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1. UuvOD

Inteini su pokretni geneticki elementi koji imaju sposobnost samoizrezivanja iz
polipeptida tijekom posttranslacijske dorade. Prisutni su u sve tri domene zivoga svijeta kao i
u virusima. Proces je analogan izrezivanju introna na razini RNA molekule. Dorada proteina
je posttranslacijski proces tijekom kojega intervenirajuca regija, odnosno intein, katalizira
vlastito izrezivanje iz polipeptida te ligaciju preostalih eksteina. Na taj nacin se prekursorski
polipeptid pretvara u zreli i funkcionalni protein (Novikova i sur. 2014). Nomenklatura
inteina ukljucuje oznaku roda i vrste, skra¢enu na tri slova te oznaku gena domacina. Na

primjer, intein koji potjece iz kvas¢evog gena VMAL se naziva Sce VMAL.

Inteini se dijele u dvije skupine, veliki i mini inteini. Veliki inteini sadrze HEN (homing
endonuclease) domenu te domenu za prekrajanje proteina. Mini inteini se dobivaju
uklanjanjem endonukleazne domene iz velikih inteina Sto ukazuje da ta domena nije potrebna
za procesiranje. Vecina inteina se eksprimira unutar jednog polipeptidnog lanca (cis — splicing
inteini) dok su neki podijeljeni u dva polipeptida od kojih svaki sadrZi po jedan eksteinski i
inteinski fragment (trans — splicing inteini). Takvi inteini se nazivaju podijeljeni inteini
(Elleuche i sur. 2010).

Metode temeljene na upotrebi inteina se svakim danom razvijaju sve viSe i viSe te su
postale glavni alat u modernoj biotehnologiji. Koriste se za ekspresiju i modifikaciju proteina,
posttranslacijsko procesiranje i 0znacavanje, regulaciju proteina i ekspresiju trans gena.

Takoder, imaju i ulogu biosenzora (Topilina i sur. 2014).



2. PROCESIRANJE PROTEINA

Mehanizam prekrajanja proteina sastoji se od cetiri koraka. Prekursor procesiranog
proteina sadrzi tri segmenta : N — ekstein, intein i C — ekstein (Slika 2 A). Nukleofilnim
napadom N — terminalnog cisteina ili serina inteina, peptidna veza koja povezuje N — ekstein i
intein se pretvara u tioestersku ili estersku vezu. Zatim se N — ekstein transesterifikacijom
prenosi sa bocnog ogranka inteina na bo¢ni ogranak C — eksteina pri ¢emu nastaje razgranati
esterski intermedijer. Taj razgranati ester se razrjeSava asparaginskom ciklizacijom koja je
spregnuta s cijepanjem peptidne veze. Rezultat ove reakcije su ligirani eksteini povezani
esterskom vezom i odvojeni od inteina koji ima C — terminalni aminosukcinimid. U zadnjem
koraku, esterska veza izmedu eksteina se pretvara u amidnu vezu, a C — terminalni

aminosukcinimid se hidrolizira (Slika 1).
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Slika 1. Mehanizam izrezivanja inteina. Preuzeto i prilagodeno iz Topilina i sur. 2014,

Dvije sporedne reakcije se mogu dogoditi tijekom procesa izrezivanja inteina. Ester ili tioester
koji nastaje u prvom koraku se moze pocijepati hidrolizom ili tiolizom bez asparaginske

ciklizacije. Taj proces se naziva N — terminalno cijepanje, a rezultat je N — ekstein izrezan iz



prekursora (Slika 2 B). S druge strane, asparaginska ciklizacija se moze dogoditi neovisno o
prvom i drugom koraku prilikom ¢ega dolazi do oslobadanja C — eksteina. Taj proces se
naziva C — terminalno cijepanje (Slika 2 C). Takoder, neki inteini su eksprimirani kao dva
razdvojena fragmenta i kao takvi se koriste za trans doradu proteina (protein trans splicing,
PTS). Tijekom te dorade prvo dolazi do reasocijacije inteinskih fragmenata, a tek onda do

njihovog izrezivanja (Slika 2 D).

