Ιδιότητες και σημασία των εσωνίων (introns)

Εσώνια και μάτισμα

Τα περισσότερα γονίδια στους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισμούς αποτελούνται από εξώνια και εσώνια. Τα εσώνια πρέπει να εξαχθούν και τα εξώνια να συνδεθούν, για να σχηματιστεί το τελικό mRNA με μία διαδικασία που ονομάζεται μάτισμα. Το μάτισμα πρέπει να είναι εξαιρετικά ευαίσθητο: Μία ολίσθηση έστω και ενός νουκλεοτιδίου στο σημείο ματί​σματος, θα μετατόπιζε το πλαίσιο ανάγνωσης στη 3’ πλευρά του ματίσματος, δίνοντας μία τελείως διαφορετική αλληλουχία αμινοξέων. Επομένως η σωστή θέση ματίσματος πρέπει να είναι καθαρά σημειωμένη. Σήμερα οι αλληλουχίες βάσεων των συνδέσμων εσωνίων- εξω​νίων στα μεταγραφήματα RNA είναι γνωστές. στους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανι​σμούς, από τους ζυμομήκυτες έως τα θηλαστικά, οι αλληλουχίες αυτές έχουν ένα κοινό δο​μικό πρότυπο: Η αλληλουχία βάσεων ενός εσωνίου αρχίζει με GU και τελειώνει με AG. H ομόφωνη αλληλουχία στο 5’ άκρο του εσωνίου σε σπονδυλωτά, είναι AGGUAAGU. Στο 3’ άκρο ενός εσωνίου η ομόφωνη αλληλουχία είναι ένα τμήμα 10 πυριμιδινών (U ή C) ακολου​θούμενο από οποιαδήποτε βάση (Ν) και κατόπιν από μία C, ή οποία τελειώνει με την αμετά​βλητη αλληλουχία AG.(Εικόνα 1.)[1]
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Εικόνα 1. Θέσεις ματίσματος. Φαίνονται οι ομόφωνες αλληλουχίες για τις θέσεις ματίσματος 5’ και 3’. Το Py συμβολίζει την πυριμιδίνη.[1]

Τα εσώνια έχουν επίσης μία σημαντική εσωτερική θέση που τοποθετείται μεταξύ 20 και 50 νουκλεοτιδίων ανοδικά της θέσης ματίσματος 3’. Το σημείο αυτό ονομάζεται θέση διακλάδωσης, και προσβάλει το ανοδικό εξώνιο κατά τη διαδικασία του ματίσματος. Στους ζυμομήκυτες, η θέση διακλάδωσης σχεδόν πάντοτε είναι UACUAAC, ενώ στα θηλαστικά απαντά μία ποικιλία αλληλουχιών. Τα τμήματα των εσωνίων πέρα απ’ τις θέσεις ματίσματος 5’ κ 3’ και τη θέση διακλάδωσης, είναι λιγότερο σημαντικά για τον καθορισμό του σημείου που θα γίνει το μάτισμα. Το μήκος των εσωνίων ποικίλει από 50 μέχρι 10000 νουκλεοτίδια. Το μεγαλύτερο μέρος ενός εσωνίου μπορεί να απαλειφθεί χωρίς να αλλάξει η θέση και η αποτελεσματικότητα του ματίσματος. Παρομοίως το μάτισμα δεν επηρεάζεται από την εισα​γωγή μεγάλων τμημάτων DNA στα εσώνια γονιδίων. Επιπλέον χειμαιρικά εσώνια που κατα​σκευάστηκαν με μεθόδους του ανασυνδυασμένου DNA, από τo 5’ άκρο του ενός εσωνίου και το 3’ άκρο άλλου τελείως διαφορετικού εσωνίου, ματίζονται κανονικά εφ’ όσον δεν έχουν αλλαχθεί οι θέσεις ματίσματος και διακλάδωσης. Αντίθετα μεταλλάξεις σε οποιαδήποτε από αυτές τις τρείς κρίσιμες περιοχές οδηγούν σε έκτροπο μάτισμα.[1]

Το μάτισμα των νεοσυντιθέμενων μορίων RNA είναι μία πολύπλοκη διαδικασία, η οποία απαιτεί τη συνεργασία αρκετών μικρών μορίων RNA (snRNA) και πρωτεϊνών που σχηματίζουν ένα μεγάλο σύμπλοκο που ονομάζεται σωματίδιο ματίσματος. Οι θέσεις διάσπασης προσδιορίζονται από τις ειδικές αλληλουχίες στα άκρα των εσωνίων και από τη θέση διακλάδωσης κοντά στο 3’ άκρο τους. Το 2’-ΟΗ ενός νουκλεοτιδίου αδενίνης (Α) στη θέση διακλάδωσης, προσβάλλει τη θέση διάσπασης προς το 5’ άκρο σχηματίζοντας ένα ενδιάμεσο μόριο δομής βρόχου. Το νεοσχηματιζόμενο 3’-ΟΗ του ανοδικού εξωνίου, προσβάλλει στη συνέχεια την 3’ θέση διάσπασης συνδεόμενο με το καθοδικό εξώνιο. Ο αριθμός των φωσφο​διεστερικών δεσμών παραμένει σταθερός κατά τη διάρκεια αυτών των δύο αντιδράσεων τρανσεστεροποίησης. Επομένως το μάτισμα επιτυγχάνεται με δύο αντιδράσεις τρανσεστερο​ποίησης, και όχι με υδρόλυση ακολουθούμενη από ανασύνδεση. Η πρώτη αντίδραση δημι​ουργεί μία ελεύθερη 3’-υδροξυλομάδα στο 3’-άκρο του ανοδικού εξωνίου, και η δεύτερη αντίδραση συνδέει την ομάδα αυτή με την 5’ φωσφορική ομάδα του καθοδικού εξωνίου. Ο αριθμός φωσφοδιεστερικών δεσμών παραμένει ο ίδιος, γεγονός ιδιαίτερα κρίσιμο διότι επι​τρέπει στην αντίδραση ματίσματος να προχωρά χωρίς πηγή ενέργειας όπως ΑΤΡ ή GTP. ( ATP όμως απαιτείται στα snRNP για την κατάλυση της αντίδρασης του ματίσματος). [2]

