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1. UVOD

U prokariota je proces transkripcije i translacije spregnut (odvijaju se istovremeno),
dok su u eukariota prostorno i vremenski odvojeni: transkripcija se odvija u jezgri, a translacija
u citoplazmi (Nelson i Cox 2013). Istovremeno odvijanje transkripcije i translacije u prokariota
omoguceno je time Sto je primarni transkript (ribonukleinska kiselina, RNA, sintetizirana
transkripcijom s deoksiribonukleinske kiseline, DNA) ujedno i zrela informacija za sintezu
proteina (glasnicka RNA, mRNA): nisu nuzne dorade primarnog transkripta kako bi se on
pravilno translatirao i time dobio funkcionalan polipeptid, Sto znaci kako su geni prokariota
cjeloviti. Za razliku od toga, primarni transkript eukariota nije ujedno i mRNA, pa su, kako bi
se dobila funkcionalna mRNA, nuzne njegove dorade, Sto znaci kako geni eukariota nisu
cjeloviti, ve¢ su mozaicni: sastoje od egzona, kodirajuéih sekvenci; i introna, nekodirajucih
sekvenci (Nelson i Cox 2013).

Egzoni su nukleotidni sljedovi koji se procesom prekrajanja (eng. splicing) spajaju u
MRNA i sadrze nukleotidni slijed (okvir ¢itanja) za odredeni polipeptid, a introni su sljedovi koji
se prekrajanjem izrezuju iz primarnog transkripta. Introni ne kodiraju za proteine, a ponekad
su i dulji od egzona, pa je zacudujuce kako su se zadrzZali u genomu, s obzirom da su dugacki
genomi vedi energijski troSak od kracih. Uz to, sam proces prekrajanja eukariota je precizno
reguliran i energijski zahtjevan, pa je to joS jedan od dodatnih pokazatelja kako bi sustav
introna mogao imati neku znacajniju ulogu u stanici. Da su introni samo nekodirajuce sekvence
DNA, tj., da nemaju neku prednost za stanicu ili evoluciju stanice, u eukariota se ne bi razviliu
kompleksan sustav, ve¢ bi, kao i u prokariota, ve¢inom nestali, a zadrzali se tamo gdje bi se
njihovim gubitkom narusila vijabilnost stanice. (Nelson i Cox 2013)

Razli¢iti fenomeni povezani uz organizaciju eukariotskog genoma ukazuju kako introni
omogucavaju ubrzanu promjenu strukture i funkcije proteina (mijeSanje egzona, eng. exon
shuffling), a drugima se i dodatno Stedi energija (i prostor) jer se jednim genom moze
sintetizirati viSe razliCitih polipeptida (alternativno prekrajanje, eng. alternative splicing). Ti
fenomeni omoguéavaju razlicito kombiniranje egzona, pa je moguée kako su olaksali i ubrzali
evoluciju eukariotskih proteina. Medutim, introni i fenomeni sliéni fenomenima koji
omogudavaju introni u eukariota, pojavljuju se i u prokariotima, pa su introni sigurno utjecali
i na razvoj prokariota, pogotovo jer su introni postojali i prije pojave eukariota. (Nelson i Cox

2013; Guar i Li 2000)



Kako bi se razumjelo koji utjecaj introni imaju na evoluciju proteina, prvo treba
razumjeti Sto su introni, kako su se pojavili i koja je njihova uloga u stanici, ali mora se razumjeti

i Sto su egzoni te koja je njihova poveznica s proteinima.



2. MOZAICNA ORGANIZACIJA GENA

Glavna razlika eukariotskih i prokariotskih gena je u organizaciji samih gena.
Prokariotski geni su cjeloviti: transkribirana RNA moze odmah u¢i u translaciju, bez posebnih
posttranskripcijskih modifikacija. Zbog toga je u prokariota transkripcija i translacija
istovremena: ¢im se transkribira vezno mjesto za ribosom, ribosom se veze za mRNA i
zapocinje translacija. U rijetkim slucajevima, poneki prokariotski gen sadrzi samoizrezujuce
introne. Jos jedna od specifi¢nosti prokariotskih gena je organiziranost gena u operone: vise
uzastopnih gena, koji naj¢esée djeluju na istom metabolickom putu, nalazi se pod jednim
promotorom i razdijeljeni su nekodiraju¢im sekvencama u kojima se nalazi ribosomsko vezno
mjesto za nizvodni gen i regulatorne sekvence. (Nelson i Cox 2013)

Za razliku od prokariota, eukriotski geni nisu cjeloviti, ve¢ se kaze da su mozaicni:
sadrZe egzone i introne (Slika 1.) (Guar i Li 2000; Nelson i Cox 2013). Egzoni nose informacije
potrebne za sintezu funkcionalnog polipeptidnog lanca i prilikom procesa prekrajanja (eng.
spliceing), se ne izbacuju iz primarnog transkripta, ve¢ ulaze u mRNA (Guar i Li 2000; Nelson i
Cox 2013). Za razliku od egzona, introni (eng. intervening sequences) se izbacuju iz primarnog
transkripta, dobiva se zrela mRNA s cjelovitim i pravilnim okvirom Citanja za jedan polipeptid
(Nelson i Cox 2013). Takoder, geni eukariota nisu organizirani u operone: svaki gen se
prepisuje za zasebnog promotora, a mRNA ima samo jedno vezno mjesto za ribosom (Nelson

i Cox 2013).
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Slika 1. Shema mozai¢ne grade eukariotskih gena. Egzoni (E#) su
oznaceni kao Siroki, zeleni, a introni (/#) kao tanki, crveni pravokutnici.




2.1. Introni

Introni najc¢esée ne kodiraju za polipeptid kodiran tim genom. Mogu kodirati za RNA
koje sudjeluju u procesu prekrajanja (snRNA), male regulatorne RNA (miRNA) kojima se
odredeni geni reguliraju na razini procesiranja primarnog transkripta ili na razini translacije
(Nelson i Cox 2013), a poneki introni sadrze gen za endonukleazu (Tocchini-Valentini i sur.
2011).

Osim po nukleotidnom slijedu, introni se razlikuju po nacinu prekrajanja i po poloZaju
s obzirom na kodone gena unutar kojeg se nalaze, tocnije, prema fazi (Guar i Li 2000; Nelson i
Cox 2013; Costa 2004). Nacin prekrajanja introna ovisi o njegovom nukleotidnom slijedu:
nukleotidni slijed odreduje 3D strukturu introna koja je bitna za kataliticku reakciju

prekrajanja, dok poloZaj unutar gena ne ovisi o nukleotidnom slijedu.

2.1.1. Podjela prema nacinu prekrajanja:

Prekrajanje je proces kojim se introni izbacuju iz primarnog transkripta, a egzoni se
ostavljaju u mRNA (Slika 2.). Dvije su glavne skupine introna s obzirom na nacin prekrajanja,
od kojih po svaka ima dvije grupe. Prva skupina su samoizrezujuéi introni, a druga su
nesamoizrezujuci introni, koji se prekrajaju pomocu riboproteinskog kompleksa zvanog

spliceosome ili neke RNaze (Nelson i Cox 2013, Tocchini-Valentini i sur. 2011, Costa 2004).
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spliceosome, u slucaju
spliceosome-alnih introna

Slika 2. Shematski prikaz procesa prekrajanja. Crveni tanki pravokutnici su predstavljaju introne koji
se tijekom prekrajanja izbacuju, a zeleni deblji pravokutnici predstavljaju egzone koji se prekrajanjem
medusobno spajaju i ostaju u mRNA jer sadrze informacije potrebne za sintezu proteina. Razlicit
obrazac zelenog obojenja predstavlja razlicite egzone. Prilagodeno prema Nelson i Cox 2013.

Samoizrezujudi introni kataliziraju vlastito izrezivanje i nije im potreban nikakav enzim.
Oni su ujedno i prve RNA molekule za koje je otkriveno kako vrse neku kataliti¢cku reakciju
(Nelson i Cox 2013). Dijele se u dvije grupe medu kojima su razlike malene. Grupi |
samoizrezujucih introna za izrezivanje je potreban slobodan gvanozin kao kofaktor koji napada

5'-kraj pripadajuéeg introna ¢ime se dobiva slobodni 3'-kraj uzvodnog egzona. Novo dobiveni



3'-kraj napada 5'-kraj nizvodnog egzona, pri cemu se intron izrezuje, a dva uzastopna egzona
se spajaju (Nelson i Cox 2013). Grupa Il samoizrezujuéih introna ima slican mehanizam
izrezivanja, ali joj nije potreban slobodni gvanozin koji napada 5'-kraj introna, ve¢ tome sluzi
2'-OH odredenog adenozina unutar samoizrezujuéeg introna. Ova skupina introna moze se
pronadi i u nekih prokariota, a, s obzirom da spliceosome prevelik i ne ulazi u organele te da
su organeli nastali od bakterija uslijed endosimbioze arheje i bakterija (Nelson i Cox 2013), ne
cudi Sto se obje grupe introna nalaze u genima organela: grupa | pronalazi se u nekim
mitohondrijskim i kloroplastnim genima za rRNA, neke mRNA i tRNA, a grupa Il su najcesée
samoizrezujuci introni unutar mRNA mitohondrija i kloroplasta (Nelson i Cox 2013, Glanz i
Kick 2009). Poneki introni obiju grupa mogu se ponasati kao pokretni geneticki elementi
(Costa 2004).

Nesamoizredujudi introni ¢ine najveéu skupinu introna. Prva grupa nesamoizrezujucih
kromosoma je najveca grupa introna s obzirom na nacin prekrajanja i nalazi se iskljucivo u
eukariota (Nelson i Cox 2013, Costa 2004). lako je mehanizam prekrajanja slican mehanizmu
prekrajanja samoizrezujucih introna grupe Il, reakcije su katalizirane ribonukleoproteinskim
kompleksom spliceosome — ribozimom: kataliticku aktivnost imaju male jezgrine RNA (eng.
small nuclear RNA, snRNA). Odredene snRNA kompleksa spliceosome komplementarno
prepoznaju 3'-kraj uzvodnog egzona i 5'-kraj pripadajuceg introna, druge dovode adenozin na
specificnom mjestu unutar introna na 5'-kraj introna, kako bi se oslobodio 3'-kraj uzvodnog
egzona i dovode dva uzastopna egzona u povoljnu konformaciju kako bi se oni medusobno
povezali, a intron se izbacio, dok ostale sluZze za regulaciju. Navedeno ukazuje kako je bitan
nukleotidni slijed na krajevima egzona i introna te unutar introna, oko adenozina koji ¢e 2'-OH
napasti 5'-kraj introna, ¢emu u prilog ide i postojanje dvije verzije spliceosoma: prva koristi U1
i U2 snRNA i njome se prekrajaju introni koji na 5'-kraju imaju pGpU, a na 3'-kraju pApG; dok
druga koristi U11 i U12, a prekraja introne koji na 5'-kraju imaju pApU, a na 3'-kraju pApC.
Druga grupa nesamoizresujucih introna izrezuje se pomocéu RNaza i karakteristi¢an je za
izrezivanje introna unutar vecine tRNA arheja i eukariota (Tocchini-Valentini i sur. 2011).
Mehanizam ne sli¢i mehanizmu ni jedne druge grupe introna, veé podsje¢a na mehanizam
dijelovanja ligaze (Nelson i Cox 2013). Veéina RNaza arheja prepoznaje karakteristi¢nu
sekundarnu strukturu prelaska s ekson na intron: izbocina-okret-izbocina (eng. bulge-helix-
bulge, BHB), prema kojoj zna gdje treba prekrajati, dok eukariotske zahtjevaju dio zrele tRNA,

ali ne uvijek (Tocchini-Valentini i sur. 2011, Costa 2004).



S obzirom na mehanizme prekrajanja, samoizrezujuéi introni su evolucijski mladi, dok
su oni Cije je prekrajanje ovisno o enzimima i ribozimima, nastali kasnije. Mehanizam
prekrajanja spliceosome-alnih introna li¢i na mehanizam samoizrezujuéih introna grupe I, pa
je za pretpostaviti kako introni grupe Il i introni koji se izrezuju kompleksom spliceosome dijele
zajednicki, predacki mehanizam prekrajanja (Nelson i Cox 2013; Costa 2004). Taj predacki
mehanizam bio je sli¢niji mehanizmu prekrajanja grupe Il, upravo zato jer je mehanizam
prekrajanja grupe Il jednostavniji od mehanizma spliceosome-almnih introna (Nelson i Cox
2013; Costa 2004). Postojanje samoizrezujuéih introna u prokariotima i u organelima (Nelson
i Cox 2013; Tocchini-Valentini i sur. 2011), ukazuje kako su samoizrezujuci introni nastali prije
nastanka eukariota, a nepostojanje spliceosome-alnih introna u prokariota ukazuje kako su se

ti introni pojavili nakon ili tijekom pojave eukariota.

