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1. Uvod

Enzimi su bioloski katalizatori koji sudjeluju u skoro svim biokemijskim reakcijama
koje su bitne za odrZavanje Zivota.! Dugo vremena smatralo se da su svi enzimi iskljucivo
proteinske prirode. Osamdesetih godina proSlog stoljeca, Sydney Altman i Thomas Cech,
neovisno dolaze do otkrica da i ribonukleinske kiseline (RNA) mogu imati KatalitiCka
svojstva.? Ovo otkrice bila je jo3 jedna potvrda hipoteze RNA svijeta koja tvrdi da su RNA
molekule postojale na Zemlji prije nastanka modernih stanica te da su one pohranjivale
genetiCku informaciju i katalizirale kemijske reakcije u primitivnim stanicama prije nego su te

uloge redom preuzeli molekula deoksiribonukleinske kiseline (DNA) i proteini.®

Ribonukleaza P (RNaza P) je endonukleaza odgovorna za katalizu procesiranja 5' kraja
molekula prekursorskih transfer RNA (pre-tRNA) u svim domenama Zivota.* Pre-tRNA
molekule, koje nastaju transkripcijom gena za tRNA, su nefunkcionalne u translaciji u tom
primarnom obliku i moraju biti procesirane kako bi se omogudila sinteza proteina.® 1z tog
razloga, RNaza P igra bitnu ulogu u odrzavanju stanicne homeostaze i prezivljavanju. Postoje
dva tipa RNaze P: (1) RNA-ovisni enzim tj. ribonukleoprotein (RNP) kod kojeg je RNA
podjedinica kataliticki aktivna te (2) iskljuCivo proteinska RNaza P (PRORP; eng. protein-only
RNase P). Smatralo se da PRORP oblik RNaze P postoji samo kod eukariota, no ta je
pretpostavka opovrgnuta nedavnim otkricem iskljuCivo proteinske RNaze P u bakterijama i
arhejama.® Buduci da je ovo otkri¢e postavilo novu zagonetku u vezi evolucije RNaze P i same
hipoteze RNA svijeta, cilj ovog rada je objediniti sva dosada$nja saznanja o RNazi P te ponuditi
mogucu hipotezu zaSto su evolucijski opstala oba oblika RNaze P u svim domenama Zivota te
koji je oblik ancestralni.

2. Hipoteza RNA svijeta i podrijetlo zivota

U modernim organizmima, nukleinske kiseline kodiraju genetiCku informaciju koja
odreduje strukturu enzima, a enzimi kataliziraju replikaciju i popravak nukleinskih kiselina.®
Medusobna ovisnost ove dvije klase biomolekula dovodi do zbunjujuéeg pitanja: $to je nastalo
prvo, DNA ili protein? Moguéi odgovor na ovo pitanje je da su i proteini i DNA nastali u

otprilike isto vrijeme, a da je RNA prethodila njihovom nastanku (Slika 1).

Ideja da je u razvoju Zivota na Zemlji, evolucija bazirana na replikaciji RNA prethodila
pojavi sinteze proteina predloZena je 3ezdesetih godina pro3log stoljeca.”®° Sugeriralo se da je
u ranim stadijima evolucije Zivota presudnu ulogu katalizatora obavljala molekula RNA, no

mogucénost da RNA obavlja ulogu katalizatora i u suvremenim organizmima bila je
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zanemarena. NeocCekivano otkrice dvaju ribozima, samoizrezujuce molekule RNA kod
Tetrahymena thermophile!® te RNaze P kod Escherichia coli,'! dovelo je do opsezne rasprave
o stvarnoj ulozi RNA u porijeklu Zivota!?!? te do stvaranja termina ,,RNA svijet“.* Hipoteza
RNA svijeta tvrdi da je moguce da je prvi gen te ujedno i prvi katalizator bila molekula RNA
(Slika 1.). Prema ovom scenariju, jedna od najranijih faza bioloske evolucije je stvaranje samo-
replicirajuce tj. samo-ponavljajuce molekule RNA koja je mogla katalizirati stvaranje drugih
molekula RNA s identicnim nukleotidnim slijedom. Koncentracija samo-replicirajuce
molekule RNA bi se eksponencijalno povecala (jedna molekula stvori nekolicinu njih,
nekolicina stvori mnostvo i tako dalje). Zbog promjenjivih kemijskih i termodinamickih uvjeta
u okoliSu vjernost procesa samo-replikacije nije bila savrSena te je dolazilo do pogreSaka u
replikaciji koje su stvarale razne varijante molekula RNA. Neke molekule su bile efikasnije i
bolje u procesu samo-replikacije nego druge. U kompeticiji za nukleotide, pobjedila bi najbolja
samo-replicirajuca nukleotidna sekvenca, a manje uspjeSne molekule ,,replikatori* nestajali bi

iz populacije.

[B] Ribozimi kataliziraju
RNA replikaciju

l)\l\ J
[C] Ribozimi kataliziraju [D] RNA kodira DNA i proteine
sintezu proteina

[E] Proteini kataliziraju
stanicne procese

Slika 1. Shema scenarija RNA svijeta — od formiranja katalitickih samo-replikativnih molekula RNA do prvih
stanica. Prema hipotezi RNA svijeta na Zemlji je doSlo do sinteze nukleotida koji su se zatim spojili u molekule
RNA koje pohranjuju ,,informaciju® [A], dio nastalih molekula RNA imao je sposobnost samo-repliciranja [B],
zbog male vjernosti replikacije nastale su varijante RNA molekule koje veZu aminokiseline i imaju kataliticku
sposobnost sinteze proteina [C], DNA zamjenjuje RNA u ulozi pohranjivanja informacije, a proteini preuzimaju

ulogu katalize u ve€ini stani¢nih procesa [D][E].



Prema hipotezi RNA svijeta podjela funkcija izmedu DNA (pohrana geneticke
informacije) i proteina (kataliza) odvila se kasnije. Prije toga su nastale nove varijante samo-
repliciraju¢ih molekula RNA koje su imale dodatnu sposobnost katalize sinteze peptida iz
aminokiselina. Povremeno su formirani peptidi u kompleksu s RNA koji su povecali
sposobnost samo-repliciranja RNA. Nastali kompleks RNA-pomocni peptid mogao je prolaziti
daljnje modifikacije u sekvenci koje bi povecale efikasnost samo-replicirajuceg sustava, a
istovremeno bi smanjivao mogucnost nastanka Stetnih mutacija. Otkrice da i dan danas sve
stanice koriste RNA posredovanu katalizu za sintezu peptidne veze, a ne proteinske

katalizatore, podrZava hipotezu RNA svijeta.