Αυτοκαταλυτικά εσώνια

Τα εσώνια όλων των γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες και ριβοσωματικά RNA (εκτός των γονιδίων που κωδικοποιούν t-RNAs) χωρίζονται σε τρεις κατηγορίες. Στα εσώνια των πυρηνικών προδρόμων mRNA αναγνωρίζουμε μόνο τις μικρές συντηρημένες αλληλουχίες (GU και AG στα 5΄ και 3΄ άκρα αντίστοιχα και την κλαδική περιοχή), αλλά δεν διακρίνουμε αλληλουχίες που θα μπορούσαν να δημιουργήσουν δευτεροταγείς δομές με πιθανή λειτουρ​γικότητα. Στις δύο άλλες κατηγορίες όμως, των εσωνίων της ομάδας Ι και της ομάδας ΙΙ, αναγνωρίζουμε δευτεροταγείς δομές που είναι μάλιστα χαρακτηριστικές της κάθε ομάδας. Εσώνια των ομάδων Ι και ΙΙ βρίσκονται σε γονίδια βακτηρίων και κυτταρικών οργανιδίων (εσώνια της ομάδας Ι βρίσκονται και σε πυρηνικά γονίδια απλούστερων ευκαρυωτικών). Τα εσώνια των ομάδων Ι και ΙΙ δεν έχουν μεταξύ τους κοινά χαρακτηριστικά (όπως αλληλουχίες, η δευτεροταγή δομή) εκτός από μια σημαντική ιδιότητα, το ότι το RNA του εσωνίου μπορεί να κάνει την εκτομή του μόνο του in vitro χωρίς την παρουσία πρωτεϊνών. Πρωτεΐνες είναι αναγκαίες in vivo για τη σταθεροποίηση της σωστής δευτεροταγούς δομής των εσωνίων αυ​τών, αλλά όχι για κάποιες ενζυμικές αντιδράσεις. Το κοινό χαρακτηριστικό των εσωνίων των ομάδων Ι και ΙΙ με τα εσώνια των πυρηνικών προδρόμων mRNA, είναι ότι και στις τρεις κα​τηγορίες η εκτομή γίνεται με δύο μετα-εστεροποιήσεις, τη μεταφορά δηλαδή δύο φωσφοδιε​στερικών δεσμών. Η πρώτη μετα-εστεροποίηση γίνεται από την επίδραση ενός ελεύθερου υδροξυλίου στο σύνορο εξωνίου 1-εσωνίου και η δεύτερη με την επίδραση του ελεύθερου υδροξυλίου που σχηματίζεται στο 3΄ άκρο του πρώτου εξωνίου, στο σύνορο εσωνίου-εξωνίου 2. Η διαφορά στις δύο μετα-εστεροποιήσεις μεταξύ των τριών κατηγοριών εσωνίων είναι ότι το υδροξύλιο στην πρώτη μετα-εστεροποίηση παρέχεται από ένα εσωτερικό νουκλεοτίδιο στα εσώνια των πυρηνικών προδρόμων mRNA και της ομάδας ΙΙ, ενώ στην ομάδα Ι το υδρο​ξύλιο παρέχεται από μια ελεύθερη γουανίνη.

Τα εσώνια ομάδας ΙΙ των μιτοχονδριακών RNA έχουν μερικά κοινά χαρακτηριστικά με τα εσώνια των πυρηνικών προδρόμων mRNA. Έχουν παρόμοια 5΄ και 3΄ άκρα και η εκτομή τους γίνεται με τη δημιουργία θηλιάς. Τα εσώνια της ομάδας ΙΙ σχηματίζουν μια ειδική δευ​τεροταγή δομή, έτσι ώστε η περιοχή 5 να βρίσκεται αντιμέτωπη με την περιοχή 6, η οποία περιέχει την αδενίνη που προσφέρει το 2΄-ΟΗ για την πρώτη μετα-εστεροποίηση. Οι δύο αυ​τές περιοχές συγκροτούν το καταλυτικό κέντρο. 

Στην αυτοκαταλυτική εκτομή εσωνίων ομάδας ΙΙ, ο αριθμός των φωσφοδιεστερικών δεσμών (2) παραμένει ο ίδιος πριν και μετά την εκτομή και συνεπώς η χορήγηση εξωτερικής πηγής ενέργειας (ATP) δεν είναι αναγκαία. Αυτό το στοιχείο μπορεί να είναι ένα σημαντικό χαρα​κτηριστικό στην εξελικτική πορεία της εκτομής των εσωνίων. Και στην εκτομή εσωνίων πυ​ρηνικών προδρόμων mRNA ο αριθμός των φωσφοδιεστερικών δεσμών παραμένει σταθερός, αλλά η προσέλευση, μετακίνηση και απομάκρυνση των snRNPs απαιτεί ATP σε διάφορα στάδια. Τα χαρακτηριστικά της εκτομής εσωνίων ομάδας ΙΙ, υποδηλώνουν ότι η εκτομή εσω​νίων πυρηνικών προδρόμων mRNA εξελίχθηκε από μια αυτοκαταλυτική αντίδραση ενός μο​ρίου RNA, το οποίο δημιουργώντας την κατάλληλη δευτεροταγή δομή (χωρίς πρωτεΐνες) μπορούσε να φέρει εις πέρας την ελεγχόμενη εκτομή μιας εσωτερικής αλληλουχίας. Καθώς τα υποστρώματα (εσώνια) αύξαναν σε αριθμό, μέγεθος και πολυπλοκότητα, τις λειτουργίες του αυτοκαταλυτικού συστήματος ανέλαβαν σταδιακά τα snRNAs οι λειτουργίες των οποίων εξελίχθηκαν από αυτό. Στη σημερινή του βέβαια μορφή το σύστημα εκτομής εσωνίων πυρη​νικών προδρόμων mRNA χρησιμοποιεί και έναν μεγάλο αριθμό πρωτεϊνών που αντικατέ​στησαν σταδιακά λειτουργίες που ανήκαν αποκλειστικά στο RNA.[3]

