Mechanizmy utraty i nabywania intronéw spliceosomalnych

STRESZCZENIE
Introny to wewnatrzgenowe sekwencje niekodujace. Dawniej byly uznawane za ,$mie-
ciowy” DNA, jednak obecnie uwaza sie, ze sa waznymi elementami wplywajacymi na
funkcjonowanie genomu. Udowodniono, ze introny zwiekszaja réznorodnosé transkrypto-
mu i proteomu, spelniaja w komorce role regulatorowe, wplywaja na ekspresje genéw oraz
obrobke, translacje i degradacje mRNA. Ze wzgledu na sposéb powstawania dziela si¢ na
trzy gtowne kategorie: spliceosomalne, samowycinajace sie oraz introny tRNA. Introny spli-
ceosomalne sa charakterystyczne dla organizméw eukariotycznych. Analizy sekwencji ge-
noéw ortologicznych w roznych grupach eukariontéw pozwolily zidentyfikowaé wiele przy-
padkéw nabywania oraz utraty intronow. Niektore z tych zdarzef mialy miejsce w dalekiej
przeszlosci, do innych doszlo stosunkowo niedawno. Uwaza sie, ze procesy te moga dzialaé
jako jedna z sit napedowych w ewolucji genow eukariotycznych.

WPROWADZENIE

Introny to , wtracone” sekwencje nukleotydowe (ang. intervening sequen-
ces), usuwane podczas dojrzewania pre-RNA [1]. Wystepuja powszechnie w
jadrowych oraz organellarnych genach eukariontéw. Rzadziej spotyka sie je u
organizmow prokariotycznych - bakterii i archeonéw. Sporadycznie ich obec-
nos¢ stwierdza sie takze u wiruséw [2]. Przez wiele lat introny uwazano jedynie
za ,$mieciowy” DNA, tymczasem moga one odgrywac rézne role. Uczestnicza
w regulacji ekspresji genéw oraz w alternatywnym skiadaniu eksonéw, przy-
czyniajac sie do zwigkszenia réznorodnosci transkryptomu i proteomu [3]. Nie-
ktére introny koduja mate jadrowe czasteczki RNA (snRNA) oraz mikro RNA
(miRNA) [4]. Introny moga réwniez by¢ zaangazowane w odpowiedZ na czyn-
niki zewnetrzne (stres) [5]. Ponadto obecnos¢ intronéw wplywa na transport
przez blony jadra komoérkowego, translacje, degradacje wadliwego mRNA, a
nawet na czestotliwos¢ crossing-over. W obszarach chromosoméw bogatych w
kroétkie introny rekombinacja zachodzi czesciej niz w regionach z diugimi intro-
nami lub pozbawionych intronéw [6].

TYPY INTRONOW U EUKARYA

Ze wzgledu na sposob wycinania, mozna wyodrebnié¢ trzy gtéwne rodzaje
intronéw: (I) introny spliceosomalne [7], (1) introny samowycinajace sie grupy
I[8], 1T [9] i III [10], oraz (III) introny tRNA [11]. Istnieja tez nietypowe introny,
ktorych nie sposoéb zaklasyfikowaé do zadnej z powyzszych kategorii [12].

INTRONY SPLICEOSOMALNE

Introny spliceosomalne znajduja sie w genach jadrowych Eukarya. Posia-
daja konserwowane ewolucyjnie granice. Najczesciej na koricu donorowym
5" znajduja sie nukleotydy GT (rzadziej GC), natomiast na koricu akcepto-
rowym 3’ - nukleotydy AG. Istnieja réwniez introny spliceosomalne o in-
nych ztaczach, AT na koricu 5 oraz AC na koricu 3'[7]. Usuwanie intronéw
spliceosomalnych zachodzi przy udziale spliceosomu, czyli ztozonego kom-
pleksu matych RNA i bialek [13]. Istnieja dwa rodzaje spliceosomu. Podsta-
wowy spliceosom (typu U2, ang. major spliceosome) rozpoznaje introny o
granicach GT/C-AG. Sklada si¢ z pigeciu matych jadrowych RNA (snRNA),
oznaczanych jako U1, U2, U4, U5 i U6, oraz wielu specyficznych czynnikéw
biatkowych. Alternatywny, ,maly” spliceosom (typu U12; ang. minor spli-
ceosome) identyfikuje introny o zlaczach AT-AC (takze niektére ze zlacza-
mi GT-AG). Ten rodzaj spliceosomu zawiera U11, U12, U4atac, U5 i Ubatac
snRNA i biatka [14]. Introny spliceosomalne sa wycinane w wyniku dwéch
nastepujacych po sobie transestryfikacji [14]. W pierwszej reakcji zachodzi
atak grupy 2’-OH w nukleotydzie adenozynowym, lezacym w punkcie roz-
galezienia w obrebie intronu, na ostatni nukleotyd korica 5 intronu. Wsku-
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tek tego intron przyjmuje postac lassa (ang. lariat)[13]. W
trakcie drugiej transestryfikacji grupa 3’-OH z kotica od-
cietego eksonu poprzedzajacego intron atakuje wigzanie
fosfodiestrowe miedzy ostatnim nukleotydem intronu, a
pierwszym nukleotydem kolejnego eksonu. Prowadzi to
do uwolnienia intronu oraz ligacji eksonéw [4].

INTRONY SAMOWYCINAJACE SIE

Introny samowycinajace sie to rybozymy, ktére przyj-
muja stabilng, konserwowang strukture drugo- i trzecio-
rzedowa, umozliwiajaca ich autokatalityczne wyciecie z
pre-RNA bez udziatu dodatkowych czynnikéw enzyma-
tycznych. Niemniej w warunkach fizjologicznych ten pro-
ces jest czesto wspomagany przez biatka [15]. Introny sa-
mowycinajace sie zostaly podzielone na trzy grupy.

Introny grupy I wystepuja u wiruséw, bakterii [16],
archeonéw [17], w organellach pétautonomicznych [18]
oraz w genach jadrowych rRNA eukariontéw [19]. W
obrebie intronéw grupy I wyrdznia sie dziewieé gtow-
nych regionéw P1-P9. Obszary te tworza trzy domeny:
katalityczna (P3, P7, P8, P9), substratowa (P1, P2) oraz
szkieletowa (P4, P5, P6)[8]. Wycinanie intronéw grupy
I réwniez odbywa sie w wyniku podwdjnej transestryfi-
kacji [20]. Pierwsza reakcje zapoczatkowuje atak grupy
3’-OH guanozyny - lezacej w obrebie intronu lub beda-
cej swobodnym kofaktorem - na wigzanie fosfodiestro-
we w miejscu splicingowym 5. Podczas drugiej reakcji,
uwolniona grupa 3’-OH odcietego eksonu atakuje miejsce
splicingowe 3’ [21]. Prowadzi to do ligacji eksonéw oraz
wyciecia intronu.

