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Sazetak: Prema organizaciji, ponavljajuci sljedovi DNA mogu se podijeliti u rasprsene
ponavljajuce sljedove DNA ili trasnpozone (retrotranspozone i DNA transpozone) i uzastopne
ponavljajuce sljedove DNA (mikrosatelitne, minisatelitne i satelitne DNA). Segemetne
duplikacije su ponavljajuci dijelovi DNA koji mogu biti rasporedeni u raspresene ili uzastopne
sliedove. Transpozoni su pokretni geneticki elementi koji zbog svog mehanizma prenosenja po
genomu uvode velik broj mutacija. Oni izazivaju lokalnu gensku nestabilnost i kromosomske
rearanzmane koji utjecu na organizaciju genoma. Mikrosatelitne i minisatelithe DNA su
nestabilni dijelovi genoma koji brzo evoluiraju jer su podloZni homolognoj rekombinaciji i
procesu proklizavanja DNA polimeraze. Satelitne DNA karkteristi¢ni su sljedovi za
pericentromerna, subtelomerna i intersticijska podrucjia kromosoma te centromere i telomere
kromosoma. Nekad su se smatrale DNA smeéem, ali danas se zna da sudjeluju u organizaciji i
funkciji telomera i cetromera. Neke satelitne DNA transkripcijski su aktivne i imaju ulogu u
ekspresiji gena i regulaciji proteina. Homologni sljedovi u segmentnim duplikacijama mogu
rezultirati ne alelnom homolognom rekombinacijom koja izaziva rearanZmane kromosoma.

Strukturne varijacije koje nastaju kao rezultat segmentnih duplikacija stvaraju nove gene koji



poti¢u evoluciju. Procesi potaknuti ponavljajuéim sljedovima u DNA sudjeluju u evoluciji i

organizaciji genoma u eukariotima, a detaljnije su opisani u ovom radu.
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Abstract: When it comes to their organisation, repetitive DNA sequences can be divided into
dispersed repeats or transposons (retrotransposons and DNA transposons) and tandem repeats
(microsatellite, minisatellite and satellite DNA). Segmental duplications are repetitive DNA
sequences with both dispersed and tandem organzation. Due to their transmission mechanism,
transposons introduce large number of mutations in genome. They can cause local gene
instability and chromosomal rearrangements which affect genome organization. Microsatellite
and minisatellite DNAs are unstable parts of eukaryotic genome and they evolve rapidly because
they are places of frequent homologous recombination and DNA polymerase slippage during
DNA replication. Satellite DNAs can be found in the pericentromeric, subtelomeric and
interstitial regions of chromosomes and the centromeres and telomeres of chromosomes. They
were once considered genomic junk, but today we know they have a role in the organization
and function of telomeres and centromeres. Transncriptionally active satellite DNAs play an
important role in gene expression and protein regulation. Homologous sequences in segmental
duplications can result in non-allelic homologous recombination which causes chromosome
rearrangements. Structural variations that occur as a result of segmental duplications create

new genes that initiate evolution. Processes caused by repetitive DNA sequences participate in



the evolution and organization of the genome in eukaryotes, and are described in more detail in

this paper.
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Uvod

Genomi eukariota su uz specificne sljedove DNA gradeni od velike koli¢ine ponavljaju¢ih DNA
(Britten i Kohne 1968). Zbog toga, udio ponavljajucih sljedova u DNA ima utjecaj na nedostatak
povezanosti velicne genoma sa kompleksnosti organizma poznat kao paradoks c-vrijednosti
(Gregory 2005). Ponavljajuci sljedovi DNA mogu se podijeliti prema njihovoj funkciji ili
organizaciji. Prema organizaciji razlikujemo rasprsene ponavljajuce sljedove DNA te uzastopne
ponavljajuce sljedove DNA. Rasprsene ponavljajuce sljedove DNA Cine transpozoni u koje
spadaju retrotranspozoni i DNA transpozoni. Uzastopni ponavljajuci sljedovi DNA mogu se
podijeliti na one umjerenog broja ponavljanja (ribosomske RNA (rRNA), neke porodice gena koji
kodiraju proteine i telomerna ponavljanja) te visokog broja ponavljanja (mikrosatelitne DNA,
minisatelitne DNA i satelitne DNA) (Lopez-Flores i Garrido-Ramos 2012). Osim toga, genomi
mnogih eukariota sadrze segmentne duplikacije koje nastaju duplikacijom DNA fragmenata
vecih od 1 kb, a mogu se pronadi u rasprSenim ili uzastopnim oblicima ponavljanja (Bailey i
Eichler 2006). Transpozoni i satelitne DNA imaju znacajan utjecaj na razlike u veli¢ini genoma
izmedu vrsta te kod nekih vrsta mogu Ciniti ¢ak i 50 % ukupne DNA (Lopez-Flores i Garrido-
Ramos 2012). Istrazivanja provedena u proteklih dvadesetak godina pokazuju da transpozoni
imaju veliki utjecaj na fukciju, organizaciju i evoluciju genoma (MeSstovic i sur. 2015). Zbog
svojeg mehanizma pokretanja transpozoni imaju tendeciju za uvodenje insercijskih mutacija
koje mogu djelovati neutralno ili potaknuti prirodnu selekciju u eukariotima (Lopez-Flores i
Garrido-Ramos 2012). Svojim pokretanjem izazivaju lokalnu gensku nestabilnost, rearanzamane
kromosoma i utje¢u na ekspresiju gena (Cordaux i Batzer 2009). Satelitne DNA su najces¢i tip
uzastopnih ponavljajucih sljedova DNA, a mogu se pronadi na razli¢itim mjestima u kromosomu
kao Sto su pericentromerno, subtelomerno i intersticijsko podrucje na kojima formiraju blokove
konstitutivnog heterokromatina (Plohl i sur. 2012). Kada su prvi put izolirane smatralo se da
nemaju ulogu te su zbog toga nazvane DNA smeéem (Orgel i Crick 1980). Kasnije je uocena
poveznica ovih sljedova s dvolancanim lomovima koji ¢ine osnovni preduvjet za kromosmoske

rearanzmane (Farré i sur. 2011). Osim toga, prepoznata je uloga transkripcijski aktivnih



satelitnih DNA u ekspresiji gena i regulaciji razli¢itih proteina, kao i uloga segmentnih duplikacija

u evoluciji i organizaciji genoma u primatima.
Rasprseni ponavljajudi sljedovi DNA