Τα πρόδρομα μόρια του αγγελιαφόρου RNA στα μιτοχόνδρια των ζυμομυκήτων και των μυ​κήτων υφίστανται αυτο-μάτισμα, καθώς και ορισμένα πρόδρομα μόρια RNA στους χλωρο​πλάστες μονοκύτταρων οργανισμών, όπως είναι η Clamydomonas. Αντιδράσεις αυτο-ματί​σματος μπορούν να ταξινομηθούν σύμφωνα με τη φύση της μονάδας που προσβάλλει την ανοδική θέση ματίσματος. Το αυτο-μάτισμα της ομάδας Ι διεκπεραιώνεται από έναν συ-μπα​ράγοντα γουανοσίνης, όπως στο Tetrahymena. (Εικόνα 2 )Η προσβάλλουσα ομάδα στο αυτο-μάτισμα της ομάδας II (Εικόνα 3 )είναι η 2'-ΟΗ ενός ειδικού αδενυλικού του εσωνίου (Ει​κόνα 4 ).[4]
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Εικόνα 2. P4-P6 domain από την ομάδα Ι του εσωνίου RNA στην Tetrahymena [5]
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Εικόνα 3. Δευτεροταγής δομή του RNA εσωνίου της ομάδας II [6]
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Εικόνα 4. Σύγκριση πορειών ματίσματος.

Τα εξώνια που συνδέονται φαίνονται μπλέ και κίτρινα, ενώ η προσβάλλουσα μονάδα φαίνεται πράσινη. Στο μάτισμα της ομάδας Ι και της ομάδας II η καταλυτική θέση σχηματίζε​ται από το ίδιο το εσώνιο (κόκκινο). Αντίθετα, το μάτισμα των πυρηνικών πρόδρομων μο​ρίων του mRΝΑ καταλύεται από snRΝΑ και τις σχετιζόμενες με αυτά πρωτεΐνες στο σωμά​τιο ματίσματος.[4]

Εσώνια και διπλασιασμός γονιδίων με το μηχα​νισμό του άνισου επιχιασμού

Η παρουσία πολυάριθμων εσωνίων στο DΝΑ καθιστά εφικτό τον γενετικό ανασυνδυασμό εξω​νίων από διαφορετικά γονίδια. Αυτό σημαίνει ότι γονίδια για νέες πρωτεΐνες θα ήταν δυνατό να εξελιχθούν αρκετά γρήγορα από τον συνδυασμό τμημάτων προϋπαρχόντων γονιδίων, όπως μια νέα μηχανή μπορεί να συναρμολογηθεί από ένα σύνολο προϋπαρχόντων λειτουργικών τμημάτων. Πράγματι, πολλές πρωτεΐνες των σημερινών κυττάρων μοιάζουν να αποτελούνται από μια ομάδα κοινών πρωτεϊνικών κομματιών, γνωστών ως πρωτεϊνικές περιοχές (protein domaims)[7]
Οι διπλασιασμοί που απαιτούνται για τον σχηματισμό ενός ενιαίου γονιδίου με επανα​λαμβανόμενες αλληλουχίες μπορεί να γίνουν με έναν άνισο επιχιασμό οπουδήποτε μέσα στα μεγάλα εσώνια τα οποία πλαισιώνουν ένα εξώνιο που κωδικοποιεί μια πρωτεϊνική περιοχή (Εικόνα 5 ). Αντίθετα, χωρίς, εσώνια θα υπήρχαν πολύ λίγες θέσεις στο αρχικό γονίδιο όπου ένας ανασυνδυασμός μεταξύ ομολόγων χρωμοσωμάτων θα μπορούσε να διπλασιάσει την περιοχή χωρίς να προκαλέσει βλάβη. Επομένως, τα εσώνια αυξάνουν πολύ την πιθανότητα να προκύψουν λειτουργικά γονίδια από διπλασιασμούς του DΝΑ που κωδικοποιούν λειτουρ​γικές πρωτεΐνες.

Για τους ίδιους λόγους, χάρη στα εσώνια. αυξάνει πολύ η πιθανότητα να δημιουργηθεί ένα λειτουργικό υβριδικό γονίδιο από μια τυχαία σύνδεση δύο εξωνίων που κωδικοποιούν πολύ διαφορετικές πρωτεϊνικές περιοχές, τα οποία προηγουμένως, ήταν ανεξάρτητα.[8]
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Εικόνα 5. Διπλασιασμός ενός εξωνίου μέσω άνισου επιχιασμού. που αντί για ένα ολό​κληρο γονίδιο έχει διπλασιασθεί μόνο ένα εξώνιο ενός γονιδίου. Το mRΝΑ του αρχικού γο​νιδίου περιέχει δυο εξώνια, τα Α και Β. ενώ το μακρύ χρωμόσωμα παράγει ένα mRΝΑ με τρία εξώνια (Α. Β και Β). Επειδή ανάμεσα στα διπλασιασμένα εξώνια παρεμβάλλεται ένα εσώνιο με ακέραιες τις αλληλουχίες συρραφής, η τροποποιημένη αλληλουχία του DΝΑ μπο​ρεί να συρραφεί εύκολα μετά τη μεταγραφή ώστε να παραχθεί ένα λειτουργικό mRΝΑ.[8]

Τα iRNAs

 Τα iRNAs είναι λειτουργικά εσώνια. Υπάρχουν πολλές διαφορετικές ρυθμιστικές και άλλες λειτουργίες που χρησιμοποιούν DNA που παράγεται από τα εσώνια. Το μέγεθος και η επικράτηση των εσωνίων στους πιο σύνθετους οργανισμούς (μέχρι το 99% των ανθρώπινων ακολουθιών γονιδίων είναι εσώνια) προτείνει ότι τα εσώνια θα μπορούσαν να είναι σημα​ντικά λειτουργικά στοιχεία στα μεγάλα γονιδιώματα. [9]