Introny grupy II to elementy genetyczne spotykane w
genomach archeonéw, bakterii i organelli pétautonomicz-
nych [22]. Przyjmuja strukture drugorzedowa, skladajaca
sie z szeSciu domen (D1-D6), ktére zblizajaca do siebie
miejsca ciecia i rozgalezienia [23]. Introny grupy drugiej
posiadaja konserwowane ewolucyjnie sekwencje zlgczy
(5"-GUGYG oraz AY-3'), ktére przypominaja motywy wy-
stepujace w intronach spliceosomalnych. Introny grupy
II tez s wycinane w wyniku dwoéch transestryfikacji. W
pierwszej reakcji nastepuje atak grupy 2’-OH wewnetrznej
adenozyny na miejsce splicingowe 5 intronu. W ten spo-
sOb tworzy sie struktura lassa. W drugiej transestryfikacji,
grupa 3-OH z wolnego korica eksonu poprzedzajacego
intron atakuje miejsce splicingowe 3’, co powoduje pota-
czenie eksonéw i wyciecie intronu [24].

Introny grupy IlI znaleziono w genomach chloropla-
stowych euglenin [25]. Wystepuja zwykle w genach za-
angazowanych w transkrypcje i translacje. Introny grupy
III sa zblizone budowa do intronéw grupy II, od ktérych
zapewne pochodza [26]. Natomiast sa od tych ostatnich
krétsze i bogatsze w nukleotydy A i T. W intronach gru-
py Il nie wystepuja domeny II-V. Co wiecej, wyciecie in-
tronéw grupy III zachodzi w podobny sposoéb, jak intro-
néw grupy II. W wyniku podwoéjnej transestryfikacji in-
tron przyjmuje forme lassa, a nastepnie zostaje usuniety
[25]. Introny te wraz z intronami grupy Il moga tworzy¢
bardziej skomplikowane, pietrowe struktury, nazywane
twintronami [27].
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INTRONY tRNA

Introny tRNA sg sekwencjami spotykanymi w czastecz-
kach pre-tRNA eukariontéow oraz mRNA, rRNA, i tRNA
archeonéw [4]. Pre-tRNA zawierajacy intron przyjmuje
drugorzedowa strukture przypominajaca ksztattem lis¢ ko-
niczyny. W obrebie czasteczki pre-tRNA intron znajduje sie
w odleglosci jednego nukleotydu od petli antykodonowe;.
U Eukarya wystepuje charakterystyczne wybrzuszenie w
miejscu ciecia 3’ [28]. Natomiast u Archaea w miejscu cie-
cia znajduje si¢ konserwowany motyw wybrzuszenie-he-
lisa-wybrzuszenie (ang. bulge-helix-bulge; BHB) [29]. Wy-
cinanie intronéw tRNA jest procesem wieloetapowym, w
ktérym biorg udzial enzymy: endonukleaza, rozpoznajgca
wybrzuszenie obok miejsca 3" lub motyw BHB, ligazy RNA
oraz fosfotransferazy [30].

NIETYPOWE INTRONY

U Eukarya wystepuja takze introny, ktérych nie moz-
na zaklasyfikowa¢ do zZadnej z przywolanych kategorii.
Do takich nietypowych elementéw genetycznych naleza
introny niekonwencjonalne, unikalne dla dwoéch grup w
obrebie Euglenozoa: euglenin [12] i diplonemidéw [31]. In-
trony niekonwencjonalne nie posiadaja konserwowanych
sekwencji zlaczy typowych dla intronéw spliceosomalnych
(GT/C-AG lub AT-AC), a mechanizm ich wycinania nie zo-
stat dotad poznany. Co wiecej, introny niekonwencjonalne
strukturalnie nie przypominaja intronéw samowycinaja-
cych sie. W intronach niekonwencjonalnych konserwowane
ewolucyjnie nukleotydy znajduja sie w pozycjach +4, 5, 6
przy konicu 5 oraz komplementarne do nich nukleotydy,
zajmujace pozycje -8, 7, 6 na koricu 3’ [12]. Zaobserwowa-
no réwniez, ze sekwencje na zlaczach ekson-intron-ekson
spelniaja kilka regut: ostatnimi nukleotydami korca 3" eks-
onu poprzedzajacego intron oraz korica 3" intronu zwykle
sg pirymidyny (C lub T), pierwsze nukleotydy koncow 5’
intronu i nastepujacego po nim eksonu to zazwyczaj pu-
ryny (G lub A). Natomiast w trzeciej pozycji w eksonie 5’
przewaznie lezy cytozyna (5-Y|R, Y|RNC-3) [12,32,33].
Przypuszcza sie, ze introny niekonwencjonalne wyewolu-
owaly z niewielkich transpozonéw - MITEs (ang. Miniature
Inverted-repeat Transposable Elements) [12].

POCHODZENIE INTRONOW SPLICEOSOMALNYCH

Pochodzenie intronéw spliceosomalnych jest dysku-
syjne. Nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, w jaki sposéb
doszlo do pojawienia sie i nagromadzenia tych elementow
w genomach [34]. Najbardziej wiarygodnym pogladem,
tlumaczacym pochodzenie intronéw spliceosomalnych,
jest teoria ,wielu intronéw we wczesnej ewolucji euka-
riontéw”[7]. Scenariusz ten zaktada réwnolegte nabywa-
nie i utrate intronéw. Badania genoméw Eukarya umoz-
liwily odkrycie sekwengcji intronéw spliceosomalnych w
genach ortologicznych u odleglych ewolucyjnie grup.
Introny te byly obecne u ostatniego wspdlnego przod-
ka eukariontéw - LECA (ang. Last Eukaryotic Common
Ancestor) [1]. Organizm ten posiadal juz mitochondria,
ktore zostaly nabyte przez przodka LECA w wyniku en-
dosymbiozy z a-proteobakteria. Genom mitochondrialny
LECA najprawdopodobniej zawieral tez samowycina-
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jace sie introny grupy II [35]. W toku ewolucji przodka
LECA mogt nastapié transfer intronéw organellarnych do
genomu gospodarza, a nastepnie ich rozprzestrzenienie
sie [36]. Za wystapienie tego zjawiska mogto odpowia-
da¢ wiele czynnikéw; przodek ten najprawdopodobniej
nie mial mechanizméw obronnych przed namnazaniem
sie retroelementéw [15]. Wobec tego, po nagromadzeniu
bardzo duzej liczby intronéw w genomie jadrowym, za-
pewne nastapita ich wzmozona utrata - gdyz obecnos¢
zbyt wielu wtraconych elementéw mogta okaza¢ si¢ nie-
korzystna i prowadzi¢ do zmniejszenia przezywalnosci
organizmu [34].