I cis i trans splicing inteini se mogu podvrgnuti uvjetnoj doradi proteina
(conditional protein splicing, CPS). CPS zahtijeva nekakav okida¢ koji ¢e pokrenuti doradu
prekursorskog proteina (Slika 2 E). Kao okida¢ moze posluziti svjetlost, promjena pH

vrijednosti ili temperature, redoks stanja te prisutnost malih molekula (Topilina i sur. 2014).

Metoda vezanja sintetskog proteina (expressed protein ligation, EPL) se koristi za
modifikaciju C terminusa. Protein svojim C terminusom fuzioniran s inteinom se prenosi na
bo¢ni ogranak sintetskog peptida koji ima N - terminalni cistein. Taj peptid moze sadrzavati

nenativne aminokiseline ili druge kemijske probe koje se na taj na¢in mogu ugraditi u protein
(Slika 2 F).
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Slika 2. Shematski prikaz izrezivanja proteina. A. Izrezivanje inteina. B. N — terminalno cijepanje. C. C —
terminalno cijepanje. D. Trans dorada proteina. E. Uvjetna dorada proteina. F. Metoda vezanja sintetskog

proteina. Preuzeto i prilagodeno iz Topilina i sur. 2014.



3. EKSPRESIJA | MODIFIKACIJA PROTEINA

Metode bazirane na inteinima se koriste za modifikaciju sekvence ili strukture
rekombinantnih proteina, ukljucujuci ciklizaciju i polimerizaciju proteina, ekspresiju proteina
s nativnim N — terminalnim ostacima i mjesno specificnu proteolizu. Inteini mogu olaksati i
ekspresiju toksi¢nih proteina te velikih proteina iz istog okvira ¢itanja, omogucuju

posttranslacijsko stvaranje malih peptida te sluze kao selektivni geneticki markeri.

3.1. CIKLIZACIJA PROTEINSKE OKOSNICE

Ciklizacija proteina oznacava povezivanje N i C krajeva proteinskog lanca
kovalentnom vezom. Ciklizacija rezultira njihovom povec¢anom stabilno$¢u i bioaktivnosc¢u
(Topilina i sur. 2014). Stabilnost takvih proteina se povecava buduci da su otporni na
egzoproteaze koje ne mogu degradirati ciklicke proteine. Posebno su zanimljivi ciklicki
antibiotici koji u usporedbi sa svojim linearnim analozima imaju vecu stabilnost te aktivnost
(Elleuche i sur. 2010). Cirkularizacija odnosno ciklizacija proteinske okosnice se koristi za
proucavanje I manipulaciju strukture i funkcije proteina. Takoder, ciklizacija stabilizira

smatanje proteina reducirajuci entropiju koja je inace povezana s nesmotanim stanjem.

Jedna od najvaznijih primjena ciklizacije uz pomo¢ inteina je in vivo stvaranje velikih
biblioteka geneticki kodiranih cikli¢kih peptida. Iako je kemijska sinteza ciklickih peptida
jako razvijena, biosinteza ipak ima mnogo vise prednosti upravo iz razloga Sto se biblioteke
ciklickih peptida mogu stvarati i pretrazivati in vivo. Ciklizacija peptida i proteina se uz
pomoc¢ inteina moze posti¢i dvjema metodama: metoda vezanja sintetskog proteina i trans

dorada proteina.

3.1.1. TRANS DORADA PROTEINA (PTS)

Trans dorada proteina koristi intein koji je podijeljen u dva fragmenta, N intein i C
intein. O ovoj metodi su prvi izvijestili Benkovic i suradnici koriste¢i DnaE split intein iz

Synechocystis sp. za proizvodnju cikli¢kih peptida i proteina in vivo. Inteinski fragmenti nisu



individualno aktivni, ali se veZu jedan za drugoga s visokom specifi¢éno$c¢u te stvaraju aktivnu
inteinsku domenu in trans. Ciljni protein se eksprimira kao fuzija s C- i N- split inteinskim
fragmentima. Promjenom redoslijeda N- i C- inteinskih fragmenata dolazi do PTS reakcije te
nastanka cikliziranog peptida (Slika 3 B). Ova metoda se ¢esto naziva i SICLOPPS (split
intein circular ligation of proteins and peptides) i primjenjuje se za stvaranje biblioteka malih
ciklic¢kih peptida (Aboye i sur. 2012).

