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1. Uvod

Jedan od vaznih koraka u ekspresiji gena u eukariota je prekrajanje, proces koji podrazumijeva
izrezivanje nekodiraju¢ih sekvenci, introna i spajanje kodiraju¢ih sekvenci, egzona, iz pre-
mRNA kako bi nastala zrela molekula mRNA. Ovaj proces se odvija kotranskripcijski i
najées¢e ga provodi spliceosom, makromolekularni kompleks malih jezgrinih
ribonukleoproteina (snRNP, od eng. small nuclear ribonucleoproten) 1 ve€eg broja pomoc¢nih
proteina (Carvalho 1 sur. 2013). Veli¢ina 1 broj introna znatno se razlikuju od vrste do vrste, ali
to€no prepoznavanje introna je korak koji je konzerviran u svih eukariota (Gehring i Roignant
2021). Introni su definirani pomocu kratkih sljedova koji barem djelomi¢no prate konsenzus
sekvencu: 5' mjesto prekrajanja s konzerviranim GT slijedom, 3' mjesto prekrajanja s
konzerviranim AG slijedom, to¢ka grananja s adenilatom 18 do 40 nukleotida uzvodno od 3'

mjesta prekrajanja 1 polipirimidinski trakt (Slika 1; Barbazuk 1 sur. 2008; Reddy 1 sur. 2013).
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Slika 1. Konsenzus sekvence introna na razini DNA. N oznacava bilo koji nukleotid. Veli¢ina
slova u donjem redu razmjerna je s ocCuvanosti tih nukleotida u sekvenci. Preuzeto s

Genelnfinity 2023.

Mali jezgrini ribonukleoproteini u spliceosomu sastoje se od malih jezgrinih molekula RNA
bogatih uracilom (U snRNA, od eng. uridine rich small nuclear RNA) i proteina vezanih za
njih. Male jezgrine RNA su nekodirajuée 1 ne sadrze poli-A rep. Spliceosom sadrzi pet U
snRNA koje zajedno s proteinima ¢ine male jezgrine ribonukleinske komplekse U1, U2, U4,
US 1 U6. Proces prekrajanja pocinje interakcijom sparivanjem baza izmedu snRNP Ul i

komplementarne sekvence na 5' mjestu prekrajanja. Zatim dvije podjedinice U2 pomocénog



faktora stupaju u interakciju s granicom izmedu introna i egzona na 3' mjestu prekrajanja i
polipirimidinskim traktom ¢ime nastaje kompleks E. U2 snRNP veze tocku grananja i tvori
kompleks A. sidrenjem medusobno vezanih U4, U5 i U6 snRNP-a na U2 snRNP nastaje
prekataliticki kompleks B, koji se aktivira nakon rearanzmana unutar kompleksa i otpustanja
Ul i U4 snRNP-a. U aktivaciji kompleksa B sudjeluje kompleks proteina zvan NTC (od eng.
Nineteen complex). Pre-mRNA se prvo cijepa na 5' mjestu prekrajanja i ligiranjem 5' kraja
introna na adenozin u tocki grananja intron poprima oblik larijata, $to dovodi do stvaranja
kompleksa C koji katalizira cijepanje 3' mjesta prekrajanja (Slika 2; Meyer i sur. 2015). Osim
ovog tipa spliceosoma postoji i U12 tip spliceosoma koji cijepaju takozvani U12 tip introna

koji nije toliko brojan u Zivotinja, ali je ¢e$¢i u biljaka (Reddy i sur. 2013).
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Slika 2. Proces prekrajanja. Kvadrati prikazuju egzone, a linija izmedu njih intron. U1, U2, U4,
U5 1 U6 su mali jezgrini ribonukleoproteini, a NTC kompleks Nineteen (Meyer i sur. 2015).