Nakon evolucije primitivnog sustava za sintezu proteina, doslo je do daljnjeg napretka
u molekulskom svijetu: molekule DNA sa sekvencom koja je komplementarna samo-
repliciraju¢oj RNA molekuli preuzele su ulogu pohranjivanja geneticke informacije, a RNA
molekule evoluirale su za ulogu u sintezi proteina. Proteini su se pokazali kao svestrani
katalizatori te su s vremenom preuzeli vecinu katalitickih funkcija koje su prije bile katalizirane
od strane RNA molekula. Spojevi slicni lipidima poceli su stvarati relativno nepropusne
membrane oko samo-replicirajucih molekula. Lipidni odjeljci stvorili su povoljnije uvjete za
interakciju proteina i nukleinskih kiselina za proces samo-repliciranja i tako izoliran sustav

mogli bi smatrati preteCom suvremenih stanica.*>

Scenarij RNA svijeta Cini se veoma logi¢nim i formiran je iskljucivo na empirijskim podacima
prikupljenim u zadnjih 50-ak godina, no postoji nekolicina neodgovorenih pitanja i otkri¢a koja
dodatno ispituju to¢nost hipoteze RNA svijeta. Jedno takvo otkriée je pronalazak oba oblika

RNaze P u svim domenama Zivota.’

3. Diverzitet, distribucija i struktura RNaze P

Nehomologni izofunkcionalni enzimi su evolucijski nesrodne makromolekule koje
kataliziraju istu reakciju.'® Primjer takve konvergentne makromolekulske evolucije je RNaza
P koja predstavlja jedini poznati primjer nehomolognog izofunkcionalnog enzima koji ima ili
RNA- ili protein-bazirano aktivno mjesto katalize.!” Razligiti oblici RNP RNaze P i PRORP
prisutni su svim domenama Zivota i gotovo svim dosad istrazenim vrstama (Slika 2). Jedini
organizam kod kojeg nije pronaden niti jedan oblik RNaze P je obligatni simbiont
Nanoarchaeum equitans koji ne kodira pre-tRNA s produzenim 5'-krajem.® Postoje mnoge

rijeSene strukture za oba oblika RNaze P ukljucujuéi i individualne podjedinice, subkomplekse
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i holokomplekse. RijeSene strukture omogucile su uvid u opcenite strukturalne znacajke RNaze

P kao i u strukturalne znaCajke koje su Kkljucne u katalizi i prepoznavanju supstrata.

Eukarioti

Jezgra

RNA svijet  Bakterije

Hipotetski 1RNA 1RNA 1 RNA 1 Protein
ribozim 1 Protein 5 Proteina 10 Proteina
\k‘ ‘/"
\ b4 Mitohondriji i kloroplasti
N\ / {
P %:% -
1 Protein 1 RNA 1 Protein 3 Proteina

(HARP) 1 Protein
Slika 2. Shematski prikaz raspodijele raznih oblika RNaze P u svim domenama Zivota. Sve bakterije

posjeduju RNP oblik RNaze P sa samo jednom pomo¢nom proteinskom podjedinicom, a samo neke vrste
bakterija posjeduju i PRORP oblik RNaze P (HARP). Sve arheje imaju RNP oblik RNaze P s Cetiri ili pet
pomocnih proteina, a dio arheja uz RNP RNazu P posjeduje i PRORP oblik (HARP). Svi eukarioti posjeduju i
RNP i PRORP oblik RNaze P koji se ekprimiraju u razli€itim stani¢nim organelima ili jezgri. Preuzeto i

prilagodeno iz Howard, M. J. i sur. 2013.2°

3.1. Ribonukleoproteinski oblik RNaze P

RNP oblici RNaze P pokazuju znatne razlike u veli€ini ( 135 do 400 kDa) ovisno o
varijabilnoj kompoziciji proteinskih podjedinica te duljini RNA komponente. Bakterije imaju
jednu kataliticku RNA asociranu s jednom proteinskom podjedinicom,?* arheje posjeduju do
pet proteinskih podjedinica, a eukarioti do Cak deset proteinskih podjedinica asociranih uz
jednu kataliticku RNA?2 (Slika 3).
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Slika 3. Ko-evolucijski model RNP oblika RNaze P. A) Reprezentativne tercijarne strukture RNaza P RNPa iz
sve tri domene Zivota. Lijevo - cjelokupna struktura RNaze P iz bakterije Thermotogena maritima. Sredina —
model cjelokupne strukture RNaze P iz arheje Pyrococcus horikoshii, baziran na definiranim strukturama RNaze
P bakterije T. maritima i Covjeka. Desno — cjelokupna struktura ljudske RNaze P. B) Sekundarne strukture RNaza
P iz sve tri domeme Zivota. Dijelovi oznaCeni s Pop i Rpp predstavljaju proteinske podjedinice RNaze P. Preuzeto
i prilagodeno iz Wu i sur. 2018.%

3.1.1. Bakterijska RNP RNaza P

Bakterijska RNP RNaza P sastoji se od jedne velike RNA komponente koja ima 340-
420 nukleotida te od male proteinske podjedinice (RnpA) prosjene veligine 14 kDa.?*
Filogenetskom analizom bakterijske RNA komponente, RNaze P Kklasificirane su u tri tipa. Tip
A je najucestaliji u domeni bakterija, tip B pronaden je gram-pozitivnim bakterijama, a tip C,
koji sadrzi karakteristike tipa A i B, prisutan je u nekim Chloroflexi bakterijama.?® Funkcija
RnpA je povecavanje afiniteta RNaze P za pre-tRNA i metalne ione te stabiliziranje enzim-
supstrat kompleksa tijekom katalize.?® RnpA sekvence su veoma razlicite izmedu bakterijskih
vrsta, ali suhomologne u strukturi i dokazano je da mogu medusobno komplementirati svoje

funkcije. %’



Svi tipovi bakterijskin RNP RNaza P imaju visoko oCuvanu osnovnu strukturu RNA
komponente koja ukljuCuje dvije domene, C i S. Domene se neovisno jedna o drugoj smataju
u funkcionalne strukturne podjedinice koje zatim skupa djeluju u reakciji procesiranja pre-
tRNA. C-domena obuhvaca 60% RNA komponente RNaze P i u njoj se nalazi aktivno mjesto
za katalizu procesiranja 5'-vodeceg slijeda molekule pre-tRNA. Ostalih 40% RNA komponente
pripada S-domeni koja ima bitnu ulogu u prepoznavanju supstrata tako Sto stvara specificne
interakcije s D- i TYC rukom pre-tRNA. RNA komponentu mozemo podijeliti i na pet regija s
oCuvanim nukleotidnim sljedovima, CR (eng. conserved region). CR-1,IV i V nalaze se u C-
domeni, a CR-I1i 111 u S-domeni. Ovisno o tipu bakterijske RNP RNaze P, CR-I iV sadrze
ukupno 11-24 univerzalno ocuvanih nukleotida koji se nalaze u peteljki P4. Razlog tako visoke
oCuvanosti je Sto se aktivno mjesto RNaze P nalazi u glavnom Zzlijebu peteljke P4. Aktivno
mjesto sadrZi dva vezna mjesta za divalentne metalne ione (Mg?*, Mn?*, Ca®"). Struktura
RNaze P s vezanom tRNA pokazala je da se metal na poziciji 1 nalazi koordiniran izmedu 5'-
vodeceg slijeda tRNA, A50 i G51 fosfata RNA komponente RNPa te O4 Kisika univerzalnog
U52 nukleotida (Slika 4), dok se metal na poziciji 2 nalazi u neposrednoj blizini fosforilnog
kisika nukleotida G51, 3'-OH skupine i 5'-vodeceg slijeda tRNA. Vezanje metala bitno je za

samu katalizu reakcije.