Εσωνικοί Ενισχυτές

Στην έναρξη της μεταγραφής σπουδαίο ρόλο έχουν και άλλα ομαδοποιημένα στοιχεία που βρίσκονται σε μεγάλη συνήθως απόσταση από τον υποκινητή ενός γονιδίου και καλού​νται ενισχυτές. Η παρουσία ενός ενισχυτή έχει σαν αποτέλεσμα τη μεγάλη αύξηση της ενερ​γότητας ενός υποκινητή. Τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά ενός ενισχυτή είναι ότι τα στοιχεία του επιδρούν κατά τον ίδιο τρόπο με τον υποκινητή όταν μεταβληθεί η απόσταση μεταξύ τους ή όταν αλλάξει η κατεύθυνση των αλληλουχιών βάσεων του ενισχυτή ως προς αυτή του υποκι​νητή. Επίσης, ένας ενισχυτής μπορεί να αυξήσει την ενεργότητα οποιουδήποτε υποκινητή τοποθετηθεί στην περιοχή του.( Εικόνα 6) Ένας ενισχυτής με πολλά ομαδοποιημένα στοιχεία του ιού SV40 περιέχει και στοιχεία που βρίσκονται σε υποκινητές. Μεταλλάξεις των βάσεων του ενισχυτή φανερώνουν την πυκνότητα των διαφόρων στοιχείων που αναγνωρίζονται από πρωτεΐνες όπως και τον λειτουργικό πλεονασμό τους, καθώς καμιά μετάλλαξη από μόνη της δεν επιφέρει ελάττωση της ενεργότητας περισσότερο από 5 φορές αυτή του άγριου τύπου.
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Εικόνα 6. CA λειτουργικές επαναλήψεις in vitro σαν μήκος-εξαρτώμενοι εσωνικοί ενισχυτές ματίσματος. a, Γενωματική οργάνωση εξωνίου-εσωνίου στο ανθρώπινο γονίδιο eNOS και T7-CMV μινιγονίδιο,, σύσταση του εξωνίου 13 (105 bp), του μικρότερου εσωνίου 13 (210 bp + CA επαναλήψεις) και του εξωνίου 14 (68 bp). b, In vitro μάτισμα του T7 eNOS pre-mRNAs του μινιγονιδίου σε HeLa cell πυρηνικό απόσπασμα. Κάθε pre-mRNA, για χρο​νικά σημεία 0, 30, 60 και 90 min αναλύθηκε με RT-PCR. Η στατιστική ανάλυση της φαινό​μενης ποσότητας αποδοτικότητας του ματίσματος παρουσιάζονται παρακάτω (χρησιμοποί​ηση του ποσοστού mRNA σήματος σε σύνολο pre-mRNA και mRNA σημάτων σαν μέ​τρο).[10]

Η σημερινή άποψη για το ρόλο των ενισχυτών είναι ότι αυξάνουν τη συγκέντρωση των μεταγραφικών παραγόντων στην περιοχή του υποκινητή. Για να επιτευχθεί ο σκοπός αυτός, ενώ η απόσταση δεν έχει σημασία, είναι αναγκαίο ένας ενισχυτής και ένας υποκινητής να βρίσκονται σε τέτοια θέση ώστε να μπορούν να έλθουν κοντά ο ένας στον άλλο. Αυτό μπορεί να συμβεί είτε με μια πρωτεϊνική γέφυρα που ενώνει τα δύο άκρα γραμμικού DNA, είτε με την παρουσία του ενισχυτή και του υποκινητή σε δύο κυκλικά μόρια DNA που περνά το ένα μέσα από το άλλο, όπως οι κρίκοι αλυσίδας. Οι ενισχυτές δεν αυξάνουν την ενεργότητα υπο​κινητών που βρίσκονται σε διαφορετικά μη συνδεόμενα κομμάτια DNA. [11]

Ένας σημαντικός τρόπος με τον οποίο η έκφραση γονιδίων ρυθμίζεται είναι οι απλοί πρωτεϊνικοί βρόγχοι ανατροφοδότησης , στους οποίους οι μεταγραφικοί παράγοντες συνδέ​ουν στο DNA. Πολλές από αυτές τις περιοχές συνδέσεων έχουν αποδειχθεί ότι τοποθετηθούν εσώνια. Η σημασία τους σε αυτόν τον τύπο ρύθμισης είναι στο ρητό μεταξύ των επιστημό​νων που εργάζονται με την in vitro έκφραση των ευκαρυωτικών γονιδίων: "τα γονίδια λει​τουργούν καλύτερα με εσώνια ". Μια άλλη κατηγορία στοιχείων ενισχυτών εσωνίων είναι οι μεγάλου μήκους αποκαλούμενοι ενισχυτές 50-1500 b, τα οποία είναι δύσκολο να εξηγηθούν από την άποψη των συμβατικών DNA-πρωτεϊνης αλληλεπιδράσεων. Παραδείγματος χάριν, η αναπτυξιακή ρύθμιση στο ΙΙ γονίδιο της drosophila tropomyosin σε διαφορετικούς μύες, ελέγχεται από τα στοιχεία ακολουθίας, που υποτίθεται ότι ήταν μεταγραφικοί ενισχυτές που βρίσκονται στο πρώτο εσώνιο του γονιδίου. Οι αναλύσεις διαγραφής έχουν εντοπίσει αυτά τα στοιχεία σε μια μεγάλη περιοχή (~600bp), αλλά αυτό έχει προκαλέσει τις προσπάθειες στην περαιτέρω ανατομή, η οποία εκπλήσσει δίνοντας τις συμβατικές μεταγραφικές περιοχές συν​δέσεως του παράγοντα να είναι συνήθως της τάξης των 8-15 bp. Αυτές οι περιοχές έχουν προταθεί να είναι στοιχεία διεξαγωγής που ενσωματώνονται σε εσώνια. [9]

