozoni uglavnom nisu specifi¢ni za odredenog domacina i ne zahtijevaju vrsno-specifi¢ne

faktore za svoju integraciju (Skipper 1 sur., 2013).

Transpozone je moguce koristiti za istrazivanje funkcije gena njihovom inaktivacijom pomocu
insercijske mutageneze, ili pak za uvodenje transgena u kromosome. Pritom je moguce gen za
transpozazu unijeti u stanicu odvojeno, a umjesto njega izmedu TIR-ova ugraditi Zeljeni gen

(Zhao i sur., 2016).

Dva najceSce koriStena transpozona su Sleeping Beauty (SB) 1 piggyBac. SB je umjetno kreirani
transpozon dobiven izvodenjem konsenzus sekvence iz nekoliko inaktivnih ribljih transpozona
(Ivics 1 Izsvak, 2015). PiggyBac je izoliran iz moljca Trichoplusia ni. Problemi koji se
pojavljuju u radu s transpozonima kao vektorima su ogranicenje veli¢ine sekvence koja se moze
prenijeti 1 razina aktivnosti u ljudskom genomu. Transpozoni imaju mehanizme kojima
ogranicavaju vlastitu transpoziciju. To je evolucijski poZeljno, jer se time ograni¢ava negativan
utjecaj na domacina, no u genomskom inZenjerstvu postaje problemati¢no (Skipper 1 sur.,
2013). SB je pionir medu transpozonima u genomskom inzenjerstvu, no piggyBac se pokazao
kao puno korisniji vektor. U poglavlju Transpozicija — piggyBac opisan je mehanizam
izrezivanja ovog tipa transpozona. Cinjenica da za sobom ne ostavlja oZiljke, veé
komplementarne strSec¢e krajeve koji omogucavaju precizan popravak izdvaja ga od drugih
vektora. Ovo svojstvo takoder omogucava reverziju insercije, kako bi se provjerilo je li fenotip
uistinu uzrokovan promatranom insercijom (Zhao i sur., 2016). Takoder, piggyBac moZe nositi
sekvence do 100 kb, dok se SB transpozoni s umetnutim sekvencama te duljine inaktiviraju
time $to se ugrade sami u sebe (Skipper i sur., 2013). Napravljena je 1 fuzija piggyBac-a s
domenom cinkovog prsta (Zn finger), koja omoguéava mjesno-specificnu upotrebu ovog

vektora.

Transpozoni su kao alati posebno korisni u istrazivanju karcinogeneze i identifikaciji gena koji

u njoj sudjeluju, a posebno se radi na njihovoj upotrebi u genetskoj terapiji. PiggyBac, Cija je
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aktivnost u humanim stanicama izrazito visoka, nudi se kao sigurnija alternativa virusnim

vektorima.
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7. Zakljucak

Transpozoni su sastavni dio svih eukariotskih genoma. U genom ulaze horizontalnim
prijenosom, nakon cega slijedi razdoblje aktivne transpozicije tijekom koje mogu uzrokovati
niz promjena u genomu. Insercijom unutar gena mogu dovesti do njegove inaktivacije, a
izrezivanjem iza sebe ostavljaju dvolancane lomove, koji mogu uzrokovati kromosomske
translokacije, ali 1 manje promjene kao $to su posljedice nepreciznog popravka dvolanc¢anog
loma. Prilikom S$irenja kroz genom dolazi i do vertikalne diverzifikacije, kojom od jednog
izvornog elementa nastaje nekoliko razli¢itih populacija transpozona. Analizirajuci transpozone
u ljudskom genomu mozemo razaznati vise ovakvih dogadaja, pa tako transpozone mozemo

dijeliti ovisno o tome u kojem su se razdoblju evolucije ¢ovjeka integrirali u genom.

Opcenito, repetitivne sekvence snazno utjeCu na stabilnost genoma. RasprSeno ponavljajuce
sekvence DNA mogu uzrokovati nelegitimne rekombinacijske dogadaje koji rezultiraju
inverzijama ili delecijama, ali i kromosomskim translokacijama. S druge strane, upravo
repetitivne sekvence osiguravaju stabilnost linearnih kromosoma definiraju¢i centromerne i
telomerne regije. Razliite repetitivne sekvence suraduju u odrzanju integriteta genoma.
Primjerice, ljudske centromere gradi a-satelitna DNA, na koju se vezuje CENP-B protein, koji

je porijeklom domesticirana pogo transpozaza.

Ljudski genom je prepun domesticiranih sekvenci transpozona i da bismo razumijeli njegovu
evoluciju bitno je poznavati evolucijsku dinamiku elemenata koji ga sacinjavaju. U usporedbi
sa retrotranspozonima, 3% ljudskog genoma koliko sacinjavaju transpozoni ne ¢ini se znacajno,
no treba istaknuti da otprilike podjednak udio €ine i1 kodirajuée sekvence. Iako su aktivni
transpozoni u ljudskom genomu izmurli prije 37 milijuna godina, neupitno je da su vazan dio

evolucije Covjeka.
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9. Sazetak

Transpozoni sacinjavaju oko 3% ljudskog genoma, no nisu bili aktivni zadnjih 37
milijuna godina. Kroz evoluciju primata njihova je aktivnost postepeno opadala, no u razdoblju
prije divergencije suhonosaca i potom prije divergencije majmuna novog svijeta bili su vrlo
aktivni. Unato¢ ovome, mnogi geni derivirani iz njihovih sekvenci domesticirani su u ljudskom

genomu, medu kojima su mozda najpoznatiji geni Ragl i Rag2 nuzni za adaptivnu imunost.

Transpozaza prepoznaje transpozon pomocu njegovih ITR-ova, a sami mehanizmi izrezivanja
razlikuju se medu skupinama. Primjerice, precizno izrezivanje PiggyBac transpozona ¢ini ga
izuzetno pogodnim alatom za mutagenezu i vektorom za genomsko inzenjerstvo i geneticku

terapiju.

Povecanje broja transpozona ovisno je o fazi stani¢nog ciklusa i zapravo se zasniva na popravku
mjesta izrezivanja transpozona pomoc¢u homologne sekvence u kojoj se taj isti transpozon jo§
uvijek nalazi. Sirenje transpozona kroz genom je ograni¢eno i domaéinovim mehanizmima
obrane, kao i nakupljanjem mutaciju u samom transpozonu. Inaktivacija odredenog
transpozona je naposlijetku neizbjezna, tako da proliferacija ovih genetickih elemenata ovisi o

kontinuiranoj infiltraciji genoma.
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10. Summary

Transposons make up 3% of the human genome, but they have not been active for the
past 37 million years. Their activity has declined steadily throughout the primate evolution, but
a surge in their activity can be observed right before the divergence of prosimians, and later,
before the divergence of New world monkeys. Although the transposons themselves are not
active in the human genome any more, many genes made out of their domesticated sequences
are functional. The best known example are the Ragl/Rag2 genes, essential for adaptive

immunity.

Transposase recognizes the transposon's TIRs, and the mechanisms of excision vary between
different groups. The precise excision of the piggyBac transposon make it a useful tool for

mutagenesis and an important vector for genomic engineering and gene therapy.

Transposon multiplication is cell cycle-dependent. It is based on the repair of the donor
sequence with a homologous template sequence that still contains the transposon. The spread
of transposons through the genome is also limited by the host's defense mechanisms as well as
the accumulation of mutations within the transposon. According to the life-cycle model, the
inactivation of a class II transposable element is therefore inevitable, and so the proliferation of

these elements depends upon the horizontal transfer.
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