Strukturne analize RnpA otkrile su da se struktura RnpA ne mijenja prilikom vezanja
za RNA komponentu RNaze P. Cjelokupna topologija RnpA je apppapa s dvije regije koje
veZzu molekulu RNA: sredidnja pukotina i RNR motiv. Vezanje i procesiranje molekule pre-
tRNA moZe se odvijati sa ili bez RnpA, ali je afinitet pre-tRNA te stopa procesiranja znatno

manja u slucaju kada je RnpA odsutan.?#282°



Slika 4. Kristalna struktura RNP RNaze P bakterije T. maritima u kompleksu s tRNA. (A) Holoenzim-
tRNA kompleks, C-domena(plavo) i S-domena(zeleno), RnpA(narancasto) te tRNA(crveno). (B) Topologija
mjesta vezanja supstrata u katalitickoj domeni (obojano kao pod A) ukljuéujuéi i 5'-vodedi slijed (blijedo rozi
Stapici) vezan za RnpA te pretpostavljena vezna mjesta za metalne ione (roze kuglice). Prikazano je i stvaranje
parova baza izmedu GGU sekvence RNaze P i 3'RCCA sekvence tRNA(U256 — R73, G255-C74,G254-C75) koje
je bitno za prepoznavanje pravilnog supstrata. (C) Topologija aktivnhog mjesta (obojano kao pod A) uklju€ujuci i
podjedinice aktivnog mjesta (ugljikovi atomi obojani plavo), produkt (G+1) (ugljikovi atomi obojani crveno), 5'-
vodedi slijed (ugljikovi atomi obojani blijedo ruZi¢asto) vezan za RnpA (haranCasta povrsina), pretpostavljena
veza s metalima (crne isprekidane linije) i pozicije pro-Rp (crvena kugla) i pro-Sp (plava kugla) kisika iz 5' fosfata
produkta. Preuzeto i prilagodeno iz Klemm, B. P i sur. 2016 2

3.1.2. Arhejska i eukariotska RNP RNaza P

Arhejske RNA komponente RNaze P vecinom su najsliCnije bakterijskoj RNA
komponenti tipa A. Skupine Methanococci i Archaeoglobus kodiraju RNA komponentu RNaze
P tipa M koja je identi¢na bakterijskom tipu A, ali joj nedostaju P8, P16, P6 i P15 omCe. RNA
komponenta tipa P, koja sadrzi samo Kkataliticku domenu, pronadena je u skupini
Pyrobaculum.®® Arhejske RNaze P sadrze najmanje Cetiri proteina, dok je peti prisutan kod

arheja s RNA komponentom tipa M. Sve arhejske proteinske podjedinice homologne su s



RNaza P proteinima prisutnim kod kvasca i ¢ovjeka, a nisu s bakterijskim proteinom. Uz pet
proteina koji su homologni s arhejskim proteinima, jezgrina RNP RNaza P sadrZi jo$ Cetiri
dodatna proteina u skupini gljiva ili minimalno joS pet dodatnih proteina kod ostalih
visestaniCnih eukariota. Gljive sadrze dodatnu RNP RNazu P u mitohondrijima koja se sastoji
od RNA komponente kodirane mitohondrijskom DNA te od velike proteinske komponente
kodirane jezgrinom DNA. RNA komponenta RNaze P gljiva pokazuje djelomicnu sli¢nost s
bakterijskom RNA, dok proteinska komponenta ne pokazuje nikakvu homologiju u sekvenci s
drugim RNaza P proteinima.3!3? Ostali eukarioti imaju dvije RNaze P: jezgrinu koja je RNP i
mitohondrijsku koja je PRORP. * Alga Ostreococcus tauri jedini je eukariot koji ima RNP
oblik RNaze P u mitohondrijima, a PRORP u jezgri.>* Retencija RNP RNaza P koje kodiraju
organeli gljiva i nekih algi ukazuje da je ovaj oblik enzima bio prisutan i kod evolucijskih
starijih eukariotskih skupina, ali da ga je s vremenom zamijenio PRORP oblik enzima u

razli¢itim kladama.?

Kod arheja, RNP je sacuvao veéinu RNA komponente kao i kod bakterija, pogotovo C-
domenu, ali je izgubio kljucni element u S-domeni (peteljke P13-P14 kod RNaza tipa A i
peteljku P10.2 kod RNaze tipa B) koji sluZi za odrZzavanje stabilnog razmaka izmedu dva vezna
mjesta za pre-tRNA u bakterijskoj RNP RNazi P (Slika 3). Razmak izmedu te dvije domene je
bitan kako ne bi unutar molekule RNA doslo do stvaranja krivih interakcija te samim time
krivog smatanja S-domene Sto bi onemogucilo prepoznavanje i vezanje pre-tRNA. Funkciju
tog klju€nog elementa u S-domeni kod arheja preuzeo je proteinski heterodimer RPP21-RPP29
koji sluzi kao most izmedu S- i C-domene RNA komponente. Nadalje, P12 regija kod arheja i
eukariota ima za razliku od bakterijske visoko varijabilan produzetak koji tvori heliks u obliku
slova L za koji se veze protein RPP38. (POP5-RPP30)2 heterotetramer specificno se asocira sa
katalitickom domenom RNA komponente kao i bakterijski protein RnpA. Dodatno dolazi do
povezivanja proteinskih komponenti. (POP5-RPP30). heterotetramer veze se s RPP21-RPP29

heterodimerom i RPP38, &to stabilizira vezno mjesto za pre-tRNA u arhejskim RNazama P.%

Kod eukariota dogodile su se dvije kljucne promjene u strukturi C-domene RNA
komponente RNaza P (Slika 3). Vezno mjesto za molekulu pre-tRNA, Ls.15 vezujuca struktura
te peteljka P5 kompenzirane su kod eukariota s proteinom POP1 i njegovim osnovnim motivom
(NTM). Za peteljku P3 kod eukariota veze se proteinski heterodimer RPP20-RPP25. Svih pet
proteina prisutnih kod arheja imaju homologe kod eukariota (RPP21, RPP29, RPP30, RPP38,
POP5). Protein POP5 i evolucijski mladi protein POP8 imaju sli¢ne sekvence, ali razliCitu

funkciju te su oba prisutna kod eukariota. Za razliku od bakterija i arheja, vezno mjesto za
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vodecCi slijed pre-tRNA kod eukariota nalazi se na proteinskoj podjedinici, a ne ha RNA

komponenti RNaze P.%

Zarazliku od bakterija jako mali broj arheja, a niti jedan eukariot ne moZze vrsiti katalizu
bez prisustva pomoc¢nih proteinskih podjedinica,®*% $to ukazuje na to da je RNP oblik RNaze

P s manjom ovisno3cu katalize o RNA komponenti bio evolucijski uspjesniji.