Εσωνικοί Υποκινητές

Διαφορετικές μελέτες έχουν αναφέρει τους εναλλακτικούς υποκινητές εσωνίων, κατά προτίμηση στο πρώτο εσώνιο (ανθρώπινο CD4 γονίδιο, ανθρώπινο ST5 γονίδιο, αρουραίου kallikrein συνδεδεμένο πρωτεϊνικό γονίδιο), αν και σε μερικές περιπτώσεις μπορούν να τοπο​θετηθούν και σε άλλα εσώνια, όπως στην περίπτωση του ανθρώπινου γονιδίου CΒ στο οποίο ο υποκινητής είναι τοποθετημένος στο εσώνιο 35. (Εικόνα 7) [9]
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Εικόνα 7. Αποτύπωση κατά Northern της έκφραση του LEF1 σε κανονικό ιστό θύμων αδένων και σε γραμμές κυττάρων καρκίνικών και προσδιορισμός ενός δεύτερου υποκινητή στο εσώνιο 2 του ανθρώπινου LEF1 a, Το ολικό RNA ή poly(A)+ RNA από τους υποδεδειγ​μένους ιστούς και οι γραμμές κυττάρων αναλύθηκαν με τους ελέγχους από δύο διαφορετικές περιοχές του LEF1 cDNA. Ένας έλεγχος από ORF ανίχνευσε δύο mRNAs από 3.6 kb και 2.2 kb. Ένας έλεγχος από 5' UTR ανίχνευσε μόνο 3.6-kb mRNA (5' UTR; το συνολικό μήκος 5' UTR στο εξώνιο 1 είναι 1,186 nt). Jurkat και τα 2017 κύτταρα είναι ανθρώπινα και κυτταρι​κές γραμμές T-λεμφοκυττάρων ποντικού, αντίστοιχα, and Colo 320, DLD1 και Colo 205 κύτταρα παράγονται από τα ανθρώπινα κόλον καρκινώματα. RNAs ποντικού δεν ανιχνεύθη​καν με 5' UTR εξετάση επειδή η ακολουθία νουκλεοτιδίων σε αυτήν την περιοχή αποκλίνει μεταξύ του ανθρώπου και του ποντικιού (Τα K.H. και M.L.W., δεδομένα δεν φαίνονται). Η ίδια αποτύπωση κατά northern εξετάστηκε με έναν έλεγχο (GAPDH). b, LEF1 περιέχει έναν υποκινητή στο εσώνιο 2. Τεμάχια από το δεύτερο εσώνιο του LEF1 εξετάστηκαν για τη δρα​στηριότητα υποκινητών σε Jurkat T λεμφοκύτταρα χρησιμοποιώντας pGL2 luciferase πλα​σμίδιο αναφοράς. A 232-nt τεμάχιο (EspI-XhoI) δρά ως υποκινητής για τη μεταγραφή προς τα εμπρός, αλλά όχι προς τα πίσω, προσανατολισμό. Λουσιφεράσης φωτεινές μονάδες ποικί​λουν από 500 σε 15,000. Τα στοιχεία προκύπτουν από τα διπλά δείγματα, και τα αποτελέ​σματα που παρουσιάζονται αντιπροσωπεύουν ένα από τέσσερα επιβεβαιωμένα πειράματα. Ένα σχήμα με τα εσώνια 1−3 δείχνει τη σχετική θέση των εσωνικών υποκινητων, και τις κω​δικές αλληλουχίες για το LEF1 [image: image8.png]


-catenin σύνδεσης domain.[12]

Στοιχεία διεξαγωγής σε εσώνια

Τα στοιχεία στα εσώνια μπορούν να ενεργήσουν ως Rna-μεσολαβητές παράγοντες διε​ξαγωγής της μεταγραφής/μετάφρασης. Αυτό μπορεί κάλιστα να είναι ένας γενικός ρυθμιστι​κός μηχανισμός των ανώτερων ευκαρυωτών. Δεδομένου ότι τα εσώνια υποβάλλονται σε επε​ξεργασία παράλληλα με την πρωτεϊνική σύνθεση, μπορούν να ενεργήσουν σαν εύκαμπτοι παράγοντες ρύθμισης της μεταγραφής /μετάφρασης. Αυτά τα στοιχεία αλληλεπιδρούν έπειτα με άλλα γονίδια, RNAs ή πρωτεϊνες. Ένας πρωτεϊνικός παράγοντας μεταγραφής θέλει χρόνο να παραχθεί, είναι μεγαλύτερος, θέλει περισσότερη ενέργεια ενεργοποίησης και είναι αργός να εξελίξει τις τοποειδικές περιοχές συνδέσεων. Επιπλέον ένα RNA/ πυρηνικά μεσολαβη​μένο ρυθμιστικό σύστημα περιέχει μια μνήμη όλων των τρεχόντων αντιγράφων (εσώνια κομμένα από πρόδρομο mRNA) που δίνει στους ευκαρυώτες κυτταρικές ιδιότητες παρόμοιες με μια μηχανή πεπερασμένης κατάστασης.Ένα καλά χαρακτηρισμένο παράδειγμα Rna-μεσο​λαβημένης ρύθμισης γονιδίων είναι η ρύθμιση του lin4από το γονίδιο lin14, στο οποίο το προϊόν που ρυθμίζει τη μετα-μεταγραφική έκφραση του γονιδίου lin14 (που περιλαμβάνεται στη συνέχεια στο χρονικό έλεγχο της μεταεμβρυονικής ανάπτυξης του C.elegans) είναι ένα μικρό RNA που προέρχεται από το εσώνιο ενός γονιδίου χωρίς το ανοικτό πλαίσιο ανάγνω​σης Μικρά πυρηνικά snRNAs είναι μια άλλη κατηγορία για να πραγματοποιήσουν συναλλα​γές τα στοιχεία που προέρχονται από επεξεργασμένα εσώνια των διάφορων γονιδίων [9]

Εσώνια που ασχολούνται στην σύνταξη του RNA

Εσώνια έχουν αποδειχθεί να καθοδηγούν συγκεκριμένη περιοχή σύνταξης RNA δια​φορετικών γονιδίων. Η αντίδραση σύνταξης καταλύεται από διπλοέλικη ειδική διαμινάση αδενοσίνης RNA (dsRNA) που τροποποιεί επιλεκτικά κωδικόνια στις διπλοέλικες περιοχές του πρόδρομου mRNA. Παραδείγματος χάριν στις διπλοέλικες περιοχές όπου η τροποποίηση καθοδηγείται από downsream εσώνια που διπλώνει πίσω και επάνω σε ένα εξώνιο για να δι​αμορφώσει ένα υπόστρωμα σύνταξης dsRΝΑ Οι Herbert και Rich (1999) έχουν προτείνει ότι η σύνταξη dsRNA μπορεί να είναι διαδεδομένο φαινόμενο βασισμένο στο γεγονός ότι η δρα​στηριότητα της διαμινάσης του dsRNA βρίσκεται σε όλα τα metazoa.[9]