Spliceosom moze diferencijalno prepoznati ili preskociti mjesta prekrajanja Sto dovodi do
alternativnog prekrajanja ¢ime nastaje viSe izoformi mRNA. Najces¢i oblici alternativnog
prekrajanja su preskakanje egzona, alternativna 5'1 3' mjesta prekrajanja i zadrzavanje introna
(Slika 3). Alternativno prekrajanje moze utjecati na raznolikost proteoma razli¢itim strukturama
1 izmijenjenim funkcijama proteina kao rezultat promjene u kodirajucoj regiji, ili promjenom
stabilnosti mRNA uzrokovanom promjenom u nekodiraju¢oj regiji. U slucaju da alternativnim
prekrajanjem nastane izoforma koja sadrzi preuranjeni stop kodon, ona nece biti translatirana,
nego ¢e postati meta signalnog mehanizma degradacije molekula mRNA s besmislenim

mutacijama (NMD, od eng. nonsense-mediated decay; Barbazuk i sur. 2008).

Proces slaganja spliceosoma na definiranim mjestima prekrajanja kontroliraju cis regulatorni
elementi koji privlace dodatne RNA vezujuce proteine. Ove sekvence se mogu nalaziti u
intronima 1 egzonima, a po funkciji mogu biti pojacivaci 1 prigusivaci prekrajanja. Osim cis
regulatornih elemenata, ulogu u prekrajanju imaju 1 proteini koji djeluju in trans, a svrstavaju
se u dvije kategorije: proteini bogati serinom 1 argininom (SR, od eng. Serine Arginine) koji
sadrze motive koji prepoznaju RNA 1 domenu obogacenu serinom i argininom koja stupa u
interakcije s proteinima, i heterogeni jezgrini ribonukleoproteini (hnRNP, od eng. heterogenous
nuclear ribonucleoprotein), obitel] RNA vezujuc¢ih proteina koji sudjeluju u viSe koraka
procesiranja mRNA ukljucujuéi prekrajanje. Utjecaj regulatornih elemenata na prekrajanje
ovisi o kontekstu u kojem se nalaze 1 oni mogu imati sasvim razlicite uloge ovisno o tome jesu

li vezani za egzone ili introne (Meyer i sur. 2015).

A. Osnovni tipovi alternativnog prekrajanja B. Distribucija u uroénjaka i covjeka
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Slika 3. A. Prikaz najces¢ih oblika alternativnog prekrajanja. Plavi pravokutnici na lijevom i
desnom rubu prikazuju konstitutivne egzone, a ostali dijelove egzona ukljucene u alternativno
prekrajanje. Horizontalne linije prikazuju introne, a dijagonalne slucajeve alternativnog
prekrajanja. B. Zastupljenost razli¢itih oblika alternativnog prekrajanja u uro¢njaka i covjeka,

preuzeto iz Carvahlo i sur. 2013.

2. Alternativno prekrajanje u biljaka

Znanje o prekrajanju 1 alternativnom prekrajanju u biljaka je vrlo limitirano u usporedbi sa
znanjem o tim procesima u zivotinja. Dostupnost sekvenci cijelih genoma biljaka omogucila je
identifikaciju ortologa glavnih komponenti u prekrajanju, iz ¢ega se moze zakljuciti da su
osnovni principi prekrajanja u Zivotinja primjenjivi 1 u biljaka (Wang i Brendel 2004). Iako su
osnovni principi konzervirani, postoje razlike u prepoznavanju introna. Poznato je da introni
sisavaca ne mogu biti pravilno izrezani u biljnoj stanici, dok se neke pre-mRNA mogu pravilno
prekrojiti u stanicama HeLa, Sto ukazuje na to da postoje odredene specifi¢nosti u masineriji
biljaka (Barbazuk i sur. 2008; Wiebauer i sur. 1988). Procjenjuje se da u biljaka do 70% gena

stvara vise od jedne izoforme (Szakonyi i Duque 2018).

2.1. Mehanizam alternativnog prekrajanja u biljaka

Postoje vazne razlike izmedu biljnih 1 animalnih introna. Introni biljaka su relativno kratki, s
prosjecnom duljinom od 160 pb, u usporedbi s animalnim intronima ¢ija je prosjec¢na duljina 5
kb. Konsenzus sekvence za mjesta prekrajanja i tocka grananja u biljaka 1 zivotinja su
usporedive, no u biljaka su one znatno manje konzervirane te je polipirimidinski trakt u biljaka
odsutan a zamjenjuje ga regija bogata uridinom (Barbazuk 1 sur. 2008; Reddy 1 sur. 2013). Osim
razlika u intronima, zapazene su 1 razlike u udcestalosti razliCitih tipova alternativnog
prekrajanja. Dok je u ljudi najces¢i tip prekrajanja preskakanje egzona, a najrjedi retencija
introna, u uro¢njaku iriZi je retencija introna tip prekrajanja s jako velikom ucestalos¢éu (~40%),
dok je preskakanje introna vrlo rijedak slucaj alternativnog prekrajanja (Barbazuk i sur. 2008;
Carvalho i sur. 2013). U biljaka je zapazena jasna razlika u omjeru AU 1 GC baza u intronima 1
egzonima. Introni su bogatiji adeninom i uracilom, a u dvosupnica je ta razlika jo$ veca nego u

