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Streszczenie: Retroelementy stanowia znaczaca frakcje powtarzalnych sekwencji genomoéw Eukaryota.
Grupg t¢ tworzg retroelementy LTR-owe i pozbawione dhugich terminalnych powtérzen (non-LTR). Do
tej drugiej naleza sekwencje LINE (dtugie rozproszone elementy jadrowe) i SINE (krétkie rozproszone
elementy jadrowe), stanowigce obfity komponent jadrowych genomow licznych gatunkéw. Elementy
LINE maja zdolnos¢ autonomicznej transpozycji, podczas gdy nieautonomiczne SINE wykorzystuja do
tego celu enzymy kodowane przez inne retroelementy. Retrotranspozony pozbawione LTROw po raz
pierwszy odkryto w genomie ssakow, a pozniej takze wsrod grzybow, roslin i bezkregowcow. SINE
naleza do klasy umiarkowanie i wysoce powtarzalnych sekwencji, a najintensywniej badanym ich przy-
ktadem jest rodzina Alu u naczelnych. Elementy SINE osiagaja dtugos¢ 80-500 pz i wyrdzniaja si¢
zlozong budowa. W wigkszosci przypadkow ich region 5' wykazuje podobienstwo wobec genow tRNA,
nieliczne rodziny wywodza si¢ z genow 5S rRNA i 7SL RNA. Region 3' licznych SINE wykazuje
podobienstwo wobec koncow 3' niektorych LINE. Zakonczenie elementdw stanowig tzw. ogony polyA
lub sekwencje bogate w A/T. W czesci tRNA-pokrewnej zlokalizowane sa wysoce konserwatywne
sekwencje (boxA i boxB) stanowiace wewngtrzny promotor polimerazy RNA III. SINE nie maja wla-
snych genow odwrotnej transkryptazy, nie sa zatem zdolne do samodzielnej transpozycji. Podobnie jak
LINE, SINE przemieszczaja si¢ w genomie w wyniku retrotranspozycji tworzac w miejscu integracji
krotkie powtdrzenia. Informacje o mozliwych funkcjach SINE sa nadal nieckompletne i podlegaja ciagtej
reinterpretacji, znaczny wplyw SINE na genomy wydaje si¢ by¢ jednak bezsprzeczny. Maja wplyw na
ewolucje¢, budowe i funkcjonowanie genomow/gendw, takze na poziomie transkrypcyjnym. Obecnosé
niektorych elementow SINE zostata powigzana z chorobami genetycznymi i nowotworowymi. Ze wzgledu
na mi¢dzygatunkowe roznice w lokalizacji SINE w genomach, zostaly one wykorzystane jako markery w
analizach filogenetycznych.

Stowa kluczowe: SINE, krétkie rozproszone powtdrzenia, retrotranspozony bez LTR, retroelementy, genom.

Summary: Retroelements constitute a large fraction of the repetitive DNA of eukaryotic genomes. They
include LTR (Long Terminal Repeat) and non-LTR retrotransposons, lacking the long terminal repeats and
subdivided into LINEs (Long Interspersed Nuclear Elements) and SINEs (Short Interspersed Nuclear
Elements), have been discovered as ubiquitous components of nuclear genomes in many species. LINEs
are able to transpose autonomously, while non-autonomous SINEs depend on the reverse transcription
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machinery of other retrotransposons. Non-LTR retrotransposons were first discovered in mammalian
genomes but have also been identified in plants, fungi and invertebrates. SINEs are a moderately to highly
amplified sequence class of Eukaryotes which have been most extensively studied in mammalian species
(Alu family). SINEs are up to several hundred basepairs in length (>500 bp) and have a composite
structure. The 5' region of SINEs is similar to tRNA (the major class), 5S rRNA or to 7SL RNA genes (the
minor classes). The 3' region of many SINEs shows similarity to the 3' end of LINEs. SINEs are termina-
ted by a poly(A) tract or A- or T-rich sequences. Two well conserved sequence motifs are found in the
tRNA-related part of SINEs. Similar to tRNA genes, these sequences, called box A and box B, serve as an
internal promotor for RNA polymerase I1I. SINEs do not encode their own reverse transcriptase and are
therefore unable to transpose autonomously. Similar to LINEs, they move by retrotransposition and
generate short target site duplications upon reintegration. Data on possible functions for SINEs are still
incomplete and controversial, but it is likely that SINEs have a major impact on their genomes. They have
a significant role in genome/gene evolution, structure and transcription levels. The distribution of these
elements has been implicated in some genetic diseases and cancers. They are very useful as markers for
phylogenetic analysis, because species exhibit variation in the genomic localization of SINE inserts.

Key words: SINEs, short interspersed elements, non-LTR retrotransposons, retroelements, genome.

1. WSTEP

Coraz pelniejsza wiedza o strukturze genomow eukariotycznych jednoznacznie
wskazuje, ze sekwencje kodujace biatka stanowia tylko nieznaczny ich fragment.
Zasadniczy komponent tworzy zr6znicowana frakcja sekwencji niekodujacych — NCS
(ang. Non Coding Sequences) i to one w gltéwnej mierze decyduja o rozmiarach
genomdw. Czes¢ z nich to elementy zwigzane ze strukturami genow (introny, pseudo-
geny), pozostate zlokalizowane sa w rozleglych obszarach miedzygenowych. W tej
ostatniej grupie dominuja réznorodne, rozproszone ruchome elementy genetyczne. Ich
udziat w genomach wyzszych Eukaryota przekracza najczesciej 50% (u cztowieka
szacowany na ok. 45% [19.,45]). Znaczaca przewaga tych sekwencji nad innymi o
malej liczbie kopii (geny, sekwencje regulatorowe) jest szczegdlnie widoczna w duzych
genomach roslinnych (m.in. u kukurydzy ponad 70% [4]). W tej sytuacji przypisywana
jest im kluczowa rola w modulowaniu i ewolucji genomow [38,52].