2.1.2. Polozaj introna s obzirom na kodone gena (podjela prema fazi):

Poveznica izmedu nukleokiselinskog slijeda i aminokiselinskog slijeda je interakcija
kodona i antikodona. Kodon je slijed od tri nukleotida (triplet) koji se nalazi u mRNA, a
antikodon je specifi¢an triplet tRNA (transfer RNA — unutar ribosoma donosi aminokiseline
koje se nadodavaju na C-kraj novo rastuceg polipeptidnog lanaca) komplementaran kodonu u
mRNA. U primarnom transkriptu eukariota, otvoreni okvir Citanja nije cjelovit, ve¢ je
isprekidan intronima, tocnije, unutar ili izmedu pojedinih kodona u mRNA koja ¢e nastati
nakon prekrajanja umetnuti su introni. Introni mogu biti umetnuti na 3 nacina (Slika 3.) (Guar
i Li 2000):

1) introni faze 0 — intron se nalazi izmedu tre¢eg nukleotida zadnjeg kodona uzvodnog
egzona i prvog introna nizvodnog egzona (intron je omeden dvama kodonima);

2) introni faze 1 — intron se nalazi izmedu nukleotida na prvoj i drugoj poziciji kodona
(uzvodni egzon zavrSsava na nukleotidu prve pozicije kodona, a nizvodni egzon
zapocinje nukleotidom druge pozicije kodona);

3) introni faze 2 — intron se nalazi izmedu nukleotida na drugoj i treéoj poziciji kodona
(uzvodni egzon zavrSava na nukleotidu druge pozicije kodona, a nizvodni egzon

zapocinje nukleotidom trece pozicije kodona).
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Slika 3. Shema podjele introna s obzirom na kodon. Zeleni pravokutnici oznacavaju egzone, a crveni introne.
Brojke oznacavaju pozicije nukleotida unutar kodona na samom pocetku (5-kraj) nizvodnog ili kraju (3'-kraj)
uzvodnog egzona. Iznad pojedinih introna pise koje su faze.

2.1.3. Pojava introna:

Dvije su glavne teorije pojave introna: rana teorija (eng. Intron-Early Hypothesis) i
kasna teorija (eng. Intron-Late Hypothesis). Obje teorije pretpostavljaju kako su se prvo razvili
samoizrezujuéi introni, pri ¢emu su se iz grupe Il razvili introni koji se prekrajaju
ribonukleoproteinskim kompleksom spliceosome. (Guar i Li 2000)

Rana teorija pojave introna se naziva joS i egzonska teorija gena (eng. Exon Theory of
Genes), a pretpostavlja da su introni predacko svojstvo gena (Guar i Li 2000). Prvi geni su se
sastojali od jednog egzona, a izmedu gena su se nalazile razmaknice koje su postali introni
(Guar i Li 2000; Koonin 2006; de Souza 2003). Geni, tocnije, egzoni su kodirali za kratke
polipeptidne segmente od 15 do 20 aminokiselina, koji ¢ine strukturnu domenu proteina (de
Souza 2003). S vremenom, prokarioti su izgubili veéinu introna, a oni koji su ostali su
samoizrezujudi (Belfort M. i sur. 1995), ili se izrezuju uz pomoc specificnih RNaza (Nelson i Cox
2013; Tocchini-Valentini i sur. 2011), dok su eukarioti zadrZali samoizrezujuée introne, a s
vremenom je vedini eukariotskih introna za izrezivanje postao potreban kompleks
spliceosome.

Kasna teorija pojeva introna govori kako su se introni pojavili nakon pojave ili s
pojavom eukariota. Predacki su geni sadrzavali samo kodiraju¢e segmente (egzone), a introni
su se naknadno unijeli u genom, paralelno s pojavom eukariotske stanice (Guar i Li 2000) u
to€no odredene sljedove (de Souza 2003). Introni se tek pojavljuju u stanicama koje su si
,mogle priustiti energijski trosak” odrzavanja introna, a to su eukariotske stanice. | dalje su
prvi introni bili samoizrezujuéi, ali su oni u eukariota evoluirali u introne koji se izrezuju
kompleksom spliceosome.

Vise je potkrijepljena rana teorija pojave introna nego kasna. Odredena istrazivanja
(Reinhold-Hurek i sur. 1992) ukazuju kako su se introni pojavili prije razvoja genetickog koda,
dakle, prije nastanka eukariota. U antikodonskim petljama tRNA za leucin, izoleucin i arginin,

na istom se mjestu (izmedu uridina i adenozina unutar UAA) nalazi intron, $to bi upudivalo na



srodnost navedenih tRNA (Reinhold-Hurek i Shub 1992). Dodavsi tome i da su aminoacil-tRNA
sintetaze (enzimi koji vrSe sparivanje tRNA s pripadajuéom aminokiselinom) za aminokiseline
leucin, izoleucin i agrinin takoder srodne (Reinhold-Hurek i Shub 1992), te uzevsi u obzir kako
se tRNA razvija simultano s aminoacil-tRNA sintetazom jer je ona njegov supstrat i moraju si
medusobno steric¢ki odgovarati, dodatno upucuje na srodnost navedenih tRNA. Takoder,
egzoni Cesto kodiraju za to¢no jednu strukturnu domenu proteina (Guar i Li 2000; Koonin
2006), ¢ime se ocCituje pretpostavka rane teorije o postanku introna: jedan ,praegzon” kodirao
je za protein s jednom jedinom funkcijom. Istrazivanjem na trioza-fosfat izomerazi pokazalo
se kako se funkcija navedenog proteina moze izvrsiti i ako se svaki strukturne domene proteina
eksprimiraju zasebno jer strukturne domene medusobno kompleksiraju tako da stvore
funkcionalni kompleks (de Souza 2003). Time se vidi kako je moguce da su predacki geni bili
sastavljeni od jednog egzona. Pri tome bi se jedna reakcija metabolickog puta katalizirala
ekspresijom vise gena, kodirajuéih za kratke polipeptide koji zasebno nemaju kataliticku
funkciju, ali u kompleksu provode reakciju. Postoje i dokazi koji govore da su introni prilikom
pojave eukariota postojali u velikom broju, ali oni ne govore o razdoblju prije pojave eukariota,
pa ih se ne moze sa sigurnoscu uzeti kao potkrijepljenje teorije (Koonin 2006).

U slucaju kasne pojave introna, statisticki se ocekuje podjednaka zastupljenost introna
svih faza. Medutim, proucavajuéi introne unutar 44 gena predacka svim eukariotima i
prokariotima, pokazalo se kako je 35 — 40 % introna faze 0 (Guar i Li 2000; de Souza 2003).
Uzevsi u obzir kako introni faze 0 odjeljuju egzone koji kodiraju za pojedinu domenu (bas kao
Sto nalaZe rana teorija o pojavi introna), navedeno opaZanje u 44 gena predacka svim
eukariotima i prokariotima ide u prilog ranoj teoriji o pojavi introna, a introni faze 0 smatraju
se ,,ranim“ intronima (Guar i Li 2000; Roy 2003). Zasto ostatak introna nije faze 0, a trebali bi
biti ako se pretpostavi da je rana teorija o postanku introna tocna, pokusalo se objasniti
procesom proklizavanjem introna, eng. intron sliding (Guar i Li 2000). Proklizavanje introna se
dogada kada se pojavilo novo mjesto mjesto prekrajanja ili kada se izgubilo staro mjesto
prekrajanja. Prilkom toga intronske sekvence se povedavaju ili smanjuju, pri ¢emu dolazi do
delecija dijelova egzona ili insercija dijelova introna u mRNA (Stoltzfus i sur. 1997). Procesom
se mijenja faza introna, a egzoni prestaju korelirati sa strukturnim domenama proteina, sto je
opravdalo manjak introna faze 0, ne poklapanje nekih egzona sa strukturnim domenama
proteina i nepoklapanje introna unutar srodnih gena te osnazilo ranu teoriju o pojavi introna.

Medutim, iako je vrlo moguce, proklizavanje introna jo$ nije opazeno u pravom smislu
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(Stoltzfusisur. 1997), pa se kasna teorija pojave introna ne smije odbaciti, pogotovo uz dokaze
o lateralnom prijenosu introna (Koonin 2006). Najvjerojatniji evolucijski scenarij je da su
introni faze 0 zaista ,,rani” introni i da egzoni koje okruzuju kodiraju za pojedine strukturne
domene proteina te da je nekoliko introna faze 1 ili 2 takoder ,,ranih, ali su zbog proklizavanja
introna prestali biti faze 0 i viSe se nisu poklapali sa strukturnim domenama proteina. Ostali
introni su ,,kasni“ i okruzuju egzone koji kodiraju za vise domena istovremeno (Guar i Li 2000).
Sve ukazuje kako su obje teorije to¢ne: postoji odredeni dio introna koji su ,rani“ (faze 0 te
oni koji su postali faze 1ili 2), a odreden dio koji su ,, kasni“ (veéina faze 1i 2); prvi su se pojavili

prije pojave eukariota, a drugi s pojavom eukariota (de Souza 2003, Roy 2003).

2.1.4. Zadrzavanje i uloga introna:

Sinteza nukleinskih kiselina je energijski zahtjevan proces. Za produljivanje nukleinske
kiseline za jedan nukleotid potrebno je odcijepiti pirofosfat s nukleotid trifosfata, Sto je
energijski jednako potrosnji dvaju ATP-a (Nelson i Cox 2013). To znaci kako se za n nukleotida
utroSi barem 2n ATP-a, ne ukljucivsi u racunicu energijsku potrebu za sintezu nukleotida de
novo. |z reCenog bi se odmah moglo pretpostaviti kako svaka stanica pokuSava iz svojeg
genoma izbaciti nukleotidne sekvence koji nemaju funkciju. Time bi i prve stanice sprjecavale
pojavljivanje i zadrzavanje introna u genomu. Medutim, introni postoje i u prokariota i u
eukariota (Nelson i Cox 2013), sto ukazuje kako su, makar bili energijski trosak, u odredenoj
mjeri potrebni za pravilno funkcioniranje stanice.

Sagledavsi energijsku potrebnu za odrzavanje pojedinih tipova introna i tipova stanice
u kojoj se nalaze, vidi se poveznica izmedu koli¢ine ukupne energije kojom stanica raspolaze i
tipova introna koje ta stanica sadrzava. lako eukarioti ukupno raspolazu s viSe energije, omjer
volumena stanice i koli¢ine energije koju stanica zahtjeva je jednak i u prokariota i u eukariota
(Lynch M. i Marinov G. K. 2017). Eukarioti su kroz povijest sav viSak energije koji je eventualno
nastao iskoristili za poveéanje kompleksnosti (Lynch M. i Marinov G. K. 2017), pa su se time
mogli poceti zadrZavati, odrzavati i unaprijedivati introni.

Prokarioti ukupno raspolazu s manje energije (Lynch M. i Marinov G. K. 2017) i nisu
uspjeli akumulirati nikakav visak energije kako bi poveéali kompleksnost. Zbog toga sadrze
samo samoizrezujuce introne ili kratke introne koji se izrezuju RNazama. Oba tipa introna ne

zahtjevaju puno energije (Nelson i Cox 2013), paih je lako odrzavati.



lako raspolazu s vise energije, zahtjevi za energijom su veéi u eukariotskim nego u
prokariotski stanicama (Lynch M. i Marinov G. K. 2017), izmedu ostalog i zbog kompleksnog
sustava spliceosome-alnih introna, koji su u genomu zastupljeniji od egzona (Nelson i Cox
2013), te za Cije je prekrajanje potreban ribonukleoproteinski kompleks spliceosome koiji
takoder stvara dodatan energijski teret. Dakle, zbog velike koli¢ine energije na raspolaganiju,
eukarioti ne samo da mogu zadrzati introne koje imaju i prokarioti te imati joS dulje intronske
sekvence, ve¢ mogu razviti i introne koji se izrezuju pomocu spliceosome-a. S obzirom da su
spliceosome-alni introni najzastupljeniji u genima koji kodiraju za polipeptide, a polipeptidi i
njihove interakcije su odgovorni za pravilno funkcioniranje i kompleksnost stanice, moguce je
da su povecanju kompleksnosti eukariota pripomogli introni utjecudi na transkripciju mRNA i
evoluciju proteina.

Samo postojanje introna u prokariota nalaze kako, iako ne kodiraju za protein, introni
imaju odredenu ulogu u stanici. Dapace, u eukariota introni ne bi toliko uznapredovali s
obzirom na prokariotske introne jer bi, iako se eukarioti mogu ,razbacivati” s energijom, ipak
postojao negativan selekcijski pritisak na stanice s vise introna ili ve¢im intronima. Takve bi
stanice imale manje energije na raspolaganju, pa bi bile u loSijoj poziciji za opstanak nego
stanice s manje ili manjim intronima, koje bi, pak, imale vise energije na raspolaganiju.

Bakterijski introni su iskljucivo samoizrezujudi (grupa | i grupa Il) i nalaze se u genima
koji kodiraju za rubonukleinske kiseline s odredenom funkcijom: ribosomalna RNA (rRNA) i
transfer RNA (tRNA), a vrlo rijetko u genima koji kodiraju za proteine (Nelson i Cox 2013).
Moguce je da su introni potrebni kao oznaka za posttranskripcijske modifikacije RNA
(Reinhold-Hurek i Shub 1992), a njihovo izrezivanje za pravilno smatanje zrele tRNA ili rRNA,
te bi se bez njih RNA krivo smotala i ne bi se postigla Zeljena funkcija, pa su se zato zadrzali u
prokariota.

Arheje su, za razliku od bakterija, izgubile samoizrezujuce introne grupe I, ali imaju
introne grupe Il. Gubitak introna grupe | moze se objasniti postojanjem Cetvrtog tipa introna
(introni koji se izrezuju pomocu RNaza), prisutnih u pre-tRNA i pre-rRNA (Tocchini-Valentini i
sur. 2011). lzrezivanje introna cetvrte grupe je efikasnije od izrezivanja grupe I. Stanice s
pripadaju¢im RNazama bile su u selekcijskoj prednosti jer su introni brze izbaéeni, pa se i brze
dobije funkcionalan geneticki produkt. Ti su introni u 75 % slucajeva postavljeni na isto mjesto

oko antikodona razlicitih tRNA (Reinhold-Hurek i Shub 1992; Tocchini-Valentini i sur. 2011), a

10



ostatku su introni na razlic¢itim pozicijama. Introni u pre-tRNA vjerojatno postoje iz istog
razloga kao i u bakterija: oznaka za mjesta koja trebaju posttranskripcijsku modifikaciju.