jednosupnica (Reddy i sur. 2013).

U usporedbi s animalnim spliceosomom, koji je dobro istrazen, biljni jo§ nije izoliran i njegov

tocan sastav nije poznat. Medutim, iz sekvenciranih genoma biljaka mogu se usporedbom sa



sekvencama Zivotinja pretpostaviti ortologne sekvence koje kodiraju za njegove komponente.
Tom metodom nadeno je 74 snRNA 1395 gena koji kodiraju za proteine koji grade spliceosom
ili sudjeluju u prekrajanju, ukazujuéi na konzerviranost masinerije (Lim i Burge 2001; Wang i
Brendel 2004). U uro¢njaku je nadeno oko 2000 ranije spomenutih introna tipa U12 koji se
javljaju najcesée jednom po transkriptu i prekrajaju sporijom kinetikom. U njihovom
prekrajanju sudjeluje U12 tip spliceosoma koji se sastoji od malih jezgrenih ribonukleoproteina

Ul1, Ul12, Udatac, U5, i Ubatac (Reddy i sur. 2013).

Alternativno prekrajanje utjeCe na stabilnost transkripta pojavom preuranjenih stop kodona u
izoformama koje su zatim degradirane u citoplazmi putem NMD. Put NMD put se aktivira u
prvom krugu translacije, kada temeljni proteini ovog puta, UPF1, UPF2 i UPF3, privuku
proteine za degradaciju mRNA. MaSinerija za NMD je konzervirana u biljaka 1 identificirani
su ortolozi dijela animanih proteina koji sudjeluju u putu. Glavne znacajke supstrata za NMD
su duge 3' netranslatirane regije 1 introni u njima te preuranjeni stop kodon vise od 50 do 55
nukleotida uzvodno od mjesta prekrajanja (Kertész 1 sur. 2006; Nyiké 1 sur. 2009). Sve te

znaCajke mogu biti rezultat alternativnog prekrajanja (Reddy i sur. 2013).

2.2. Cis regulatorni elementi prekrajanja

Osim konsenzus sekvenci za mjesta prekrajanja 1 toCku grananja, primarni transkripti sadrze 1
kratke konzervirane sekvence duljine 5 do 10 nukleotida koje mogu promovirati ili suprimirati
prekrajanje na odredenim mjestima, a imaju ulogu i u konstitutivnom 1 u alternativnom
prekrajanju (Barbazuk i sur. 2008; McManus 1 Graveley 2011). To su prigusivaci i pojacivaci
prekrajanja, a mogu se nalaziti u intronima ili egzonima, Cesto tvore¢i klastere. Istrazivanja cis
regulatornih elemenata su pokazala da se oni najceS¢e pojavljuju u egzonima, iako se mogu
nalaziti i u intronima, a sami po sebi slabog su u¢inka, no u ve¢em broju kopija vezu regulatorne
proteine (Ladd 1 Cooper 2002; Reddy i sur. 2012). Regulatorni proteini zatim privlace ili
stabiliziraju komponente spliceosoma ili utjecu na vezanje proteina koji inhibiraju prekrajanje.
Najbolje istrazeni regulatorni elementi su egzonski pojacivaci prekrajanja koji se javljaju u
velikom broju egzona i na sebe vezu proteine SR, te egzonski prigusivaci prekrajanja koji vezu
proteine hnRNP i reprimiraju interakcije ukljucene u slaganje spliceosoma (Barash i sur. 2010;
Chasin 2007). U Zivotinja su cis regulatorni elementi dovoljno dobro poznati da se iz motiva u
sekvencama mogu pretpostaviti moguci rezultati prekrajanja (Barash i sur. 2010), dok su biljne
sekvence koje vezu proteine joS nepoznate, unato¢ tome Sto je veliki broj tih proteina

identificiran (Lorkovi¢ 2009).