Rasprseni ponavljajuci sljedovi DNA ili transpozoni su sljedovi DNA koji se mogu pomicati s
jednog mjesta u genomu na drugo (Craig i sur. 2002). Vecina ekariota sadrzi transpozone, ali
primijeéen je visok stupanj raznolikosti u koli€ini prisutnih transpozona u genomu medu vrstama
(Hua-Van isur. 2011). Primjerice, postoji mogucénost da je zbog akumulacije mutacija doslo do
nedostatka transpozona u genomu pojedinih vrsta kao $to su Encephalitozoon, Cryptosporidium
i Plasmodium (Bringaud i sur. 2008). Postoje vrste u kojima su transpozoni ipak prisutni, ali i
dalje u vrlo malim koli¢cinama. U vrsti Tetraodon nigroviridis udio transpozona ¢ini manje od 0,5
% Citavog genoma (Jaillon 2004). Udio transpozona u genomu nekih vrsta moze biti vrlo visoka.
Primjerice, udio transpozona u ljudskom genomu iznosi 45 % (Lander i sur. 2001), a u kukuruzu
moze iznositi i do 85 % (Schnable i sur. 2009). Takoder je primije¢ena razlika u kolicini
transpozona u genomu i u nekim blisko srodnim vrstama kao Sto je u slucaju vrsta Arabidopsis
thaliana i A. lyrata (Hua-Van i sur. 2011). Transpozone moZzemo podijeliti prema mehanizmu

prenosenja po genomu u retrotranspozone i DNA transpozone.

Mehanizam pokretanja retrotranspozona i klasifikacija

Retrotranspozoni se pokreéu preko RNA intermedijera. Molekula RNA se prepisuje s
transpozona te je reverzno prepisana u molekulu DNA (cDNA) koja se ugraduje na novu lokaciju
u genomu. Zbog mehanizma prenosenja transpozoni imaju tendenciju amplifikacije u genomu
domacina (Lopez-Flores i Garrido-Ramos 2012). Povecanje broja transpozona u genomu
regulirano je pomocu samih elemenata, jer sadrZe gen za reverznu transkiptazu i pomocu
genoma domacina zbog RNA ovisne DNA polimeraze (Kidwell 2005). Retrotranspozoni se mogu
klasificirati u 5 skupina: (1) LTR (Long terminal repeats) retrotranspozoni, (2) DIRS (Dictyostelium
intermediate repeat sequence), (3) LINE (Long interspersed Nuclear Elements), (4) PLE
(Penelope-like retrotransposons) i (5) SINE (Short interspersed Nuclear Elements) (Wicker i sur.

2007). LTR-retrotranspozoni su okruzeni sljedovima LTR te variraju u veli¢ini od nekoliko stotina



parova baza do 25 kb (Wicker i sur. 2007). Sli¢ni su retrovirusima jer sadrze gag gene koji
kodiraju DNA ili RNA vezujuce proteine i pol gene koji kodiraju nekoliko enzima: proteinaza,
reverzna transkiptaza, RNaza H i integraza. Nedostaje im env gen koji kodira proteine kapside u
retrovirusima. LTR-retrotranspozoni mogu se podijeliti u 3 superporodice: (1) Ty/copia, (2) Bel-
Paoi(3) Ty3/gypsy (Wicker i sur. 2007). Elementi DIRS u usporedbi s LTR-retrotranspozonima u
pol domeni ne sadrZe gen za integrazu ve¢ za tirozinsku rekombinazu, a sljedovi LTR kojima su
okruzeni su invertni u orijentaciji (Slika 1). Smatra se da su vjerojatno evoluirali iz porodice
Ty3/gpsy LTR-retrotranspozona (Jurka i sur. 2007). Retrotrasnpozonima LINE nedostaju LTR
sljedovi, a na 3" kraju imaju poliA rep, regiju bogatu A nukleotidima ili uzastopno ponavljajuci
slijed (Slika 1). Retrotranspozoni LINE se mogu podijeliti u 5 superporodica: (1) R2, (2) RTE, (3)
Jockey, (4) L1, (5) | (Kapitonov i sur. 2009). Prema broju otvorenih okvira Citanja ili ORF-ova
(Open reading frame), retrotranspozoni LINE se mogu svrstati u dvije kategorije. Kategorija
retrotranspozona LINE s jednim ORF-om sadrzi gen za reverznu transkriptazu i endonukleazu il
apurinsku-apirimidinsku endonuklezu. U drugoj kategoriji nalaze se retrotranspozoni LINE koji
imaju dva ORF-a. ORF1 kodira RNA vezujuci protein koji se veze za RNA LINE i stvara kompleks
koji ¢ini intermedijer u procesu transpozicije. ORF2 kodira reverznu transkriptazu, apurinsku-
apirimidinsku endonukleazu te kod | superporodice i Rnazu H (Kapitonov i sur. 2009). Tijekom
ugradnje, endonukleaza urezuje dvolanc¢anu DNA na AT bogatom podrucju u genomu. PoliA rep
LINE RNA se veZe na poliT slijed koji je na 5" kraju u DNA na mjestu ureza te se reverzno prepise.
Kao pocetnicu koristi 3"-OH skupinu nastalu nakon ureza. Proces zavrSava degradacijom LINE
RNA i sintezom komplementarnog lanca DNA (Cordaux i Batzer 2009). Ovaj mehanizam
ugradnje je sli¢an intronima grupe Il prisutnim u mitohondrijima te postoji mogucnost da su ti
introni nastali iz retrotranspozona LINE u sisavacima (Kidwell 2005). Mehanizam ugradnje, kao i
njezine posljedice najviSe su istraZzene na retrotranspozonu LINE-1 (L1) u sisavcima. Ovaj tip
retrotranspozona veli¢ine je od 6 do 8 kb, a mozZe Cinitii 17 % ljudskog genoma (Lander i sur.
2001). Retrotranspozoni PLE mogu biti okruzeni LTR sljedovima u direktnim ili invertnim
orijentacijama, a sadrze gene za reverznu transkriptazu i endonukleazu (Slika 1). Tip
retrotranspozona PLE, pronaden u nekim eukariotima, nalazi se u telomerama u orijentaciji koja