Nastanak eukariota objasnjava se , hidrogen teorijom“ u kojoj su bakterijska i arhealna
stanica usle u anaerobnu sintrofiju (video Martin i sur.). Time je doSlo i do prijenosa gena
izmedu bakterijskog i arhealnog genoma (video Martin i sur.). Osim citavih gena, doslo je i do
prijenosa bakterijskih introna grupe Il u arhealni genom tako $to su se navedeni introni izrezali
iz primarnog transkripta i ubacili u prigodne slijedove arhejskog genoma (video Martin i sur.;
Koonin 2006). U danasnjim eukariotima introni grupe Il nalaze se samo u organelima, dok su
se oni koji su se prenjeli u jezgru razvili u spliceosome-alne introne (video Martin i sur.;
Tocchini-Valentini i sur. 2011; Costa 2004). Proces spliceosome-alnog prekrajanja sporiji je od
procesa translacije, pa ako se navedeni procesi odvijaju u istom stani¢cnom odjeljku, ribosom
¢e svako malo zastajkivati kako bi pricekao da spliceosome izvrsi prekrajanje (video Martin i
sur.). To je vjerojatno bio selekcijski pritisak pod kojim je nastala jezgra: stani¢ni odjeljak u
kojem se dogada transkripcija i prekrajanje, kako bi se u citosolu nesmetano mogla odvijati
translacija (video Martin i sur.), pa bi se moglo reci kako su spliceosome-alni introni postali
podloga za razvoj uobicajenog, necjelovitog eukariotskog genoma (moguce i ubrzanu evoluciju
proteina), a prijenos samoizrezivajucih introna grupe Il u genom arheje okinuo eukariogenezu
(Koonin 2006). Osim jezgrinih gena, eukarioti imaju i gene organela, koji sadrze sadrze
samoizrezujuce introne grupe | i grupe ll, $to ukazuje na njihovo bakterijsko porijeklo (Nelson
i Cox 2013; Reinhold-Hurek i Shub 1992; Tocchini-Valentini i sur. 2011; Costa 2004). U
organelima su se samoizrezujuéi introni zadrzZali jer su organeli membranom odvojeni od
citoplazme, pa nije mogu¢ ulazak spliceosome-a i potiskivanje samoizrezujucih introna. Uz to,
genom bakterije koja ¢e postati organel reducirao se (Selosse i sur. 2001), pa su danasnji
organeli siromasni genima, te nije postojala potreba za boljim sustavom prekrajanja od
samoizrezujucih introna. Jezgrini geni za tRNA takoder sadrze introne koji se izrezuju pomocu
RNaza, Sto ukazuje na srodnost s arhejama (Tocchini-Valentini i sur. 2011).

Introni, generalno, ne kodiraju za geneti¢ku informaciju, iako u eukariota mogu kodirati
regulatorne RNA (Nelson i Cox 2013). S toga je razlog zadrZavanja introna u prokariota
isklju¢ivo uloga u posttranskripcijskim doradama tRNA i pravilnom smatanju funkcionalnih
RNA, dok bi u eukariota, osim uloge koju imaju u prokariota i poticanje eukariogeneze, introni
mogli imati regulatornu ulogu, ali i utjecaj na evoluciju proteina preko mijesanja egzona (eng.

exon shuffling) i alternativnog prekrajanja (eng. alternative spliceing) (de Souza 2003).
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2.2. Egzoni

Egzoni su dijelovi primarnog transkripta koji sadrze informaciju potrebnu za sintezu
proteina (okvir ¢itanja proteina i netranslatirajuce regije na 5'-kraju i 3'-kraju) i procesom
prekrajanja ostaju u strukturi mRNA (Nelson i Cox 2013). Ponekad, jedan egzon kodira za Citav
polipeptid, koji se moze smotati u multifunkcionalni protein (Nelson i Cox 2013), ali ¢eSce
kodira za pojedini dio polipeptida (Guar i Li 2000). Ako ne kodira za Citav polipeptid, odnos
primarne strukture polipeptida i egzona (nukleotidne sekvence) moze bit raznolik (Slika 4.):
1. jedna strukturna domena kodirana je to¢no jednim egzonom (Slika 4.a);
2. jedna strukturna domena djelomice je kodirana jednim egzonom, tocnije jedan
egzon djelomic¢no kodira vise strukturnih domena (Slika 4.b);

3. dvije ili vise strukturnih domena je kodirano jednim egzonom (Slika 4.c);

4. jedna strukturna domena kodirana je s vise egzona koji to¢no kodiraju samo za tu
domenu (Slika 4.d);

5. izmedu strukturne domene i egzona nema nikakve povezanosti (Slika 4.e).

e

Slika 4. Shematski odnos egzona i strukturnih domena proteina. Sirokim zelenim pravokutnicima su oznaceni
egzoni, uskim crvenim introni, a plavim strukturne domene proteina. Razli¢it obrazac obojenja na
pravokutnicima koji razlicite strukturne domene proteina. a — jedna strukturna domena kodirana je to¢no
jednim egzonom; b — jedna strukturna domena kodirana je nekolicinom egzona; c — visSe strukturnih domena
kodirano je istim egzonom; d — jedna strukturna domena kodirana je s viSe egzona koji kodiraju samo za tu
domenu; e — izmedu strukturnih domena i egzona nema korelacije. Prilagodeno prema Guar i Li 2000.
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Strukturne domene globularnih proteina to¢no se poklapaju s jednim egzonom (Slika 4.a) ili je
poklapanje gotovo savrseno (Slika 4.b) i rijetko kada su strukturne domene kodirane s dva ili
viSe egzona (Slika 4.d) (Guar i Li 2000). Za sada nisu pronadeni globularni proteini kojima se
strukturne domene ne poklapaju s egzonima (Slika 4.e), ali su pronadeni primjeri u kojima se
jedna domena kodirana s viSe egzona (Guar i Li 2000). Ovakvo opazanje ide u prilog ranoj
teoriji pojave introna, odnosno egzonska teorija gena, gdje su prvi geni imali jedan cjeloviti
okvir ¢itanja (jedan egzon) za jedan globularni protein odvojen nekodiraju¢im sljedovima koji
su postali introni (Guar i Li 2000).

Geni za globine su dobar primjer promjene odnosa egzona i strukturnih domena
proteina tijekom evolucije. Geni za a- i -globinske lance kraljeSnjaka sastoje se od tri egzona
i dva introna, a proteinski produkt ima cetiri strukturne domene: prva i zadnja domena
kodirana je zasebnim egzonima, a srediSnje dvije dijele egzon (Guar i Li 2000), Sto ukazuje kako
su u proSlosti navedene domene bile kodirane s dva egzona odjeljena intronom. Da je tome
bilo tako ide u prilog kako leghemoglobinski geni (geni biljaka homologni hemoglobinskim
genima kraljesaka) i globinski geni obli¢a Pseudoterranova decipiens sadrze dodatan, sredisnji
intron upravo na mjestu gdje se pretpostavljalo da se bio nalazio intron predka gena za a- i 3-
globinske lance, a intron na istoj poziciji je pronaden i u divljim primjercima obli¢a

Caenorhabditis elegans (Guar i Li 2000).

13



3. PROTEINI

Proteini su polipeptidni lanci koji vrSe odredenu funkciju za organizam, bilo unutar ili
izvan stanice. Osnovna gradevna jedinica su im aminokiseline, a sintetiziraju se na ribosomu:
nukleoproteinskom kompleksu konzerviranom u ¢itavom Zivom svijetu, na kojem se vrSi
sinteza polipeptidnog lanca preko kodona na mRNA, prepoznatih od antikodona na tRNA s

vezanom pripadaju¢om aminokiselinom. (Nelson i Cox 2013, Guar i Li 2000)

3.1. Organizacija proteina

Protein je pojam koji nije ekvivalentan isklju¢ivo jednom polipeptidnom lancu, vec
funkcionalnom polipeptidnom lancu ili funkcionalnom kompleksu polipeptidnih lanaca. Tako
jedan protein moze biti sastavljen od jednog polipeptidnog lanca (jedne podjedinice), pa se
naziva monomernim (npr. mioglobin), ili moZe biti sastavljan od vise polipeptidnih lanaca (vise
podjedinica), pa se naziva multimernim (npr. hemoglobin). Podjedinice proteina u sebi sadrze
strukturne domene: aminokiselinski slijed polipeptida smotanih u jasno definiranu 3D
strukturu. Pojedina strukturna domena moZe vrsiti zasebnu funkciju i u tom trenu ona
odgovara jednoj funkcijskoj domeni, ali ponekad je za odredenu funkciju potrebno vise
razli¢itih, po aminokiselinskom slijedu, ne susjednih strukturnih domena. Zbog toga se
ponekad tesko odreduje granica funkcionalnih domena unutar aminokiselinskog slijeda, ali se
zato jesno moZe odrediti granica strukturnih domena jer su strukturne domene kolinearne s
aminokiselinskim slijedom. Nevezano za broj podjedinica, proteini mogu vrsiti jednu ili vise
funkcija, a broj funkcija ovisi o funkcijskim domenama. Tako su, na primjer, transkripcijski
faktori gradeni od minimalno dvije funkcionalne domene: DNA vezuju¢a domena i barem
jedna domena kojom se interagira s drugim proteinima. (Nelson i Cox 2013; Guar i Li 2000)

Rana teorija o pojavi introna pretpostavlja da su prvi genomi bili organizirani na nacin
da se jedan gen sastoji od jednog, kratkog egzona koji kodirao za polipeptid sastavljen od jedne
strukturne domene (Guar i Li 2000). Ekspresijom razliCitih egzona, kratki polipeptidi su se
nekovalentnim interakcijama povezivali u komplekse koji bi vrsili neku funkciju (de Souza
2003). Takvo slaganje u komplekse postoji i danas: ¢esto se enzimi pojedinog metaboli¢kog
puta upravo nekovalentnim interakcijama sloze u kompleks i funkcija se obavila kao i u

nepocijepanog enzima (Nelson i Cox 2013; de Souza 2003). Ponekad, ako se strukturne
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domene poklapaju s funkcijskom, odnosno, ako se funkcijska domena ne sastoji od
aminokiselina strukturnih domena koje nisu bliske, pojedina strukturna domena moze
zasebno eksprimirati, a da se pri istovremenoj ekspresiji svih domena funkcija zadrzi (de Souza
2003), jer se pojedinacne domene sloze u kompleks. U drugom sluéaju se zasebnom
ekspresijom pojedine strukturne domene funkcija ne moze zadrzati (de Souza 2003).
Organizacija genoma prokariota i eukariota povezana je s na¢inom na koji su proteini
gradeni i nacin na koji se pomodu njih izvrSava neki metabolicki put. Prokariotski geni su
organizirani u operone: funkcionalne cjeline unutar genoma u kojima se nalaze geni istog
metabolickog puta, a kodiraju najc¢esce za polipeptide s jednom funkcijom (Nelson i Cox 2013).
Transkripcijom se dobije policistronska mRNA, a na njoj se nalazi vise uzastopnih gena, od kojih
stavki ima svoje vezno mjesto za ribosom, pa se na takav nacin jednostavno regulira i
ekspresija gena: potrebno je samo aktivirati operon i svi potrebni enzimi se translatiraju
istovremeno (Stark 1977). Za razliku od prokariota, eukarioti nemaju policistronske, veé
monocistronske mRNA na kojima se nalazi informacija za jedan polipeptid (Nelson i Cox 2013).
Kako bi se metabolicki put pravilno provodio, a regulacija navedenog bila ¢im jednostavnija,
eukarioti imaju multifunkcionalne proteine: jedna mRNA sadrzi informaciju za jedan veliki
protein, koji ima vise enzimatskih aktivnosti podijeljenih na razli¢ite domene, a, u slucaju da
funkciju izvrSava multimerni protein, samostalni monomeri najées¢e ne mogu izvrSavati svoju
funkciju (Stark 1977), ve¢ je potrebna njihova pravilna organizacija u komplekse, sto je
pretpostavka rane teorije o pojavi introna. Isti metabolicki put je u prokariota podijeljen na

viSe polipeptida (Stark 1977).

3.2. Dobivanje proteina s novim funkcijama

Postoji vise nacina na koji se dobiva protein s novom funkcijom. Pri tome se stara
funkcija moze, ali ne mora izgubiti. Funkcija ¢e se izgubiti u slucaju da je dosSlo do mutacije
gena bez da se gen ili dio gena udvostrucio. U slucaju da je doslo do duplikacije i da se jedan
od dupliciranih dijelova mutirao, moze se dobiti nova funkcija gena uz zadrzavanje stare
funkcije. Zbog razvijenog sustava introna, eukarioti imaju dodatne nacine za dobivanje
proteina s novom funkcijom. Osim duplikacijom genskih sekvenci, mutacijama u sekvencama
na granici introna i egzona moze dodi izmjene nacina prekrajanja (eng. alternative spliceing),

pri cemu jedan gen moZe dati razli¢ite genske produkte, a dvolancanim lomovima unutar
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introna i popravkom loma rekombinacijom moze doci do izmjena egzona izmedu dva gena
(eng. exon shuffling) ili zamjene egzona unutar samo jednog gena (Guar i Li 2000, de Souza
2003). U nastavku poglavlja ¢e se opisati produljivanje gena, dok ¢e dobivanje novih funkcija

posredovanjem intronima biti opisano pod drugim poglavljima.