3.2. Iskljucivo proteinski oblik RNaze P

Nakon dva desetljeca istrazivanja, 2008. godine otkriveno je da postoji oblik RNaze P
koji ne ovisi 0 RNA vec je iskljuCivo proteinski enzim (PRORP) koji djeluje sam ili u
kompleksu sa jo$ dva proteina.*® Filogeneticke analize proteina PRORP pokazale su da je ovaj
oblik prisutan u Cetiri od pet eukariotskih supergrupa, a jedina supergrupa u kojoj ovaj oblik
nije prisutan su Amoebozoa. Zbog tako velike distribucije PRORP oblika u domeni eukariota
moguce je da se eukariotski PRORP oblik pojavio u prvim eukariotima prije divergencije
supergrupa. PRORP oblik RNaze P prisutan je i kod arheja i bakterija, no po svojoj sekvenci i

strukturi ne pokazuje homologiju s eukaritoskim PRORP oblikom.

3.2.1. Eukariotska PRORP
Alge, biljke i tripanosoma sadrZze enzime PRORP koji se sastoje od samo jedne
proteinske podjedinice dok ostali visestanicni eukarioti imaju PRORP enzime koji se sastoje

od tri proteinske podjedinice. *’

A.thaliana ima dva tipa enzima PRORP: PRORP1 i PRORP2. AtPRORP1 je monomerni
protein koji se nalazi u kloroplastima i mitohondrijima te sadrzi tri domene: metalonukleaznu
domenu NYN (N4BP1, eng. YacP-like Nuclease), bipartitnu domena za koju se veze cink i
PPR domenu (eng. pentatricopeptide repeat) za koju se veZze pre-tRNA. Aktivno mjesto
AtPRORP1 nalazi se u NYN domeni i sadrZi Cetiri aspartata (AtPRORP1 Asp 399, 474, 475 i
493) koja su u potpunosti oCuvana u svim eukariotskim PRORP te peti aspartat (AtPRORP1
Asp 497) koji nije ofuvan u svim viSestaniénim eukariotskim homolozima (Slika 5). 38
AtPRORP?2 je dimerni protein koji se nalazi u jezgri te sadrZi tri glavne strukturne domene koje
pokazuju visok stupanj homologije s domenama proteina AtPRORP1 (Slika 5).
Metalonukleazna domena NYN s aktivnim mjestom nalazi se na jednoj podjedinici AtPRORP2
i sadrzi pet oCuvanih aspartata (AtPRORP2 Asp 343, 421, 422, 440, 444). Za aktivno mjesto u
domeni NYN veZe se druga podjedinica proteina AtPRORP2 preko lizina (AtPRORP2 Lys 42).
Vecina razlika izmedu AtPRORP1 i AtPRORP2 nalazi se u regijama u obliku peteljke koje



povezuju visoko oCuvane strukturne domene. Kod AtPRORP2 domene PPR i NYN okrenute
jedna od druge dok su kod AtPRORP1 domene PPR i NYN okrenute jedna prema drugoj zbog

¢ega AtPRORP?2 ostvaruje otvoreniju konformaciju.®

Slika 5 Kristalna struktura AtPRORP1 i AtPRORP?2 te aktivnog mjesta AtPRORP1. Lijevo: 3D poravnanje
AtPRORP1 i AtPRORP2 preko aktivnog mjesta u domeni NYN (pravokutnik oznacen isprekidanim linijama).
AtPRORP1 (crveno) je prikazan s metalonukleaznom domenom NYN za koju su vezana dva iona mangana
(ljubiCaste kugle). AtPRORP2 (zeleno) ostvaruje otvoreniju konformaciju, 8to rezultira da je pozicija prvog PPR
heliksa odmaknuta za ~35 A u odnosu na prvi PPR heliks kod AtPRORP1. Desno: Aktivno mjesto AtPRORP1
sadrZi Cetiri oCuvana aspartata i jedan parcijalno o€uvani aspartat (Stapici). Preuzeto i prilagodeno iz Klemm, B.
Pisur. 20162

Mitohondriji Covjeka imaju najbolje istrazeni PRORP kompleks koji se sastoji od tri
proteina: MRPP1, MRPP2 i MRPP3 (eng. mitochondrial RNase P protein). Za procesiranje 5'-
kraja pre-tRNA zaduzen je MRPP3, NYN metalonukleaza ovisna o Mg?". Ljudski
mitohondrijski PRORP kompleks ne pokazuje nikakvu homologiju s proteinima u citosolnim
RNP RNazama P, a MRPP3 je funkcionalni homolog AtPRORP1 i AtPRORP2 proteina.
Karakteristicno za MRPP3 i njegove homologe je da zauzimaju konformaciju u obliku slova
,V* (Slika 6).%¢4° MRPP1 ima tRNA metiltransferaznu aktivnost i sudjeluje u vezanju pre-
tRNA dok MRPP2 pomaZe u vezanju pre-tRNA za MRPP1. MRPP1 i MRPP2 stvaraju
kompleks interakcijama preko N i MT(metil-transferazne) domene MRPP1. Sugerirano je da
postoje dva moguca aranZzmana podjedinica. Jedan u kojem se dva MRPP1 monomera nalaze
simetri¢no s distalne strane MRPP2 tetramera, te drugi kod kojeg su jedan MRPP1 homodimer
i MRPP2 homotetramer povezani asimetri¢no. Pravi nacin vezanja MRPP1 i MRPP2 nije jo$
u potpunosti razrijesen. MRPP1-MRPP2-MRPP3 kompleks formira se samo u prisutnosti pre-
tRNA te omogucava procesiranje 5'-kraja tRNA. Bez stvaranja interakcije s MRPP1-MRPP2
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kompleksom, MRPP3 je nefunkcionalna metalonukleaza jer ne moZe vezati i aktivirati supstrat

za procesiranje. !