omoguéava postojanje pocetnice za reverznu transkripciju. Moguce je da taj tip



retrotranspozona PLE ¢ini zajednicki predak danasnjih retrotranspozona PLE i telomeraza u
eukariotima te da je evolucijska poveznica koja je doprinjela razvoju telomeraza (Gladyshev i
Arkhipova 2007). Retrotranspozoni SINE se mogu podijeliti u 3 skupine ovisno o sljedovima DNA
sa kojih su se prepisali: (1) tRNA SINE, (2) 5S rRNA SINE, (3) 7SL RNA SINE (Wicker i sur. 2007).
Ovaj tip retrotranspozona ne kodira proteine, pa zato koriste reverznu transkriptazu kodiranu u
retrotranspozonima LINE (Kramerov i Vassetzky 2011). Vecina retrotranspozona SINE sadrzi 5°-
kraj ili glavu i 3"-kraj ili rep. Glava sadrzi promotor RNA polimeraze Ill pomocu kojeg se moze
definirati podrijetlo retrotranspozona SINE. Rep Cini regija bogata A nukleotidima (Kramerov i
Vassetzky 2011). Izmedu repa i glave nalazi se unutarnja regija ili tijelo (Slika 1). Dva ili vise
retrotranspozona SINE mogu se udruziti i stvarati kompleksnije sljedove (Kramerov i Vassetzky
2011). Najdetaljnije istrazeni retrotranspozon SINE je element Alu u primatima. On je nastao
spajanjem dva monomera 7SL RNA SINE. Element Alu u ljudima moze Ciniti i 11% ukupnog

genoma (Lander i sur. 2001).

DNA transpozoni

DNA transpozoni nemaju RNA intermedijer, oni se pokre¢u pomoc¢u molekule DNA s jednog
mjesta na kromosomu na drugo (Craig i sur. 2002). Mogu se pronaci u gotovo svim eukariotima,
a primijeceno je da su neke superobitelji DNA transpozona u eukariotima blisko srodne s
odredenim superobiteljima iz prokariota (Feschotte i Pritham 2007). Jedno od mogucih
objasnjenja je, da je to posljedica horizontalnog transfera gena, koji se dogodio u jednom
trenutku u proslosti (Hua-Van i sur. 2011). Isto tako postoji moguénost da se trenutak podjele
superobitelji DNA transpozona dogodio prije odvajanja ekariota od prokariota u filogenetskom
stablu (Feschotte i Pritham 2007). Pokazano je da je udio DNA transpozona u genomu eukariota
niska u odnosu na udio retrotranspozona. U ¢ovjeku DNA transpozoni ¢ine 3 % ukupnog sadrzaja
genoma (Lander i sur. 2001). DNA transpozoni se mogu podijeliti u 3 skupine: (1) ‘cut-and-paste’
DNA transpozoni, (2) DNA transpozoni kotrljajué¢eg kruga (Helitroni) i (3) samosintetizirajué¢i DNA
transpozoni (Politroni) (Feschotte i Pritham 2007). Mehanizam “cut-and-paste” DNA transpozona
se temelji na izrezivanju dvolanc¢ane molekule DNA koja se ugradi u novo mjesto na kromosomu.

Zbog opisanog mehanizma DNA transpozoni nemaju tendenciju amplifikacije u genomu



domadina, ali mogu povedati broj kopija ako se aktiviraju prilikom replikacije i prebace s mjesta
koje je vec replicirano na mjesto gdje replikacijska vilica jo$ nije prosla (Lopez-Flores i Garrido-
Ramos 2012). DNA transpozoni sadrze terminalna invertna ponavljanja i gen za transpozazu koja
prepoznaje krajeve i izrezuje oba lanca sa svake strane DNA transpozona (Slika 1) (Lopez-Flores i

Garrido-Ramos 2012).