3.2.1. Mutacije:

Mutacije nastaju kada se oStecenje u DNA krivo popravi, tocnije, kada se trajno
promjeni nukleotidni slijed u DNA (Nelson i Cox 2013). U slucaju da se osStetio kodirajudi slijed
DNA, ako se osteéenje ne popravi, mutacija se moze odraziti na strukturu proteina, a ako je
ostecenje u nekodiraju¢em slijedu DNA, moguc¢ je utjecaj na sintezu proteina, ali ako se protein
sintetizira, struktura mu nece biti narusena, pa ¢e i funkcija biti o€uvana. Mutirajuci sekvence
DNA koje ne nose informaciju o sintezi proteina, ve¢ su odgovorne za transkripciju i translaciju,
moguce je pojacati ili smanijiti (ili ne promijeniti) sintezu proteina. Time se mijenja koli¢ina
proteina u stanici, cime se ona moZe ili ne mora nadi u selekcijskoj prednosti. Mutirajudi
nekodirajuce sljedove koji nemaju regulatornu ulogu prilikom sinteze proteina te u koju
spadaju i introni, jos je manja mogucnost da bi se ikako utjecalo na proteine, ali ona jos uvijek
postoji. Mijenjaju¢i neke od bitnih sekvenci unutar introna, koje za pravilno prekrajanje
trebaju imati odredenu strukturu odredenu nukleotidnim slijedom, primarni transkript ¢e se
nepravilno doraditi: pojedini intron se nece izrezati ili ¢e se izrezati i poneki egzon. Mutacije
introna koje dovode do pojave proteina s novom funkcijom bit ¢e opisane u narednim

poglavljima.

3.2.2. Produljivanje gena:

Produljivanje gena prvi je korak u evoluciji jednostavnijih proteina u kompleksnije
(Guar i Li 2000), ali ono nije nuzno za dobivanje nove funkcije, ve¢ je neophodno ako se uz
postojeéu funkciju Zeli dobiti nova. Dva su glavna nacina za produljivanje gena: mutiranje STOP
kodona na kraju okvira Citanja proteina i duplikacija gena (Guar i Li 2000).

Mutiranjem STOP kodona se proteinu na C-kraj nadodaju nasumiéne aminokiseline
kodirane do tada netranslatiraju¢om regijom, do pojave prvog slijede¢eg STOP kodona. Od
ukupno 64 kodona, 61 kodira za aminokiselinu, a ostalih 3 su STOP kodoni: 95 % kodona je

kodirajucih za aminokiseline, a 5 % za STOP kodone (Nelson i Cox 2013). Ako se pretpostavi da
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su STOP kodoni u 5'-netranslatirajuéoj regiji nasumiéno postavljeni, prvi slijedeéi STOP kodon
bi se trebao pojaviti oko 95. nadodane aminokiseline. Uz navedeno, ako se pretpostavi da ¢e
se aminokiseline nadodavati nasumi¢no (ucestalost nadodavanja ovisi o udjelu kodona u
genetickom kodu, koji kodiraju za tu aminokiselinu), najviSe je vjerojatno da se nece postici
nikakva dodatna strukturna domena kojom bi se ostvarila nova funkcija (Guar i Li 2000).
Duplikacija gena obuhvacda viSe dogadaja, pa postoji nekoliko tipova duplikacije gena

(Guar i Li 2000):

1. djelomicnaili unutrasnja duplikacija;

2. potpuna duplikacija;

3. djelomic¢na duplikacija kromosoma;
4, potpuna duplikacija kromosoma;
5.

poliploidija ili duplikacija genoma.

Prve Cetiri duplikacije nazivaju se regionalne duplikacije jer se dogada duplikacija samo dijela
genoma (Guar i Li 2000). Duplikacija Citavog genoma je za Citav organizam bolja jer regionalne
duplikacije mogu negativno utjecati na normalno funkcioniranje stanice (Guar i Li 2000), s
obzirom da je za regulaciju homeostaze bitna i sama kolicina proteina, a koli¢ina se povecava
i s povecanjem koli¢ine pripadajucih gena. Regionalne duplikacije su, pak, poprili¢cno bitne za
evoluciju proteina (Guar i Li 2000). Duplikacije su u eukariota ucestalije, s obzirom da, za
razliku od prokariota, eukarioti imaju genom bogat ponavljajué¢im sekvencama, koje su glavne
odgovorne za nestabilnost genoma (Richard i sur. 2008). Ponavljaju¢e sekvence otvaraju
nekolicinu mehanizama kojima se dijelovi genoma udvostrucivaju, kao $to je nejednolik
crossing over (Guar i Li 2000). Jednom kad se pokrene, udvostrucivanje se sve ceSée i cesée
odvija (Guar i Li 2000) upravo jer ponavljajuée sekvence unose nestabilnosti u genom.
Nejednolikim crossing over-om ¢e se udvostruciti sekvence oko mjesta rekombinacije, pri
¢emu ¢e se samo na jednoj molekuli (ili dijelu) DNA dobiti duplikat, a na drugoj molekuli (ili
dijelu) ¢e se jedna kopija izgubiti (Guar i Li 2000). Prednost duplikacija nad produljivanjem
gena mutacijom STOP kodona je ta Sto se duplikacijom neée nasumi¢no nadodati
aminokiseline, ve¢ ¢e se one ,kopirati“ iz dijelova koji imaju neku funkciju. Dapace,
djelomi¢nom duplikacijom se mogu udvostruditi Citavi egzoni, pa se, uz pretpostavku da
pojedini egzon kodira za cjelovitu strukturnu domenu, dobiju proteini s udvostrucenim

strukturnim domenama, od kojih jedna mozZe mutirati i dobiti promijenjenu funkciju, ali se
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moze stvoriti i protein s dva aktivna mjesta ili pojacanim aktivnim mjestom (Guar i Li 2000).

Udvostrucavanje egzona bit ¢e dodatno objasnjeno u poglavlju o mijeSanju egzona (eng. exon

shuffling).
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4. MIJESANJE EGZONA

MijeSanje egzona (eng. exon shuffling) je uz duplikaciju gena i slobodno mutiranje
jedne od kopija, glavni mehanizam nastanka eukariotskih proteina s novom funkcijom (Guar i
Li 2000), a omogucava ga upravo postojanje introna (Fedorova i Fedorov 2003). Tri su tipa
mijeSanja egzona (Slika 5.):
1. duplikacija egzona (eng. exon duplication) —tip interne duplikacije (Slika 5.ii, vi);
2. delecija egzona (eng. exon deletion) (Slika 5. iii, vii);
3. insercija egzona (eng. exon insertion) — izmjena strukturnih ili funkcijskih

domena izmedu proteina (Slika 5.iv, viii). (Guar i Li 2000)
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Slika 5. Tipovi mije$anja egzona i utjecaj na okvir ¢itanja. Sirokim zelenim (ili naran&astim) pravokutnicima
su oznacenu egzoni, a uskim crvenim pravokutnicima introni. Iznad egzona su brojevi koji oznacavaju
poziciju unutar kodona zadnjeg ili prvog nukleotida tog egzona. Duplicirani (ii, vi) i insertirani (vi, viii) egzoni
oznaceni su podebljanim okvirom, a deletirani egzon (iii, vii) je proziran i prekrizen. Egzon bez pomaka
okvira Citanja je zelen, a egzon s pomakom okvira Citanja oznacen je narancastom bojom. Iznad svakog
introna oznacena je faza unutar koje se nalaze oko simetricnog egzona (S) i asimetri¢nog egzona (AS).
Intronima kojima je faza oznacena s upitnikom (Faza ?), faza se ne moze odrediti. Duplikacijom i delecijom
simetricnog egzona ne dolazi do pomaka okvira ¢itanja, dok duplikacijom i delecijom asimetricnog egzona
dolazi do pomaka okvira citanja. Kako ne bi doslo do pomaka okvira Citanja i prilikom insercije, egzoni
moraju biti na isti nacin simetri¢ni (okruzuju ih introni iste faze). Prilagodeno prema Guar i Li 2000.

Mijesanje egzona omoguceno je postojanjem introna, a ograni¢avajuci faktor je faza u
kojoj se intron nalazi (Slika 5.) (Guar i Li 2000). Bilo kojim tipom mijeSanja egzona se nadodaje
ili oduzima jednako onoliko introna, koliko se nadoda egzona. Ako je novo dobiveni intron u

krivoj fazi (to¢nije ako mu se ne mozZe odrediti faza), dolazi do pomaka okvira ¢itanja (zadrzava
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se okvir Citanja kakav je zapocet u uzvodnom egzonu) i dobit ¢e se nefunkcionalan protein ili,
u rijetkim slucajevima, protein s izmijenjenom funkcijom. Ako je egzon okruzen intronima iste
faze, kaze se da je egzon simetric¢an (Slika 5.i), a ako je okruZzen intronima razlicitih faza, kaze
se da je egzon asimetric¢an (Slika 5.v) (Guar i Li 2000). Duplikacijom ili delecijom simetri¢nog
egzona ne dolazi do pomaka okvira Citanja jer je novo dobiveni intron u pravilnoj fazi (Slika
5.ii, iv). Duplikacijom ili delecijom asimetri¢nog egzona dolazi do pomaka okvira ¢itanja jer se
novo dobivenom intronu ne moze odrediti faza: zadnji nukleotid uzvodnog egzona brojem ne
prethodi prvom nukleotidu nizvodnog egzona (Slika 5.vi, viii). Prilikom insercije egzona je
takoder vazno da se, u slu¢aju da se ne Zeli pomaknuti okvir ¢itanja, insertira simetri¢an egzon
kojeg okruzuju introni iste faze kao i intron u koji se ubacio. U suprotnom ¢e doéi do pomaka
okvira Citanja i nece se modi sintetizirati potpuno funkcionalan protein. Tijekom evolucije, prvi,
simetri¢ni egzoni, pogotovo jer su prvi introni vrlo vjerojatno bili iskljucivo faze 0: nije za
ocekivati da okvir ¢itanja egzona koji kodira za jednu domenu ne zapocinje i zavrSava cjeloviti
kodonom (de Souza 2003). Time su se iz pojedinacnih polipeptida gradenih od jedne
strukturne domene poceli dobivati proteini s vise strukturnih domena, a time i proteini koji su
mogli samostalno vrsiti pojedinacnu reakciju: nije viSe bilo potrebno stvaranje kompleksa
pojedinacnih strukturnih domena. Jednom kada je egzon postao asimetrican ili simetrican ali
okruzen intronima koji nisu faze 0, zadrzala se funkcija domene, ali se egzon koji je kodira nije
mogao mijesati s ostalim egzonima jer bi doslo do pomaka okvira Citanja. U tom trenu nastaje
»,hova klasa” egzona kodiraju¢ih za jednu funkcijsku domenu. Ta ,nova klasa“ ¢e se s
vremenom uéi u mijeSanje egzona sa sebi, po simetriji i fazi okolnih introna, istim egzonima i
drugim proteinima, koji nisu mogli u¢i u mijeSanje egzona kodirajuéih za tu funkcijsku domenu
do sada (zbog faze okolnih introna), ¢e se pridonijeti nova funkcija (Slika 6.). S obzirom da
postoji ogranienje za slobodno mijeSanje egzona zbog faze introna, za ocekivati je da proteini

sa srodnim domenama imaju introne iste faze.
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Slika 6. Shematski prikaz insercije simetricnog egzona (a) i asimetricnog egzona (b, c). Egzoni su oznadeni
s pravokutnicima obojanih nijansama zelene, a introni pravokotnicima obojanih nijansama crvene. Iznad
introna su oznacene faze, a brojke iznad krajeva egzona su pozicije nukleotida u kodonu kojim egzon
pocinje ili zavrSava. Insercijom simetri¢nog egzona (a) u intron koji je iste faze kao i faza introna koji ga
okruzuju ne dolazi do pomaka okvira Citanja. Zaokruzene i zacrvenjene su pozicije nukleotida na krajevima
egzona kojima se mijenaj faza. Insertiranjem asimetri¢nog egzona u intron koji se po fazi poklapa s intro-
nom uzvodnim od insertiranog egzona, dolazi do pomaka okvira Citanja egzona nizvodno od insertiranog,
a intron u koji je egzon ubacen dijeli se na dva introna, od kojih jedan zadrzava originalnu fazu, a drugi
mijenja fazu (napisano crveno) (b). Insertiranjem asimetrichog egzona u intron koji se po fazi poklapa s
intronom nizvodnim od insertiranog egzona, dolazi do pomaka okvira Citanja insertiranog egzona i egzona
nizvodno od njega, a intron u koji je egzon ubacen dijeli se na dva introna, od kojih jedan zadrzava origi-
nalnu fazu, a drugi mijenja fazu (napisano crveno) (c).

4.1. Popravak dvolanéanih lomova DNA i mijeSanje egzona

Dvolancani lomovi DNA se odmah moraju popraviti, a popravljaju se nekim oblikom
rekombinacije, od ¢ega je nehomologna rekombinacija ¢e$¢a od homologne (van Rijk i
Bloemendal 2003). Izmjenu egzona dvaju gena ili inserciju egzona omoguéava popravak
dvolan¢anih lomova nehomolognom rekombinacijom (van Rijk i Bloemendal 2003). S obzirom
da su introni dulji od egzona (Nelson i Cox 2013), ¢eSée su zahvaceni dvolanéanim lomovima i

to spasava zadrzavanje funkcionalnosti genoma uslijed dvolanéanih lomova. Introni su
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savrSeni kandidati za popravak dvolancanih lomova, jer se oStecenje ne mora to¢no popraviti,
pa se dvolanéani lom mozZe popravljati nehomolognom rekombinacijom. Popravak
nehomolognom rekombinacijom je netocan popravak jer se ne dobiva sekvenca DNA koja je
bila i prije oStecenja. Medutim, sekvenca koja se ugraduje umjesto oSteéene sekvence moze i
dalje kodirati za neku funkciju. Pri tome se, u slu¢aju da se rekombinacija vrsila pomoéu
introna s istom fazom, dobiva protein s novom funkcijskom domenom, a time i novom

funkcijom.