Ruchome elementy, ze wzgledu na liczebnos¢, cechy strukturalne oraz mechanizm
amplifikacji i transpozycji, wykazuja duze wewnetrzne zroznicowanie, wobec czego sa
sklasyfikowane w kilku kategoriach. Ogdlne zasady ich powielania i przemieszczania
pozwalaja wyr6zni¢ wsrod nich takie, ktorych transpozycja odbywa si¢ za posrednictwem
RNA i odwrotnej transkryptazy (retrotranspozony). Cz¢$¢ z nich ma wlasny gen
kodujacy wymienione enzymy i takie elementy okreslamy jako autonomiczne. Naleza
do nich transpozony LTR (ang. Long Terminal Repeat) z charakterystycznymi
sekwencjami flankujacymi w postaci dlugich terminalnych powtdrzen oraz grupa
uznawana za najbardziej pierwotna forme ruchomych elementéw — retrotranspozony
non-LTR, pozbawione LTR.

Druga z wymienionych grup reprezentuja sekwencje SINE (ang. Short Interspersed
Nuclear Elements lub czgsciej Short INterspersed Elements), krotkie rozproszone
elementy powtarzalne, okreslane jako retropozony [19,22]. Zostaty one zidentyfikowane
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i opisane niemal we wszystkich badanych organizmach eukariotycznych[15,42,47,55,58];
prawdopodobnie brak ich m.in. w genomie Drosophila [5]). Sekwencje te nie zawierajq
dhugich terminalnych powtdrzen i wlasnego genu odwrotnej transkryptazy. Transpozycji
(retropozycji) ulegaja korzystajac z enzymow syntetyzowanych przez inne retroelementy,
glownie z klasy LINE (ang. Long INterspersed Elements) i stad traktowane sa jako
elementy nieautonomiczne. Najliczniejsze pochodza z genow tRNA [14], rzadziej z 7SL
RNA (np. Alu naczelnych, B1 gryzoni [25]) i 5S rRNA (SINE3 u Danio rerio [23,34]).
Aktywna transkrypcja wielu z nich stwarza liczne okazje do ich amplifikacji w genomach.
Liczba kopii, w jakiej wystepuja w genomach, kwalifikuje jedo sekwencji umiarkowanie
powtarzalnych (10>-10°, najliczniejsze przekraczaja 1 mln kopii/hapl. genom).

SINE sa szczegodlnie liczne i zréznicowane w genomach zwierzecych (m.in. blisko 13%
genomu cztowieka [45]). Strukturalnie przypominajac pseudogeny pozbawione intronow,
sa wyraznie odmienne od wszystkich innych elementoéw ruchomych, a jednoczes$nie bardzo
zblizone wérdd gatunkdw reprezentujacych wszystkie krolestwa Eukaryota [21]. Niektore
rodziny SINE sa specyficzne dla wezszych taksondw, np. rodzin, rzedéw (Alu u naczelnych,
B1 u gryzoni), inne sg obecne w bardzo réznorodnych gatunkach. Jako znaczacy komponent
genomdw eukariotycznych, budza zywe zaintere-sowanie genetykow od ponad ¢wieré
wieku (jedna z pierwszych frakcji DNA badanych na poziomie molekularnym). Juz na
poczatku lat osiemdziesiatych w genomach ludzkich i zwierzecych (w okresie
»przedsekwencyjnym”) identyfikowano i charakteryzowano reprezentantéw SINE przy
zastosowaniu podstawowych technik inzynierii genetycznej, takich jak: analizy restrykcyjne
(m.in. wykorzystanie restryktazy Alu I umozliwito wskazanie najwiekszej rodziny SINE w
genomie czlowieka), klonowania i hybrydyzacje [6,44].

Znaczacy postep w ich analizach przyniost rozwoj nowych technik sekwencyjnych
i wprowadzenie do badan metody PCR. Ostatnie lata to gwaltowny naptyw danych o
I-rzgdowej strukturze licznych genomoéw gromadzonych w referencyjnych bazach
danych (m.in. Repbase, DDBJ, TIGR- [24]). To one, przy wykorzystaniu odpowiednich
oprogramowan (np. Repbase Submitter czy Censor [21,23,32]), s obecnie podstawo-
wym zrodtem poszukiwania, charakterystyki i analiz porownawczych SINE-sow w
gatunkach, ktorych genomy rozszyfrowano catkowicie lub dopiero czg$ciowo. Skala
zaawansowania projektow sekwencyjnych przynosi znaczace rezultaty m.in. w postaci
wzrostu tempa odkrywania kolejnych ruchomych elementéw (w tym SINE) i ich
precyzyjnych badan prowadzonych np. pod katem analizy struktury, wzajemnych
podobienstw/rdznic, udzialu w organizacji i dynamice genomow.

Pierwsza rodzina roslinnych elementow typu SINE zostala opisana dopiero w
1991 r. w ryzu [20], blisko 10 lat po identyfikacji i charakterystyce podobnych sekwencji
w genomach zwierzecych [44]. W dalszym ciagu stopien ich poznania pozostaje w tyle
za bogata baza danych o zwierzecych sekwencjach tego typu, co wynika z mniejszego
stopnia zaawansowania projektow sekwencjonowania genomow roslin.