Sekundarne i tercijarne strukture molekula pre-mRNA takoder mogu imati utjecaj na
prekrajanje. Maskiranje mjesta prekrajanja raznim strukturnim elementima moze suprimirati
prekrajanje, dok se razrjeSenjem tih struktura prekrajanje pojacava (Reddy i sur. 2013).
Dodavanjem sekundarne strukture stabljika-petlja na 5' kraj ili sredinu introna pokazana je jaka
inhibicija prekrajanja u protoplastima vrste Nicotiana tabacum, no inhibicija nije opazena kad
je struktura bila dodana na 3' kraj introna, $to ukazuje na regulatornu ulogu sekundarnih
struktura u biljaka (Goodall i Filipowicz 1991; Liu i sur. 1995). Poznate su dvije sekundarne
strukture koje u biljaka reguliraju prekrajanje in vivo: ribosklopke, koje sluze kao vezno mjesto
za metabolite, 1 imitacija ribosomske RNA 58S, koja veZe RNA vezujuce proteine. Pretpostavlja
se da sekundarne 1 tercijarne strukture RNA omogucuju regulaciju prekrajanja u razliitim
uvjetima bez potrebe za RNA vezuju¢im proteinima jer su osjetljive na vezanje liganada,
osmolite, koncentracije iona 1 promjene u temperaturi (Lambert i Draper 2007; Mullen 1 sur.
2012). S obzirom na to da se prekrajanje odvija kotranskripcijski, prekrajanje posredovano
sekundarnom 1 tercijarnom strukturom pre-mRNA uvjetovano je brzinom prekrajanja jer se

neke strukture mogu formirati samo u slucaju kad je transkripcija spora (Reddy i sur. 2013).

2.3. Trans-regulatorni elementi prekrajanja

U Arabidopsis thaliana postoji vise od 800 proteina s jednom ili viSe RNA vezuju¢ih domena
(Silverman 1 sur. 2013). Veliki broj proteina koji vezu RNA u biljaka nemaju ortologe u
zivotinja. Osim proteina koji su dio spliceosoma, vaznu ulogu u prekrajanju imaju porodica
proteina bogatih serinom i argininom - proteini SR, i porodica heterogenih jezgrinih
nukleoproteina - hnRNP. Osim S$to su ovi proteini regulatori prekrajanja, i njihova pre-mRNA

je podvrgnuta alternativnom prekrajanju (Reddy i sur. 2013).

2.3.1 Proteini bogati serinom i argininom (SR)

Regulatorni proteini SR sadrZe jedan ili dva motiva prepoznavanja RNA na N-terminalnom
kraju i regiju bogatu serinom i argininom na C kraju (Barta 1 sur. 2010). U biljaka je istraZena
samo njihova uloga u prekrajanju, dok je u Zivotinja poznato da imaju ulogu i u daljnjem
procesiranju 1 metabolizmu mRNA (Lopato i sur. 1999b; Reddy i sur. 2013). Proteini SR
specifi¢no stupaju u interakcije s pre-mRNA preko motiva prepoznavanja RNA, a s proteinima
preko regije bogate serinom i argininom. Neki proteini SR imaju 1 motive cinkovih prstiju koji
takoder omogucuju interakcije proteina s RNA (Lopato i sur. 1999a). Proteini SR interagiraju s
ostalim proteinima uklju€enima u prekrajanje te medusobno tvore kompleksne interakcijske
mreZze 1 na taj nacin reguliraju prekrajanje. Ekspresija proteina SR varira medu razli¢itim

tkivima, Sto ukazuje na specificnost njihovog vezanja (Lopato i sur. 1999b, 1999a; Reddy i sur.
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2013). Neki proteini SR su auto-regulirani alternativnim prekrajanjem, ¢ime nastaju izoforme
s preuranjenim stop kodonom, od kojih se oko pola degradira degradacijskim putem NMD
(Lopato i sur. 1999b; Palusa i Reddy 2010). Dio tih dogadaja je evolucijski konzervirano $to

ukazuje na njihovu fiziolosku vaznost (Iida i Go 2006).