AtPRORP1 AtPRORP2 MRPP3

l‘_’l

NYN

Slika 6. 3D strukture tri oblika PRORP. Lijevo se nalazi AtPRORP1 s dva vezana Mn?* iona (zelene kuglice)
(PDB 4G24), u sredini se nalazi AtPRORP2 (PDB 5FT9), a desno se nalazi MRPP3 (PDB 4XGL). Svi PRORP
enzimi sadrZe N-terminalnu pentatrikopeptidinu ponavljajucu domenu (PPR) s pet razlicitih oblika PPR (oznaceni
ljubiCasto, crveno, narancasto, Zuto i zeleno), C-terminalnu N4BP1, YacP nukleaznu (NYN) kataliticku domenu
(oznaena tamno plavo). Ove dvije domene povezane su preko bipartitne cink vezuju¢e domene (ZBD, oznaceno
svijetlo plavo) koje koordiniraju Zn?* ion (zlatna kuglica). Preuzeto i prilagodeno iz Schelcher C. i sur. 2016.%

3.2.2. Arhejska i bakterijska PRORP

Smatralo se da bakterije i arheje sadrze iskljuCivo RNP oblik RNaze P, no nedavno je
otkriven PRORP oblik u bakteriji Aquifex aeolicus. Sekvenca koja kodira ovaj protein
pronadena je u bakterijskim i arhejskim genomima, no u niti jednom eukariotu te zna€ajno se
razlikuje od sekvenci koje kodiraju za PRORP oblike prisutne kod eukariota. Protein kodiran
ovom sekvencom nazvan je HARP (eng. Homologs of Aquifex RNase P). HARP kodira jos
malen broj vrsta iz nekolicine bakterijskih rodova uz Aquificae, a vecina rodova s HARP
proteinom uz njega ima i RnpA §to ukazuje na to da za normalno funkcioniranje stanice uz
HARP mora postojati i RNP oblik RNaze P. Iznimka je pronadena kod Aquificae i Nitrospirae
gdje neke vrste kodiraju samo HARP. Kod arheja zasad nije pronadena niti jedna vrsta koja
kodira samo HARP bez ko-pojave jednog ili vise RNaza P proteina. U razli€itim razredima
arheja HARP ima dosta nejednoliku pojavnost, prisutan je u skoro svim pripadnicima grupe
Euryarchaeota, no u grupama TACK, DPANN i Asgard se ne pojavljuje. Ovakva distribucija
konzistentna je s hipotezom po kojoj je HARP sekvenca presla u arhejski genom horizontalnim
transferom gena. Postoji i razmiSljanje kako je HARP izvorno nastao kao rezultat otrov-

protuotrov sustava.®*’
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HARP je 23kDa velik protein Cija struktura jos nije razrijeSena. BioinformatiCke analize
predvidaju ogranicenu slicnost u sekvenci pa i samim time u strukturi izmedu Aq_880 (PRORP
enzim pronaden u bakteriji Aquifex aeolicus) i NYN metalonukleazne domene eukariotskih
PRORP enzima. Predvidena je i mjestimi¢na sli¢nost s PPR RNA-vezujuéom domenom i
centralnom domenom PRORP eukariotskih enzima. Parcijalno poravnanje glavnog dijela
metalonukleazne domene i Aq_880 sugerira da bi bakterijski aspartati (Aq_880 Asp 138, 142
1 160) mogli biti funkcionalni ekvivalenti AtPRORP1 aspartatima (AtPRORP1 Asp 399, 475,
493) prisutnim u katalitickom centru.®

4. Kataliticka mo¢ RNaze P

4.1. Mehanizam procesiranja pre-tRNA

RNaze P su metal-ovisne endonukleaze tj. hidrolaze koje kataliziraju mjesno specifi¢nu
hidrolizu fosfodiesterske veze na 5'-vodeCem slijedu pre-tRNA (Slika 7). IstraZivanje
mehanizama katalize RNaza P pruzila su uvid u raznolike oblike enzima sposobnih katalizirati
ovu temeljnu bioloSku reakciju na identi¢an nacin putem opcenitog modela katalize baziranog

na dva metalna iona.

RNaza E/F 3
. |
RNaza D 3 ; 3
|
|
NS R ™S

\/\' (4\,_,_/ ) > ‘
/ i _/ |

Primarni Intermedijarni Zreli oblik tRNA
transkript tRNA oblik tRNA

Slika 7. Procesiranje tRNA. U prvom koraku procesiranja dolazi do uredivanja 5'-kraja (RNaza P), 3'-kraja
(RNaza E/F i D), modifikacije baza te dodatka CCA sekvence na 3'-kraj. U drugom koraku dolazi do izrezivanja

introna u antikodonskoj petlji.
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Istrazivanja na RNP RNazi P bakterije B. subtilis ukazuju da se mehanizam katalize
odvija u Cetiri koraka (Slika 8): (1) RNaza P (E) holoenzim veze pre-tRNA (S) brzinom koja
je u principu limitirana brzinom difuzije (izmedu 108 i 10" Msec™?) i stvara kompleks enzim-
supstrat (ES); (2) PocCetni ES kompleks prolazi kroz unimolekularni izomerizacijski korak u
kataliticki kompetentnu konformaciju (ES*); (3) Hidroliza fosfodiesterske veze 5'-kraja pre-
tRNA koja se nalazi u ovom ES* kompleksu rezultira zrelom tRNA na 5'-vodecem slijedu; (4)
produkti disociraju sa RNaze P. Disocijacija produkta je korak koji odreduje ukupnu brzinu
reakcije (eng. rate-limiting step).*4

Rg kg k3 k4
E+ST—= ES T—ES* —p» ELP—bp E+L+P

K k.,

Slika 8. Minimalni kineti¢ki mehanizam katalize bakterijskom RNP RNazom P. Prvi korak je bimolekularni
i ovisi 0 koncentraciji enzima (E) i supstrata (S). Vezanje, konformacijska promjena i hidroliza supstrata ovise o

koncentraciji iona. Kod hidrolize bitnu ulogu ima i pH.