Naime, doslo se do zakljucka da se ova tehnologija moze koristiti u kombinaciji s
nonsense supresorskom tRNA tehnologijom kako bi se izgradile velike biblioteke ciklickih
heksapeptida koristeéi Sirok spektar ,,neprirodnih“ aminokiselina. Te biblioteke su se koristile
u pretraZivanju za inhibitorom HIV proteaze primjenjujuéi selekciju na temelju stani¢ne
vijabilnosti. To je postignuto povezivanjem stani¢ne vijabilnosti s aktivnoséu HIV proteaze.
Mjesto koje HIV proteaza cijepa je uvedeno u fleksibilnu regiju gena za tetraciklinsku
otpornost (Tn10-HIV). Uvodenje ove sekvence ne utjee znacajno na biolosku aktivnost
Tn10-HIV. Medutim, kad se koeksprimira zajedno s HIV proteazom, gubi se otpornost na
tetraciklin. Stoga ¢e stanice koje eksprimiraju Tn10-HIV i HIV proteazu moc¢i rasti na mediju
koji sadrzi tetraciklin samo ako je HIV proteaza inhibirana; u suprotnom ¢e pocijepati Tn10-

HIV.

Znanstvenici su koristili ovaj pristup za pretrazivanje (screening) prezivjelih stanica
koje eksprimiraju HIV/Tn10-HIV te koje su transformirane geneticki kodiranom bibliotekom
ciklickih peptida. U ovim uvjetima, samo stanice koje eksprimiraju ciklicke peptide sposobne
inhibirati HIV proteazu mogu rasti do zasi¢enja. Znanstvenici su uspjeli selektirati razlicite
ciklicke heksapeptide koji sadrze neprirodnu aminokiselinu p-benzoilfenilalanin koja moze
inhibirati HIV proteazu. Ova otkri¢a su dovela do saznanja da brojne aminokiseline koje se ne
nalaze u prirodi mogu doprinijeti evolucijskoj prednosti nad selekcijskim pritiskom te pomoci

u lije¢enju mnogih bolesti (Aboye i sur. 2012).

Osim za ciklizaciju, podijeljeni inteini se mogu koristiti i za polimerizaciju ciljnog proteina.
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Trans dorada proteina. Preuzeto iz Aboye i sur. 2012.

3.1.2. METODA VEZANJA SINTETSKOG PROTEINA (EPL)

U ovoj metodi, ciklizacija se moze postici na nacin da se protein od interesa fuzionira
svojim N i C krajevima s razli¢itim inteinima. Proteolizom ili C — terminalnim cijepanjem na
mjestu spajanja N — inteina i ciljnog proteina dobije se N — terminalni cistein. Taj cistein
reagira s aktiviranim tioesterom na mjestu spajanja C — inteina i ciljnog proteina EPL
reakcijom te nastaje ciklizirani protein (Slika 3 A) (Topilina i sur. 2014).

EPL metoda se koristi za mjesno — specifi¢no uvodenje kemijskih modifikacija na C —
terminus rekombinantnih proteina. Osim ciklizacije polipeptida, svoju primjenu je nasla i u
mjesno - specifi¢noj imobilizaciji proteina na ¢vrstim nosac¢ima, ugradnji neprirodnih

aminokiselina i opti¢kih sondi, semi — sintezi preniliranih proteina (Berrade i sur. 2009).

Ovaj pristup se koristio i za biosintezu ciklotida unutar bakterijskih stanica. Ciklotidi

su mali globularni mikroproteini sa ,,head-to-tail* cikliziranom okosnicom koja je



stabilizirana trima disulfidnim vezama. Broj i poloZaj cisteina je konzerviran te ¢ini motiv
cistinski ¢vor koji ciklotidima daje otpornost na fizicku, kemijsku i bioloSku razgradnju
(Aboye i sur. 2012). Takoder, pronadeni su neki ciklotidi koji mogu proci kroz eukariotske

membrane. Ta svojstva ih ¢ine idealnim kandidatima za razvoj lijekova na bazi peptida.