Przypuszczalnie dzieki zjawisku utraty intronéw po-
wstaly dlugie sekwencje kodujace biatka oraz czasteczki
ktére sa bezposrednio zaangazowane w proces spliclingu
[35]. W efekcie tego z intronéw grupy II mogty powstaé
introny spliceosomalne [15]. Uzasadnieniem tego przy-
puszczenia jest istnienie uderzajacych podobienstw za-
rowno w strukturze intronéw obydwu typéw (zwtlaszcza
w obrebie ztaczy), jak i w przebiegu splicingu [24].

MECHANIZMY UTRATY INTRONOW
SPLICEOSOMALNYCH

Badania majace na celu wyjasnienie molekularnego
podioza utraty okreslonych intronéw w poszczegol-
nych liniach ewolucyjnych ciggle trwajg. Nie wszystkie
z proponowanych wyjaénieni zostaly powszechnie za-
akceptowane. Dotychczas wskazano trzy podstawowe
procesy prowadzace do zmniejszenia liczby wtraconych
sekwengji: (I) utrate introndw za posrednictwem odwrot-
nej transkrypgji, (II) na skutek delecji oraz (III) w wyniku
naprawy uszkodzenn w obu niciach DNA (ang. double-
-strand break repair; DSBR) [1,7].

UTRATA INTRONOW ZA POSREDNICTWEM
ODWROTNE] TRANSKRYPCJI

Hipotetycznie do utraty intronéw moze dochodzié
przy udziale odwrotnej transkryptazy. Pierwszym eta-
pem tego procesu musialaby by¢ synteza pierwszej nici
DNA na matrycy bezintronowej czgsteczki mRNA. Pro-
wadzitoby to do powstania hybrydy RNA-DNA. Wcho-
dzaca w jej sklad ni¢ RNA ulegalaby czesciowej degrada-
cji przez RNaze H. Pozostatosci nici RNA moglyby zosta¢
wykorzystane przez odwrotng transkryptaze (ktéra moze
by¢ polimeraza DNA zalezna od RNA i od DNA) jako
starter do syntezy drugiej nici DNA. Ostatnim etapem by-
taby rekombinacja powstalego DNA z DNA genomowym
zawierajacym introny (Ryc. 1a). Wskutek tego mogloby
dojs¢ do utraty jednego lub nawet kilku intronéw jedno-
cze$nie. Wyniki badan przeprowadzonych na drozdzach
S. cerevisine potwierdzaja dziatanie takiego mechanizmu
[37]. W przypadku innych grup eukariontow taki model
utraty intronéw wydaje sie by¢ nieco bardziej kontrower-
syjny. Utrata wtraconych sekwencji za posrednictwem
odwrotnej transkrypcji powinna powodowaé wzrost cze-
stotliwosci jednoczesnej utraty kilku sasiadujacych intro-
néw [38]. Czes¢ badan potwierdza te tendencje, niemniej
w wiekszosci przypadkéw introny sa tracone pojedynczo
w losowych miejscach [39,40].
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UTRATA INTRONOW NA SKUTEK DELEC]I

Utrata intronu przez delecje moze nastapi¢ w nastepstwie
crossing-over miedzy allelami albo wskutek btedu podczas
replikacji. Utrata intronu w wyniku rekombinacji jest mozli-
wa w przypadku, gdy w jednym z dwéch homologicznych
chromosoméw znajduje sie gen bez intronu. W trakcie re-
kombinacji odcinek DNA niezawierajacy intronu zastepuje
fragment z intronem [41]. W przypadku delecji powstatej w
wyniku btedu replikacji bardzo czesto dochodzi do niedo-
kladnego usuniecia intronu (Ryc. 1b). Czeé¢ nukleotydow
intronowych moze pozostaé w zmienionej sekwengji lub
moga zosta¢ usuniete dodatkowe nukleotydy z eksonéw
flankujacych intron. Jezeli delecja nie powoduje zmiany
ramki odczytu oraz nie wprowadza znaczacych zmian w
sekwencji aminokwasowej, to zmodyfikowana sekwencja
bez intronu moze stac sie funkcjonalna [42,43].

UTRATA INTRQNOW W WYNIKU DZIALANIA
MECHANIZMOW NAPRAWY PEKNIEC DNA

Przerwanie wiagzan fosfodiestrowych w podwdéjnej heli-
sie moze nastapi¢ w efekcie dzialania wolnych rodnikéw
tlenu, pod wplywem promieniowania jonizujacego albo w
wyniku proceséw metabolicznych zachodzacych w komor-
ce. Naprawa tych peknie¢ jest kluczowa kwestig dla prze-
zycia komorki, dlatego tez u organizmow wyksztalcily sie
dokladne procesy naprawcze [44]. Mechanizm naprawy
dwuniciowych peknie¢ DNA moze prowadzi¢ do utraty
intronéw. Przerwanie obu nici DNA sprawia, ze rozpada
si¢ on na dwa osobne fragmenty, ktére moga tatwo degra-
dowaé. W przypadku opodznienia reakcji mechanizméw
naprawczych dla pekniecia znajdujacego sie w obrebie in-
tronu, moze on ulec degradacji. Po potaczeniu obu fragmen-
tow uszkodzonego DNA dany gen moze juz nie zawierac
intronu (Ryc. 1c).

MECHANIZMY NABYWANIA INTRONOW
SPLICEOSOMALNYCH

Mechanizmy nabycia intronéw sa w dalszym ciggu tema-
tem badan i ozywionych dyskusji [44-46]. Zaproponowano
osiem prawdopodobnych mechanizméw prowadzacych do
powstania intronu w nowym miejscu w genomie: (I) trans-
pozycje intronu, (II) insercje transpozonu, (III) tandemowa
duplikacje w genomie, (IV) transfer intronéw, (V) nabycie
intronéw przez naprawe dwuniciowych peknie¢ DNA, (VI)
insercje intronu grupy II, (VII) konwersje eksonu w intron
oraz (VIII) powstawanie intronéw spliceosomalnych (kon-
wengcjonalnych) z intronéw niekonwencjonalnych. Kazdy
z nich nalezy rozpatrywaé w kontekscie bezposrednich do-
wodéw molekularnych oraz dowodéw posrednich, wyni-
kajacych z analiz genomowych [44,45].