4.2. Proteini nastali mijeSanjem egzona

Promatranjem proteina kao niza strukturnih domena cija 3D struktura ispoljava neku
funkciju, mijeSanjem domena postize se razli¢ita funkcija. MijeSanje egzona omogucava
medusobno kombiniranje razlicitih egzona, pri ¢emu se kombiniraju i razliite strukturne
domene. Sagledavsi ranu teoriju o pojavi introna (egzonska teorija gena), najbitniji mehanizam
za pojavu kompleksnijih gena bio bi upravo mijeSanje egzona (Guar i Li 2000). Prvi geni bi tada
kodirali za proteine s jednostavnim strukturnim domenama koje imaju jednu funkciju.
Mijesanjem, duplikacijom i mutiranjem tih jednostavnih strukturnih domena dolazi do
formiranja kompleksnijih strukturnih domena, proteina s viSe strukturnih domena i
multifunkcionalnih.

Mozaicni proteini (eng. mosaic/chimeric proteins) dokaz su kako se mijesanje egzona
dogadao tijekom evolucije proteina (Guar i Li 2000). To su proteini koji sadrze strukturne
domene Cesto pronadene i u drugim proteinima, Sto ukazuje kako su geni tijekom povijesti
medusobno izmjenjivali barem one egzone koji su kodirali za cjelovitu strukturnu domenu i
koji su bili simetri¢ni, pa su se mogli medusobno izmjenjivati (Guar i Li 2000).

Dobar primjer mozaic¢nih proteina su enzimi neophodni prilikom zgrusnjavanja krvi.
Tkivni plazminogen aktivator je enzim koji pretvara plazmogen u aktivan oblik (plazmin) kako
bi se iz fibrina dobio ugrusak. Reakcija aktivacije plazmogena dogada se samo uz prisustvo
fibrina, koji veZze i plazmogen aktivator i pazmogen, koji je trenutno inaktivan, u povoljnu
konformaciju za aktivaciju plazminogena, ¢ime se sprijeCava aktivnost plazmina bez prisustva
fibrina. Prourokinaza (mokraéni plazminogen aktivator) je protein srodan tkivhom
plazminogen aktivatoru, a ¢ak im je slican i aminokiselinski slijed. Oba su proteina gradena od

(Slika 7.) domene serinske proteaze, dvije domene u obliku pereca, domene specificne za
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epidermalni faktor rasta, a tkivni plazminogen aktivator ima jo$ jednu dodatnu domenu
pomodu koje na sebe veze fibrin i zbog Cega je specifican za zgrusnjavanje krvi. Takoder,
proteazna domena im je slicna tripsinu, a domene u obliku pereca lice na domene
plazminogena, sto znaci kako su sve domene kodirane egzonima koji su porijeklom iz nekih
drugih proteina, ili da s nekim djele bliskog zajedni¢kog predka. |z navedenog se da zakljuditi
kako je tkivni plazminogen aktivator nastao kombiniranjem barem petero egzona iz barem 4

razli¢ita gena:

e tripsin—slican je proteaznim domenama plazminogena, prourokinaze i tkivnog
plazminogen aktivatora;

e plazminogen —domene u obliku pereca je dao prourokinazi, ili dijeli zajednic¢kog
pretka s prourokinazom;

e epidermalnifaktor rasta — donira egzon za vlastite specificne domene, pri ¢emu
nastaje prourokinaza;

e fibrinonektin — donira domenu za specificno vezanje fibrina, pri cemu nastaje

tkivni plazminogen aktivator.

U prilog ide i to Sto se granice navedenih domena proteina poklapaju s granicama pripadajucih
introna i egzona unutar gena. (Guar i Li 2000)

Pretpostavlja se da su i antitijela nastala udvostruc¢enjem jednog egzona, i slobodnim
mutiranjem jedne od kopija, kako bi se stvorila varijabilna regija. Takoder, proteini koji vezu
dinukleotide nastali su na slican nacin. Prvo su postojale domene koje veZzu mononukleotide
kodirane s tri egzona. Udvostru¢enjem svakog od egzona dobiva se protein koji ima
mogucénosti vezanja dvaju mononukleotida. Dodatnim gubitkom Cetvrtog introna, Cetvrtii peti

egzon se spajaju i dobiva se protein koji je zadrZao staru i dobio novu funkciju. (Guar i Li 2000)
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Slika 7. Shema moguéeg nacin razvitka tkivnog
plazminogen aktivatora. Sirokim plavim
pravokutnicima su oznacene domene proteina,
svakoj domeni je oznadena struktura (KR — domena

epidermalni faktor rasta
iiib: insercija egzona
prourokinaza
15-18
tkivni plazminogen aktivator

o slicna perecu; EG — domena karakteristicna za
E epidermalni faktor rasta; F# — fibronektin vezujuéa
g_ domena tipa #; PROTEAZA — domena serinske
% ! proteaze; LY —receptor YWTD za lake lipoproteine),
£ > zlatnim strelicama je oznacen svaki tip izmjene
a :§ egzona koji je doveo do promjene primarne

5 strukture proteina, a Zutom bojom su oznacene

E domene koje se sele ili shema mutacija koje su

dovele do pojave domena. Iz serinske proteaze
(tripsina/pretece tripsina) se insercijom KR
domene (ia) ili slobodnom mutacijom (ib) N-
terminalnog  kraja  pocetne  proteaze i
udvostrucivanjem egzona KR domene (ii), dobije
osnovni polipeptidni lanac iz kojeg ¢e se, dodatnom
izmjenom  egzona, dobiti plazminogen i
prourokinaza. Ponovnim udvostrucivanjem egzona
dviju postojec¢ih KR domena, nastaje plazminogen
(ilia), a insercijom egzona EG domene iz
epidermalnog faktora rasta, nastaje prourokinaza
(iiib). Na kraju, tkivni plazminogen aktivator se
dobije insercijom egzona F1 domene iz
fibronektina. Mogucée je da je KR dobivena
insercijom dvaju egzona direktno iz plazminogena,
uz egzon za neku proteazu. U svakom slucaju,
dogodilo se 5 izmjena egzona iz 4 razlicita gena.
Prilagodeno prema Guar i Li 2000.
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5. ALTERNATIVNO PREKRAJANIJE

lako je energijski trosak, kvalitetno organiziran intronski sustav moze stvoriti veliku
selekcijsku prednost nad stanicama koje ga sadrze jer se omogucava lakSe kombiniranje
postojeéih DNA sekvenci. Prethodno je opisano mijeSanje egzona, a u nastavku ¢e se obraditi
fenomen alternativnog prekrajanja.

Alternativno prekrajanje je specificno iskljucivo za eukariote (Nelson i Cox 2013) jer
imaju spliceosome. Esencijalno je za pravilno funkcioniranje viSestani¢nih organizama,
pogotovo tijekom embrionalnog razvoja viSestani¢nih organizama (Zheng 2016; Chaudhary i
sur. 2019; Guar i Li 2000; Fedorova i Fedorov 2003). Dapace, pokazala se korelacija izmedu
kompleksnosti organizma i stope alternativnog prekrajanja: alternativno prekrajanje je u
kompleksnijim organizmima ucestalije (Chaudhary i sur. 2019). U ponekim jednostani¢nim
eukariotima alternativno prekrajanje je vrlo rijetko, a poneki geni jednostanic¢nih organizama
ni nemaju introne (Zaghlool i sur. 2014; Fedorova i Fedorov 2003).

Kako bi se dobio pravilan i funkcionalan protein, prije no sto se zapocne translacija,
primarni transkript eukariota mora se procesirati (Nelson i Cox 2013). Osim dodavanja kape
na 5'-kraj mRNA i poliadenilskog repa na 3'-kraju, iz primarnog transkripta mRNA koja kodira
neki protein se spliceosome-om izbacuju introni, a spajaju egzoni (Nelson i Cox 2013).
Alternativnim se prekrajanjem ne moraju nuzno izrezati svi introni, niti ostaviti se moraju
ostaviti svi egzoni, pa se tako, ovisno o tome koji egzoni ostaju, iz jednog gena mogu dobiti
razliciti polipeptidni lanci. Oni egzoni koji pri svakom prekrajanju ostanu u mRNA nazivaju se
konstitutivnim (ili nereguliranim) egzonima, dok se oni egzoni koji ostaju pri samo nekim
prekrajanjima nazivaju alternativnim ili fakultativnim (ili reguliranim) egzonima (Guar i Li

2000).
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5.1. Jedan gen —viSe proteina

Alternativnim se prekrajanjem iz jednog gena mozZe dobiti viSe razlicitih proteina.
Razli¢iti proteini kodirani istim genom su ,funkcijske aloforme®, a razlika izmedu njih moze biti
kao i u dva proteina kodirana razli¢itim genima (Chaudhary i sur. 2019). Sigurno je da je
alternativno prekrajanje igralo vaznu ulogu prilikom evolucije raznolikosti eukariotskih
proteina, ali nije sigurno je li bilo kljuéno za toliku raznolikost, budu¢i da mnogo proteina
dobivenih alternativnim prekrajanjem nije funkcionalno, ve¢ su produkt nepravilnog
prekrajanja (Chaudharyisur. 2019). Medutim, s obzirom da je alternativno prekrajanje klju¢no
za sintezu proteina potrebinh za rast, razvoj i funkcioniranje viSestanic¢nih eukariota, tesko je
vjerovati kako bi se takva uloga postizala slu¢ajnim, dapace, pogresnim prekrajanjem. Vise od
90 % gena sisavaca moze se alternativno prekrajati (Greenberg i Soreq 2013), iako se ne zna
daje li svaka alternativa funkcionalni protein (Greenberg i Soreq 2013), sto je prevelik postotak

dogadaja kada bi se zaista radilo o slu¢ajnom, pogreSnom izrezivanju.

5.1.1. Regulacija:

Primarni transkript eukariota sadrzi razliCite cis-elemente (nukleotidne sljedove) koji u
interakciji s trans-elementima (proteini) odreduju na koji ¢e se nacin primarni transkript
prekrajati. Trans-elementi su obi¢no razlicite signalne molekule unutar stanice koje prenose
signal iz okoline, a ponekad i neki okolisni faktori (Zheng 2016). To bi znacilo da je primarni
transkript pojedinog gena jednak u svim stanicama, ali ¢e se iz njega, ovisno o okoliSnim
uvjetima, dobiti razli¢cite mRNA, a time i razli¢iti proteini: interakcijom pojedinih cis-elemenata
i trans-elemenata, primarni transkript prekrajati na nacin specifi¢an za stanicu (Nelson i Cox
2013). OsStecenja DNA (unutarstani¢ni signal) takoder mogu biti okida¢ alternativnog
prekrajanja (Wang 2017). Stoga se moze reci kako je alternativno prekrajanje i nacin regulacije
ekspresije proteina (Zaghlool i sur. 2014), odnosno, nacin kojim se pojedinom proteinu pridaje
nova funkcija, ilimu se dokida postojeca (ovisno o potrebi stanice u viSestanicnom organizmu),

time Sto ée se micanjem jednog egzona dokinuti odredena funkcija proteina.
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5.1.2. Neki geni s alternativnim prekrajanjem:

U vinskoj musici gen DSCAM moze dati 38 000 razli¢itih mRNA, neophodnih za razvoj
Ziv€anog sustava, Sto je vise od ukupnog broja gena u vinskoj musici (Zaghlool i sur. 2014). Na
ovakav se nacin prvenstveno reducirala veli¢ina genoma jer se jednim genom dobiva velik broj
razlicitih proteina, koji su donekle medusobno sli¢ni, Sto bi moglo znaciti kako su proteini koji
djeluju na istom razvojnom putu, ako su medusobno sli¢ni, translatirani s razli¢itih mRNA koje
su se dobile istim genom, ali razlic¢itim prekrajanjem. Jedan od ekstremnih primjera
alternativnog prekrajanja je procesiranje gena za kalcitocin u Stakoru. Upravo zbog
alternativnog prekrajanja, ovisno u kojem tkivu se transkripcija odvija, u primarnom
transkriptu ovog gena dolazi i do alternativne poliadenilacije (Nelson i Cox 2013). Gen za
kalcitocin se sastoji od 6 egzona i 4 introna, od ¢ega su prva tri egzona konstitutivna,
neregulirana, dok su Cetvrti, peti i Sesti regulirani, alternativni (Nelson i Cox 2013). Ako se gen
za kolcitonin eksprimirao u Stitnjaci, zrela mRNA ¢ée sadrZavati konstitutivne introne i Cetvrti
egzon, a ako se ekspresija dogodila u mozgu, umjesto Cetvrtog, zrela mRNA ¢ée sadrzavati peti
i Sesti egzon (protein se naziva CGRP, od engleskog: calcitonin-gene-related peptide). U oba se
slucaja proteinski produkt nakon translacije procesira proteazama, pri cemu u Stitnjaci ostaju
samo segment kodirani ¢etvrtim intronom, a u mozgu segment kodiran petim. S obzirom da
se polipeptidni lanac u oba slucaja posttranslacijski doradivao tako da mu se maknu
konstitutivni egzoni, moguce je da ta tri egzona ne kodiraju za polipeptidni slijed odgovoran
za pravilnu posttranslacijsku doradu, odnosno, navedeni egzoni govore kako se na
translatiranom proteinu treba pocijepati velik dio N-kraja proteina, upravo na mjestu gdje se
nalaze dijelovi kodirani prvim egzonima. Istim razmatranjem bi se moglo redi i kako Sesti egzon
kodira za polipeptidni slijed koji navodi vlastito odcjepljivanje.