Posljedice pokretanja transpozona i moguce uloge u genomu

Insercijske mutacije su najcesée proucavan proces kojim transpozoni mogu utjecati na funkcije u
genomu (Lopez-Flores i Garrido-Ramos 2012). Insercijom transpozona u kodirajucu ili regulatornu
regiju u genomu mozZe doéi do pojave bolesti (Belancio i sur. 2008). Primije¢eno je da je udio
mutacija uzrokovanih insercijom retrotranspozona L1 poveéan u kromosomu X (Cordaux i Bazer
2009). Jedno od objasnjena je uloga elemenata L1 u inaktivaciji kromosoma X, iz kojeg navedeni
retrotranspozoni Sire signale za utiSavanje (Lyon 1998). Nedavno je pokazano da proteini L1 s
ednonukleaznom aktivnoséu, kodirani u ORF2, uzrokuju dvolanc¢ane lomove u DNA (Gasior i sur.
2006). Dvolancani lomovi uvode nestabilnost i uzrokuju homolognu rekombinaciju, a to moze
rezultirati mutacijama u genomu (Cordaux i Bazer 2009). Retrotranspozoni koji nemaju LTR
sliedove mogu stvarati mikrosatelitne DNA na mnogim mjestima u genomu (Cordaux i Bazer
2009). Ova pojava je proucavana za elemente Alu. Kod njih poveznica izmedu dva monomera 7SL
RNA ili poliA rep Cine kalup za nove mikrosatelitne sljedove (Arcot i sur. 1995). IstraZivanja
pokazuju da transpozoni, posebno elementi Alu prolaze kroz proces konverzije gena (Kass i sur.
1995). Svi do sad navedeni procesi rezultiraju lokalnom genskom nestabilnosti (Cordaux i Bazer
2009). Uz lokalnu gensku nestabilnost trasnpozoni uzrokuju rearanZmane kromosoma zbog
delecijskih, duplikacijih i inverzijskih procesa (Cordaux i Bazer 2009). Retrotranspozoni, kao i DNA
transpozoni, mogu sudjelovati u transdukciji njima susjednih sljedova kao dijelova pokretnih
genetickih elemenata (Cordaux i Bazer 2009). MozZe se razlikovati 3" i 5° transdukcija. Kod 3’
transdukcije transkripcijska masinerija preskoéi slabi transpozonski poliadenilacijski signal te
koristi terminacijski signal od gena nizvodno. Kod 5" transdukcije dolazi do prepoznavanja
promotora gena uzvodno od transpozona (Hancks i sur. 2009). Osim navedenih utjecaja na razini

molekule DNA, transpozoni imaju vaznu ulogu u regulaciji molekula RNA (Cordaux i Bazer 2009).



Ovi elementi mogu mijenjati mjesto izrezivanja introna Sto rezultira eksonizacijom i alternativnim
izrezivanjem (Belancio i sur. 2006). Transpozoni isto tako mogu biti izvor novih poliadenilacijskih
signala koji induciraju terminaciju transkripcije (Chen i sur. 2009). Osim toga, pokazano je da
elementi Alu sadrie sljedove koje prepoznaju transkripcijski faktori te samim time utjecu na
ekspresiju gena (Polak i sur. 2006). Poznato je da trasnpozoni i epigeneticki reguliraju ekspresiju
gena. Obrambeni sustav stanice utiSava aktivnost transpozona metilacijom (Hata i Sakaki 1997).
S obzirom na to da se transpozoni ¢esto nalaze u blizini gena, heterokromatin koji stvaraju se
moze prosiriti na okolne gene i utisati njihovu transkripciju (Cordaux i Bazer 2009). Uloga
transpozona u formiranju heterokromatina i epigenetic¢koj regulaciji istrazivana je u vrsti A.
thaliana, gdje je pokazano da metilacija transpozona utjece na ekspresiju gena u blizini (Vaughn i
sur. 2007). Geni transpozona mogu evoluirati u nove gene koji donose odredene prednosti
domacdinu (Feschotte i Pritham 2007). Prvi primjer je gen za telomerazu koji se razvio od gena za
reverznu transkriptazu (Volff i sur. 2006). Drugi primjer je gen za protein Ragl koji interakcijom s
proteinom Rag2 aktivira rekombinaciju gena za imunoglobuline, a razvio se iz superporodice

Transib DNA transpozona (Volff i sur. 2006).
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Slika 1. Shematski prikaz svih tipova eukariotskih trasnpozona (retrotranspozona i DNA
transpozona). RT-reverzna transkriptaza, EN-endonukleza, APE-apurinska-apirimidinska
endonukleaza, RH-RNaza H, PR-proteinaza, INT-inegraza, YR-tirozinska rekombinaza, RPA-
replikacijski protein A, Y2 HEL-tirozinska rekombinaza s helikaznom domenom, ATP-ATPaza,
CYP-cisteinska proteinaza, POL B-DNA polimeraza B. Neki retrotranspozoni LINE imaju dva
okvira Citanja. ORF1 kodira RNA vezujuci protein koji se veZe za RNA LINE i stvara kompleks koji
¢ini intermedijer u procesu transpozicije. LTR-retrotranspozoni sadrze gag gen (GAG) koji kodira

za DNA ili RNA vezujudi protein. (Preuzeto iz rada Lopez-Flores i Garrido-Ramos 2012).



Uzastopni ponavljajuci sljedovi DNA

Uzastopne ponavljajuée sljedove DNA ¢ine umjereno ponavljajudi sljedovi koji se mogu nadi kod
odredenih obitelji gena koji su paralogni te imaju sliéne funkcije (Lopez-Flores i Garrido-Ramos
2012). Ponavljajudi sljedovi paralognih gena nastaju duplikacijom koja se moze dogoditi i
nekoliko puta (Long i Dawid 1980). Primjerice geni za ribosomske RNA (rDNA) su organizirani u
uzastopne ponavljajuce sljedove DNA. Jedna ponavljajuca jedinica rDNA sastoji se od gena za
28S veliku podjedinicu, 18S malu podjedinicu, 5.8S podjedinicu te 2 vanjske razmaknice ili ETS
(external transcribed spacer) i 2 unutarnje razmaknice ili ITS (internal transcribed spacer)
(Prokopowich i sur. 2003). Broj kopija u slijedu se razlikuje ovisno o vrsti eukariota, primjerice,
od 39 do 19 300 u Zivotinjama, a od 150 do 26 000 u biljkama (Prokopowich i sur. 2003).
Porodica gena koji kodiraju histone su takoder organizirani u uzastopne ponavljajuce sljedove
DNA. Jedna ponavljajuca jedinica sastoji se od gena za 5 tipova histona (H1, H2A, H2B, H3 i H4)
izmedu kojih se nalazi nekodirajuca regija. Isto kao i kod gena za rRNA, broj kopija u slijedu
razlikuje se od vrste do vrste. Primjerice, u vrsti Drosophila melanogaster broj ponavljanja iznosi
110 puta (Dover 2002). Uzastopne ponavljaju¢e DNA sa visokim ponavljaju¢im sljedovima dijele

se na mikrosatelitne, minisatelitne i satelithne DNA (Lopez-Flores, Garrido-Ramos 2012).