NABYWANIE INTRONOW PRZEZ ICH TRANSPOZYCJE

Proces zyskiwania intronéw przez transpozycje (ang. in-
tron transposition) jest wieloetapowy. Najpierw zachodzi
transkrypcja, po czym z powstatego pre-mRNA sa wycina-
ne introny. Nastepnie do dojrzalej czasteczki mRNA, przy
sprzyjajacych ku temu warunkach, wlaczany jest wyciety
wczeéniej intron pochodzacy z danego lub innego trans-
kryptu. Tak zmodyfikowany mRNA stuzy jako matryca do
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syntezy DNA, przeprowadzanej przez odwrotng transkryp-
taze. Ostatnim etapem jest rekombinacja powstatego DNA z
DNA genomowym.

Mozliwe sa trzy scenariusze nabycia intronéw w ten
sposob. Pierwszy zaklada, ze moze dojs¢ do catkowitej lub
niemalze catkowitej rekombinacji pomiedzy DNA zawiera-
jacym nowy intron, a oryginalnym locus. Do rekombinacji
moze dojé¢ na pelnej diugosci genu, w ktérym wystepuja
zaréwno eksony jak i inne introny. Skutkiem tego moze by¢
jednoczesne nabycie nowego intronu oraz utrata intronéw
pierwotnie znajdujacych sie w danym obszarze. Druga moz-
liwos¢ polega na czesciowej rekombinacji pomiedzy DNA
zawierajagcym nowy intron, a regionem eksonowym. Takie
zdarzenie prowadzi tylko do nabycia intronu (Ryc. 2a).
Trzecia ewentualnoé¢ zaklada wstawienie DNA z nowym
intronem w innym locus, a nastepnie przeniesienie intronu
przez czeSciowq badz kompletna rekombinacje do pierwot-
nego locus [44].

Nabycie intronéw przez transpozycje uchodzi za naj-
bardziej prawdopodobny z o$miu domniemanych me-
chanizmoéw [47]. Przestanek potwierdzajacych te hipoteze
dostarczyta analiza blisko spokrewnionych gatunkéow grzy-
béw z rodzaju Mycosphaerella (Zymoseptoria). Poréwnanie
genomow trzech organizméw ujawnito transpozycje intro-
néw pomiedzy niepowigzanymi ze sobg genami. Niedaw-
no nabyte introny sa uderzajaco podobne do sekwencji, od
ktérych mogty pochodzié. Po przeanalizowaniu sekwencji
nalezacych do M. graminicola (Z. tritici), znaleziono 38 ro-
dzin intronéw. Kazda z nich zawierata introny o prawdopo-
dobnym wspdélnym pochodzeniu [46]. Z tych grup wyklu-
czono 16 rodzin obejmujacych introny, ktére zapewne po-
wstaly w wyniku catkowitej lub cze$ciowej duplikacji genu
posiadajacego intron. W pozostatych grupach znajdowaty
sie introny, ktére prawdopodobnie zostaly nabyte przez

transpozycje. Odkryto réwniez, Ze niektére introny sa cze-
Sciej wstawiane w nowych pozycjach niz inne (okreslono to
na podstawie liczby spokrewnionych intronéw w danej ro-
dzinie), co oznacza, ze obecnosé¢ niektérych motywoéw we-
wnatrz sekwengji intronéw moze promowac transpozycje.
Dotychczas jeszcze nie scharakteryzowano dokladnie mole-
kularnych mechanizméw transpozycji intronéw pomiedzy
niespokrewnionymi genami [44].

Intron wstawiany poprzez transpozycje zawiera wszyst-
kie sekwencje niezbedne do jego usuniecia z nowego miej-
sca, zatem jest w pelni funkcjonalng strukturg w nowym
genie [44]. Prowadzone s3 badania nad czynnikami odpo-
wiedzialnymi za inicjowanie nabywania intronéw przez
transpozycje oraz okolicznosciami, w ktérych ten proces
mogtby wystapi¢ w naturalnych warunkach [48].

Nabycie intronéw przez transpozycje udato sie¢ wymu-
si¢ w warunkach laboratoryjnych u S. cerevisiae z mutacjq
helikazy Prp22. Cecha charakterystyczna tego szczepu
drozdzy jest to, ze po zajsciu splicingu dojrzale mRNA
pozostaja zwigzane ze spliceosomem. Dzieki temu mozna
zaobserwowac nieuwolnione struktury mRNA oraz intro-
nu w formie lassa. W przypadku obnizenia w pozywce
stezenia jednowarto$ciowych kationéw (uczestniczacych
w regulowaniu przebiegu transestryfikacji) zaobserwo-
wano zjawisko odwrotnego splicingu (odwrécenie drugiej
reakqji transestryfikacji). Dzieki temu wiekszos¢ sekwencji
intronowych powrdcita do swojego pierwotnego potoze-
nia. Niestety tym sposobem nie udato si¢ wstawié¢ intronu
w nowa pozycje [48].

NABYWANIE INTRONOW PRZEZ
INSERCJE TRANSPOZONU

W zaleznosci od miejsca integracji z genomem, skutki
insercji transpozonu (ang. transposon insertion) moga w

a. utrata intronu w wyniku RT b. delecja intronu

c. naprawa dwuniciowych peknie¢ DNA

gt
g
M

N

Gl

Rycina 1. Mechanizmy utraty intronéw spliceosomalnych: a. utrata intronéw w wyniku odwrotnej transkrypcji (RT); b. utrata intronéw poprzez delecje (zilustrowano
przypadek, w ktorym delecji ulega fragment intronu i sasiedniego eksonu); c. utrata intronéw w wyniku dziatania mechanizmu naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA.
Eksony oznaczono grubymi liniami (poszczegélne kolory odpowiadaja sasiednim eksonom), a introny - cienkimi. Pozostale symbole: podwéjny uktad linii - czgsteczka
DNA; pojedynczy uklad - czasteczka RNA; czerwone strzatki - miejsca rekombinacji; czerwona klamra - usuniety fragment sekwencji; gwiazdki - powstawanie dwuni-

ciowych peknie¢; przerywana linia - fragmenty sekwencji intronu ulegajace degradacji.
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a. transpozycja intronu b. insercja transpozonu c. tandemowa duplikacja
TAGGT o AGG T
e ATCCA m— s T C C A ms——
———— QN —— TAGGT — l _
— ATCCA AGGT AGGT ——
¢ — TCCA TCCA B
TAGGTl transpozon |ATCCA
¢ —AG G Umss - AGGU —
— TAGGT] TAGGT i
s /\TCCA MATCCA— — U —
— | —walmmbee—
¢ e JAGGU transpozon UAGGU s
UAGGU
d. transfer intronu e. naprawa dwuniciowych peknie¢ DNA f. insercja intronu grupy Il
A ~
° R —
V S T—
B —— (|
—— /I l
;_ ¢ ;_ | intron grupy Il |
| GU AG
5U AGIGU
JL
g. konwersja eksonu w intron h. powstawanie intronéw spliceosomalnych z intronéw niekonwencjonalnych
essssss—— T E—— \ /\ E——
eesss— C /\ E—— | | E——
N N
¢ G,r\\,l ™ — GN-' AN
G ~ > O
CA TT) N> A ¢
¢ T=C —ﬁi AN I,
GT CA ™ g ar- Al
—— | E—
e—— C /\ E—— ¢ I—>N =C O
' S — )
I -,
—— G T —\ (G S— A i L - CT- -AGm—
¢ o — A
G—— Ad IGT AG —> GT AG
= =