Konformacijska promjena ima nekoliko potencijalnih uloga u katalizi. Promjena
konformacije moZze biti korekcijski korak u kojem RNaza P razlucuje je li doSlo do vezanja
pravilnog (pre-tRNA) ili pogresnog supstrata.** U ovom koraku dolazi do olak3anog
odmotavanja 5'- i 3'- kraja pre-tRNA te do interakcije N(-1) nukleotidne baze 5'-vodeceg
slijeda pre-tRNA s visoko o¢uvanim adenozinom u RNA komponenti RNaze P $to povecCava
vjernost pre-tRNA procesiranja. 5'-vodeci slijed pomice se blize su€elju RNA i proteina te se
tako, tijekom ES-ES* tranzicije, pozicionira u aktivno mjesto RNP-a. U ES* konformaciji,
bocni ogranci centralne udubine proteina RnpA stvaraju interakcije s 5'-vodeéim slijedom pre-
tRNA izmedu N(-4) i N(-7) nukleoitida te tako precizno pozicioniraju supstrat za katalizu.
Tranzicija ES-ES* takoder omogucava da C- i S-domene RNA komponente RNPa pravilno

pozicioniraju svoje funkcionalne grupe i ione u aktivno mjesto RNP-a. 444647

Opceniti katalitiCki model koji se bazira na dva metalna iona predloZen je za vecinu
nukleaza i polimeraza prije 20 godina i kod raznih RNP oblika RNaze P je viSestruko dokazan
kao tocan (Slika 9). U ovom modelu metal 1 se pozicionira tako da moze deprotonirati vodu i
aktivirati ju za nukleofilni napad, dok metal 2 stabilizira prijelazno stanje i koordinira molekulu
vode koja protonira 3'O izlazecCe skupine. Oba metalna iona stabiliziraju naboj koji nastaje u

prijelaznom stanju. Temeljno slican mehanizam postoji i kod PRORP oblika RNaze P (Slika
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9). Aspartat u aktivnom mjestu PRORP RNaze P ima ulogu baze i deprotonira vodu koja je
koordinirana metalom 1 te ju tako aktivira za nukleofilni napad. Oksoanionsko prijelazno stanje
stabilizirano je pomocu oba metalna iona koji koordiniraju pro-Sp kisik fosfodiesterske veze
koja se hidrolizira. Opca kiselina (npr. histidinski bocni ogranak kod AtPRORP1), koja se
nalazi u aktivnom mjestu, protonira i stabilizira izlazeéu skupinu. 2> 38 48 Za razliku od RNP
RNaza P, aktivno mjesto PRORP ne dolazi u kontakt s pro-Rp kisikom fosfata na mjestu
procesiranja pre-tRNA dok pro-Sp kisik na mjestu procesiranja pre-tRNA dolazi u interakciju
s metalnim ionom kao $to je slucaj kod drugih metalonukelaza. ® %° Razlika u koordinaciji
metala na mjestu cijepanja fosfodiesterske veze moze se objasniti promijenjenim
stereokemijskim zahtjevima za koordinaciju pro-Rp i pro-Sp atoma kisika. KatalitiCka
efikasnost oblika PRORP u usporedbi s oblikom RNP u katalizi procesiranja pre-tRNA je oko
1000 puta manja Sto je nekonzistentno s hipotezom RNA svijeta po kojoj su proteinski enzimi
evoluirali zato jer su imali napredniji i bolji kataliticki mehanizam za razliku od njihovih RNA

predaka 29, 48, 50, 51
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Slika 9. Usporedba mehanizma katalize RNP i iskljuCivo proteinskog oblika RNaze P. (A) Mehanizam
katalize RNP oblika RNaze P. Vezani metali (M1 i M2) koordinirani su atomima kisika iz fosfodiesterske veze
koja se cijepa i atomima kisika nukleotidnih baza RNA komponente. Voda vezana za M1 je nukleofil u reakciji.
M1 koordinira i pro-Rp kisik fosfatne veze koja se cijepa. M2 pozicionira molekulu vode koja protonira 3'O
izlazeée skupine. (B) Mehanizam katalize PRORP oblika RNaze P. Aspartat u aktivnom mjestu ima ulogu baze i
katalizira deprotonaciju vode vezane za metal (M1) te tako aktivira vodu za nukleofilni napad. Pro-Sp kisik
fosfodiesterske veze koja se hidrolizira koordiniran je s oba metalna iona Sto stabilizira oksianionsko prijelazno
stanje. Opca kiselina u aktivnom mjestu protonira i stabilizira izlaze¢u skupinu. Preuzeto i prilagodeno iz Howard
M. J. i sur. 2012 %
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4.2. Prepoznavanje pre-tRNA od strane RNaze P

Vecina tRNA iz svih domena Zivota ima isti oblik sekundarne i tercijarne strukture.>
Mitohondriji viSestani¢nih eukariota (lat. Metazoa) imaju velik broj tRNA koje odstupaju od
kanonskog oblika $to moze biti razlog zasSto su u ljudskim mitohondrijima evoluirale dodatne

proteinske podjedinice za RNazu P.>

4.2.1. Prepoznavanje RNP oblikom RNaze P

U bakterijskim RNP RNazama P za prepoznavanje supstrata potrebni su i protein RnpA
i RNA komponenta koji se specificno vezu za 5'- vodeci slijed i 3'RCCA motiv molekule pre-
tRNA (Slika 10). Afinitet holoenzima za pre-tRNA varira s duljinom vodeceg lanca od 2- do
5-nukleotida. RnpA povecava afinitet vezanja pre-tRNA i katalizu tako Sto ostvaruje
interakciju s 5'- vodeéim slijedom pre-tRNA. Ova interakcija povecava afinitet i za ione Mg?*
Sto rezultira jednoliCnim vezanjem raznih pre-tRNA supstrata. Tijelo pre-tRNA se veze s
malim afinitetom, dok je za 5'-vodeci slijed pre-tRNA afinitet vezanja za bakterijski holoenzim
velik.>*® 3'RCCA motiv.  molekule pre-tRNA komplementarno se sparuje s GGU
nukleotidnom sekvencom u om¢i P15 RNA komponente RNaze P $to rezultira povecanim
afintitetom RNA komponente za pre-tRNA. 3' RCCA interakcijski motiv nedostaje u arhejskoj
RNA komponenti tipa M i eukariotskoj RNA komponenti Sto se slaze s Cinjenicom da u
genomu te skupine arheja i eukariotima nema koda za 3' RCCA motiv u pre-tRNA genima.’
Bakterijske RNaze P preferiraju uracil na poziciji N(-1) na 5'-vodecem slijedu pre-tRNA.
Smatra se da dolazi do interakcije uracila s A213 u J5/15 dijelu RNA komponente.>*>®
Bioinformaticke analize pre-tRNA gena 161 bakterijske vrste naznauju da ih vecina ima
statisticki znaCajnu preferencu za odredene nukleotide u 5'-vodecem slijedu. Preference za
odredene nukleotide povecavaju se $to su blize mjestu hidrolize fosfodiesterske veze i vrsno
su specificne.> Jos jedan vazan faktor u prepoznavanju pre-tRNA i odabiru mjesta cijepanja u
bakterijskoj RNazi P je interakcija izmedu D-TyC ruke pre-tRNA i CRII-III regije RNA

komponente RNaze P.?°
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Slika 10. Interakcije izmedu nukleotidnih sekvenci pre-tRNA i bakterijske RNaze P. 3' RCCA motiv pre-
tRNA (oznaena crno) komplementarno se sparuje s GGU sekvencom RNA komponente(oznaceno plavo). Uracil
na poziciji N(-1) od mjesta cijepanja (crveno p) fosfodiesterske veze u pre-tRNA spaja se s aspartatom u J5/15
dijelu RNA komponente RNaze P. Protein RnpA(oznaceno Zuto) ostvaruje interakciju s 5'-vodeéim slijedom pre-
tRNA. Prezeto i prilagodeno iz Klemm, B. P i sur. 2016 2