Do dzisiaj odkrywane sg kolejne, nowe rodziny omawianych sekwencji (m.in. CORE-
SINE, V-SINE, [33]) i w dalszym ciagu budza one zainteresowania m.in. ze wzgledu na
ich ewolucyjna historie, spekulacje na temat biologicznej roli, jaka petnia w genomach,
mozliwosci wykorzystania jako efektywnych markerow filogenetycznych, a takze w
kontekscie prob wyjasnienia zjawiska horyzontalnego przeptywu genow [7,15,30,49].
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2. TYPY I BUDOWA

Wszystkie poznane sekwencje SINE wywodza si¢ z trzech rodzajow genow —tRNA, 5S
rRNA i 7SL RNA (ryc. 1). Pochodzenie elementdw danej rodziny jest podstawowym kryterium
wyodrebnienia trzech grup omawianych sekwencji. Za jedyng wspolna ceche budowy
wszystkich uznawana jest obecnos¢ promotora polimerazy RNAIII. Znane sa trzy jego typy,
zktorych dwa—11i 1l odnaleziono w sekwencjach SINE. Promotory zdecydowanej wigkszosci
naleza do typu I, a wyjatkiem sa 5S SINE, ktdre wykorzystuja typ I promotora polimerazy
RNA I [23]. Pierwszy z wymienionych jest zbudowany z dwoch konserwatywnych sekwencji
A-box (ok.15 nt) oraz B-box (ok. 10 nt) oddzielonych fragmentem 30—-60 nt o duzej zmiennosci
sekwencji i dlugosci. Natomiast typ I promotora polimerazy RNA Il jest zbudowany z
sekwencji A-box (ok. 15 nt) i C-box (ok. 18 nt) oddalonych od siebie o okoto 15 nukleotyddw,
pomiedzy nimi znajduje si¢ 5 nt sekwencja IE. Cecha wyrdzniajaca, wspolna dla obu tych
promotorow jest ich lokalizacja ponizej miejsca startu transkrypcji (mowa o tzw. promotorze
wewnetrznym), wobec czego powstajacy transkrypt zawiera pelna, funkcjonalng sekwencje
genu [40]. Trzeci z promotorow polimerazy RNAII jest promotorem zewngtrznym i nie jest
zwiazany z retrotranspozonami SINE.

2.1. SINE wywodzace sie z gendéw tRNA

Najwigksza grupa tzw. rodzin SINE wywodzi si¢ z gendw tRNA (ryc.1A), a jej
elementy sktadaja si¢ z trzech czgsci:

cze$c tRNA - pokrewna czesé tRNA - niepokrewna bogaty w A ogon
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RYCINA 1. Typy i budowa sekwencji SINE wywodzacych si¢ z gendw: A — tRNA, B — 5S RNA,
C —7SL RNA (rodzina Alu), D — 7SL RNA (rodzina B1)

FIGURE 1. Types and structure of SINE elements derived from genes: A —tRNA, B — 5S RNA,
C—7SL RNA (Alu family), D — 7SL RNA (B1 family)
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— tRNA- pokrewnej, stanowiacej lewa flanke catego elementu, o znaczacej homo-
logii wobec niektorych genow tRNA, w jej obszarze zlokalizowany jest promotor
polimerazy RNA III [35];

— czesci tRNA-niepokrewne;;

— fragmentu 3'— poliadenylowanego lub bogatego w adeniny odcinka stanowiacego
prawa flanke elementéw SINE [5].

Wewnetrzna, tRNA-niepokrewna czgs¢ u zdecydowanej wigkszosci SINE wykazuje
duza zmiennos¢ I-rzedowej struktury (sktad, dlugosc), niemniej znane sa tez bardzo
stare nadrodziny obecne w odleglych taksonach, ktére maja wysoce konserwatywna
domene w tym regionie. Ich przyktadem jest nadrodzina V-SINE, szeroko rozpowszech-
niona w genomach nizszych krggowcow (dotad niezidentyfikowana u owodniowcow).
Uwaza sig, ze V-SINE musialy pojawi¢ si¢ u wspdlnego przodka minogdw i ryb
kostnoszkieletowych i jej wiek szacuje si¢ na co najmniej 550 milionéw lat. Mimo
wieku, kilkudziesiecionukleotydowa domena w centralnej czgsci V-SINE zachowata
homologi¢ na poziomie 90% [34]. Wydaje si¢ wiec, Zze w czasie swojej ewolucji owa
sekwencja musiala by¢ (by¢ moze nadal jest) poddawana pozytywnej selekcji. Moze
wspomaga¢ ona utrzymywanie si¢ i rozprzestrzenianie retrotranspozonu w genomie;
spekuluje si¢ rdwniez na temat pozytywnego wplywu owych sekwencji na samego
gospodarza [34,49]. Przykladem wysokiego konserwatyzmu sekwencji w czgsci tRNA-
niepokrewne;j sa tez elementy rodzin CORE-SINE oraz DeuSINE [34]. Zidentyfikowano
réwniez sekwencje okreslane terminem t-SINE, catkowicie pozbawione czesci tRNA [41].

Ogony 3' maja zréznicowang strukture w poszczegdlnych rodzinach, przewaznie
jest to poliadenylowa lub bogata w adeniny sekwencja, ale moze tez tworzy¢ uktady
ztozone z powtorzen typu: TGG, G(T/A)TTCTAT lub GAT(T/A)ATCTAT. Wykazuja
one wysoka homologie¢ (niekiedy sa identyczne) wobec analogicznych fragmentow
retrotranspozondw autonomicznych i stanowia swoisty substrat dla kodowanych przez
nie enzymow. Tak zbudowane elementy SINE oflankowane sa sekwencjami TSD
(ang. Target Site Duplication) stanowiacymi $lad po ich retrotranspozycji [13].