3.2. PROTEINI S UNIFORMNIM N - TERMINALNIM OSTACIMA

Inteini se koriste i za ekspresiju proteina s uniformnim N — terminalnim ostacima u
bakteriji E. coli. Pojacano eksprimirani proteini u E. coli mogu biti podvrgnuti neZzeljenom N
— terminalnom procesiranju od strane metioninskih i prolinskih aminopeptidaza. Kako bi se
izbjeglo to cijepanje i zadrzale njihove nativne N — terminalne aminokiseline, ciljni protein je
svojim N krajem fuzioniran sa Ssp DnaB mini — inteinom i eksprimiran u soju E. coli koji je
deficijentan u enzimu aminopeptidaza, odnosno gen pepP koji kodira za aminopeptidazu P je
deletiran iz genoma. Nakon C — terminalnog cijepanja inteina, dobije se protein sa zeljenom

aminokiselinom na N kraju.

Kako bi se dokazalo da rekombinantni proteini proizvedeni na ovaj na¢in imaju
neprocesirane i homogene N - krajeve koristio se ljudski kationski tripsinogen. Naime, ovaj
ekspresijski sustav je razvijen u sklopu projekta kojim se pokusao razjasniti funkcionalni
ucinak p.A16V mutacije u ljudskom kationskom tripsinogenu za koju je opazeno da je
povezana s kroni¢nim pankreatitisom. Inicijatorski metionin je smjeSten uzvodno od mini —
inteina dugackog 154 aminokiseline koji je potom fuzioniran s ljudskim kationskim
tripsinogenom (232 aminokiseline). N — terminalni cistein mini — inteina je mutiran u alanin
kako bi se onemogucilo cijepanje na N — terminusu (Slika 4). Nativna N — terminalna
sekvenca izolirana iz gusteradinog soka je Ala™®-Pro'’-Phe'®, dok je za tripsinogen

eksprimiran u E. coli o&ekivana sekvenca Met- Ala'®-Pro*’-Phe®® (Kiraly i sur. 2011).
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Slika 4. Primarna struktura intein — tripsinogen fuzijskog proteina. Preuzeto iz Kiraly i sur. 2011.

3.3. EKSPRESIJA PEPTIDA, TOKSICNIH PROTEINA I PROTEINA IZ JEDNOG
OKVIRA CITANJA

Uz pomo¢ inteinske tehnologije, proteini se mogu eksprimirati iz jednog otvornog
okvira ¢itanja, mali peptidi kao dio pravilno smotanih proteina s afinitetnim domenama, a

toksi¢ni proteini u inaktivnom obliku.

Inteini olakSavaju dobivanje peptida tijekom posttranslacijskog procesiranja te
omogucuju razlikovanje peptida dobivenih cijepanjem neuredenih, defektnih ribosomskih
produkata (defective ribosomal products, DRiPs) od onih dobivenih iz pravilno smotanih
proteina. Primjerice, smatralo se da se MHC | peptidi dobivaju cijepanjem krivo smotanih
proteinskih fragmenata. Medutim, cijepanje ili Mtu RecA ili Pch PRP8 mini — inteina takoder
je dalo MHC 1 epitope. Buduc¢i da prekursor inteina mora imati stabilnu konformaciju kako bi
se olaksalo izrezivanje, to upucuje na to da se MHC peptidi dobivaju iz stabilnih i pravilno

savijenih proteina (Topilina i sur. 2014).