Mikrosatelitne DNA kao mjesta ubrzane evolucije

Mikrosatelitne DNA su kratka uzastopna ponavljanja u veli¢ini manjoj od 1 kb, a cija jedinica
ponavljanja sadrZzi manje od 9 pb (Lopez-Flores, Garrido-Ramos 2012). Mogu se nalaziti u
kodirajuc¢im i u nekodiraju¢im regijama molekule DNA. Najzastupljeniji tip miksrosatelitne DNA u
kodirajuc¢im regijama ima jedinicu ponavljanja veli¢ine 3 pb. Taj tip mikrosatelitne DNA ne
uzrokuje mutacije u pomaku okvira ¢itanja, pa je vjerojatno zato i najzastupljeniji u kodiraju¢im
regijama molekule DNA (Lopez-Flores i Garrido-Ramos 2012). Udio mikrosatelitne DNA u
genomu ovisi o vrsti, primjerice 0,85 % u vrsti A. thaliana, a u vrsti Tetraodon nigroviridis iznosi
izmedu 3i4 % (Morgante i sur. 2002). Mikrosatelitne DNA pokazuju visok stupanj tockastih
mutacija u odnosu na ostale sljedove u molekuli DNA (Gemayel i sur. 2010). Broj ponavljajucih

podjedinica u slijedu varira medu vrstama jer mikrosatelitne DNA imaju tendenciju za



povecanjem ili smanjenjem broja ponavljanja. To ostvaruju nejednolikom homolognom
rekombinacijom i proklizavanjem DNA polimeraze tijekom replikacije (Lopez-Flores i Garrido-
Ramos 2012). Visok stupanj mutacija ¢ini mikrosatelitne DNA elementima koje uvode
nestabilnost u genom i time utjecu na razvoj organizma (Gemayel i sur. 2010). Poveéanjem broja
ponavljanja u slijedu povecava se nestabilnost mikrosatelitne DNA . Homologna rekombinacija
je ucestalija izmedu duzih sljedova, a vjerojatnost krivog spajanja sljedova tijekom replikacije
DNA je veda (Ellegren 2004). Povecanje broja ponavljanja u slijedu odgovorno je za nekoliko
poznatih bolesti u ljudi kao Sto su bolest fragilnog kromosoma X, miotonic¢na distrofija i
Kennedyeva bolest (Gemayel i sur. 2010). Do bolesti uzrokovane povecanjem broja ponavljanja
u mikrosatelitnim DNA, koje se nalaze u kodiraju¢im regijama, dolazi jer mutacija ima
dominantni ili recesivni ucinak na funkciju proteina (Brower i sur. 2009). Ako je do povecanja
broja ponavljanja u mikrosatelitnoj DNA doslo u nekodirajuéoj regiji, bolest je vjerojatno
uzrokovana promjenom u mRNA, a ne proteinu (Brower i sur. 2009). Osim negativnih ucinaka
koje mogu imati na fenotip, sve viSe se pridodaje pozornost i prednostima mikrosatelitnih DNA.
One doprinose u varijabilnosti genotipa, a samim time omogucavaju evolucijske prednosti

(Gemayelisur. 2010).

Minisatelithe DNA

Minisatelitne DNA su uzastopna ponavljanja kod kojih jedinica ponavljanja DNA sadrZi vise od 9
pb (Lopez-Flores, Garrido-Ramos 2012). Kao i kod mikrosatelitnih DNA imaju tendenciju
ekspanzije ili delecije sli¢cnim molekularnim mehanizmima. Razlika minisatelitnih DNA u odnosu
na mikrosatelitne DNA nije samo u veli¢ini jedne jedinice ponavljanja, vec i prisutnosti na
odredenim mjestima u genomu. To potencijalno rezultira i drugacijom funkcijom. Primjerice,
minisatelithne DNA nadene su u subtelomernim regijama ljudskih kromosoma, a u vrsti A.

thaliana u pericentromernim regijama (Vergnaud i Denoeud 2000).

Satelitne DNA i njihova uloga u organizaciji genoma

Satelitne DNA (satDNA) su uzastopna ponavljanja ¢ije ponavljajuce jedinice iznose od nekoliko

parova baza do vise od 1 kb, a organizirane su u sljedove koji mogu iznositi i do 100 Mb (Plohl i