Zanimljiv primjer alternativnog prekrajanja postoji u transpozonima. P element je
transpozon vinske musice koji jako utjece na geneticku nestabilnost spolnih stanica. Nosi gen
za transpozazu koji se sastoji od 4 egzona i 3 introna. Prekrajanjem primarnog transkripta u
spolnim stanicama, izrezu se svi introni, i dobije se funkcionalna transpozaza koja omoguéava
seljenje P elementa mehanizmom izrezivanjai lijepljenja. U tjelesnim stanicama postoji signal
za drugacije prekrajanje, pri ¢emu se ostavi zadnji intron. Zadnji intron u sebi sadrZi stop
kodon, pri éemu translacijom nastaje skraéeni polipeptidni produkt. Takav skraéeni polipeptid
djeluje kao represor transpozicije, pa se transpozon ne translocira i genom je stabilan. Ovo je
odlican primjer u kojem se vidi kako isti primarni transkript moze dati dva polipeptidna
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produkta koja imaju potpuno suprotnu funkciju: konkretno u ovom slucaju, izrezivanjem svih
introna, postize se geneticka nestabilnost omogucavanjem seljenja transpozona, a bez
izrezivanja zadnjeg introna (zbog drugacijeg signala za prekrajanje unutar stanice) pojavljuje
se stop kodon koji terminira translaciju i sintetizirani polipeptid inhibira seljenje P elementa.

(Simmons 2013)
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5.2. Tipovi alternativnog prekrajanja i njihov ucinak na polipeptid

Postoji 7 naCina alternativnog prekrajanja (Slika 8.):

1. preskakanje egzona (Slika 8.a) — najéesce u ljudi (Chaudhary i sur. 2019);

2. alternativnho 3'-mjesto prekrajanja (Slika 8.b) — nizvodni egzon sadrzi
alternativno 3'-mjesto prekrajanja, odnosno, intron se ,produzi” na 3'-kraju, a
nizvodni egzon se skrati;

3. alternativho 5'-mjesto prekrajanja (Slika 8.c) — uzvodni egzon sadrzi
alternativno 5'-mjesto prekrajanja, odnosno, intron se ,,produzi” na 5'-kraju, a
uzvodni egzon se skrati;

4. zadrzavanje introna (Slika 8.d) — najéesc¢e u zivotinja (Chaudhary i sur. 2019);

5. medusobno iskljucivi egzoni (Slika 8.e) —svaki alternativni transkript ima barem
jedan egzon kojeg nemaju ostali transkripti;

6. alternativna mjesta poliadenilacije (Slika 8.f) — zavrsni egzon dvaju mRNA istog
primarnog transkripta je drugaciji, odnosno, postoji vise signala na kraju
primarnog transkripta koji poticu poliadenilaciju;

7. alternativha mjesta zapocinjanja transkripcije (Slika 8.g) — pocetni egzon dviju
mRNA istog primarnog transkripta je drugaciji, odnosno, unutar pocetnih
introna postoji joS jedan promotor. (Zaghlool i sur. 2014, Nelson i Cox 2013,

Guar i Li 2000)

Mogucnost alternativnog prekrajanja, bas kao i mijeSanje egzona, ovisi o fazi introna
(Slika 3.), odnosno, kako je on pozicioniran s obzirom na kodon. U slu¢aju da se alternativnim
prekrajanjem izbacuje egzon (Slika 8.a) koji je omeden intronima razlicite faze, nizvodno od
izrezanog egzona dogodit ¢e se pomak okvira Citanja, koji najéesée otkriva STOP kodone koji
se u trenutku pomaka okvira ¢itanja pojave, pa ¢e se samo dobiti polipeptid bez nekog egzona.
Pomak okvira ¢itanja ¢es¢i je u slucaju zadrzavanja introna (Slika 8.d), $to moZe rezultirati
preuranjenom terminacijom translacije i transkripcije (Guar i Li 2000), zbog ¢ega se takoder
moze dobiti skraéeni polipeptidni lanac. Na ovakav se nacin u jednom genu mozZe sadrzavati
informacija o dva polipeptida koji imaju potpuno razli¢itu funkciju, ali i o dva polipeptida sa
slicnom funkcijom: moguée da su aktivni na razli¢éitim mjestima u stanici ili razli¢itim
stanicama, pri cemu se tada najéesce razlikuju u interakciji s proteinima specificnim za stanicni

odjeljakili stanicu. U sluéaju da dolazi do pomaka okvira Citanja na poéetku gena, alternativnim
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¢e se prekrajanjem dobiti dva polipeptida s razli¢itom funkcijom jer se, uslijed pomaka okvira
¢itanja, sintetizirao polipeptid razli¢itog aminokiselinskog slijeda. Kada bi se alternativnim
prekrajanjem dobili polipeptidi sa slicnim funkcijama, to bi znadilo ili kako nije doslo do
pomaka okvira Citanja, ili kako se pomak okvira Citanja dogodio predkraj mRNA, pa je
polipeptidni lanac do pomaka okvira ¢itanja isti kao i u peptida dobivenog na mRNA bez

pomaka okvira Citanja, ili se blizu mjesta na kojem se pojavio pomak okvira ¢itanja, pojavio

Slika 8. Pet nacina alternativnog prekrajanja. a — preskakanje egzona; b — alternativno 3'-mjesto
prekrajanja; c— alternativno 5'-mjesto prekrajanja; d — zadrZavanje introna; e — medusobno iskljuci-
vi introni; f — alternativna mjesta poliadenilacije; g — alternativna mjesta zapocinjanja transkripcije.
Tamnoplave i svijetloplave iscrtkane linije predstavljaju alternativna prekrajanja, crveno su
oznaceni introni, svjetlo zeleno egzoni koji ostaju u mRNA, tamnozeleno egzoni koji ne ostaju u
mRNA, tamnoplavo egzoni koji ostaju samo prilikom tamnoplavog prekrajanja, svijetloplavo egzoni
koji ostaju samo prilikom svijetloplavog prekrajanja, tamnoplava crta na kraju egzona oznacava
alternativno mjesto poliadenilacije prilikom tamnoplavog prekrajanja, svijetloplava crta na kraju
egzona oznacCava alternativno mjesto poliadenilacije prilikom svijetloplavog prekrajanja,
tamnoplava strelica na kraju introna oznacava alternativno mjesto pocetka transkripcije prilikom
tamnoplavog prekrajanja, a svijetloplava strelica na kraju introna oznacava alternativno mjesto
pocetka transkripcije prilikom svijetloplavog prekrajanja. Prilagodeno prema Guar i Li 2000.
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preuranjeni STOP kodon, pri éemu se sintetizira kraéi polipeptid. Primjer ostavljanja introna je
gen periaksin u miSu (Guar i Li 2000). Gen je graden od sedam egzona i kodira za dva
polipeptida: kraci (S-periaksin) i dulji, koji sudjeluju u seljenju mijelina u perifernim Zivcima,
odnosno, imaju sli¢nu funkciju (Guar i Li 2000). Prilikom alternativnog prekrajanja, S-periaksin
se sintetizira ako se posljednji intron zadrzi, a na pocetku tog introna je STOP kodon, te se
njegovim zadrzavanjem sintetizira kraci polipeptid (Guar i Li 2000).

Sadrzavanjem alternativnog 3'-mjesta ili 5'-mjesta prekrajanja (Slika 8.b i Slika 8.c),
pojedini se intron produljuje ili skrac¢uje i dobiva se polipeptid koji je po primarnoj strukturi
slican polipeptidu nekog alternativnog prekrajanja, a funkcije im se mogu, ali ne moraju,
razlikovati.

Alternativno se prekrajanje moze ocitovati i time Sto ¢e dvije mRNA istog primarnog
transkripta sadrzavati sve iste egzone (Slika 8.e), i po jedan egzon koji ima samo jedna mRNA,
odnosno, dva su egzona medusobno iskljucujuca jer, ne sadrzavanje jednog egzona zahtjeva
postojanje drugog. Dvije forme piruvat kinaze, M1 i M2, sintetizirane su iz istog primarnog
transkripta, ali im mRNA sadrZavaju medusobno iskljucujuée introne. (Guar i Li 2000)

Alternativnhom poliadenilacijom (Slika 8.f) se omogucéava alternativha terminacija
transkripcije, pri cemu dvije mRNA mogu imati i razli¢ite 3'-netranslatirajuce regije, zbog Cega
i razli¢itu regulaciju, ali i razli¢itu strukturu C-terminalne domene polipeptida, dok se
alternativnim mjestom inicijacije transkripcije (Slika 8.g) mijenja pocetni dio polipeptida,
odnosno N-terminalna domena. Primjer alternativne inicijacije transkripcije je gen za lake
lance miozina (Guar i Li 2000).

Da se jedan gen moze alternativno prekrajati iz viSe razloga govori gen za troponin-T,
kojemu se moze 5 egzona 5'-kraja izrezati skupa sa intronima, a ima i medusobno iskljucujuée
egzone. |z navedenog je gena moguce dobiti 4 razlicitih polipeptida. (Guar i Li 2000)

Na ovim primjerima se vidi koje su sve benefite spliceosome-alni introni, pomocu
alternativnog prekrajanja, donijeli eukariotima. In vivio, u slu¢aju da je potreban protein sa
sliénom funkcijom kao ve¢ neki postojeci polipeptid, nije potrebna duplikacija njegova gena i
slobodno mutiranje, vec se ista stvar moze dobiti alternativnim prekrajanjem istog gena. Pri
tome se Stedi vrijeme i energija jer, umjesto da se repliciraju dva gena, replicira se jedan gen
koji ima alternativnha mjesta prekrajanja. Vise tipova alternativnog prekrajanja moze dati

protein sa slic(nom funkcijom, a koji ¢e se tip koristiti ovisi o potrebama stanice.
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5.3. Mutacije i alternativno prekrajanje

Mutacije u promjene u nukleotidnom slijedu koje se dogadaju kada se oStecenja u DNA
nepravilno poprave (Nelson i Cox 2013). Pri tome se mijenja i nukleotidni slijed RNA, preko
koje se mutacija odrazava na polipeptide. Kada se mutacija dogodi u nukleotidnom slijedu koji
sadrzi kodone (egzon), njezin ucinak na stanicu ovisi o njezinoj prirodi i koliko je vazna
mutirana aminokiselina za polipeptid koji sadrzi mutirani kodon. Mnostvo je mogudih ishoda
mutacija, pa je tako, na primjer, u slucaju da je kodon divljeg tipa mutiran u kodon koji kodira
za aminokiselinu po svojstvima potpuno razli¢itu po¢etnoj, ako je ta aminokiselina esencijalna
za funkciju polipeptida, funkcija ¢e vrlo vjerojatno biti dokinuta, iako se u vrlo rijetkim
slu¢ajevima moze dogoditi da se dobije nova funkcija. S druge strane, mnostvo aminokiselina
je kodirano s vise od jednog kodona (Nelson i Cox 2013), pa, ako je mutacija takva (naziva se
istoznacna, eng. samesanse, mutacija) da mutirani kodon kodira za istu aminokiselinu, neée
biti posljedice za strukturu proteina, iako brzina translacije moze biti promijenjena (Nelson i
Cox 2013).

Opcenito, mutacije ¢eS¢e nemaju nego Sto imaju posljedicu za eukariotsku stanicu, jer
vecina genoma eukariota ne kodira za polipeptidni lanac ili funkcionalnu mRNA (Nelson i Cox
2013), pa se promjenom nukleotidne sekvence na tom mjestu nece nista promijeniti (gotovo
da stanica nece ni ,osjetiti promjenu primarne strukture DNA). U tu kategoriju ,slobodno
mutiraju¢ih nukleotidnih slijedova“ ulaze i introni, ali samo djelomice. Za pravilno
spliceosome-alno prekrajanje, intron mora imati 5'-kraj i 3'-kraj homologne nukleotidnoj
sekvenci snRNA koje su dio spliceosome-a i klju¢ne su za prekrajanje (Nelson i Cox 2013). Ti
krajevi su dugi od 5 do 10 nukleotida i izrazito su konzervirani (Guar i Li 2000). U slu¢aju da se
mutacijom nukleotidni slijed na 5'-mjestu i 3'-mjestu prekrajanja odmakne od koncensusa,
prekrajanje ¢e se i dalje odvijati, ali manje efikasno. 1z primarnog ¢e se transkripta
prekrajanjem dobiti dvije razlicite mRNA: jedna koja je divljeg tipa, a druga nastala
alternativnim prekrajanjem zbog mutacije, pa je zadrzala jedan intron, ili je izgubila jedan
egzon. Sliéno navedenom, ako se mutira dio egzona, pa sekvenca unutar egzona pocinje liciti
koncenzus sekvenci 5'-mjesta prekrajanja ili 3'-mjestu prekrajanja, moze do¢i do skraéivanja
MRNA jer se dio egzona izrezao skupa s uzvodnim intronom (u slucaju da je sekvenca postala
slicna 3'-mjestu prekrajanja) ili s nizvodnim intronom (u slucaju da je sekvenca postala sli¢na

5'-mjestu prekrajanja). U oba se slucaja (mutacijom unutar egzona ili mutacijom unutar
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introna) ekspresijom jednog gena u stanici translatiraju dva polipeptidna lanca (ovisno koji ¢e
put prekrajanja se provesti na primarnom transkriptu) koji po primarnoj strukturi mogu i ne
moraju biti jednaki, bez da je dosSlo do duplikacije gena i njegovog naknadnog mutiranja.
Jedina je razlika Sto je u prvom slucaju ,,gubitkom” mjesta prekrajanja dobivena nova funkcija,
a u drugom slucaju se nova funkcija gena, dakle, novi polipeptid, dobila de novo stvaranjem
mjesta prekrajanja.