Inteini mogu olaksati i poveéanu ekspresiju toksi¢nih proteina. Na primjer, Sca VMA
intein se koristi u semi — sintezi aktivnih citotoksi¢nih enzima iz inaktivnih fragmenata EPL
metodom. Kao $to je ve¢ receno, reakcije izrezivanja inteina zapoc¢inju nukleofilnim napadom
N — terminalnog cisteina dok je otpustanje inteina iz prekursora posredovano ciklizacijom C —
terminalnog asparagina. Mutacija reaktivnog asparagina u alanin blokira izrezivanje inteina.
Medutim, takav mutant jo$ uvijek ima N — terminalni cistein kojim moZze izvrsiti nukleofilni

napad.

Ovaj princip je koriSten za proizvodnju govede RNaze A i restrikcijske endonukleaze

iz Haemophilus parainfluenzae (Hpal). U E. coli eksprimirani su njihovi krnji i inaktivni



oblici kao fuzijski proteini koji se sastoje od ciljnog proteina, inteina i hitin - vezne domene
(CBD). CBD sluzi za njihovu izolaciju buduci da se veze na kolonu koja sadrzi hitinska zrnca.
Tiol — inducirano cijepanje fuzijskog proteina rezultira otpustanjem ciljnog proteinas C —
terminalnim tioesterom. Dodatkom sintetskih peptida koji sadrze aminokiseline koje
nedostaju krnjim proteinima i N — terminalni cistein, stvaraju se produkti normalne duljine
(Slika 5). Ti proteini imaju kataliticku aktivnost karakteristi¢nu za proteine divljeg tipa za
razliku od krnjih fragmenata RNaze A i Hpal koji nemaju nikakvu enzimsku aktivnost

(Evans i sur. 1998). Razlika je samo u tome Sto ligirana RNaza A zahtjeva renaturaciju za

svoju potpunu kataliticku aktivnost, dok Hpal odmah nakon ligacije pokazuje svoju aktivnost.
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Slika 5. Ligacija peptida posredovana inteinom. Preuzeto i prilagodeno iz Evans i sur. 1998.

Drugi pristup je stvaranje netoksi¢nog proteinskog prekursora umetanjem inteina u

toksi¢ni protein prilikom ¢ega se dobije ciljni protein ¢ija aktivnost ovisi o uvjetima CPS —a



inteina (Topilina i sur. 2014). Na primjer, I-Tevl endonukleaza se inaktivira umetanjem
modificiranog Mtu RecA inteina koji je aktivan samo pri odredenim pH vrijednostima.
Prilikom insercije inteina potrebno je pronaéi odgovarajuéi cistein u ciljnom proteinu gdje bi

ugradnja inteina ublaZila toksi¢nost (Wu i sur. 2002).

Fuzijom inteina s genima za laki i teSki lanac antitijela moze se posti¢i ekspresija
antitijela iz jednog okvira ¢itanja. Takav fuzijski protein je uspjeSno i eksprimiran i procesiran
u stanicama sisavaca reakcijama N — i C — terminalnog cijepanja inteina. To je rezultiralo

antitijelima koja imaju ispravne sekvence i za teski i za laki lanac (Slika 6).

N- i C- cijepanje

BRI -

T

Daljnja obrada

Slika 6. Stvaranje antitijela koje se eksprimira iz jednog okvira ¢itanja. Preuzeto i prilagodeno iz Topilina i sur.
2014.

3.4. INTEINSKE PROTEAZE

Podijeljeni inteini se primjenjuju i za mjesno — specifi¢no cijepanje proteina. N -
terminalni fragment Ssp DnaB S1 split inteina se moZze ubaciti izmedu dvije ciljne sekvence i
koristiti kao mjesto cijepanja koje prepoznaje C — terminalni inteinski fragment. Taj fragment
se ponasa kao inteinska proteaza te se prilikom njegovog spajanja s N — terminalnim dijelom
ciljni protein pocijepa (Slika 7). Inteinske proteaze imaju prednost nad ostalima jer
omogucuju kontrolu proteinskog cijepanja unutar zivih stanica buduéi da njihova aktivnost

rezultira minimalnom stani¢nom toksi¢nos$¢u (Topilina i sur. 2014).
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Slika 7. Primjena inteina kao visoko specifi¢ne proteaze. Preuzeto i prilagodeno iz Topilina i sur. 2014.