Kod arhejskih RNP RNaza P, proteinske podjedinice i divalentni metalni ioni utjeCu na
vjernost procesiranja i kataliticku efikasnost. IstraZzivanja na RNazi P kod P. furiosus pokazala
da proteinski dimeri RPP21-RPP29 i POP5-RPP30 omogucuju pravilne interakcije

holoenzima s molekulom pre-tRNA.>

Jezgrina RNP RNaza P kod Covjeka za prepoznavanje pre-tRNA zahtjeva poveznicku
sekvencu od barem jednog nukleotida izmedu akceptorske peteljke i TYC ruke u molekuli pre-
tRNA. Pre-tRNA kojima nedostaje ili antikodonska peteljka ili vecina varijabilne regije mogu
biti procesirane pomocu jezgrine RNaze P, pre-tRNA kojima nedostaju obje ove regije
neprepoznatljive su su RNazi P. Ova Cinjenica ukazuje na to da je moguce da RNP RNaza P
Covjeka drugacije prepoznaje tercijarnu strukturu pre-tRNA ili da se pre-tRNA kojoj nedostaje
antikodonska peteljka i veéina varijabilne regije nepravilno smata zbog ¢ega je RNaza P ne
moZe prepoznati. Dodatak ekstra parova baza u akceptorsku peteljku i T peteljku dovodi do
pogreSnog cijepanja supstrata s jezgrinom RNP RNazom P Covjeka, dok bakterijska RNaza P
ne pokazuje odstupanja u pravilnom procesiranju takvih supstrata Sto bi moglo znaciti da

eukariotska RNaza P ima stroZi mehanizam prepoznavanja mjesta cijepanja.®®
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4.2.2. Prepoznavanje PRORP oblikom RNaze P

Vecina biljnih tRNA ima kanonsku sekundarnu i tercijarnu strukturu te biljne
monomerne PRORP mogu Katalizirati procesiranje pre-tRNA iz raznih drugih organizama.
AtPRORP?2 cijepa pre-tRNA®Y iz bakterije T. thermophilus pri 28 °C, ali ne i pri 37 °C $to
sugerira da strukturna dinamika ili pre-tRNA ili AtPRORP2 ima bitnu ulogu u prepoznavanju
supstrata.*® AtPRORP1 i AtPRORP?2 stvaraju interakcije s nukleotidima na poziciji N(-1) i N(-
2) od mjesta cijepanja fosfodiesterske veze na 5'-vodecem slijedu, ali ne stvaraju interakcije s
nukleotidima koji se nalaze na udaljenijim pozicijama od mjesta cijepanja niti s 3' RCCA
motivom. Najbitnija mjesta prepoznavanja pre-tRNA od strane PRORP nalaze se u
unutradnjem tijelu molekule pre-tRNA.2 PPR domena PRORP sluZi za prepoznavanje
supstrata.®® Mutacijska analiza enzima PRORP1 i PRORP3 pokazala je da N136 u PPR2 i T180
u PPR3 te R145 u PPR4 sudjeluju u prepoznavanju supstrata. Medutim, nije jo$ razrijeSeno
kako te podjedinice stupaju u interakciju. Postoji pretpostavka da PPR domene u PRORP imaju
strategiju prepoznavanja supstrata identicnu kao i proteini s PPR domenom koji prepoznaju i

vezu jednolanéanu RNA.2 %9 €0

Mitohondrijska PRORP Covjeka ima sposobnost katalize kanonskih i nekanonskih
oblika molekule tRNA koje se nalaze u mitohondrijima Covjeka (mt-tRNA). MRPP1 i MRPP2
imaju esencijalnu ulogu u katalitiCkoj aktivnosti enzima te u prepoznavanju mt-tRNA. MRPP1
i MRPP2 stvaraju kompleks koji omogucava MRPP1 da prepozna i veze mt-tRNA.
Pretpostavlja se da MRPP2 pomaZze vezanju mt-tRNA za MRPP1 tako Sto stabilizira kataliticki
vazne strukturne elemente MRPP1 (npr. N-domenu za koju se pokazano da je bitna za vezanje
pre-tRNA) te remodelira kataliticke komponente metil-transferazne domene MRPP1.4

5. Uloga RNaza P u drugim staniCnim procesima
U zadnjih 10 godina istrazivanja su otkrila da RNaza P ne sudjeluje samo u procesiranju
5'- vodeceg slijeda pre-tRNA ve¢ da ona zapravo sudjeluje u raznim procesima vaznim za

pravilno funkcioniranje stanice (Slika 11).

S jedne strane kod bakterija RNaza P dodatno procesira i pre-4.5S RNA, prekursorsku-
transportnu-glasnicku  RNA  (pre-tmRNA), prekursorsku-glasnicku RNA(pre-mRNA),
glasnicku RNA (mRNA), riboprekidace (eng. riboswitch), laktoza operon te nekoliko fagom-
induciranih regulatornih RNA molekula. Proteinske podjedinice RNaze P povezane su sa
strukturom kromatina te njegovom funkcijom. U ljudskim stanicama, razni proteini jezgrine

RNP Rnaze P veZu se za rRNA i male nekodirajue RNA gene koje transkribira RNA
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polimeraza | (Pol I) i RNA polimeraza 111 (Pol 11). Inicijacijski kompleks Pol I11 koji sudjeluje
u transkripciji 5S rRNA sadrzi proteinske podjedinice RNP RNaze P.%* RPP21, RPP29 i POP1,
podjedinice ljudske RNaze P, sprjeCavaju uklanjanje histona H3.3 iz nukleosoma te tako poticu
utiSavanije transkripcije gena.®? Kod vinske musice otkriveno je da jezgrina RNaza P sudjeluje
u ekspresiji genskih klastera koji kodiraju tRNA i piRNA (eng. Piwi-interacting RNA).
Varijanta ljudske RNaze P koja ima RPP1, RPP29 i RPPH1 RNA komponentu, ali nema
RPP14, RPP25 i RPP38 promovira popravak dvolancanih lomova molekule DNA putem
homologne rekombinacije.%® Nadalje, dio proteinskih podjedinica nalazi se u vise razli¢itih
RNP-a. Tri kvaSCeve proteinske podjedinice, POP1, POP6 i POP7 (homolozi ljudskih
podjedinica: POP1, RPP25 i RPP20), esencijalne su komponente telomeraze, enzima koji
reverznom transkripcijom produljuje 3'-kraj molekule DNA te tako sprjeCava njeno
skracivanje.®* Kod arheja RPP38 proteinska podjedinica pomaze u remodeliranju H/ACA i C/D

box sekvenci snoRNA (eng. small nucleolar RNA) kako bi se bolje vezala za supstrat.®® Kod
eukariota, jezgrina RNaza P dijeli

komponente sa joS jednim esencijalnim
rubonukleoproteinom, jezgrinom RNazom MRP. RNaza MRP nalazi se u vecini eukariota te

katalizira procesiranje RNA molekula ukljugujuci i rRNA.56:67
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drugim proteinima i kompleksima. Preuzeti i prilagodeno iz Jarrous N. 2017.%8
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6. ZakljuCak