Ako se zadrZavanjem introna ili micanjem egzona omogucdava postizanje nove ili slicne
funkcije proteina, stanica je s minimalnim brojem mutacija, uz minimalan utrosak energije,
spontano dobila novi protein, kodiran ve¢ postoje¢im genom, samo zbog moguénosti

alternativnog prekrajanja. Pri tome se Stedi mjesto za pohranjivanje informacije, i energija.

5.3.1. B*-talasemija:

[3*-talasemija je krvna bolest uzrokovana istoznatnom (eng. samesense) mutacijom
(mutirani kodon kodira za istu aminokiselinu kao i divlji tip) na kraju prvog egzona gena [3-
globinskog lanca (Guar i Li 2000). Rijec je o transverziji (mutacija pirimidina u purin i obrnuto),
gdje se kodon GGT za glicin pretvorio u kodon GGA koji je takoder kodon za glicin (Guar i Li
2000), pa se mutacija ne bi trebala odraziti na strukturu polipeptida. Medutim, mutacija utjece
na prekrajanje. Navedeni mutirani kodon je Sesti kodon s kraja egzona (Slika 9.), Sto znaci da
se nalazi blizu nizvodnom intronu, a time i njegovom 5'-mjestu prekrajanja. Navedena
transverzija je promijenila nukleotidni slijed na kraju egzona (Slika 9.), pri ¢emu je on postao
sli¢niji koncenzus sekvenci 5'-mjesta prekrajanja, pa ga masinerija za prekrajanje prepoznaje
kao 5'-mjesto prekrajanja (Guar i Li 2000). Novim nacinom prekrajanja, intron faze 2 postaje
intron faze 1, a promjena faze znaci da je doslo do pomaka okvira ¢itanja, pa se Citav ostatak
polipeptidnog lanca od mjesta mutacije krivo sintetizira. Samo se dio primarnih transkripata
prekraja na nacin da se novo mutirano mjesto koristi kao 5'-mjesto prekrajanja, a veéina se
prekraja preko starog 5'-mjesta prekrajanja (Guar i Li 2000), pa se mutacija zadrzala u
populaciji jer nije izgubljena funkcija gena, ve¢ samo smanjila ekspresija gena divljeg tipa.

lako je sama za sebe nepoZeljna mutacija Ciji je produkt protein bez funkcije, B*-
talasemija je odlican primjer u kojemu se bez duplikacije gena i slobodnog mutiranja jedne od
kopija moZe dobiti polipeptid s novom funkcijom, a da se pri tome zadrzao funkcionalan gen.

Ovo je jednostavan nacin dobivanja proteina s novom funkcijom, ali je manje efikasan.
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Uvodenjem novog mjesta prekrajanja, kao Sto je slucaj s B*-talasemijom, moguc je pomak
okvira Citanja koji nece dovesti do stvaranja funkcionalnog novog polipeptida. Medutim,
moguce je i da se pomakom okvira Citanja pocne translatirati protein koji ima funkciju koja do

tada nije kodirana tim genom. (Bartoneka i sur. 2020)

C G
koncensus sekvenca /AAGGTAAGT

mjesta prekrajanja

AGGTTGGT,
GTT GGT GGT GAG GCC CTG GGC AG G CTG CTG GTG
Val Gly Gly Glu Ala Leu Gly Arg Leu Leu Val
Val Gly Gly Cys Trp
GTTGGA G _ GC TGC TGG TG
\GAGGTGAGG
C G koncensus sekvenca

AAGGTAAGT "\ mjesta prekrajanja

Slika 9. Usporedba gena za B-globinski lanac osobe bez 3*-talasemije (gornji lanac, masno otisnuti T se mijenja
u A) i osobe s B*-talasemijom (donji lanac, masno otisnuti i crveno oznacen A je mutirani nukleotid) te primjer
kako i samesense mutacija moze imati posljedice na strukturu proteina. Intronske sekvence su oznacene
crveno, a egzonske zeleno. U oboljele osobe se dogodila samesense mutacija koja je pretvorila GGT kodon za
aminokiselinu glicin (Gly) u GGA kodon, koji takoder kodira za Gly. Mutacija ne bi imala ucinak na strukturu
proteina jer mutirani kodon kodira za istu aminokiselinu, ali je mutacija na kraju prvog egzona i novo dobivena
sekvenca li¢i koncenzus sekvenci 5'-mjesta prekrajanja (masno otisnuta slova s crveno oznacenim A). Sli¢nost
originalnog mjesta prekrajanja i novodobivenog mjesta prekrajanja s koncensus sekvencom je jednaka: obje
sekvence se s koncensus sekvencom poklapaju u 7 od 9 nukleotida (masno otisnuti nukleotidi), no
prekrajacka masinerija i dalje bolje prepoznaje originalno mjesto prekrajanja, pa se viSe sintetizira protein
divljeg tipa. Alternativnim prekrajanjem dolazi do pomaka okvira citanja, pa se na ribosomu translatira
nepravilan polipeptid (prva aminokiselina drugog egzona je leucin, a cisten je u genu s pomakom okvira
¢itanja): originalni intron je faze 2, a novo dobiveni faze 1. Napravljeno prema Guar i Li 2000.

5.4. Trans-prekrajanje

Trans-prekrajanje je pojava koja lic¢i na hibrid izmedu mijeSanja egzona i alternativnog
prekrajanja. Za razliku od obic¢nog prekrajanja (cis-prekrajanje) gdje se prekraja jedna
molekula pre-mRNA, u ovome se prekrajanju spajaju egzoni dviju istih pre-mRNA (intragensko
prekrajanje) ili dviju razli¢itih pre-mRNA (intergensko prekrajanje) u jedinstveni okvir ¢itanja
(Fedorova i Fedorov 2003; Lasda i sur. 2011; Glanz i Kiick 2009). U svim grupama introna, osim
onih koji se izrezuju RNazama, pronadena je mogucnost trans-prekrajanja (Lasda i sur. 2011).

Vrlo vjerojatno je ovo prekrajanje nastalo iz uobiajenog, cis-prekrajanja, a mehanizam mu
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nije nista drugaciji od cis-prekrajanja, pa se ¢ak koriste i iste nukleotidne sekvence introna
(Lasda i sur. 2011).

Dvije su vrste trans-prekrajanja (Slika 10.): gensko trans-prekrajanje i eng. spliced
leader (SL) trans-prekrajanje (Lasdaisur. 2011). Gensko trans-prekrajanje (Slika 10.b) znacajno
se odvija u obliéa Caenorhabditis elegans, vinske musice (Drosophila melanogaster) i
komaraca. Tako lokus mod (mdg4) vinske musice sadrzi varijabilne egzone kodirane na
nekodirajué¢em lancu DNA (Lasda i sur. 2011). U sisavaca je proces povezan s rakom, odnosno,
daje genske produkte koji su odgovorni za razvoj raka, pa se misli kako je proces zapravo
slucajno, nelegitimno prekrajanje zbog loSe regulacije prekrajanja (Lasda i sur. 2011). Proces
je slican mijesanju egzona, ali unos jednog egzona u drugi gen ne mijenja genom (promjena je
u RNA, a ne DNA), vec se izmjena vrsi nakon transkripcije, a prije translacije, pa se odrazava
samo na generaciju stanica u kojoj se izmjena dogodila. Dakle, protein s novom funkcijom
dostupan je samo trenutno: ako se prestane eksprimirati jedan od gena potrebnih za trans-
prekrajanje, nestaje i protein s promijenjenom funkcijom.

Spliced leader (SL) trans-prekrajanje (Slika 10.c) je tip trans-prekrajanja kojim se na 5'-
kraj razli¢itih pre-mRNA dodaje kratki, 16 — 51 nukleotida dugacak egzon, sadrzan na 5'-kraju
SL RNA, dugacke svega 45 — 140 nukleotida (Lasda i sur. 2011). SL RNA lice na snRNA potrebne

E—D—EE——E@—

Slika 10. Usporedba cis-prekrajanja (a) i trans-prekrajanja: gensko trans-prekrajanje (b) i spliceing
leader (SL) trans-prekrajanje (c). Siroki pravokutnici u nijansama zelene oznadavaju uobicajene
egzone, uski pravokutnici u nijansama crvene oznacavaju introne, zeleni ljubicasto isprugani
pravokutnik oznacava egzon SL RNA, a isprekidanim plavim i tamnoplavim linijama je naznaceno
prekrajanje. Genskim trans-prekrajanjem se sintetizira polipeptid kombinacijom egzona dvaju i vise
pre-mRNA koje ne moraju nuzno biti razli¢ite (nije naznaceno na slici), ¢ime se povecava mogucnost
kombiniranja egzona, bez da se ugrozi vijabilnost stanice: u stanici ¢e se uvijek nalaziti odredena
koli¢ina mRNA koja nema egzone druge mRNA u sebi. SLtrans-prekrajanje ne pridonosi raznolikosti
proteoma stanice, vec utjece na njegovu regulaciju. Na razli¢ite se RNA na 5'-kraj nadodaje egzon
koji sa sobom nosi kapu, pri ¢emu se aktivira ekspresija gena ili se policistronska RNA rascjepka u
monocistronske. Prilagodeno prema Lasda i Blumenthal 2011.
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u procesu prekrajanja, a razlika je $to se u SL RNA nalazi 5'-mjesto prekrajanja i $to se prilikom
prekrajanja 5'-kraj SL RNA gubi. Proces je poznat u razli¢itim eukariotima i dogada se u
razli¢itom postotku gena; na primjer: biljke, gljive, insekti i kraljesSnjaci nemaju gene s ovim
tipom prekrajanja, dok obli¢ Ascaris ima 90 % gena s ovakvim prekrajanjem, a tripanosomi ¢ak
100 % (Lasda i sur. 2011). SL RNA je uvijek donor egzona, a nikad ne dobiva egzon. Proces sluzi
za dobivanje monocistronske RNA iz potencijalno policistronskih RNA u eukariota: organizmi
s SL trans-prekrajanjem vjerojatno sadrze policistronske RNA (Lasda i sur. 2011). Svaka SL RNA
ima hipermetiliranu kapu na 5'-kraju koja se donira skupa s egzonom (Lasda i sur. 2011).
Doniranjem egzona s kapom dolazi do cijepanja policistronske mRNA u viSe monocistronskih
mRNA, ¢ime se osigurava odvojena translacija polipeptida kodiranih dijelovima policistronske
MRNA (Lasdaisur. 2011) upravo jer kapa pomaze privlacenju ribosoma za mRNA (Nelson i Cox
2013). Ne sluze sve SL RNA kako bi se dobila monocistronska mRNA (pretpostavlja se kako se
neke dodaju kako bi se osigurao pravilan pocetak translacije i pravilan okvir Citanja), ali postoji
sigurna poveznica izmedu eukariotskih ,,operona“ i SL trans-prekrajanja (Lasda i sur. 2011).
Gensko trans-prekrajanje gura definiciju gena do samih granica: iz dva se razliCita gena,
ovisno o signalima unutar stanice, na razini mRNA dobije protein s novom funkcijom, ¢ime se
dodatno uvelike poveéava kompleksnost i raznolikost proteina stanice (Lasda i sur. 2011). SL
RNA dodatno pomaze pri smanjivanju veli¢ine genoma jer se za viSe gena isti, za translaciju
potreban, nukleotidni slijed na 5'-kraju nalazi na zasebnoj mRNA; ne ponavlja se onoliko puta
u koliko se gena unosi. Tu se moze vidjeti i kako je moguée da se SL RNA razvila zbog regulacije
ekspresije gena: bez ekspresije pojedine SL RNA ne eksprimiraju se ni geni koji ulaze u trans-

prekrajanje s njom.
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6. PROKARIOTI | PREKRAJANJE
6.1. Shufflons

Shufflons su nukleotidni sljedovi koji sadrze viSestruke invertne sekvence, a prvo su
pronadeni na plazmidu R64 u bakteriji Escherihia coli. Sadrze nekoliko mjesta za mjesno
specificnu rekombinaciju, gen za mjesno-specificnu rekombinazu i invertne sekvence koje
kodiraju za gene za pilus. Mjesno-specificna rekombinaza medusobno rekombinira invertne
sekvence shufflon-a, pri €emu mogu nastati 6 — 7 razliCitih gena za pilus. Na bakterije to utjece
na nacin da postoji nekoliko razlicitih spolnih tipova (eng. mating type), ali ono §to je bitnije,
na ovaj nacin bakterija moze brzo promijeniti C-terminalnu domenu pilusa, pri ¢emu se
sprjecava prihvacanje virusa za bakterijsku stanicu i bakterija postaje imuna na odredeni virus.
(Bikard i Marraffini 2012)

Fenomen shufflons-a slican je alternativhom prekrajanju eukariota: jednim genom se
mozZe dobiti viSe razli¢itih proteina. Razlika je Sto se prilikom alternativnog prekrajanja
varijabilnost postiZe tako da se u jedno te istom primarnom trasnkriptu mijenja nukleotidni
slijed, dakle, koji ¢e se protein eksprimirati odlucuje se nakon transkripcije. U prokariota su
transkripcija i translacija istovremene i nemoguce je nakon transkripcije odluciti koji ¢e se
protein eksprimirati, pa se odluka donosi prije transkripcije, na nac¢in da se mjesno-
specificnom rekombinacijom mijeSaju invertne sekvence u DNA i dolazi do transkripcije

razliitog primarnog transkripta, a time i ekspresije razlicitog proteina.