sur. 2008). Najcesce se nalaze u heterokromatinskim podrucjima kromosoma, iako postoje neki
primjeri satDNA pronadenih u eukromatinskim podrucjima (Plohl i sur. 2012). Karkteristi¢ni su
sljedovi za pericentromerna, subtelomerna i intersticijska podrucjim kromosoma te centromere
i telomere kromosoma (Plohl i sur. 2012). Udio satDNA varira u razli¢itim vrstama eukariota.
Primjerice, koli¢ina ukupne satDNA u genomima biljaka moZe iznositi do 20 %, dok taj udio u
kukcima iznosi i do 50 % (Macas i sur. 2010). U ljudskom genomu udio satDNA iznosi manje od 5
% (Lander i sur. 2001). Sljedovi satDNA isto tako variraju medu vrstama iako postoje odredene
satDNA koje su ocuvane i mogu se pronaci u daleko srodnim vrstama (Mravinac i sur. 2002).
Zbog cestih amplifikacija i delecija, duzine sljedova satDNA u genomu ¢esto mogu varirati i
izmedu blisko srodnih vrsta, kao $to je slucaj u razlic¢itim vrstama Drosophila (Gall i sur. 1971).
Mehanizmi kojima satDNA ostvaruju amplifikacije ili delecije jedinica ponavljanja su
nesimetricna homologna rekombinacija i proklizavanje DNA polimeraze (Walsh 1987). Kada su
satelitne DNA prvi puta izdvojene od ostatka genoma smatralo se da nemaju ulogu te su
nazvane DNA smecem (Orgel i Crick 1980). Danas se zna da imaju vaznu ulogu u organizaciji i
evoluciji genoma. Strukturne promjene u kromosomima kao i promjene broja kromosoma su
procesi koji oblikuju genom (Spielmann i sur. 2018). Do strukturnih promjena u kromosomima
moze doci zbog dvolancanog loma kod dva razlicita kromosoma ili unutar istog kromosoma koji
rezultiraju nehomolognom rekombinacijom (Wichman i sur. 1991). Na podrucjima
konstitutivnog heterokromatina dolazi do dvolan¢anih lomova kromosoma koji posljedi¢no
uzrokuje kromosomske rearanZmane. Ponavljajuci sljedovi, posebno satDNA, ¢esto se nalaze na
spomenutim mjestima (Farré isur.2015). Osim toga satDNA imaju tendenciju organizacije u
sekundarne srukture DNA, kao $to su ukosnice, tripleksi (Catasti i sur. 1999) i G-kvadripleksi
(Yang i Okamoto 2010.). Sekundarne strukture mogu usporiti ili ak zaustaviti replikacijsku vilicu
Sto rezultira dvolancanim lomovima koji se popravljaju putem nehomologne rekombinacije koja
uzrokuje veé spomenute strukturne abnormalnosti u kromosomima (Zhao i sur. 2010).
Centromere su lokusi na kromosomima koji imaju bitnu ulogu u spajanju sestrinskih kromatida i
segregaciji kromosoma tijekom diobe stanice. Osim toga, centromere su podrucja vezanja
kinetohora pomodéu kojih se kromosomi kreéu po mikrotubulima za vrijeme diobe stanice

(Buscaino i sur. 2010). Sve eukariotske centromere sadrze specifi¢ni histon cenH3, a
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organizirane su kao eukromatinska podrucja s CenH3 i H3K4me2 okruzena heterokromatinskim
podrucjima s H3K9me2 u kojima se nalaze satDNA (Buscaino i sur. 2010). Kromatin bogat
hisotonom CenH3 zasluzan je za vezanje kinetohora, a heterokromatinska podrucja koja ga
okruzuju imaju bitnu ulogu u spajanju sestrinskih kromatida (Buscaino i sur. 2010). Sljedovi
satDNA koji se nalaze u navedenim heterokromatinskim podrucjima nemaju primarnu ulogu u
funkciji centromera kromosoma jer nisu ocuvani medu vrstama, ali zbog svoje strukture i duzine
vjerojatno sudjeluju u vezanju histona CenH3 (Buscaino i sur. 2010). Telomere su ribonukleinski
komplesi koji Stite krajeve kromosoma od degradacije i sprec¢avaju skradivanje kromosoma do
kojeg moze dod¢i uslijed replikacije (Martinez i Blasco 2011). Sastoje se od proteina i kratke
ponavljajuc¢e RNA koja sluzi kao kalup za prepisivanje tj. dodatak nukleotida pomoc¢u RNA ovisne
DNA polimeraze ili reverzne transkriptaze (Greider i Blackburn 1985). Subtelomerna podrucja
sadrZe uzastopne ponavljajuce sljedove DNA, s naglaskom na satDNA (Henderson 1995). lako
postoje satDNA u subtelomernim porucjima kromosoma koje su visoko konzervirane medu
vrstama, kao i kod pericentrometnih, sljedovi satDNA u subtelomernim podrucjima uglavnom
variraju medu vrstama, pa ¢ak i medu kromosomima unutar iste vrste (Cuadrado i Jouve 1994).
Zbog toga se smatra da satDNA nemaju primarnu ulogu u funkciji telomera, ali vjerojatno
sudjeluju u sparivanju kromosoma tijekom mejoze i Stite gene u blizini od procesa adicije i
delecije nukleotida na krajevima kromosoma (Henderson 1995). Subtelomerne satDNA i
heterokromatinska podrucja koja stvaraju vjerojatno imaju ulogu i u stabilizaciji krajeva
kromosoma u nedostatku telomerne kratke ponavljaju¢e RNA (Jain i sur. 2010). Osim u
spomentim podrucjima u genomu, satelitne DNA su pronadene u kromosomima B (Klemme i
sur. 2013). Kromosome B, koji se mogu naci u biljkama i Zivotinjama, ¢ini genetic¢ki materijal koji
nije bitan za Zivot vrste, a smatra se da su nastali od kromosoma A (Jamilena i sur. 1995).
Kromosomi B koji su proucavani u vrsti Secale cereale sadrzavali su jednake koli¢ine satDNA kao
i kromosomi A, ali se vecina satDNA razlikovala u sljedovima (Klemme i sur. 2013). Unato¢ tome
postoje tipovi satDNA kod kojih je uo€ena visoka slicnost. Ova ¢injenica sugerira na to da su se
kromosomi B doista razvili iz kromsoma A, ali su evoluirali neovisno o njima (Klemme i sur.
2013). Porodica Rye satelitnih DNA pronadena u kromosomima B transkripcijski je aktivna

(Banaei-Moghaddama i sur. 2015). Smatra se da transkipti Rye satDNA pomaZzu u organizaciji i

11



regulaciji kromsoma B (Banaeu-Mighaddam i sur. 2015). Satelitne DNA pronadene sui u
intersticijskom podrucju kromsoma, primjerice u nekim vrstama iz roda Nicotiana (Lim i sur.
2000). SatDNA pronadene u intersticijkim podruéjima kromosoma originalno se nalaze u vecoj

koli¢ini u subtelomernim podrucjima te se smatra da su se iz njih i prosirile (Lim i sur. 2000).