Broj gena koji kodiraju za proteine SR u biljaka je duplo ili gotovo duplo vec¢i od njihovog broja
u kraljeSnjaka, Sto je rezultat duplikacije cijelog genoma koja je u biljaka Cesta. A. thaliana
sadrzi 18 proteina SR svrstanih u Sest porodica, od kojih tri porodice Cine ortolozi ljudskih
porodica ASF/SF2 (SR u 4. thaliana), 9G8 (RSZ u A. thaliana) 1 SC35 (SC u A. thaliana), dok
su ostale tri, RS2Z, RS i SCL, specificne za biljke (Slika 4; Richardson i sur. 2011). Osim njih,
poznat je i protein nalik proteinu SR, SR45 s dvije domene RS, koji je homologan RNA
vezuju¢em proteinu S1 sisavaca (Lykke-Andersen i sur. 2001). Ovaj protein postoji u dvije
izoforme s razlikom u duljini od 8 aminokiselina nastale biranjem alternativnog 3' mjesta
prekrajanja. Krac¢a varijanta komplementira defekte mutanta sr45 u rastu korijena, a dulja u

razvoju latica, impliciraju¢i njihove fizioloske uloge (Meyer 1 sur. 2015; Zhang 1 Mount 2009).

SR SC RS27

IBCCDED < DEEEEN

2 ZnK

RSZ SCL RS

Slika 4. Shematski prikaz porodica proteina SR. RRM oznacava motiv prepoznavanja RNA,
SR oznaava regiju bogatu serinom 1 argininom, RS oznacava domenu s karakteristicnim
dipeptidima serina i arginina, SP oznac¢ava domenu bogatu serinom i prolinom, a ZnK domenu
cinkovih prstiju. YRRM u porodici SR predstavlja motiv prepoznavanja RNA sa specificnim

evolucijski konzerviranim motivom. Prikaz je preuzet iz Barta i sur. 2010.

Proteini SR su lokalizirani u nukleoplazmi 1 tzv. medukromatinskim granulama,
nemembranskim strukturama bogatim proteinima SR, snRNP-ima i drugim faktorima. Proteini

SR su u jezgri vrlo mobilni, i alterniraju izmedu pozicija u nukleoplazmi i granulama procesom



kontroliranim forforilacijom i defosforilacijom (Reddy i sur. 2013). Prije se mislilo da
medukromatinske granule sluze samo kao zaliha faktora prekrajanja, no dokazano je da se

posttranskripcijsko prekrajanje moze odvijati i u njima (Girard i sur. 2012).

2.3.2. Heterogeni jezgrini nukleoproteini (snRNP)

Drugi tip proteina regulatora prekrajanja u biljaka su heterogeni jezgrini ribonukleoproteini
(hnRNP). Veliki broj hnRNP-a se nalazi u jezgri, ali dio ih je ukljucen u prijenos iz jezgre u
citoplazmu reguliran posttranslacijskim modifikacijama (Reddy i sur. 2013; Wachter 1 sur.
2012). Najistrazeniji proteini ove skupine su proteini PTB (od eng. polypirimidine tract binding
proteins, proteini koji veZu polipirimidinski trakt), koji u sisavaca aktiviraju ili reprimiraju
selekciju odredenih mjesta prekrajanja. U A. thaliana su identificirana tri njihova ortologa:
AtPTBI1, AtPTB2 1 AtPTB3. Sva tri gena alternativnim prekrajanjem generiraju dvije varijante,
od kojih je jedna uvijek degradirana putem NMD (Stauffer i sur. 2010). Varijante AtPTBI 1
AtPTB2 su rezultat negativne auto- i unakrsne regulacije, sto je u skladu s njihovim ortolozima
u ljudi. U transgeni¢nom uro¢njaku promjena u ekspresiji ovih proteina ima utjecaj na obrasce
prekrajanja brojnih transkripata uklju¢enih u razvojne procese, dok za AtPTB3 to nije slucaj

(Riihl 1 sur. 2012).