Rycina 2. Mechanizmy nabywania intronéw spliceosomalnych: a. transpozycja intronu; b. insercja transpozonu; c. tandemowa duplikacja; d. transfer intronu; e. nabywa-
nie intronu przez naprawe dwuniciowych peknie¢ DNA; f. insercja intronu grupy II; g. konwersja eksonu w intron; h. powstawanie intronéw spliceosomalnych z intronéw
niekonwencjonalnych. Eksony oznaczono grubymi liniami (poszczegolne kolory odpowiadaja sasiednim eksonom). Introny oznaczono cienkimi liniami. Podkreslono
kanoniczne sekwencje zlaczy intronéw spliceosomalnych. Pozostate symbole: podwdéjny uktad linii - czasteczka DNA; pojedynczy ukiad - czgsteczka RNA; czerwone
strzatki z klamra - miejsca rekombinacji; rozowy prostokat - transpozon; blekitny prostokat - sekwencje rozpoznawane i usuwane przez spliceosom; z6tty prostokat - in-
tron grupy II; czerwone klamry - zduplikowane fragmenty sekwencji; zielona ramka - potencjalne nowe miejsce splicingowe rozpoznawane przez spliceosom; czerwona
ramka - mutacja prowadzaca do powstania miejsca akceptorowego; pogrubiona strzatka - substytucja nukleotydowa.
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mniejszym lub wiekszym stopniu rzutowac na funkcjo-
nowanie organizmu. Wstawienie sekwencji transpozono-
wych do regionéw eksonowych jest powszechnie uwazane
za szkodliwg zmiane w genomie - najczesciej przyczynia
si¢ do inaktywacji genu [49]. Natomiast w przypadku,
gdy transpozon zostaje umieszczony w obrebie lepkich
koncow sekwencji AGGT, okreélanej jako miejsce proto-
splicingowe, moze doj$¢ do nabycia intronu (Ryc. 2b). Po
whniknieciu transpozonu pomiedzy takie korice, polimera-
za odbudowuje komplementarne fragmenty nici i w ten
sposob transpozon zostaje wilaczony do genomu gospo-
darza [1,44,50]. Po transkrypcji nowo powstala sekwencja
pre-mRNA moze by¢ rozpoznawana przez spliceosom i w
efekcie tego wycinana jako intron [46]. Aby do tego doszlo,
na konicu 5 (donorowym) nukleotydy powinny utworzy¢
sekwencje AG|GT (gdzie , |” okresla miejsce przylacze-
nia/odlaczenia intronu), natomiast na koncu 3’ (akcep-
torowym) powinno powsta¢ miejsce AG|G. Transpozon
wstawiony w ten sposéb nie powoduje zmiany w obrebie
sekwengcji kodujacej [44].

Jeden z najnowszych przypadkéw nabycia intronéw
wskutek insercji transpozonéw zaobserwowano u zielenicy
Micromonas pusilla. Genom u M. pusilla zyskal tysiace nie-
wielkich intronéw spliceosomalnych o bardzo podobnych
sekwencjach, nazywanych elementami intronowymi (ang.
introner elements). Elementy intronowe nie zawieraja we-
wnetrznych ramek odczytu, posiadaja za to odwrécone po-
wtorzenia sekwencji na obu koncach (ang. terminal inverted
repeats), co wskazuje na to, ze sg krétkimi nieautonomiczny-
mi transpozonami DNA. Zauwazono réwniez, ze elemen-
ty intronowe w chromatynie wystepowaly zawsze miedzy
nukleosomami. Dalsze analizy dowiodty istnienia podob-
nych sekwencji takze u Aureococcus anophagefferens - glo-
néw zaliczanych do stramenopili, odlegle spokrewnionych
z M. pusilla. Dostrzezono, ze w genomach obu organizméw
elementy intronowe byly oflankowane kilkunukleotydo-
wymi powtdérzeniami o charakterystycznej dtugosci (8 bp
u A. anophagefferens i 3 bp M. pusilla), powstatymi wskutek
duplikacji sekwencji docelowej (ang. target site duplication).
Obecnosc¢ tych powtérzen sugeruje, ze w miejscach insercji
elementéw intronowych pierwotnie musialo dojé¢ do po-
wstania dwuniciowych peknieé, generujacych lepkie korice.
Ubytki wpierw musialy zosta¢ wypelnione przez transpo-
zaze (kodowang gdzie indziej w genomie). Nastepnie, za
sprawq tego samego enzymu, zostaly wstawione elementy
intronowe [50].

Niedawno opublikowane wyniki badan nad Fritillaria
borealis (niewielkimi zwierzetami morskimi zaliczanymi
do otwornic) dowiodly, ze genomy tych organizméw zo-
staly masowo skolonizowane przez introny pochodzace
od MITEs. Introny zaobserwowane u Fritillaria wystepuja
w wielu kopiach w pojedynczym genomie, posiadaja zbli-
zone rozmiary i odwrécone powtérzenia nukleotydowe
zlokalizowane w poblizu zlaczy. Co wiecej, sa oflankowa-
ne krétkimi powtoérzeniami, ktore $wiadcza o duplikacji w
obrebie sekwencji docelowych. Wszystkie te cechy $wiad-
cza o ich bliskim pokrewienistwie ewolucyjnym z transpo-
zonami zaliczanymi do MITEs. W dodatku okazuje sie, ze
zdecydowana wiekszos¢ intronéw w genomach Fritillaria
posiada sekwencje ztaczy AG-AC/T, zatem odbiegajace
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od konsensusu przyjetego dla intronéw spliceosomalnych.
Niemniej jednak z badan wynika, ze za usuwanie tych se-
kwengji najprawdopodobniej odpowiada spliceosom. Ma-
sowe nabywanie intronéw przez insercje transpozonéw
musiato znaczgco destabilizowa¢ genomy Fritillaria. Od-
powiedzia na to zagrozenie mogta by¢ ewolucja spliceoso-
mu umozliwiajgca procesowanie intronéw o nietypowych
ztaczach. Zagadnienie to wymaga jednak dalszych badan,
podobnie jak molekularne podtoze przeksztatcenia MITEs
w introny [51].