2.2. SINE wywodzace si¢ z gendw 5S rRNA

Przez lata nie udawalo si¢ zidentyfikowa¢ elementdéw SINE, ktore moglyby wywodzi¢
sig¢ z genow 5S rRNA (analogicznie jak grupa SINE z gendw tRNA). Geny te, podobnie
jak geny tRNA, wystepuja w duzej liczbie kopii w genomach wszystkich eukariontow
i rowniez maja wewngtrzny promotor polimerazy RNA I1I. Sekwencje takie zostaly
ostatecznie odkryte dopiero w 2003 roku w genomie ryby stodkowodnej Danio
pregowany [23], a rodzing tych elementéw nazwano SINE3. Wkrotce wykryto trzy
kolejne rodziny tego typu sygnowane jako: AmnSINEI (u ssakow i ptakow), SINE3-IP
(u suma kanalowego) i OS-SINE1 (u dwdch rodzajoéw tososia) [34].

Wszystkie wymienione rodziny sa spokrewnione, a szczegotowa analiza ich struktury
wykazata hybrydowa budowe (ryc.1B). Lewa flanke catego elementu stanowi czg$é
5S rRNA-pokrewna (z promotorem polimerazy RNA III). Pokrewienstwo i zwiazek
tych elementéw z genami 5S rRNA ogranicza si¢ do tego fragmentu. Pozostata czes¢
elementu wykazuje homologi¢ wobec pewnych SINE pochodzacych od genow tRNA.



158 M. GADZALSKI, T. SAKOWICZ

Podobnie jak inne tRNA, SINE ma czes¢ tRNA-pokrewna, ktorej jednak brak
funkcjonalnego promotora polimerazy RNA Ill i jej funkcje przejeta wspomniana cze$é
pochodzaca od genow 5S RNA. Dalej zlokalizowana jest czg$¢ tRNA-niepokrewna.
Domeng t¢ nazwano Deu, a wszystkie SINE, ktore ja maja (zarowno 5S RNA SINE,
jak i tRNA SINE), zgrupowano w nadrodzine DeuSINE. Podobnie jak w przypadku
rodziny V-SINE, domena Deu mimo wieku szacowanego na ponad 600 milionow lat
zachowata duzy konserwatyzm sekwencji.

Hybrydowa struktura omawianych elementow wskazuje, ze mogly one powstac poprzez
potaczenie genow tRNA i 5S rRNA, a nastepnie utworzenia na ich bazie elementu SINE.
Wszystkie dotad zidentyfikowane sekwencje zaliczane do grupy 5S rRNA SINE maja
opisana wyzej budowe i nie wiadomo, czy istnieja 5SS rRNA SINE, ktére powstaly niezaleznie
od tRNA SINE, a jesli takich sekwencji nie ma, to jaka jest tego przyczyna.

Analiza konca 3' sporej czesci znanych DeuSINE wykazuje niemal 80% podobienstwo
wobec konica 3' elementu LINE o nazwie CR 14 DR zidentyfikowanego u Danio pregowanego.

2.3. SINE wywodzace si¢ z genow 7SL RNA

Trzecia, odmienng od opisanych wczesniej struktura wyrozniaja si¢ SINE pocho-
dzace od genéw 7SL RNA. 300-nukleotydowa, niekodujaca czasteczka 7S RNA
(zwana takze SRP-RNA) jest sktadnikiem kompleksu rybonukleoproteinowego SRP
(ang. Signal Recognition Particle). Podstawowa jego funkcja jest rozpoznanie i trans-
port biatek poprzez btony plazmatyczne.

Wszystkie retrotranspozony SINE pochodzace od tych gendw wykazuja delecje w
pozycjach 144—184 w stosunku do genu 7SL. RNA [50]. Naleza do niej pierwsze sposrdd
wszystkich zidentyfikowanych sekwencji SINE rodziny: B1 u gryzoni i Alu unaczelnych
(w tym u cztowieka). Przybierajq one strukture dimeru (u Alu) (ryc.1C) lub monomeru
(uB1) (ryc.1D). Dimer, zbudowany jest z dwoch, nieidentycznych, pochodzacych od
gendw 7SL RNA ramion potaczonych tacznikiem bogatym w adeniny. W potowie
dhugosci lewego ramienia znajduje si¢ promotor polimerazy RNA II1. W genomie ludzkim
wykryto takze wolne monomery, lewy i prawy (FLAM i FRAM), co daje podstawy do
przypuszczen, ze w ewolucji pojawily si¢ one wczesniej i sa prekursorem dimerycznych
struktur Alu [17]. Monomer (np. B1 u gryzoni) budowa przypomina wspomniang wyzej
sekwencje FLAM [50]. Wydaje si¢, ze 7SL SINE w toku ewolucji pojawily si¢ u
przodka nadrzedu Euarchontoglires (naleza tu naczelne, latawce, wiewidreczniki,
gryzonie i zajeczaki). Jak dotad jednak, nie zidentyfikowano takich sekwencji u latawcow
i zajeczakow. Niewykluczone, ze przedstawiciele tych dwoch rzedow utracily sekwencje
7SL SINE w czasie swojej ewolucji [26].