3.5. INTEINI KAO GENETICKI MARKERI

Inteini mogu posluziti i u in vivo modifikaciji gena. Primjerice, Pch PRP8 intein moze
tolerirati mnostvo genetickih markera te i dalje zadrzati visoku efikasnost izrezivanja.
Geneticki obiljeZeni intein se moZe koristiti za inserciju GFP-a unutar ciljnog proteina in vivo.
Primjer je oznacavanje kalmodulina GFP-om u kvascu. Ti inteini sluZe kao selektivni markeri
za ekspresiju proteina unutar kojeg su ugradeni. Nakon izrezivanja nisu vise dio zrelog
proteina (Slika 8). Ova metoda se moZze prosiriti i na druge proteinske privjeske te prilagoditi i
drugim organizmima. Takoder, moZe na¢i primjenu i u nekim drugim sustavima kao $to je
recombineering (Ramsden i sur. 2011).

DNPOlY  n-GFP Int

T -

Slika 8. Primjena inteina kao geneti¢kog markera. Preuzeto iz Topilina i sur. 2014.
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4. PROCESIRANJE I OZNACAVANJE PROTEINA POSREDOVANO INTEINIMA

Trans dorada proteina se primjenjuje u in vivo modifikaciji proteina, ukljuc¢ujuci

semi — sintezu na povrSini stanice te oznac¢avanje proteina unutar stanice.

4.1. SEMI — SINTEZA PROTEINA NA POVRSINI STANICE

Semi - sinteza zapocinje oznacavanjem C — terminusa nekog proteina odnosno
receptora na povrsini stanice fluorescentnom grupom kao $to je 5 — karboksi-fluorescein uz
pomo¢ podijeljenog inteina. Podijeljeni inteini omogucuju odvijanje reakcije izmedu tog
proteina i peptida koji nosi neku zZeljenu oznaku. PTS se odvija prilikom ligacije endogenog
polipeptida s membranskim proteinom na povrsini stanice (Slika 9). Kako bi se nadvladao
slabi vezni afinitet izmedu intenskih fragmenata, potrebna je pomoc¢na interakcija receptor —
ligand (Topilina i sur. 2014). Dakle, ta interakcija omogucuje povezivanje podijeljenih
inteinskih fragmenata i njihovo izrezivanje prilikom ¢ega na povrsini stanice ostane
fuzionirani protein. Uz pomo¢ fluorescentne skupine moze se pratiti njegovo smatanje,

kretanje po stanici te lokalizacija proteina (Volkmann i sur. 2009).

Slika 9. Oznacavanje proteina koji se nalaze na povrsini stanice. Preuzeto iz Topilina i sur. 2014,
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4.2. OZNACAVANIE PROTEINA U STANICI

Razvijeno je nekoliko metoda temeljenih na inteinima za selektivno oznacavanje
proteina unutar zivih stanica. Sve te metode ukljuc¢uju podijeljene inteine s jako malim N- ili
C- inteinskim fragmentima, od 6 do 15 aminokiselina. Krace inteinske fragmente je lakSe
sintetizirati, a i veca je vjerojatnost da ¢e uci u stanicu. Za razliku od drugih metoda, in vivo
oznacavanje proteina temeljeno na inteinima ima nekoliko prednosti. Primjerice, oznacavanje

se bazira na prepoznavanju inteinskih fragmenata.

Prilikom trans dorade proteina, intein je podijeljen u dva fragmenta, C- intein i N-
intein koji se medusobno vezu sa visokom specifi¢noscu. Na taj nacin omogucuju stvaranje
funkcionalne domene koja moZze ligirati N- i C- eksteinske segmente. Ssp DnaE intein ima
relativno mali Ic fragment Sto olakSava njegovu kemijsku sintezu. To omogucuje upotrebu
sintetskih Ic fragmenata koji mogu nositi razli¢ite probe u svom C — eksteinskom segmentu.
Dakle, uvodenje prigusivaca u isti Ic polipeptid gasi fluorescenciju koja potjece od te
fluorescentne probe lokalizirane u C — eksteinskom segmentu. Tako Ic koji ne reagira, ne
pokazuje fluorescenciju. Tek nakon trans reakcije, kad se C — ekstein prenese na akceptorski
protein, fluorescentna proba ¢e se aktivirati jer se vise ne nalazi u blizini prigusivaca

(Slika 10). To rezultira fluorescencijom te oznacavanjem ciljnog proteina (Borra i sur. 2012).