Satelitne nekodiraju¢e molekule RNA

Primijeceno je da su neke satDNA transkripcijski aktivne, a satelitne nekodiraju¢e RNA
(satncRNA) isto tako imaju vaznu ulogu u genomu mnogih eukariota (Louzada i sur. 2020).
Pokazano je da transkripti centromerne a-satelitne DNA (aSAT) u ljudima imaju vaznu ulogu u
kontroli stani¢nog ciklusa. Nedostatak aSAT ncRNA rezultirao je zaustavljanjem stani¢nog ciklusa
(McNulty i sur. 2017). Isto tako se smatra da aSAT ncRNA reguliraju vezanje kromosoma za
mikrotubule te utjecu na razdvajanje sestrinskih kromatida interakcijom s proteinima AURORA B
(Liu i sur. 2015). Takoder aSAT ncRNA mogu stupati u interakciju s histonskom
metiltransferazom SUV39H1 i time reguliraju odrzavanje heterokromatina (Camacho i sur.
2017). Centromerni sljedovi transkripcijski su aktivni tijekom mitoze (Chan i sur 2012), a
satncRNA iz centromernih regija vjerojatno imaju ulogu u stabilizaciji kinetohora i povezivanju
kromosoma u mnogim vrstama eukariota (Grenfell i sur. 2017). Transkripti pericentromernih
satDNA povezuju se s nastankom pericentromernog kromatina jer sudjeluju u nakupljanju
heterokromatinskog proteina 1 (HP1) (Maison i sur. 2011). Tijekom odgovora stanice na stres
induciran visokom temperaturom (heat shock odgovor) aktivira se heat shock transkripcijski
faktor 1 (HSF1) koji pozitivno regulira transkripciju satelitne DNA SATII/ (Jolly i sur. 2004). Smatra
se da SATIII ncRNA molekule negativno djeluju na RNA procesirajuce faktore i reguliraju
globalnu transkripciju te time sprecavaju mogucu stani¢nu smrt potaknutu stresom (Goenka i
sur. 2016). U vrsti Drosophila melanogaster SATIII DNA se nalazi u centromernim i
pericentromernim regijama kromosoma X, a njezini trankripti imaju ulogu ne samo u funkciji
centromera, vec i u utiSavanju kromosoma (Rosi€ i sur. 2014). Transkripcijski je aktivna i
satelitna DNA FA-SAT koja se nalazi u velikoj koli¢ini u subtelomernim i pericentromernim
podrucjima kromosoma vrste Felis catus (Santos i sur. 2004). SatDNA FA-SAT i njezini transkripti

pronadeni su u genomu drugih bilateralnih vrsta te imaju visoko o¢uvan slijed (Chaves i sur.
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2003). Smatra se da FA-SAT ncRNA stupa u interakciju s piruvat kinazom M2 (PKM2) te ima
ulogu kao poveznica izmedu proliferacije i apoptoze (Ferreira i sur. 2019). Nedostatak FA-SAT

ncRNA u ljudima i mackama rezultira apoptozom tj. stanicnom smrti (Ferreira i sur. 2019).

Segmentne duplikacije

Segmentne duplikacije ili LCR (low-copy repeats) su dijelovi DNA koji se nalaze na 2 ili viSe
mjesta u u genomu (Bailey i Evan 2006). Pod tim se smatraju sljedovi veli¢ine od 1 kb do 5 kb
koji su najmanje 90 % podudarni (Bailey i sur. 2006). Uzimajuci u obzir minimalnu konverziju
gena i neutralni molekulski sat, proces duplikacije, kojim su nastali ovi sljedovi u primatima,
vjerojatno se dogodio prije oko 35 milijuna godina (Bailey i Evan 2006). Segmetne duplikacije su
organizirane u rasprsene ponavljajuce sljedove u ljudima i ¢impanzama, a u drugim sisavcima
uglavnom u uzastopne ponavljajuce sljedove (Lopez-Flores i Garrido-Ramos 2012). Sljedovi
segmentnih duplikacija ¢ine oko 5 % genoma u ljudima i cimpanzama, 2,4 % genoma makaka
koji pripadaju majmunina Starog svijeta te 2% genoma marmozeta koji pripadaju majmunima
Novog svijeta (She i sur. 2004). Udio segmentnih duplikacija iznosi od 2 do 4% genoma Stakora,
misa i psa (Cheung i sur. 2003, Tuzun i sur. 2004). Udio segmentnih duplikacija u ljudskom
genomu vedi je kod odredenih kromosoma i odredenih podrucja unutar kromosoma (She i sur.
2004). Kromosom 3 sadrzi najmanju koli¢inu segmentnih duplikacija (1,7 %) dok njihov udio u
kromosomomima 22 i Y iznosi izmedu 12 i 50 % (She i sur. 2004). Segmentne duplikacije u
ljudima i sisavcima nalaze se u subtelomernim, pericentromernim i intersticijskim podrucjima
unutar kromosoma (Bailey i sur. 2006). Pericentromerne segmentne duplikacije su vecine od 50
do 100 kb, a prisutne su u 29 od 43 kromosoma uklju¢ujuéi i kromosom Y (She i sur. 2004).
Vedéinom su nastale interkromosomskim duplikacijama (She i sur. 2004). U subtelomernim
regijama veli¢ine od 50 do 100 kb segmentne duplikacije nalaze se u 30 od 42 kromosoma
(Riethman i sur. 2001). Smatra se da su nastale izmjenom subtelomernih regija (Bailey i sur.
2006). Intersticijska podrucja kromosoma sadrze najvece koli¢ine segmentnih duplikacije koje su
vjerojatno nastale intrakromosomskim duplikacijama (Bailey i sur. 2006). Segmentne duplikacije
podloZne su evolucijskim silama kao $to su substitucije, insercije, delecije i retrotranspozicije