3. RETROTRANSPOZYCJA

Mobilnos¢ retrotranspozondw, na tle wigkszosci stabilnych elementow genomu, jest
ich cecha wyrozniajaca, a dzieki wilaczaniu swoich kopii w rézne loci staly si¢ one
gldwna frakcja rozproszonych sekwencji powtarzalnych. Klasyczna wersja procesu
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retrotranspozycji przebiega w trzech zasadniczych etapach. Pierwszy, to katalizowana
przez polimeraze RNA III transkrypcja elementu pierwotnego, drugi — przepisanie
powstatego transkryptu na cDNA przez odwrotna transkryptazg i ostatni, to wbudowanie
(insercja) utworzonej kopii w nowe locus (ryc. 2). Kazda z nowych kopii staje si¢
potencjalnie zrédtem kolejnych elementow SINE. Pozycje nacig¢ na obu niciach DNA
w miejscu wstawiania elementu nie sa wzglegdem siebie symetryczne, tak wigc po
»wklejeniu” transpozonu ubytki sekwencji na koficach 3'i 5' sa uzupehiane, tworzac
krotkie duplikacje TDS flankujace wlaczona do genomu kopig. Po rozpoznaniu przez
odwrotng transkryptaze konca 3' transkryptu SINE, endonukleaza nacina genomowy
DNA w miejscu docelowym. Utworzony w tym momencie koniec 3' czasteczki DNA
stanowi starter dla odwrotnej transkryptazy, ktora syntetyzuje cDNA komplementarny
do transkryptu. Opisany wyzej mechanizm znany jest jako TPRT (ang. Target-Primed
Reverse Transcription) [49].

Poniewaz elementy SINE nie maja wlasnej maszynerii umozliwiajacej im retrotrans-
pozycje, musza wykorzystywaé odwrotng transkryptaze i endonukleazg (RT/EN)
kodowane przez inne retroelementy. Ich dawca sa elementy LINE, rowniez nalezace
do grupy retrotranspozondéw non-LTR [15]. Analiza porownawcza struktury koncow
3' SINE pochodzacych od tRNA i analogicznych czesci LINE wykazata ich znaczace

czes$¢ tRNA - pokrewna koniec 3’
T — —
pol RNA Il

transkrypcja l

5'—_\/_\ 3 @

l G);anie konca 3’

5'—\/_6 3 transkryptu

synteza cDNA l
30,
\

5 P
/ wprowadzenie przez endonukleaze
jednoniciowego pekniecia w

miejscu docelowym

integracja w genomie l

RYCINA 2. Model retrotranspozycji sekwencji SINE (opis w rozdziale 3. Retrotranspozycja)
FIGURE 2. Model of SINE retroposition (see text, chapter 3. Retrotranspozycja)



160 M. GADZALSKI, T. SAKOWICZ

homologie [37]. Ponadto, wspomniane wyzej sekwencje TDS niektorych SINE sa
homologiczne do sekwencji rozpoznawanych przez endonukleazg pewnych elementow
LINE [12]. Zaproponowano wiec model, w ktérym konce 3' graja kluczowa role, a
retranspozycja SINE odbywa si¢ dzigki enzymom kodowanym przez LINE. Powyzszy
model zostat eksperymentalnie potwierdzony [11].

SINE moze ulega¢ retrotranspozycji, jesli spetnione sa dwa podstawowe warunki.
Pierwszy, sekwencje odpowiedzialne za transkrypcje i odwrotng transkrypcje musza
by¢ funkcjonalne (wigkszos¢ identyfikowanych obecnie sekwencji SINE w toku
ewolucji kumulowata mutacje prowadzace do utraty aktywnosci tych elementéw). Drugi,
konieczna obecnos¢ w genomie gospodarza funkcjonalnej kopii w postaci partnera
LINE (jej brak powoduje zanik retrotranspozonu SINE). W tej sytuacji SINE traktowaé
mozna jako rodzaj bezwzglednego pasozyta LINE. Przyktadem zaniku takiej aktywnosci
jest obecna w genomie cztowieka sekwencja SINE MIR (ang. Mammalian Inter-
spersed Repeats), odpowiadajacy jej partner — LINE2 utracit aktywnos¢ 80-100
milionow lat temu i tym samym spowodowat inaktywacje¢ swego pasozyta SINE [54].

3.1. Modele rozprzestrzeniania SINE

Zaproponowano dwa modele rozprzestrzeniania SINE w genomach [46]. Pierwszy
model —,,genu rodzicielskiego™ (ang. master gene model) (ryc. 3A), zaklada istnienie
jednego lub kilku aktywnych elementow danego SINE w genomie, a pochodzace od
nich kopie nie sa juz zdolne do dalszego rozprzestrzeniania. W toku ewolucji rodzicielskie
SINE sa miejscem spontanicznych mutacji, wskutek ktorych kopie wygenerowane w
réoznym okresie zmieniajg sekwencje (na ryc. 3A zaznaczono to poprzez zmiang
kolorystyki nowych elementow), dajac poczatek réznym podrodzinom danych
elementow. Mimo iz wszystkie kopie Alu maja wewnetrzny promotor polimerazy RNA
111, nie wykazuja transkrypcji in vivo, a powodem jest brak odpowiednich sekwencji
flankujacych niezbgdnych do transkrypcji gendw 7SL RNA [3].

Drugi model —,,wielu zrodet” (multiple sources model) (ryc. 3B), zaklada, ze kazda
aktywna kopia danego elementu SINE moze dawac¢/daje w genomie poczatek potomnym
retrotranspozonom zaréwno aktywnym, jak i nieaktywnym (efekt btedow popetnianych
podczas transkrypcji i odwrotnej transkrypcji). Podobnie jak w przypadku pierwszego
modelu, w wyniku nagromadzenia si¢ mutacji dane elementy ulegaja dywergencji
tworzac roézne podrodziny. Wydaje sig, ze model ,,genu rodzicielskiego” przypisywany
jest jedynie niektorym, wymienionym podrodzinom sekwencji Alu oraz ID SINE, a
pozostate SINE rozprzestrzeniaja si¢ zgodnie z modelem ,,wielu zrodel” [46].