@D ) —> - @
CFNK T4
POI-l,, FRET-quenched I, Fluorescence-labele:d

Iy +1
protein e

Slika 10. Mjesno - specifi¢no obiljeZavanje i fluorescencija ciljnog proteina. Preuzeto iz Borra i sur. 2012.
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5. REGULACIJA AKTIVNOSTI PROTEINA UZ POMOC UVJETNE DORADE
PROTEINA (CPS)

Kako bi se mogla regulirati aktivnost proteina in vivo, njegovo izrezivanje mora biti
uvjetno, ili in cis ili in trans. To znaci da se aktivira uz pomo¢ nekog okidac¢a kao $to su male

molekule, svjetlost, temperatura, pH ili promjena redoks stanja.

5.1. UVJETNA DORADA PROTEINA INDUCIRANA MALIM MOLEKULAMA

Domene ¢ija je dimerizacija inducirana ligandom omogucuju aktivaciju PTS — a. Na
primjer, intein Sce VMA je pocijepan na N- i C- fragmente koji su fuzionirani s rapamicin
veznim domenama FKBP12 i FRB. Dodatkom rapamicina potic¢e se dimerizacija tih domena
Sto inducira reasocijaciju inteina i aktivciju PTS-a (Slika 11 A). Ovaj pristup je naSao
primjenu u kontroliranom stvaranju luciferaze krijesnice u musici Drosophila melanogaster te
stanicama u kulturi. Takoder, dizajnirani su i inteni koji kontroliraju cis doradu proteina. Na
mjestu endonukleazne domene inteina, umetnuta je ligand vezna domena humanog
estrogenskog receptora. Dodatak odgovarajuceg liganda potice izrezivanje inteina

......

prisutnosti odredene molekule (Topilina i sur. 2014).

5.2. UVJETNA DORADA PROTEINA AKTIVIRANA TEMPERATUROM

Razvijena je temperaturno — osjetljiva verzija Sce VMA inteina koja omogucuje
kontrolu cijepanja proteina u ovisnosti o temperaturnim promjenama i u kvascu i u D.
melanogaster. Intein kontrolira aktivaciju transkripcijskih faktora Gal4 i Gal80 koji pak
omogucuju temperaturno — ovisnu aktivaciju ili represiju transkripcije ciljnih gena. Na taj
nacin se uz pomo¢ CPS — a moZe posti¢i opCenitija kontrola aktivnosti proteina budu¢i da je
ta kontrola povezana s transkripcijskom aktivacijom koja kontrolira bilo koji gen. CPS je

obecavajuca metoda za stvaranje temperaturno — osjetljivih mutanata.
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Uz temperaturu, CPS moze biti potaknut i svjetlos¢u te promjenom pH vrijednosti.

Fotoaktivacija se moZze posti¢i ili fuzijom inteina s fotodimerizacijskom domenom ili

dodatkom zastitnih skupina koje se cijepaju pod utjecajem svjetlosti (Topilina i sur. 2014).

A
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Slika 11. Prikaz uvjetne dorade proteina (CPS). A. Uvjetna dorada proteina potaknuta djelovanjem male
molekule na trans inteine. B. Uvjetna dorada proteina potaknuta djelovanjem male molekule na cis intein. C.
Uvjetna dorada proteina inducirana redukcijom. Preuzeto i prilagodeno iz Topilina i sur. 2014.