Δομικές λειτουργίες

Ο Zuckerkandl (1997) έχει προτείνει ότι τα εσώνια περιλαμβάνονται στην τμηματική καταστολή γονιδίων μέσω της κατοχής ενός σταθεροποιητικού ρόλου στις τμηματικώς κατα​σταλμένες δομές χρωματίνης. Αυτό αντιτάσσεται για να τονίσει την καταστολή γονιδίων που ασκείται στα ενιαία συγκεκριμένα γονίδια όπως στις περιπτώσεις των εσωνικών ενισχυτών, κατά τρόπο ενδιαφέροντα το εσώνιο Ι του γονιδίου των αυξητικών ορμονών στον αρουραίο έχει αποδειχθεί να υποκινεί την ευθυγράμμιση του νουκλεοσώματος in vitro και στα διαγενε​τικά ποντίκια [9]

Εσώνια που κωδικοποιούν για ORFs

Πολλά μικρά RNAs πυρηνίσκου (snoRNA) και μικρά πυρηνικά RNAs (snRNA) κωδι​κοποιούνται από εσώνια και πολλοί άλλοι τύποι γονιδίων και ψευδογονιδίων έχουν περιγρα​φεί σε εσώνια. Τα γονίδια εσωνίων είναι ενδιαφέροντα επειδή αποκαλύπτουν τις πληροφο​ρίες σχετικά με την επεξεργασία του RNA, όπως το να συνδέσουν και συγχρόνως να δώσουν μια ένδειξη για τη λειτουργική σημασία τους. Δύο κύριες κατηγορίες γονιδίων που κωδικο​ποιούνται από εσώνια υπάρχουν. Η πρώτη περιλαμβάνει γονίδια που περιέχουν ένα ανεξάρ​τητο υποκινητή που ελέγχει τη μεταγραφή. Η άλλη κατηγορία γονίδιων (π.χ. πολλά snoRΝΑ και snRΝΑ) δεν έχουν υποκινητές και μεταγράφονται με ένα γονίδιο εσωτερικά τοποθετη​μένο, και μετά εμφανίζονται ως ανεξάρτητα RΝΑs στον πυρήνα. Οι μελέτες προτείνουν ότι τα snoRNAs υποβάλλονται σε επεξεργασία από έξω-ματισμένα εσώνια ενδεχομένως από έναν μηχανισμό που περιλαμβάνει τις εξωνουκλεάσες Ο Mattick (1994) έχει προτείνει ότι πολλοί τέτοιοι παράγοντες διεξαγωγής σε εσώνια μπορούν να υπάρξουν και να περιληφθούν σε ένα γενετικό ρυθμιστικό δίκτυο. Οι αναφορές υπολογιστών των γενωματικών συσχετι​σμών έχει αποκαλύψει πολλά tRNAs που κωδικοποιούνται από εσώνια.[9]

Εσώνια και εναλλακτικό μάτισμα

Εναλλακτικό μάτισμα έχει αποδειχθεί ότι έχει μια σημαντική λειτουργία στις διαδικά​σίες ανάπτυξης ειδικών καταστάσεων και ειδικών ιστών. Με 20% των ανθρώπινων γονιδίων εναλλακτικά ματισμένων, σαν ένας πιθανά υποτιμημένος μηχανισμός, το εναλλακτικό μάτι​σμα είναι ένας μηχανισμός θεμελιώδους σημασίας για τη ρυθμισμένη έκφραση των ευκαριω​τικών κυττάρων. Χρησιμοποιώντας τις συντηρημένες ακολουθίες αναγνώρισης στο μοτίβο του RNA για να σχεδιάσουμε τους εκκινητήρες για την PCR επαύξηση, η ύπαρξη τουλάχι​στον 300 διαφορετικών πρωτεϊνών που περιλαμβάνονται στη ρύθμιση του εναλλακτικού μα​τίσματος στη drosophila έχουν υπολογιστεί. Αυτό ξεπερνά αριθμητικώς τις πρωτεϊνες παρά​γοντα μεταγραφής που περιλαμβάνονται πιθανά στους πιό κοινούς ρυθμιστικούς μηχανι​σμούς. Εναλλακτικό μάτισμα αυξάνει τη γενετική πολυπλοκότητα λαμβάνοντας υπ'όψη την παραγωγή ενός συνόλου σχετικών πρωτεϊνών με διαφορετικές ιδιότητες από ένα ενιαίο γονί​διο. Για ακραία παραδείγματα υπάρχουν περιπτώσεις όπου η εναλλακτική παραγωγή έχει μια συνολικά διαφορετική ή αντίθετη λειτουργία Εναλλακτικό μάτισμα έχει αποδειχθεί ότι παρα​γάγει μέχρι 64 διαφορετικά mRNA από το ίδιο αρχικό αντίγραφο. Εσώνια εμπλέκονται στο εναλλακτικό μάτισμα με διάφορους τρόπους. Έχουν μια λειτουργία ως σημεία στίξης, ως στοιχεία διάσπασης εξωνίων και καθιστούν πιθανό το μηχανιστικό πίσω από εναλλακτικό μάτισμα. Επιπλέον περιέχουν συχνά τις περιοχές συνδέσεων για τις πρωτεϊνες SR που κατευ​θύνουν συχνά εναλλακτικά ματίσματα Άλλοι μηχανισμοί που ρυθμίζουν εναλλακτικά ματί​σματα υπάρχουν, όπως η αυτο-συμπληρωματικότητα στα εσώνια της ζύμης επιβάλλοντας το συνυπολογισμό εξωνίων Τελικά οι ακολουθίες των εσωνίων περιλαμβάνονται συχνά είτε επειδή περιέχουν τα αινιγματικά εξώνια ή επειδή ο μηχανισμός εναλλακτικού ματίσματος είναι ολόκληρη ή μερική διατήρηση εσωνίων.[9]