Ewolucyjne losy ruchomych elementéw moga wykazywac tendencje rozwojowe w
dwoch kierunkach. Z jednej strony, zbyt duza szybkos¢ tworzenia nowych kopii zwigksza
prawdopodobienstwo uszkodzenia istotnego genu, co moze by¢ przyczyna zaburzen w
funkcjach komorki. Z drugiej — wolne tempo kopiowania moze sprawié, ze wszystkie
istniejace kopie albo ulegng degradacji i inaktywacji, albo zostang usuniete w drodze
delecji (czgste w obszarach niektorych sekwencji powtarzalnych). Ogromna liczba
nieaktywnych ruchomych elementow genetycznych zidentyfikowanych podczas
szczegotowych analiz ich reprezentantow wskazuje, ze rownowaga pomigdzy tymi
dwoma tendencjami jest bardzo chwiejna.
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RYCINA 3. Alternatywne modele rozprzestrzeniania si¢ sekwencji SINE w genomie: A — model ,,genu
rodzicielskiego”, B — model ,,wielu zrédet” (opis w rozdziale 3.1. Modele rozprzestrzeniania SINE)
FIGURE 3. Alternative models of SINE proliferation: A —,,master gene” model, B —,.multiple sources™
model (see text, chapter 3.1. Modele rozprzestrzeniania SINE)

3.2. Lokalizacja genomowa

Inny, niemniej wazny zaréwno w kontekscie dalszych losow samego elementu, jak
i ogolnych konsekwencji jest wybor docelowego miejsca insercji powielanej sekwencji.
Integracja w regionie genomu ubogim w geny wydaje si¢ zdecydowanie bardziej
bezpieczna dla gospodarza, ale jednoczesnie sa to obszary o niskim poziomie transkrypcji
i szansa na powielenie elementu spada. Odwrotna sytuacja ma miejsce w obszarach
genomu bogatych w geny. Te zapewnia wprawdzie wysoki poziom transkrypcji
ruchomego elementu genetycznego, ale z integracja w takim miejscu wzrasta ryzyko
uszkodzenia istotnego genu gospodarza.

Preferencje sekwencji, w ktorej dochodzi do integracji nowej kopii retrotranspozonu
SINE, nie sa w pelni poznane. Faktem jest, ze wigcej sekwencji SINE odnaleziono w
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rejonach genomu bogatych w pary GC (rejony bogate w geny), co kontrastuje z tendencja
obserwowang u LINE, ktore to identyfikowane sa gtdéwnie w obszarach genomu
bogatych w pary AT. Te odmienne preferencje wydaja si¢ trudne do wyjasnienia w
sytuacji, gdy oba typy retroelementéw wykorzystuja ten sam mechanizm transpozycji.
Przypuszczalnie, w przypadku kopii sekwencji LINE (kilkanascie razy dluzsze od SINE)
istnieja mechanizmy, ktére usuwaja je (blokuja dostep) z regiondw bogatych w geny,
gdzie moglyby stanowi¢ znaczne zagrozenie dla integralnosci genomdw [54].

Czynnikiem mogacym wplywa¢ na odmienng dystrybucje SINE i LINE jest tez
odmienny poziom metylacji dwunukleotydow CpG w rejonach bogatych w GC i AT.
Wiadomo, ze metylacja odgrywa niezwykle istotna rolg m.in. w upakowaniu chromatyny
w jadrze komdérkowym, a tym samym wplywa na aktywnos¢ (mobilnos¢) ruchomych
elementow, reguluje tez poziom ekspresji gendw, ktérych produkty zaangazowane sa
W proces transpozycji. Problem wplywu metylacji na elementy LINE i SINE nadal nie
jest w petni rozwiazany, niemniej faktem pozostaje obecnos¢ znacznie mniejszej ilosci
SINE w zmetylowanych loci niz w niezmetylowanych [54].

4. SEKWENCJE SINE W GENOMACH ROSLINNYCH

Ogolne cechy elementow SINE po-znanych w genomach roslin nie réznia ich zasadniczo od
tych przypisywanych sekwencjom zwierzgcym. Parametrem wyraznie odmiennym u obu krélestw
jestliczba rodzin SINE wystepujaca w genomach (zdecydowana przewaga na rzecz zwierzecych).

Mnigjsza jest tez liczba kopii, w jakiej
SINE obecne sa w roslinach, co ma
bezposredni zwigzek z dominacja w nich
retroelementow typu LTR-owych. Wszys-

TABELA 1. Wybrane rodziny SINE wystepujace w
genomach roslinnych
TABLE 1. Selected SINE families present in plant

. re . PN €nomes
tkie SINE poznane u roslin, inaczej niz u &

. : . Rodzina |Gatunek* Liczba | Wielkos$¢ | Litera-
mlerzqt, wywodza si¢ z gendw tRNA, a Kopii** |(pzy*** |tura
ich struktura odpowiada opisowi :

, . p-SINEL |Oryza sativa |6500 120 56
elementow SINE wywodzacych si¢ z
wymienionych genéw. RathE1 ﬁlraalf;ilizpszs 150 310 28