6.2. Horizontalni prijenos gena

Geni se izmedu organizama prenose na dva nacina: okomito (s roditelja na potomka) i
horizontalno (izmedu dvije stanice koje ne moraju biti iste vrste) (Nelson i Cox 2013). Razliciti
su mehanizmi kojima se geni mogu prenositi, a medu prokariotima su najceséi konjugacija
(prijenos DNA iz bakterije donora u recipijenta posredovan spolnim pilusom), transdukcija
(prijenos DNA iz bakterije donora u recipijenta posredovan virusom) i transformacija (prijenos
gole molekule DNA iz bakterije donora u recipijenta) (Nelson i Cox 2013). Ovakav prijenos gena
se intenzivno dogadao prije pojave eukariota, a uvelike su mu pomogli introni. Introni su
postojali i prije postojanja eukariota, pri ¢emu su samo razdvajali pojedine gene koji su se

sastojali od jednog egzona (de Souza 2003). Takvo razdvajanje gena olakSavalo je horizontalni
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prijenos gena. Konjugacija je izrazito reguliran proces i introni nisu imali velik utjecaj na njega,
ali su ostala dva omogucéena, izmedu ostalog, i intronima. Transdukcija i transformacija za unos
DNA u genom zahtjevaju dvolan¢ani lom DNA i rekombinaciju odlomljenog segmenta u genom
recipijenta (Nelson i Cox 2013). Ovdje introni pomazu kao i prilikom mijeSanje egzona:
rekombinacijom izmedu dvaju introna, stanica dobiva novi egzon, a, s obzirom da je u ovom
slucaju to Citav gen, stanica dobiva gen porijeklom iz nesrodne stanice. Prema tome, naveden
prijenos gena bi se mogao okarakterizirati kao ,kvazi“ mijeSanje egzona i izrazito otezava
odredivanje srodnosti prokariota, s obzirom da su se geni prenosili ne samo na potomstvo,

vec i na nesrodne prokariote, a kasnije, u uvelike manjoj mjeri, i eukariote.

6.3. Trans-prekrajanje unutar organela

Organeli su evolucijski potomci bakterija koje su usle u endosimbiozu s arhealnom
stanicom (Nelson i Cox 2013). Najbolji pokazatelji kako je to tako su: membrana organela,
cirkularna DNA u unutrasnjosti organela koja sadrZi gene kodirane genetickim kodom
razli¢itim od onog u ostatku Zivog svijeta te transkripcijska i translacijska masinerija unutar
organela (Nelson i Cox 2013). Zbog bakterijskog porijekla, organeli sadrze i samoizrezujuce
introne grupe Il unutar gena za tRNA, mRNA i rRNA (Nelson i Cox 2013, Glanz i Kiick 2009). Ti
su introni unutar organela nizih eukariota i biljaka izrazito specifi¢ni jer, za razliku od ostalih
samoizrezujucih introna, pokazuju moguénost trans-prekrajanja (Glanz i Kiick 2009).
Specifitna sekundarna struktura im omogucava da se samoizrezuju, a interakcija s proteinima
i ostalim RNA molekulama im daje signale za trans-prekrajanje, iako su vanjski faktori
neophodni i za obi¢no, cis-prekrajanje (Glanz i Kiick 2009). Vecina tih faktora je kodirana
jezgrinim genima, a samo malen dio genima organela, pri cemu se vidi kako je regulacija
ekspresije gena organela usko povezana s jezgrinim genomom, iako se organeli ,trude” ostati
samostalni.

DNA kloroplasta kodira za 100 — 140 gena, organiziranih u klasicne prokariotske
operone. Takva organizacija stabilizira policistronsku RNA je i omoguéava joj razliCite
posttranskripcijske modifikacije, izmedu kojih je i trans-prekrajanje. Pronadeno je oko 6 gena
koji pokazuju moguénost trans-prekrajanja, od kojih neki geni pokazuju tu mogucnost u
organelima razlicitih vrsta, pretezito zelenim algama. To su geni koji kodiraju za rRNA

kloroplastnih ribosoma i podjedinice fotosustava I. Trans-prekrajanje unutar kloroplasta alge
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Chlamydomonas reinhardtii toliko je kompleksno da samoizrezujuéi introni zahtjevaju veliku
pomo¢ prilikom izrezivanja od ribonukleoproteinskog kompleksa koji bi se mogao prozvati
spliceosome-om organela, iako je jo$ uvijek enzimatska aktivnost prekrajanja unutar samih
introna grupe Il. (Glanz i Kiick 2009)

Mitohondrijski genomi (hondriomi, eng. chondriomes) su raznolikiji od kloroplastnih.
Velicine su od 15 kb do 2000 kb, a oni koji su veéi od 200 kb najc¢esée se nalaze u vaskularnim
bilikama (papratnjace i sjemenjace), a veli¢inu zahvaljuju lateralnom prijenosu gena s
plastidom i jezgrom, ali i bogatom samoizrezuju¢em intronskom sustavu grupe | i Il. Trans-
prekrajanje introna grupe Il mitohondrija nastalo je iz obi¢nog, cis-prekrajanja uslijed
rearanZzmana DNA, kada su se egzoni jednog gena nasli pod razli¢itim okvirima citanja. S
obzirom na kloroplaste, trans-prekrajanje se mitohondrija odvija u manjoj mjeri, a najvise se
pojavljuje u genima za podjedinice NADH dehidrohenaze i jednosupnica i dvosupnica (dakle,

evolucijski odvojenije skupine). (Glanz i Kiick 2009)
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7. ZAKLUUCAK

Introni nisu obi¢ne nekodirajuce sekvence unutar eukariotskih i ponekih prokariotskih
genoma. U prokariota je intronski sustav i sustav za izrezivanje introna slabije razvijen, pa je
uloga introna u razvoju prokariotskih proteina puno manja, nego prilikom razvitka eukariota.
lako su egzoni ti koji kodiraju za funkcionalni polipeptidni lanac i njihovim mutacijama se
mijenja i 3D struktura proteina, a time i njegova funkcija, dvolancani lomovi introna i
prekrajanje introna omogudilo je ubrzanu evoluciju eukariota i njihovih proteina. U RNA
svijetu, introni su vjerojatno bili pokretni geneticki elementi koji su se samostalno izrezivali
(bas kao Sto se danas izrezuju introni grupe | i grupe Il) i ubacivali u pogodne RNA molekule.
Time su inaktivirali gene dok ih se ne bi izbacilo iz njih, a eukarioti su ih ,ukrotili” razvivsi
riboproteinski kompleks spliceosome. Tako su eukarioti dobili najbolje orude za brzo dobivanje
raznolikih proteina pomocu alternativnog prekrajanja i mijeSanja egzona, odlicnu osnovu za
regulaciju ekspresije viSe gena istovremeno u obliku malih regulatornih RNA, ali im je
omogucena i redukcija broja gena, upravo jer alternativno prerkrajanje omogucava kodiranje
viSe proteina s jednim genom. Povezano sa zadnjim, trans-prekrajanje pokazuje kako postoji
jos fenomena vezanih uz introne i egzone, te kako se navedeni sustav organizacije gena i
njegove prednosti i mane jos uvijek slabo razumiju.

Glavni mehanizam za brzo dobivanje proteina s izmijenjenom funkcijom je mijeSanje
egzona potaknuto dvolancanim lomovima unutar introna. Ogranicenje je faza u kojoj se intron
nalazi, pa se tako najbolje kombiniraju simetricni egzoni, jer kombiniranjem nesimetri¢nih
egzona dolazi do pomaka okvira Citanja. Jo$ jednom se pokazalo kako je rekombinacija
ekstremno vazan fenomen za razvoj eukariota, a tijekom dvolanc¢anog loma (koji se popravlja
nekim tipom rekombinacije) se moze stvoriti protein s novom funkcijom. Ovakav mehanizam
dobivanja proteina s novom funkcijom ne bi bio mogug, ili bi bio puno tezi i manje znacajan,
ne bi bio mogu¢ bez da egzoni kodiraju za strukturne domene i da struktura polipeptida ne
diktira njegovu funkciju. Alternativno prekrajanje omoguéava da izmjena egzona ne utjece na
gubitak dosadasnje funkcije gena, tocnije, ne mora se uvijek u kombinaciji sa ostalim egzonima
eksprimirati i egzon koji se ubacio u gen. Ekspresijom istog gena moze se dobiti vise razlicitih
mMRNA, od kojih svaka daje razlicit polipeptid. Slican fenomen je i trans-prekrajanje, kojim se

iz razli¢itih primarnih transkripata sastavi mRNA. Ne bi bilo za¢udujuée kada bi buduéa
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istrazivanja pokazala kako je trans-prekrajanje jedan od mehanizama prevladavanja stani¢nog
stresa, kako bi se dobio protein s funkcijom kojom bi se mogao prevladati stres.

lako ne nuZno introni, u prokariota se isto vidi kao je glavni mehanizam za brzo
dobivanje proteina s novom funkcijom dvolan¢ani lom nukleotidnih slijedova koji kodiraju za
strukturnu domenu proteina, iako se oni u prokariota ne karakteriziraju nuzno kao egzoni, a
dvolancéani lomovi nisu slucajni, ve¢ produkt mjesno-specificne rekombinacije. Trans-
prekrajanje ogranela dodatno pokazuje kako postojanje introna u mnogo situacija stvara
selektivnu prednost, konkretno kod organela, time $to se smanjuje horizontalni prijenos gena

iz organela u jezgru, ¢cime se omogucava djelomicna neovisnost organela o jezgri.
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9. SAZETAK

Eukariotski geni sadrze egzone i introne. Egzoni sadrie informacije za sintezu
polipeptidnog lanca, pa se zadrzavaju u mRNA i ne izbacuju se iz primarnog transkripta. Introni
ne sadrze informacije za sintezu polipeptida, pa se izbacuju iz primarnog transkripta procesom
prekrajana. Eukarioti sadrZe sve tipove introna, a najéesci su spliceosome-alni introne, uz koje
su povezani fenomeni kojima se utjecalo na evoluciju proteina. Mijesanje egzona omogucava
stvaranje proteina s novom ili izmijenjenom funkcijom brze od dobivanja novih proteina
mutacijama postoje¢ih. Omogucéavaju ga popravak dvolan¢anih lomova nehomolognom
rekombinacijom i korelacija egzona sa strukturnim domenama proteina. Tako je dobivena
vecina eukariotskih proteina s ponavljaju¢éim domenama. Alternativnho prekrajanje olakSava
postojanje viSestani¢nih organizama jer se Stedi na prostoru koji zauzima genom: jednim
genom omogucava se kodiranje razliCitih proteina ¢ime se i pojacava efekt mijeSanja egzona.
Prekrajanje egzona razli¢itih primarnih transkripata naziva se trans-prekrajanje. Njime se jos
bolje mozZe regulirati ekspresija gena i mogu se kombinirati razli¢iti egzoni kako bi se pomocu
prekrajanja odmah dobili proteini s novim funkcijama, a zastupljeno je i u genima organela. U
prokariota intronski sustav je slabije zastupljen, pa je i utjecaj introna na proteine bio izrazen
samo tijekom evolucije tijekom horizontalnog prijenosa gena. Danas prokariotiimaju fenomen

slican alternativnom prekrajanju: shufflon.
Kljucne rijeci: introni, egzoni, strukturne domene proteina, funkcijske domene proteina,

pojava introna, podjela introna, mijeSanje egzona, alternativno prekrajanje, trans-prekrajanje,

shufflon.
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10. SUMMARY

Eukaryotic genes contain exons and introns. Exons contain information for polypeptide
chain synthesis, so they are retained in the mRNA and are not ejected from the primary
transcript. Introns do not contain information for polypeptide synthesis, so they are ejected
from the primary transcript by the spliceing process. Eukaryotes contain all types of introns,
and the most common are spliceosomal introns, which are associated with phenomena that
have influenced the evolution of proteins. Exon shuffling allows the creation of proteins with
new or altered functions faster than obtaining new proteins by mutations of existing ones. It
is enabled by the repair of double-stranded breaks by non-homologous recombination and
the correlation of exons with the structural domains of proteins. Thus, most eukaryotic
proteins with repeating domains were obtained. Alternative splicing facilitates the existence
of multicellular organisms because it reduces space occupied by the genes: a single gene
allows the encoding of different proteins, thus enhancing the effect of exon shuffling. Splicing
the exons of different primary transcripts is called trans-splicing. It can even better regulate
gene expression and combine different exons to instantly obtain proteins with new functions,
and is also present in organelle genes. In prokaryotes, the intron system is less represented,
so the influence of introns on proteins was expressed only during evolution by horizontal gene

transfer. Today, prokaryotes have a phenomenon similar to the alternative splicing: shufflon.

Keywords: introns, exons, structural protein domains, functional protein domains, intron

appearance, division of intron, exon shuffling, alternative splicing, trans-splicing, shufflon.
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