(Bailey i sur. 2006). Osim toga pokazuju visoku stopu mutacija koje nastaju zbog homolognih
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sliedova (Bailey i sur. 2006). Homologija izmedu sljedova segmentnih duplikacija moze
rezultirati ne alelnom homolognom rekobinacijom ili NAHR-om (non-allelic homologous
recombination) (Bailey i sur. 2006). NAHR uzrokuje rearanzamne u genomu zbog rezultirajucih
duplikacija, delecija, inverzija i translokacija (Bailey i sur. 2006). Osim toga homologija ovih
tipova ponavljanja u DNA moZe rezultirati konverzijom gena ili nereciprocnim prijenosom
sliedova s jedne kopije segmentne duplikacije na drugu (Tayebi i sur. 2003). Strukturne varijacije
koje nastaju kao posljedica ovih procesa stvaraju nove gene koji poti¢u evoluciju genoma
(Lopez-Flores i Garrido-Ramos 2012). Geni u segmentnim duplikacijama imaju 5 do 10 puta veée
strukturne varijacije i varijacije u broju kopija izmedu i unutar vrsta, Sto rezultira razlikama u
koli¢ini eksprimirane mRNA (Cheng i sur. 2005). Osim toga, visok stupanj pozitivne selekcije
uocen je medu genima u segmentnim duplikacijama (Johnson i sur. 2001). Naposlijetku,
odredene funkcionalne skupine u genima segmentnih duplikacija su obogacene, uklju¢ujuéi one
odgvorne za imunoloski odgovor, funkcije jezgre i razmozavanje (Bailey i sur. 2006). Zbog
navedenih pojava segmentne duplikacije vjerojatno imaju vaznu ulogu u adaptacijskoj evoluciji
ljudi i primata (Bailey i sur. 2006). Osim evolucijske uloge, strukturne varijacije unose
nestabilnost koja mozZe rezultirati raznim bolestima kod ljudi (Lopez-Flores i Garrido-Ramos
2012). Jedan od primjera takvih bolesti je a-talasemija do koje dolazi zbog nejednolike
homologne rekombinacije izmedu ponavljajucih sljedova gena za a-globin (Lupski 1998). Taj

dogadaj rezultira delecijom a-globinskog gena i pojavom bolesti (Lupski 1998).
Zakljucak

Poznato je da transpozoni svojom insercijom u razne dijelove genoma uzrokuju lokalnu gensku
nestabilnost, rearanZmane kromosoma i utje€u na ekspresiju obliznjih gena. Smatra se da su
navedenim procesima sudjelovali u oblikovanju eukariotskih genoma zadnjih nekoliko desetaka
milijuna godina (Jurka i sur. 2007). S obzirom na ¢injenicu da insercije transpozona ¢esto uzrokuju
bolesti, smatra se da ovi tipovi ponavljajucih sjedova nisu zadrZani jer onemogucavaju evolucijske
prednosti. Utjecaj transpozona na evoluciju genoma vjerojatno je rezultat pokretanja ovih
genetickih elemenata, ali ne i razlog (Cordaux i Bazer 2009). Mikrosatelitne i minisatelitne DNA

nestabilni su dijelovi genoma jer ih karakterizira ulestala pojava mutacija zbog procesa
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homologne rekombinacije i proklizavanja DNA polimeraze tijekom replikacije (Gemayel i sur.
2010). Te pojave ih ¢ine mjestima ubrzane evolucije. lako su satelitne DNA prvobitno smatrane
DNA smecem, razvojem novih metoda istrazivanja, njihova uloga u organizaciji genoma biva
prepoznata i dobiva na sve veem znacenju. lako nemaju primarnu ulogu u organizaciji
centromera i telomera, smatra se da sudjeluju u njihovom odrzavanju i doprinose njihovoj
funkciji. Osim toga, zbog svojih karakteristika i struktura koje stvaraju, poti¢u dvolancane lomove
koji uvode nestabilnost te rezultiraju strukturnim varijacijama u genomu. Strukturne varijacije u
genomu potic¢u evoluciju organizma (Farré i sur. 2011). Po svemu poznatom do sad, segmentne
duplikacije imaju tendenciju destabilizacije velikog dijela genoma kroz NAHR. Smatra se da je
Sirenje ovih ponavljajucih sljedova u DNA tijekom evolucije potaknuto pozitivnom selekcijom na
odredene gene (Johnson i sur. 2001). Povecan broj kopija i raznolikost tih gena vjerojatno
nadmasuje negativni utjecaj koji segmentne duplikacije mogu imati na genom (Bailey i Evan
2006). Uloga svih tipova ponavljajucih sljedova u molekuli DNA u eukariotima postaje sve jasnija,
ali mnogo informacija o njihovom mehanizmu ostaje nejasno. Kako bi se u otkrio njihov potpuni
utjecaj na evoluciju i organizaciju genoma potrebno je razviti nove metode istrazivanja koje bi to

omogucile.
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