Σύντομες διάσπαρτες ακολουθίες (SINES) σε εσώνια

Πολύ από το επαναλαμβανόμενο DNA είναι παρόν σε επαναλαμβανόμενα τμήματα των 100– 500 bp σε μήκος που βρίσκονται μεταξύ σε 1 με 2-Kb τμήματα μοναδικού DNA. Το καλύτερα γνωστό παράδειγμα είναι η ανθρώπινη Alu οικογένεια, αποκαλούμενη έτσι επειδή περιέχει μια περιοχή για το κόψιμο των αλληλουχιών της από το ένζυμο περιορισμού Alu Ι Αλληλουχίες της οικογένειας Alu υπάρχουν επίσης σε άλλα πρωτεύοντα και στα τρω​κτικά. Η ακολουθία Alu ~ 300-bp επαναλαμβάνεται πάνω των 500.000 φορές στο ανθρώπινο γονιδίωμα με τις διάφορες αλλαγές ακολουθίας, αλλά μια ομολογία – 80 -90%. Αυτή η ακο​λουθία (Εικόνα 8 ) αποτελείται από δύο παρόμοια τμήματα ~ 130-bp αποκαλούμενα το "αρι​στερό μονομερές" και "δεξί μονομερές." Το δεξί μονομερές περιέχει μια εισαγωγή 31-bp και το αριστερό τέλος φέρνει μια πολύ (dA) ακολουθία. Επιπλέον υπάρχει μια κοντή 7 με 20 bp ακολουθία , η οποία είναι μεταβλητή μεταξύ των διαφορετικών ακολουθιών Alu αλλά επα​ναλαμβάνεται άμεσα σε κάθε τέλος μιας δεδομένης ακολουθίας Alu. Η ακολουθία Alu έχει ισχυρή ομολογία με το 7S RNA που είναι μέρος του μορίου αναγνώρισης σημάτων που περι​λαμβάνεται στις μεταφορές των πρόσφατα συντεθειμένων αλυσίδων πεπτιδίων στις μεμβρά​νες του ER. Αlu αλληλουχίες μεταγράφονται σε hnRNA, το πρόδρομο του mRNA. Μερικές ακολουθίες Alu είναι παρούσες σε παρεμβαλλόμενες ακολουθίες (εσώνια), άλλες μέσα στα γονίδια και άλλες στις μη κωδικοποιούσες ακολουθίες μεταξύ των γονιδίων. [13]
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Εικόνα 8 Δομή αλληλουχιών DNA Alu στον άνθρωπο και στα τρωκτικά.[13]

Εσώνια και ασθένειες

Ελαττωματικό μάτισμα μπορεί να προκαλέσει ασθένεια Τουλάχιστον μια μορφή β - θαλασσαιμίας, μια ασθένεια στην οποία το β globin γονίδιο της αιμογλοβίνης (Εικόνα 9) εί​ναι αυστηρά κατεσταλμένο εμφανίζεται σαν αποτέλεσμα μιας αλλαγής νουκλεοτιδίου σε μία σύνδεση εξωνίου - εσωνίου, αποκλείοντας την αφαίρεση εσωνίου και επομένως οδηγώντας στη μειωμένη ή απούσα σύνθεση του β – αλυσίδας της πρωτεϊνης. Αυτό είναι μια συνέπεια του γεγονότος ότι το κανονικό πλαίσιο ανάγνωσης μεταφράσεων του mRNA αναστατώνεται -μια ατέλεια σε αυτήν την θεμελιώδη διαδικασία (μάτισμα) που υπογραμμίζει την ακρίβεια του ματίσματος που το Rna πρέπει να επιτύχει.[14]
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Εικόνα 9 Εσώνια σε 2 ευκαρυωτικά γονίδια . Το γονίδιο της β υπομονάδας της αιμογλοβίνης έχει 2 εσώνια και 3 εξώνια, περικλείοντας ένα εσώνιο που από μόνο του περιέχει περισσό​τερα από το ¼ των βάσεων του γονιδίου. [15]
Τα αρχέγονα κύτταρα μπορεί να είχαν ιντρόνια στα γονίδια τους

Όλα τα κύτταρα προκειμένου να χρησιμοποιήσουν τις γενετικές πληροφορίες τους, αρ​χικά τις μεταγράφουν mRΝΑ χρησιμοποιώντας το ένζυμο RΝΑ πολυμεράση και τους κανό​νες του ζευγαρώματος των συμπληρωματικών βάσεων. Αυτή η βασική διεργασία της μετα​γραφής είναι οικουμενική. Ωστόσο, ο τρόπος με τον οποίο το κύτταρο χειρίζεται το προκύ​πτον μετάγραφα (το οποίο στους ευκαρυώτες ονομάζεται πρωτογενές μετάγραφα) διαφέρει πολύ ανάμεσα στους προκαρυώτες και τους ευκαρυώτες. Μολονότι πολλές πτυχές της παρα​γωγής του mRΝΑ στους προκαρυώτες και στους ευκαρυώτες είναι ανάλογες, περιέργως, άλ​λες -και ιδιαίτερα η συρραφή του RΝΑ- διαφέρουν ριζικά. Ασφαλώς, η ανακάλυψη ότι τα ευκαρυωτικά γονίδια περιέχουν εσώνια προξένησε έκπληξη στους βιολόγους, των οποίων οι γνώσεις σχετικά με τη δομή των γονιδίων έως εκείνη την εποχή προέρχονταν από μελέτες σε προκαρυώτες. Πως προέκυψε αυτή η θεμελιώδης διαφορά; Η συρραφή του RΝΑ προσφέρει ορισμένα πλεονεκτήματα από την άποψη της εξελικτικής ευελιξίας και των δυνατοτήτων ελέγχου της έκφρασης των γονιδίων. Ωστόσο, τα πλεονεκτήματα αυτά έχουν και ένα αντίτιμο: το κύτταρο υποχρεώνεται να συντηρεί ένα μεγαλύτερο γονιδίωμα. Σύμφωνα με μια άποψη, τα πρώτα κύτταρα, δηλαδή οι κοινοί πρόγονοι των προκαρυωτών και των ευκαρυω​τών, περιείχαν εσώνια. τα οποία στη συνεχεία χάθηκαν από τους προκαρυώτες κατά την εξέλιξη. Οι προκαρυώτες συνήθως αναπαράγονται πολύ γρήγορα και για το λόγο αυτό συμφέρει να έχουν ένα γονιδίωμα μικρού μεγέθους (οπότε το DΝΑ τους θα μπορεί να αντιγράφεται μέσα σε σύντομο χρόνο). Ενδεχομένως αυτός ήταν ένας από τους παράγοντες που συνέβαλαν στη σταδιακή απώλεια των εσωνίων από τα βακτήρια. Με την άποψη αυτή συμβαδίζει το γεγονός ότι οι απλοί ευκαρυώτες οι οποίοι αναπαράγονται γρήγορα (π.χ., ορισμένοι ζυμομύκητες) έχουν σχετικά λίγα εσώνια και, μάλιστα, πολύ βραχύτερα από τα εσώνια των ανωτέρων ευκαρυωτών.[16]