W przypadku licznych SINEs (w tym

ee przyp y ( ty RathE2 | Arabidopsis |60 310 28
roslinnych) starano si¢ wskaza¢ prefe- haliana (dimer)
rencje w wyl?orze doce.l().wych MICISC 1pos | Brassica 2000 |160-350 |59
insercji. Analizy tych miejsc wykonane oleracea
dla sekwencji RathE1l i RathE2 u Arabi- | aq Aegilops 10000 |170-200 |13
dopsis wskazuja, ze za miejsca docelo- umbellularia

*Gatunek, w ktorym dana rodzina SINE zostala

we mozna uznaé uktady dwunukle-
wykryta i opisana po raz pierwszy; ** Przyblizona

otydow (w kolejnosci) TA, CA, TG, GA,
GG. Wydaje si¢ jednak, ze to raczej II-
rzedowa struktura DNA (bardziej niz
sama sekwencja), jest istotnym warun-
kiem w wyborze miejsca wstawienia
transpozonu, a czynniki odpowiedzialne za

liczba kopii elementow w haploidalnym genomie;

*** Wielkosei elementdow w obrebie poszczegdlnych
podrodzin SINE ; *Species in which given SINE family
was first described; ** Approximate number of copies
in haploid genome; *** Size of element within
particular SINE subfamily
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tworzenie szczegdlnych typow struktur, typu petli, zgiec, jednoczesnie stwarzaja sprzyjajace
okolicznosci tworzenia miejsc insercji dla SINE w genomowym DNA [10,36].

5. WPLYW NA GENOM

Podobnie do innych ruchomych elementow genetycznych, sekwencje SINE moga
powodowaé uszkodzenia gendw i by¢ przyczyna chordb. Biorac pod uwagg fakt, ze
elementy SINE preferencyjnie wbudowuja si¢ w rejony bogate w geny, prawdopodo-
bienistwo chordb genetycznych wywotywanych przez insercje tych elementéw jest
wyzsze niz w przypadku wielu innych transpozonow. Zidentyfikowano szereg chorob
wywolanych przez SINE, w szczegdlnosci przez elementy Alu [9,16]. Podloze tych
choréb jest rozne. Moze by¢ spowodowane insercjg Alu w obrgbie genu (w egzonie
badz intronie), co powoduje zmiany w sktadaniu pre-mRNA. Taki mechanizm moze
by¢ przyczyna: choroby Menkesa, syndromu Perta, XSCID czy nowotworu piersi [9,16].
Pomigdzy sekwencjami Alu dochodzi do nierownomiernych rekombinacji homolo-
gicznych, ktore moga wywotywac delecje, insercje lub bardziej ztozone rearanzacje.
Zmiany takie moga prowadzi¢ do powstawania réznych jednostek chorobowych, takich
jak: choroba Tay-Sachsa, zespdt Ehlersa-Danlosa, zespot Lescha-Nyhana, trombofilia,
guz Ewinga [9]. Dodatkowo, w strukturze elementow SINE czesto wystepuja liczne
krotkie powtdrzenia, ktore sprzyjaja pojawianiu si¢ btedow podczas replikacji [27.43],
powodowane tzw. poslizgiem polimerazy DNA.

Jak jednak wytlumaczy¢ ogromne rozpowszechnienie tych sekwencji, skoro kazda
transpozycja wiaze si¢ z ryzykiem spowodowania choroby? Czy utrzymywanie ponad
miliona kopii sekwencji Alu w genomie czlowieka niesie ze soba jakie$ korzysci dla
naszego gatunku? Dlaczego SINE utrzymywane sa w rejonach bogatych w geny,
gdzie moga wyrzadzi¢ najwiecej szkod? To jedynie kilka pytan, na ktére od lat prébuja
znalez¢ odpowiedz badacze omawianych sekwencji.

Jak wspomniano wyzej, ze wzgledu na wzajemna homologig¢ elementy SINE moga ze
soba rekombinowaé, powodujac delecje, duplikacje oraz roznego rodzaju translokacje.
Konsekwencje tych zjawisk sa pochodna ich skali. W rejonach bogatych w geny delecje,
generowane przez rekombinacje SINE niosa ze soba gléwnie negatywne skutki, natomiast
duplikacje sg czgsciej utrwalane i ewoluujac w roznych kierunkach, moga tworzy¢ nowa
jakos¢ w genomie. Zwazywszy na czgstg obecnos$¢ SINE w intronach [57], translokacje z
udziatem takich sekwencji moga bra¢ udziat w zjawisku znanym jako ,,tasowanie egzonow”
(ang. exons shuffling), ktoremu przypisywana jest jedna z kluczowych rol w ewolucji
organizméw eukariotycznych [2,39,51]. Z kolei, konsekwencja insercji w obrgbie genow
niekoniecznie musi by¢ utrata ich funkcjonalnosci (lub powstatego produktu), wiele zalezy
od regionu genu, w ktérym SINE zostanie wstawiony. Insercja w obrebie sekwencji
promotorowych moze wptyna¢ na poziom ekspresji danego genu w rézny sposob [53].
Moze zupetnie wyciszy¢ ekspresje genu poprzez uszkodzenie promotora, co niesie za soba
przewaznie negatywne skutki dla organizmu. Znane sa réwniez przyklady modulowania
ekspresji genow przez sekwencje Alu, zaangazowane w dostarczenie w poblize genow
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nowych sekwencji regulatorowych. Ciekawym przykladem jest grupa sekwencji Alu, ktora
zawiera sekwencje rozpoznawang przez receptory estrogenowe [3]. Taki element Alu, gdy
znajdzie si¢ w poblizu genu, moze pehié funkcje estrogenowego receptorozaleznego induktora
transkrypcji, co stwarza komorce nowe mozliwosci regulacji takiego genu. Obok zmian
ilosciowych, insercje SINE moga wprowadza¢ tez nowa jakos¢ do genéw. Odnotowano
jeden przypadek wsrdd rodziny SINE B2 wystepujacych u gryzoni majacego funkcjonalny
promotor polimerazy RNA II [54]. Taki ruchomy element genetyczny integrujac si¢ w
nowe miejsce moga aktywowac pseudogeny lub tworzy¢ zupehie nowe miejsca transkrypcji,
ktore w trakcie ewolucji beda podlegaly naturalnej selekcji.