NABYWANIE INTRONOW PRZEZ
TANDEMOWA DUPLIKACJE W GENOMIE

Tandemowa duplikacja intronu w genomie jest okre-
$lana jako autentyczny i powszechny spos6b nabywania
intronoéw. Kiedy dotyczy ona fragmentu DNA zawieraja-
cego wewnatrzgenowy motyw AGGT, woéwczas powstaja
blisko siebie dwa silne miejsca splicingowe. Nabycie intro-
nu przez tandemowa duplikacje moze zaj$¢ na dwa sposo-
by. Pierwszy polega na precyzyjnym wstawieniu intronu
tak, ze ramka odczytu genu pozostaje niezmieniona, a in-
trony sa dokladnie usuwane przez spliceosom (Ryc. 2c).
Drugi spos6b to nieprecyzyjne wstawienie intronu, ktére
sprawi, ze sekwencja kodujaca ulegnie zmianie. Naste-
puje, gdy wskutek duplikacji fragmentu DNA w obrebie
danej sekwencji pojawia sie dotychczas nierozpoznawane
przez spliceosom miejsca donorowe i akceptorowe. Jeze-
li spliceosom zacznie rozpoznawaé sekwencje wewnatrz
zduplikowanego fragmentu (potencjalne nowe ziacza in-
tron/ekson wewnatrz powielonej sekwencji), woéwczas
w wyniku splicingu nastapi dodanie nukleotydéw do se-
kwencji kodujacej genu (wydtuzenie ramki odczytu). Taka
duplikacja moze réwniez spowodowaé aktywacje miejsc
splicingowych zlokalizowanych nie bezposrednio we-
wnatrz zduplikowanej sekwencji, a w jej poblizu, co bedzie
skutkowa¢ usunieciem nukleotydéw z sekwencji koduja-
cej (skréceniem ramki odczytu) [44].

Zaobserwowano kilka przypadkéw nabycia intronéw w
ten sposéb. W genie kodujacym polimeraze RNA zalezng
od RNA (ang. RNA-dependent RNA polymerase; RdRp)
u ziemniaka (Solanum tuberosum) zauwazono tandemowa
duplikacje fragmentu eksonu, posiadajacego sekwencje
AGGT. W wyniku tej mutacji powstaty miejsca splicingowe
GT i AG dla nowego intronu, ktéry jest rozpoznawany i wy-
cinany przez spliceosom. Z badan nad blisko spokrewnio-
nymi przedstawicielami rodzaju Solanum wynika, ze wspo-
mniana duplikacja nie wystepowata u ostatniego wspdlne-
go przodka tych roslin. Dodatkowa sekwencja zawierajaca
intron pojawila sie dopiero u S. tuberosum [52].

NABYWANIE INTRONOW PRZEZ ICH TRANSFER

To hipotetyczny sposéb zyskiwania intronéw, polegajacy
na rekombinacji miedzy dwoma paralogami lub miedzy ge-
nem i pseudogenem. W takim przypadku jeden z homolo-
gicznych genéw nie zawiera intronu, zas drugi posiada se-
kwencje intronowa (Ryc. 2d). Mechanizm ten nie ttumaczy,
jak doszto do wczesniejszego nabycia intronu przez jedna
z form. Wyjasnia natomiast, jak dany intron moze rozpo-
wszechnia¢ sie w genach o podobnej sekwencji i wspolnym
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pochodzeniu ewolucyjnym. Posrednie dowody nabycia in-
tronu przez transfer sugeruja, ze czasami transfer intronu
do genu moze by¢ nieprecyzyjny. Takie zdarzenie moze
skutkowa¢ inaktywacja docelowej kopii genu.

Prawdopodobieristwo nabycia intronéw przez transfer
powinno by¢ wieksze w genach posiadajacych paralogi niz
w genach pozbawonych swoich odpowiednikéw. Dlatego
tez obecnos¢ intronéw w genach o wspélnym pochodze-
niu ewolucyjnym powinna by¢ czestsza. O poprawnosci
tej hipotezy moze $wiadczy¢ zaobserwowany u wiekszosci
organizmoéw trend posiadania wiekszej liczby intronéw w

genach paralogicznych [44].

Niedawno zbadano rozmieszczenie intronéw w genie
a-amylazy, ktéry zostal przeniesiony z Actinobacterium
do przodka Agaricomycotina (nalezacego do Basidomyce-
tes). Z przeprowadzonych analiz wynika, ze po utrwaleniu
sie w genomie grzyba, gen ten zyskal wiele nowych intro-
néw. Ulegl tez duplikacjom u kilku gatunkéw. Nastepnie,
u réznych przedstawicieli Agaromycotina dochodzito do
nabywania oraz utraty intronéw. Co ciekawe, po poczat-
kowym zwiekszeniu liczby intronéw, czeéciej dochodzito
do pézniejszych strat niz wstawienia intronéw w nowych
pozycjach. O utratach intronéw $wiadczyly konserwowa-
ne sekwengcje, ktére zachowaly sie wokét dawnych miejsc
insercji. W przypadku zachowanych intronéw, motywy
wewnetrzne, takie jak miejsca donorowe i akceptorowe w
wiekszosci pozostawaly niezmienione. Dzigki transferowi
intronéw nowy gen zyskat cechy typowe dla genéw Basi-
domycetes: skrécenie eksonéw do niewielkich rozmiaréw
oraz pofragmentowanie sekwencji kodujacej w regularny
sposob [53].

NABYWANIE INTRONOW WSKUTEK DZIAELANIA
MECHANIZMOW NAPRAWY NICI DNA

Zjawisko to przypomina proces, w ktérym przerwa-
nie obu nici DNA moze skutkowaé utratg intronu. Istnieja
dwa sposoby naprawiania dwuniciowych peknieé¢: homo-
logiczna rekombinacja oraz niehomologiczne faczenie kon-
cow obu nici (ang. non-homologous end joining; NHE]).
Ten ostatni nie wymaga obecnosci nieuszkodzonego sza-
blonu, w postaci np. siostrzanej chromatydy. W wyniku
NHE] moze nastapi¢ wstawienie losowych nukleotydéw w
miejscu przerwania obu nici w sposéb prowadzacy do po-
wstania sygnatu rozpoznawanego przez spliceosom - czyli
stworzenia nowego intronu [44] (Ryc. 2e).

U Daphnia nowe, krétkie introny uzyskane przez NHE]
stanowia 43% ogoétu nabytych intronéw. Co ciekawe, pod-
czas naprawy za sprawg NHE], do DNA jadrowego prefe-
rencyjnie jest wprowadzane DNA mitochondrialne. Bada-
nia wykazaly, Ze jeden z powstalych w ten sposéb intronéw
jest homologiczny do sekwencji mitochondrialnego 16S
rRNA u Daphnia. Jednak dotychczas nie wiadomo, dlaczego
mechanizm NHE] czesciej wykorzystuje fragmenty DNA
mitochondrialnego [54].