Εσώνια και η υποθετική μορφή του αρχέγονου γονιδιώματος

Με απλά λόγια, τα πρώτα γονίδια πρέπει να περιείχαν εσώνια (διαχωριστικές αλλη​λουχίες µεταξύ διαδοχικών κωδικών αλληλουχιών), ο δε µηχανισµός αποβολής τους θα µπορούσε να συγκριθεί µε το µηχανισµό αποβολής του εσωνίου των σηµερινών pre–rRNA της Tetrahymena. Η διακεκοµµένη µορφή των πρώτων γονιδίων επέτρεψε τη γρήγορη δηµιουργία νέων, µέσω ανακατατάξεων (ανασυνδυασµών) των ήδη υπαρχόντων κωδικών περιοχών(εξωνίων). Για παράδειγµα, δύο αποµακρυσµένα εξώνια, που το κάθε ένα ανήκει σε ανεξάρτητη µονάδα µεταγραφής («γονίδιο»), έχουν µεγαλύτερη πιθανότητα να σχηµατίσουν µια νέα (νέο «γονίδιο»), αν ανασυνδυαστούν ακέραια και οµόρροπα (δηλ. αν το σηµείο του ανασυνδυασµού βρεθεί µέσα σε εσώνιο), παρά αν ένα τυχαίο κοµµάτι του ενός συνδεθεί µε ένα τυχαίο κοµµάτι του άλλου (δηλ. αν το σηµείο του ανασυνδυασµού βρεθεί µέσα σε κω​δική περιοχή, –εξώνιο–). Η δεύτερη περίπτωση έχειµεγαλύτερη πιθανότητα να οδηγήσει σε µετατόπιση του πλαισίου ανάγνωσης (frameshift) και έτσι να προκύψει ένα ανενεργό προϊόν Έτσι η εµφάνιση συνθετότερων γονιδίων (και σε τελευταία ανάλυση, λειτουργιών) δεν ήταν απαραίτητο να ξεκινούσε από την «αρχή», γιατί, απλά, βασιζόταν σε ήδη υπάρχοντα γονίδια Η πιο πάνω άποψη σχετικά µε τη δηµιουργία νέων γονιδίων είναι γνωστή ως θεωρία των εξωνίων,«exon theory»ή, σύµφωνα µε τον Walter Gilbert, «domainstheory». Στην προκειµένη περίπτωση είναι προτιµότερη η λέξη «εξώνια» παρά η λέξη«domains», η οποία κυριολεκτικά σηµαίνει «επικράτεια Όσον αφορά την περιγραφή του αντίστοιχου µηχανισµού, αναφέρεται ως ανακατάταξη εξωνίων(exonshuffling, στην κυριολεξία η λέξη «shuffling» εννοεί «ανακάτεµα των φύλλων µιας τράπουλας»), ο οποίος, παρατηρείται και στα γονιδιώµατα των σηµερινών οργανισµών και εντάσσεται στη γενική κατηγορία των µηχανισµών γονιδιακής σύγκλισης(gene conversion).Η εδραίωση της θεωρίας των εξωνίων προέκυψε από διεξοδική συγκριτική ανάλυση της δοµής και της οργάνωσης σύγχρονων γονι​δίων. Έναυσµα ή αρχή αποτέλεσε η παρατήρηση ότι µεταξύ πρωτεϊνών διαφορετικής λει​τουργίας εντοπίζονται περιοχές µε παρόµοια δοµή και επιµέρους λειτουργία, και οι περιοχές αυτές αντιπροσωπεύουν συγκεκριµένα εξώνια αντίστοιχων γονιδίων. Οι µηχανισµοί ανακα​τάταξης και σύγκλισης συµβαίνουν και σε σύγχρονα γονίδια και εποµένως, κατ’ αναλογία µε την «ιεράρχηση» του Doolittle, τα εσώνια µπορούν να διακριθούν σε πρώιµα (early introns), που υπήρχαν σε παλαιές προγονικές µορφές (ως φαινόµενο και όχι ως αλληλουχία, αφού συσσωρεύουν γρήγορα µεταλλαγές), και σε όψιµα ή πρόσφατα (late introns), τα οποία εµφανίστηκαν αργότερα σε ορισµένα µόνο κλαδιά του εξελικτικού δενδρογράµµατος των οργανισµών. Σηµαντική συµβολή στη θεωρία των εξωνίων είχαν οι εργασίες της οµάδας του W.Gilbert, µε πρωτεργάτη τον Manyuan Long, που έδειξαν ότι τα περισσότερα από τα σηµερινά γονίδια περιέχουν εσώνια που δεν διακόπτουν το πλαίσιο ανάγνωσης(δηλ. παρεµβάλλονται µεταξύ ακέραιων τριπλετών) ή, αντίστροφα, ότι τα περισσότερα εξώνια εί​ναι «συµµετρικά», δηλαδή αρχίζουν και τελειώνουν σε ακέραιες τρι-πλέτες.[17]
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