U visih biljaka postoji 1 obitelj malih proteina s N-terminalnim motivom prepoznavanja RNA i
regijom bogatom glicinom na C-teminalnom kraju koji li¢e na proteine hnRNP (Mangeon i sur.
2010) 1 imaju ulogu u odgovoru na stres, a dva proteina iz te obitelji, AtGRP7 1 AtGRPS, imaju
ulogu u alternativnom prekrajanju. Kontrolira ih cirkadijani sat, a sudjeluju u sustavu
cirkadijanog tempiranja (Carpenter i sur. 1994; Staiger i Heintzen 2009) i kontroliraju svoju
ekspresiju auto-regulacijom vezanjem za vlastitu mRNA 1 recipro¢nom regulacijom stvarajuci

transkripte podloZzne putu NMD (Schoning i sur. 2008; Staiger i sur. 2003).

3. Alternativno prekrajanje i raznolikost proteina

Prvi opaZeni slucaj alternativnog prekrajanja u biljaka bilo je alternativno prekrajanje pre-
mRNA za aktivazu (RCA) ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaze/oksigenaze (Rubisco). Protein
ima dvije izoforme razliite duZine koje se razlikuju na C kraju kao rezultat biranja
alternativnog 5' mjesta prekrajanja introna (Werneke i sur. 1989). RCA aktivira Rubisco
hidrolizom ATP-a, ali je ta aktivnost inhibirana visokim omjerom ADP/ATP. Obje izoforme,
duza RCAa 1 kraca RCAP, aktiviraju Rubisco, no duza izoforma je osjetljivija na inhibiciju

ADP-om zbog strukturnih razlika u C-terminalnom kraju (Zhang i Portis 1999).
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Alternativnim prekrajanjem mijenja se sekvenca u transkriptu, Sto utjee na ekspresiju gena na
viSe razina. Osim §to se alternativno prekrojene mRNA mogu razlikovati u stabilnosti i sudbini
transkripta, one generiraju razli¢ite izoforme proteina koje mogu imati razli¢ite funkcije i
djelovati u razli¢itim dijelovima stanice (Reddy i sur. 2013). Jedan od primjera za kontrolu
lokalizacije alternativnim prekrajanjem je gen RADS52-1, koji sudjeluje u popravku dvolanc¢anih
lomova osnovanom na homologiji i kodira za dvije izoforme, od kojih jedna ima zadrzan zadnji
intron i lokalizirana je u nukleoplazmi, dok je druga izoforma lokalizirana u mitohondriju.
Produkti gena RADS2-2 su takoder sadrzani u razli¢itim dijelovima stanice: jedan u kloroplastu
1 nukleoplazmi, a drugi isklju¢ivo u kloroplastu (Kashkan 1 sur. 2022). Gen YUCCA 4 kodira
za faktor ukljucen u biosintezu auksina, a stvara dvije izoforme. YUCA4.1 je protein pune duzine
lokaliziran u citosolu, dok je YUC4.2 protein kodiran transkriptom u kojem je zadrzan
posljednji intron ¢ime nastaje transmembranska domena zbog koje je YUC4.2 lokaliziran na
citosolnoj strani endoplazmatskog retikuluma, a osim toga ta izoforma je specifi¢na za cvjetove.
Metaboli¢ku aktivnost uzvodno od proteina YUCCA 4 ima triptofan aminotransferaza TAA1 1
njen paralog TAR2, a djeluju u cirosolu, odnosno endoplazmatskom retikulumu. Ovi proteini
djeluju zajedno s izoformama YUCCA 4 u specificnim dijelovima stanice i njihova domena
djelovanja se ne preklapa, Sto ukazuje na neovisnost izoformi jedne o drugoj (Kashkan i sur.

2022; Kriechbaumer i sur. 2017).

Osim gena cCije alternativne varijante djeluju medusobno neovisno, postoje i oni Cije izoforme
direktno utjecu jedna na drugu. Dulja izoforma proteina BES1, ukljuena u signaliziranje
brasinosteroida, sadrzi dva signala jezgrine signalizacije i1 prenosi se u jezgru, a kraca, s
alternativnim pocetnim kodonom zbog kojeg jedan od signala nedostaje, postoji i u jezgri i u
citoplazmi. Kad su ove dvije izoforme eksprimirane zajedno, kraca se nalazi samo u jezgri jer
dimerizira s duzom, Sto je primjer kontrole lokalizacije jedne izoforme drugom (Jiang 1 sur.

2015).