RNaza P enzimi predstavljaju zanimljiv i jedinstven sluCaj konvergentne evolucije
enzima koji ima ili RNA- ili protein-bazirano aktivno mjesto katalize. lako imaju razliCito
porijeklo RNP i PRORP oblik RNaze P dijele zajednicke karakteristike u mehanizmu katalize
i prepoznavanja pre-tRNA. Moguci razlog sli¢nosti u katalizi ova dva oblika je Sto supstrat,
molekula tRNA, u svim Zivim organizmima poprima identiCan oblik djeteline sa mnogim

oCuvanim dijelovima sekvence.

Po hipotezi RNA svijeta vecCina ribozimskih katalizatora je s vremenom u stanici
zamijenjena s proteinskim katalizatorom jer su se oni evolucijski pokazali kao efikasniji i bolji
u katalizi reakcija vaznih za odrZavanje Zivota. Zbog prisutnosti oba oblika RNaze P u svim
domenama Zivota, neki znanstvenici smatraju da zapravo RNaza P predstavlja primjer enzima
kod kojeg se jo$ nije dogodio potpuni prijelaz na iskljucivo proteinski oblik enzima ve¢ da je
RNaza P sad u ,prijelaznom stanju®“. Medutim, svi eksperimentalni dokazi za funkcionalnu
jednakost ova dva oblika RNaze P sugeriraju da sama sposobnost kataliziranja reakcije ili
veliCina i kompleksnost odredenog oblika enzima nisu dovoljan razlog zasto bi se samo jedan
oblik zadrzao u organelima i organizmima. Ovakav ishod vjerojatno nije nastao slucajno. RNA
komponenta i proteinske podjedinice RNP oblika RNaze P ne sudjeluju samo u procesiranju
5'-vodeceg slijeda pre-tRNA molekula ve¢ imaju i bitnu funkcionalnu ulogu u drugim
stani¢nim procesima zbog €ega bi eventualni gubitak bilo koje komponente RNP oblika RNaze

P uvelike negativno utjecao na prezivljavanje bakterijskih, arhejskih i eukariotskih stanica.

Struktura jezgre aktivnog mjesta RNA komponente RNP oblika RNaze P visoko je
oCuvana u svim domenama Zivota te stoga mozemo pretpostaviti da porijeklo RNP oblika
RNaze P datira sve do zadnjeg univerzalnog zajednickog pretka, LUCA (eng. Last Universal
Common Ancestor), tj. RNP oblik RNaze P je vjerojatno ancestralni. Nedavno otkri¢e HARP-
a nije opovrgnulo ovu hipotezu jer se PRORP oblici RNaze P drasti¢no razlikuju u domeni
eukariota i domeni bakterija i arheja. Eukarioti, iako evolucijski mlada skupina organizama
nastala endosimbiozom arheja i bakterija,®® nisu naslijedili PRORP oblik RNaze P od svojih
prokariotskih predaka vec su se ova dva iskljucivo proteinska oblika razvila neovisno jedan o

drugome konvergentnom evolucijom.

Sve tri domene Zivota veoma su opsezne i svaka novo otkrivena molekula sa
specificnom funkcijom u stanici stvara veliku zagonetku u razrjeSenju pitanja njenog porijekla

i evolucijskog razvoja. RNaza P je specifiCan primjer takvih molekula i kona¢ni odgovor na
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pitanje kako je tocno izgledala evolucija ovog enzima i koje sve funkcije ovaj enzim ima u
raznim domenama Zivota zahtjeva daljnja istrazivanja svih oblika ovog enzima, a pogotovo
nedavno otkrivenog PRORP oblika HARP.
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8. Sazetak

RNaza P je esencijalna endonukleaza koja katalizira procesiranje 5'-vodeceg slijeda
pre-tRNA. Postoje dva tipa RNaze P: RNA-ovisni enzim tj ribonukleoprotein te iskljucivo
proteinska RNaza P (PRORP). Oba oblika koriste slican mehanizam katalize i prepoznavanja
supstrata te je nedavno otkriveno da iskljucivo proteinski oblik postoji u svim domenama
Zivota, a ne samo kod eukariota, Sto je dovelo do pitanja zaSto su oba oblika RNaze P opstala i
koji je oblik onda zapravo ancestralni. Istrazivanja komponenti ribonukleoproteinskog oblika
RNaze P otkrila su da osim Sto ovaj enzim ima ulogu katalize procesiranje pre-tRNA, njegove
podjedinice sudjeluju u mnogim drugim biokemijskim procesima koji su bitni za normalno
funkcioniranje stanice zbog Cega je njegov opstanak u stanici esencijalan. RNP oblici RNaze
P u svim domenama Zivota imaju visoko oCuvano aktivho mjesto katalize, za razliku od
PRORP oblika koji ne dijele nikakvu sli¢nost. Ove €injenice ukazuju na to da je RNP oblik
ancestralni, a da su PRORP oblici kasnije neovisno konvergentno evoluirali. Evolucijska prica
RNaze P veoma je kompleksna i postoje mnoga nagadanja kako se odvijala, no pravi odgovor

jos uvijek ostaje enigma.

9. Summary

RNase P is an essential endonuclease responsible for catalyzing 5’ end maturation of
pre-tRNAs. Two types of RNase P enzymes exist: RNA-dependent enzymes
(ribonucleoproteins) and protein-only RNase Ps (PRORP). A recent discovery that both types
of RNase P exist in all domains of life and that both types use a similar mechanism for catalysis
and substrate recognition, inspires questions relating to the ancestral form of RNase P as well
as to the reasoning for retention of both types in contemporary organisms. The protein
components of RNA-dependent enzymes are not only involved in the catalyzes of 5' end
maturation but they also play an important role in various biochemical processes in the cell.
This may provide a plausible explanation why the retention of these proteins is essential. The
active site of the RNA-dependent type of RNase P is universally conserved in all domains of
life, unlike the active site of the protein only types of RNase P which greatly varies. This
suggests that the RNA-dependent type of RNase P is the ancestral form and that the diverse
PRORP forms convergently evolved afterwards. The evolutionary story of RNase P is very
complex and there are many speculations on how RNase P evolved but the real answer is still

not clear.
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