Elementy SINE moga regulowaé ekspresje genow rdwniez na poziomie potrans-
krypcyjnym. Dzieje sig¢ tak przede wszystkim za sprawa wprowadzania alternatywnych
miejsc skladania pre-mRNA [48]. Proces ten jest zZrodtem ogromnej réznorodnosci
produktéw ekspresji gendw, a tym samym réznorodnosci i zlozonosci organizmow
(30-60% ludzkich genéw podlega temu procesowi). Szacuje sig, ze ponad 5% miejsc
alternatywnego sktadania genow jest zwiazanych z obecnoscia elementow Alu [ 18], zas
niemal wszystkie egzony pochodzace od sekwencji Alu sg skladane alternatywnie, nie
prowadzac do eliminacji oryginalnej sekwencji kodowanego biatka.

SINE maja rowniez swoj udziat w edycji A-do-I RNA [8]. Biologiczna rola edycji
A-do-I RNA nie jest w pelni poznana, zaobserwowano jednak jej wptyw na stabilnosé¢
transkryptow, sktadanie pre-mRNA i translacje, zwigkszajac tym samym roznorodnos¢
i plastycznos¢ transkryptomu. Znamienne jest to, ze u ludzi ponad 90% miejsc edycji
znajduje si¢ w obrebie elementow Alu [29].

Sekwencje Alu zostaty rowniez zidentyfikowane w regionach UTR mRNA [18].
Regiony te nie podlegaja translacji, maja natomiast kluczowe znaczenie dla stabilnosci
transkryptu, poziomu translacji, a takze reguluja transport transkryptu pomigdzy
przedziatami komérkowymi [31]. Obecne w tych czesciach transkryptu elementy Alu
maja dwojaki wplyw na poziom ekspresji genu, z jednej strony przyczyniaja si¢ do
obnizenia poziomu translacji, z drugiej wplywaja na stabilnos¢ mRNA. Obnizenie
poziomu translacji dotyczy Alu znajdujacych sie w regionach 5' UTR mRNA. Wydaje
sig, ze przyczyna tego jest tworzenie si¢ struktur drugorzedowych w obrebie retrotrans-
pozondw, co utrudnia sktadanie sie podjednostek rybosomdw na transkrypcie [18].
Taki mechanizm represji translacji dotyczy np. genu ZNF177. Sugeruje sig, ze Alu
obecne w regionach 3' UTR mRNA moga mie¢ wplyw na szybkos¢ degradacji
transkryptu [1,18].

Rola SINE w komorce nie ogranicza si¢ jedynie do ich wplywu na strukture i
funkcjonowanie genomu. Zaobserwowano, ze poziom transkrypcji elementow Alu
gwaltownie rosnie w komorkach poddawanych stresowi (cieplnemu, infekcji wirusowe;j,
inhibicji translacji) [54]. Transkrypty Alu w podwyzszonym stgzeniu w komorce wiaza
si¢ z kinazg PKR blokujac jej dziatanie (kinaza PKR fosforyzujac niektore czynniki
translacyjne jest inhibitorem translacji), tym samym podwyzsza poziom translacji w
czasie dzialania na komoérke czynnika stresujacego. Wydaje si¢ to by¢ kolejnym
przykladem wlaczenia elementow Alu w fizjologiczne mechanizmy komodrkowe.
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6. PODSUMOWANIE

Genomy eukariotyczne obfituja w réznego rodzaju ruchome elementy genetyczne. Czgsé
znich stanowi grupa elementow pozbawionych tzw. LTR we flankujacych regionach swoich
struktur. Naleza do niej sekwencje LINE oraz SINE. Ze wzgledu na sposob powielania i
rozprzestrzeniania w genomach (za posrednictwem RNA i odwrotnej transkryptazy), oba
typy wymienionych sekwencji to retrotranspozony. Zaliczane sg do tzw. junk DNA i
mimo ze od dawna naleza do bardzo dobrze scharakteryzowanych komponentow genoméw,
ich funkcje biologiczne sa przedmiotem licznych spekulacji. Sekwencje typu SINE nie
maja cech umozliwiajacych im niezalezna transpozycje i jako elementy nieautonomiczne
wykorzystuja do tego celu enzymy kodowane przez inne ruchome elementy. Ogo6lny schemat
budowy elementow SINE identyfikowanych w réznych organizmach jest zblizony. Roznice
dotycza natomiast ich pochodzenia, liczby rodzin, jakie tworza i kopii, w jakiej poszczegdlne
elementy obecne sa w konkretnych rodzinach. Odkrycia kolejnych sekwencji tego typu
oraz ich szczegdlowe analizy, wykonywane coraz czgsciej na podstawie zbiorow bazy
danych, dowodza istotnej roli, jaka odgrywaja one w organizacji, funkcjonowaniu i ewolucji
genoméw (m.in. ich insercje w obszarach genow sa przyczyna chorob genetycznych). Ze
wzgledu na swoje cechy stanowily uzyteczny model w analizach mechanizmu transpozycji,
a obecnie traktowane sg jako rodzaj markeréw w analizach filogenetycznych.
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