5.3. UVJETNA DORADA PROTEINA INDUCIRANA REDUKCINOM

CPS se moze kontrolirati i redoks stanjem disulfidnih veza. Kada se disulfidna veza
izmedu C- i N- eksteina nalazi u oksidiranom stanju, intein nije aktivan. Primjenom nekog
reducirajuéeg sredstva kao $to je ditiotreitol, disulfidna veza se reducira Sto inducira aktivnost
inteina te dolazi do njegovog izrezivanja (Slika 11). Kako bi se kontroliralo preuranjeno
cijepanje cis inteina, na odredenim polozajima u inteinu ili eksteinu se uvode cisteini izmedu

kojih se formira disulfidna veza.
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6. ZAKLJUCAK

Otkri¢em inteina je znacajno porasla njihova primjena u polju molekularne biologije.
Zamijenili sumnoge kemijske metode, bilo da se koriste prirodni ili pak umjetni inteini. Samo
20 godina nakon njihovog otkrica, oni se ve¢ koriste za proc¢is¢avanje, manipuliranje pa ¢ak i
proizvodnju proteina koje je teSko dobiti koriStenjem tradicionalnih metoda. Zbog svoje
autokataliticke reakcije, inteini nisu ovisni niti o domacinskom proteinu niti o bilo kojem
drugom supstratu. To ih ¢ini pogodnima za in vivo i in vitro primjene. Njihovom upotrebom je
pokazano da oni ne povec¢avaju Samo mogucnosti posttranslacijskog procesiranja, nego isto
tako mogu posluZiti i u industrijske svrhe, odnosno u biotehnologiji. Najvazniji inteini koji se

primjenjuju u biotehnologiji su podijeljeni inteini.

Zahvaljujuéi inteinima, moguce je razvijati lijekove na bazi peptida. No, potrebno je
dodatno optimizirati metode posredovane inteinima kako bi one postale §to ekonomicnije i

primjenjivije u biotehnologiji.

Inteini su takoder zanimljivi i u evolucijskoj biologiji budu¢i da zbog svojih
kataliti¢kih svojstava mogu posluZiti kao dokaz prvobitnih enzima odnosno mogu dati uvid u
neke od najranijih enzima. Takoder, pretpostavlja se da inteini u po¢etku nisu imali
endonukleaznu domenu koja im omoguéuje skakanje izmedu genoma te da su je ,,dobili tek
kasnije u evoluciji $to im je omogucilo da postanu sebi¢ni geneticki elementi. Medutim,
potrebna su jo$ brojna istraZivanja kako bi se to¢no utvrdilo na koji na¢in inteini funkcioniraju
te na temelju toga zakljuditi jesi li to samo sebi¢ni geneticki elementi ili su doista u pitanju

,ostaci“ proslosti.
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8. SAZETAK

Dorada proteina je posttranslacijski proces tijekom kojega intervenirajuca regija
odnosno intein katalizira vlastito izrezivanje iz polipeptida te ligaciju preostalih eksteina.
Neki inteini su eksprimirani kao dva razdvojena fragmenta te olakSavaju trans doradu
proteina. Neki se pak mogu podvrgnuti uvjetnoj doradi proteina, dok se uz pomo¢ EPL —a
mogu uvoditi mjesno — specificne modifikacije u protein. Metode temeljene na inteinima su
postale glavni alat u modernoj biotehnologiji. Napredak u razumijevanju strukture i
kataliti¢kih svojstava Cis- i trans- inteina je doveo do razvoja modificiranih inteina koji
omogucuju pro¢iS¢avanje proteina, njihovu ligaciju te ciklizaciju. Koriste se za ekspresiju i

modifikaciju proteina, posttranslacijsko procesiranje i oznacavanje te regulaciju proteina.

9. SUMMARY

Protein splicing is a post-translational process by which an intervening sequence,
called an intein, catalyses its own excision from the polypeptide as well as ligation of the
flanking sequences, called exteins. Some inteins are expressed as two separate fragments and
facilitate protein trans splicing. Some of them can undergo conditional protein splicing
whereas expressed protein ligation (EPL method) can incorporate site — specific protein
modifications. Intein — based methods have become an essential tool in modern
biotechnology. Progress in understanding the structure and catalytic properties of cis- and
trans- inteins has led to the development of modified inteins that allow for protein
purification, ligation and cyclization. They have been used in protein expression and
modification, post — translational processing and labelling and protein regulation.
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