Réwnie intrygujacym aspektem dziatania NHE] jest ten-
dencja do pojawiania sie krétkich powtérzen sekwencji w
poblizu miejsc splicingowych. Przypuszcza sie, Ze jest to
rezultat uzupelniania lepkich korficéw po niesymetrycz-
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nym peknieciu nici DNA. Wspomniany trend jest zalezny
od gatunku, typu komérek oraz rodzaju NHE] w nich za-
chodzacego, a w niektérych przypadkach nie jest w ogdle
obserwowany [44].

NABYWANIE INTRONOW PRZEZ
INSERCJE INTRONOW GRUPY II

Zwiegkszenie liczby intronéw spliceosomalnych w geno-
mie jagdrowym teoretycznie moze by¢ tez spowodowane
nabyciem nowych intronéw grupy II, pochodzacych z ge-
nomoéw organellarnych [44]. Introny te moga samodzielnie
przemieszczaé sie w genomach bakteryjnych oraz organel-
larnych [15,22]. Zdaniem badaczy, to z nich wyewoluowa-
ty introny spliceosomalne [22]. Istnieje wiele podobieristw
pomiedzy intronami grupy II oraz intronami spliceosomal-
nymi, takich jak mechanizm wyciecia z pierwotnego trans-
kryptu, forma fizyczna usunigtego intronu, czy zblizone
sekwencje na konicach 5" i 3" [24,36].

Spekuluje sie, ze powstanie intronéw spliceosomalnych
moglo by¢ zwigzane z insercja intronéw grupy II pocho-
dzacych od endosymbionta, ktéry dal poczatek mitochon-
driom [44]. Mozliwe, ze introny grupy Il pochodzenia orga-
nellarnego w dalszym ciggu moga pojawia¢ si¢ w nowych
pozycjach genéw jadrowych, po czym zostawac skutecznie
rozpoznawane przez spliceosom, stajac sie tym samym in-
tronami spliceosomalnymi (Ryc. 2f).

Obecnie nie sa znane przyklady nowo nabytych intronéw
spliceosomalnych, ktére powstalyby w ten sposéb. Row-
niez dane eksperymentalne nie wspieraja takiej mozliwosci.
Udowodniono do$wiadczalnie, ze wstawienie intronu gru-
py II do genu eukariotycznego prawie catkowicie hamuje
jego ekspresje. Taki wynik sugeruje, ze introny podlegaja
selektywnej presji - aby utrzymacé sie w genomie, musza
przejs¢ pewne modyfikacje [55]. Z drugiej strony nie mozna
jednoznacznie wykluczy¢ mozliwosci usuwania sekwencji
intronéw grupy Il przez spliceosom.

NABYWANIE INTRONOW POPRZEZ
ZAMIANE EKSONU W INTRON

Konwersja eksonu w intron (ang. intronization) polega
na powstawaniu intronéw w wyniku mutacji w obrebie se-
kwencji kodujacej. W odréznieniu od innych mechanizmoéw,
nie wymaga wstawienia nowego odcinka w celu nabycia in-
tronu (Ryc. 2g). Wskutek mutacji w eksonie moga powstac
nowe miejsca akceptorowe oraz donorowe rozpoznawane
przez spliceosom [56]. Alternatywnie, mutacja moze prowa-
dzi¢ do pojawienia sie przedwczesnego kodonu koriczacego
translacje. Jezeli przed miejscem zmutowanym znajduje sie
sekwencja potencjalnie rozpoznawana przez spliceosom,
moze dojs¢ do uaktywnienia tego miejsca splicingowego i
usuniecia fragmentu sekwencji zawierajacej mutacje. Ten
stabo zbadany proces jest nazywany uaktywnieniem miej-
sca splicingowego, zwigzanego z wystgpieniem mutacji
nonsensownych (ang. nonsense-associated altered splicing).
Przywolany mechanizm zabezpiecza nonsensowny trans-
krypt przed przedwczesna degradacja. Na skutek kolejnych
mutacji w sekwencji moze dojs¢ do powstania kolejnych sil-
nych sygnatéw splicingowych i coraz dokladniejszego usu-
wania nowo powstalego intronu [57].



Nie ma bezposrednich dowodéw potwierdzajacych na-
bywanie intronéw tg droga. Na potencjalna konwersje eks-
onu w intron moga natomiast wskazywacé posrednie dowo-
dy [44]. Analizowano na przyklad gen vulcan u Drosophila
melanogaster znajdujacy sie na chromosomie 2R. Znaleziono
w nim nowo powstaly intron L, a w nim - miejsca splicin-
gowe odpowiedzialne za alternatywny splicing. Biatkowy
produkt tego genu jest o 22 aminokwasy krétszy niz jego
wczesniej opisana wersja. W celu zbadania pochodzenia
intronu L, przeprowadzono analize filogenetyczna w 36
ortologicznych genach Drosophila. Dzieki temu znaleziono
mutacje, ktére w poszczegélnych szczepach doprowadzity
do powstania intronu. Znaleziono tez takie odmiany Droso-
phila, u ktérych konwersja eksonu w intron wciaz trwa [58].

POWSTAWANIE INTRONOW SPLICEOSOMALNYCH
Z INTRONOW NIEKONWENCJONALNYCH

Geny kodujace biatka w genomach jadrowych euglenin
zawieraja introny dwoéch zasadniczych typéw: konwen-
cjonalne introny spliceosomalne oraz introny niekonwen-
¢jonalne o nieznanym mechanizmie wycinania. Niektérzy
badacze wyrézniajg jeszcze tak zwane introny , posrednie”,
taczace cechy dwoch poprzednich grup. Posiadaja one pew-
ne cechy intronéw konwencjonalnych (konserwowane se-
kwencje ztaczy) oraz intronéw niekonwencjonalnych (zdol-
nos$¢ do przyjmowania stabilnej struktury drugorzedowej,
zblizajacej do siebie korice intron6éw) [59].

Teoretycznie, za sprawg mutacji neutralnych, w obrebie
intronu niekonwencjonalnego moglyby powsta¢ dodatko-
we sygnaly rozpoznawane przez spliceosom. Tym samym,
poprzez zyskanie konserwowanych sekwengji zlaczy GT-
-AG, intron pierwotnie niekonwencjonalny mogtby stac sie
intronem posrednim. Nastepnie, wskutek kolejnej mutacj,
inaktywujacej pierwotny sygnat splicingu (rozpoznawany
przez mechanizm wycinania odpowiedzialny za usuwanie
intronéw niekonwencjonalnych), mogtoby dojs¢ do zmiany
mechanizmu wycinania, a co za tym idzie - do zmiany typu
intronu z niekonwencjonalnego, poprzez intron ,, posredni”,
w intron konwencjonalny (spliceosomalny) [12] (Ryc. 2h).

Dotychczas nie dowiedziono mozliwosci usuwania in-
tronéw ,posrednich” za sprawa dwoéch réznych mechani-
zmoéw. Nie zaobserwowano tez przykladéw ewidentnych
zmian typu intronu. Jednak nie oznacza to, ze taka sytuacja
jest niemozliwa.

PODSUMOWANIE

Wsréd przedstawionych mechanizméw (trzech dotycza-
cych utraty oraz odmiu zwigzanych z nabyciem intronéw)
mozna wyodrebni¢ dwie grupy zdarzen: teoretyczne, za
ktérymi przemawiaja dowody posrednie oraz zdarzenia
zaobserwowane w warunkach laboratoryjnych, ktérych ist-
nienie potwierdzono bezposrednio.

Utrate intronéw w wyniku odwrotnej transkrypcji uwa-
za sie za proces hipotetyczny. Model ten nie zyskal po-
wszechnej akceptacji. Opisano go na podstawie badan prze-
prowadzonych na drozdzach S. cerevisiae, natomiast nie
sprawdza sie¢ on w odniesieniu do innych grup organizméw
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eukariotycznych. Utrata introndw na skutek delecji zostala
udowodniona w sposéb posredni. Zaobserwowano utrate
intronéw przez poréwnanie blisko spokrewnionych gatun-
kow roslin. W przypadku pomidora (Solanum lycopersicum) i
ziemniaka (S. tuberosum), ktérych genomy réznia sie o mniej
niz 10%, opisano 17 delecji intronéw w genach ortologicz-
nych. Z kolei w wyniku poréwnania Arabidopsis thaliana
oraz jego niedalekiego przodka, Arabidopsis lyrata (ktérych
linie oddzielily si¢ niecale 10 milionéw lat temu), opisano
az 114 delecji intronéw [52]. Trzecia przyczyna utraty intro-
néw sa dziatania mechanizméw naprawy peknie¢ obu nici
DNA w obszarze intronu. Wystepuja na to dowody posred-
nie, wynikajace z obserwacji degradacji genoméw ssakéw
wskutek peknie¢ obu nici DNA.

Nabycie intronéw poprzez transpozycje ma dowody po-
$rednie miedzy innymi w postaci wynikéw badan blisko
spokrewnionych gatunkéw grzybéw z rodzaju Zymosepto-
ria. W badanym przypadku zaobserwowano transpozycje
intronéw pomiedzy niepowigzanymi ze soba genami. W
odniesieniu do mechanizmu nabywania intronéw wskutek
insercji transpozonéw réwniez mozna przytoczy¢ dowody
posrednie. Genom M. pusilla zyskal tysiace intronéw spli-
ceosomalnych z bardzo podobnymi sekwencjami, nazywa-
nych elementami intronowymi. Za tandemowymi duplika-
cjami genomowymi przemawiaja zaréwno posrednie jak i
bezposrednie dowody. Zaobserwowano je u organizmoéw,
takich jak Arabidopsis, Oryza, Caenorhabditis, Drosophila,
Cryptococcus. Nabycie intronéw przez transfer zostalo udo-
wodnione posrednio na podstawie przeksztalcenia genu
a-amylazy z bakteryjnego w grzybowy w trakcie transferu
z Actinobacterium do przodka Agaricomycotina. W przy-
padku nabycia intronéw wskutek dzialania mechanizméw
naprawy DNA réwniez zgromadzono dowody posrednie.
W genomie Daphnia zaobserwowano preferencyjnie wpro-
wadzane do DNA jadrowego fragmenty DNA mitochon-
drialnego. Z kolei nabycie intronéw przez insercje intronéw
grupy Il nadal pozostaje czysto teoretycznym sposobem po-
wstawania intronéw. Introny grupy II podlegaja selektyw-
nej presji i aby utrzymac sie w genomie, musza przejsc sze-
reg modyfikacji. Konwersja eksonu w intron jest procesem,
ktéry réwniez mozna wyjasni¢ przez dowody posrednie.
Dzieki poréwnaniu sekwengcji ortologicznych u Drosophila
melanogaster znaleziono intron L. Nastepnie przeprowadzo-
no analize filogenetyczna w 36 homologicznych genach u
Drosophila. Dzieki temu mozna bylo wskaza¢ takie odmiany
Drosophila, u ktérych proces zamiany eksonu w intron nadal
zachodzi.

Wydaje sig, ze pierwsze introny spliceosomalne w ge-
nach jadrowych organizméw eukariotycznych pochodzity z
jednego Zrédia (samowycinajace sie introny grupy II?). Jed-
nakze proces pozyskiwania (a takze tracenia) intronéw w
genomach eukariontéw wecale sie¢ nie skoniczyl. Obecnie jest
za to odpowiedzialny nie jeden, uniwersalny mechanizm,
tylko wiele ré6znych mechanizméw, wywolujacych ten sam
efekt - uzyskanie niekodujacego fragmentu DNA, kt6ry na-
stepnie moze zosta¢ usuniety z transkryptu w uniwersal-
nym procesie splicingu, katalizowanym przez spliceosom.

Nie mozna wykluczy¢, ze w poszczegélnych grupach
organizméw preferowane sa rézne mechanizmy nabywa-
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nia intronéw. Moze to wynika¢ z charakterystycznych cech
struktury genomoéw czy tez uwarunkowan zewnetrznych.
Warto przy tym podkresli¢, Ze nowe introny moga by¢
trwale nabywane w toku ewolugji, co potwierdza, ze nie sa
,S$mieciowym DNA”, ale elementami istotnymi dla funkcjo-
nowania genomow.
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ABSTRACT

Introns are non-coding sequences within the genes. They seemed to be just “junk” DNA, although currently are considered as important ge-
netic elements influencing the genome functions, as they increase the diversity of transcriptome and proteome, perform regulatory activities
in the cell, affect gene expression, mRNA processing, degradation and translation. Based on the mechanism of their excision, introns were
classified into three main categories: spliceosomal, self-splicing and tRNA introns. Spliceosomal introns are unique for eukaryotic organisms.
Sequence analyses of orthologous genes in different groups of eukaryotes revealed many cases of intron gains and losses due to the multiple
mechanisms. Some of these events took place in the distant past, while others happened relatively recently. It is believed that these processes
can act as one of the forces driving the evolution of eukaryotic genes.
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