Krnje izoforme proteina nastale kao rezultat alternativnog prekrajanja koje uzrokuje pomak
okvira ¢itanja mogu i dalje sadrzavati funkcionalne domene, no one mogu i izostajati. Veliki
broj transkripcijskih faktora i regulatora prekrajanja su modularni proteini, Sto znaci da neki
krnji rezultati alternativnog prekrajanja njihovih transkripata mogu i dalje obavljati dio funkcija
1 djelovati kao dominantni negativni regulatori (Reddy i sur. 2013). Jedan od primjera su
proteini koji ¢ine homo- ili heterodimere, gdje krnji peptidi dobiveni alternativnim
prekrajanjem mogu stvarati dimere i konkuriraju nativnim dimerima, ali nisu funkcionalni (Seo

i sur. 2013; Staudt i Wenkel 2011). Transkripcijski faktor CCA1 osim proteina pune duljine
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(CCAla) pojavljuje se u obliku proteina bez domene koja veze DNA (CCA1f) i onemoguéuje

homodimerizaciju CCAla, koji zato gubi moguénost vezanja za promotore (Seo i sur. 2011).

Izoforme nekih gena djeluju kooperativno. Jedan od primjera za kooperativno djelovanje je
ranije spomenut RCA. Kracda izoforma, RCA, je manje osjetljiva na fluktuacije u razini ADP-
a zbog nedostatka cisteinskih boc¢nih ogranaka ukljucenih u njihovu percepciju. Na taj nacin
aktivaza djeluje 1 u uvjetima slabijeg intenziteta svjetlosti kada je razina ATP-a niza, a
zajednicko djelovanje izoformi omogucuje adaptaciju na razliCite intenzitete svjetlosti

(Carvalho 1 sur. 2013; Zhang i Portis 1999).

Veliki broj introna biljaka 1 Zivotinja sadrzi uzastopne sekvence za 3' mjesto prekrajanja
(NAGNAG, gdje je N bilo koji nukleotid), a alternativno prekrajanje na ovim mjestima ne
uzrokuje pomak okvira ¢itanja 1 generira izoforme proteina s insercijom ili delecijom jednog
proteina. U uro¢njaka skoro 7000 introna sadrzi ove uzastopne sekvence i njihovo alternativno
prekrajanje je specifi¢no regulirano u razliitim organima 1 uvjetima (Iida i sur. 2008; Reddy 1
sur. 2013). Tako, na primjer, alternativnim prekrajanjem na uzastopnim sekvencama mRNA za
protein ZIFL1 nastaju dvije izoforme s razlikom u dva nukleotida, od kojih jedna kodira za
protein koji sudjeluje u procesima reguliranim auksinom, a druga za krnji protein koji ima

funkciju u toleranciji suse 1 lokaliziran je na membrani tonoplasta (Remy i sur. 2013).

4. Evolucija prekrajanja

Evolucija alternativnog prekrajanja u biljaka, za razliku od iste u kraljesnjaka, nije razrijesena.
Iz analize alternativnog prekrajanja u kraljesnjaka koje je najkompleksnije u ljudi i postaje
manje kompleksno Sto je vrsta evolucijski udaljenija od primata moze se zakljuciti da
alternativno prekrajanje doprinosi specijaciji. Slucajevi alternativnog prekrajanja nisu vrlo
evolucijski konzervirani i pretpostavlja se da alternativno prekrajanje specificno za odreden rod
ima ulogu u divergenciji fenotipa i funkcija organa (Barbosa-Morais 1 sur. 2012). Medutim,
postoje 1 slucajevi preskakanja identi¢nih egzona koji su evolucijski konzervirani u Zivotinja,
biljaka i gljiva, $to znaci da su ocuvani viSe od milijarde godina (Awan i sur. 2013). U srodnih
vrsta alternativno prekrajanje koje uzrokuje pojavu preuranjenog stop kodona je konzerviranije
od ostalih sluc¢ajeva prekrajanja (Ling i sur. 2019). Alternativno prekrajanje i genska ekspresija

pokazuju obrasce koji su specificni za vrstu, a usporedivanjem transkriptoma srodnih vrsta,

.....
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od profila razli¢itih tkiva u jednoj vrsti. Iz toga se moze zakljuciti da vrsno-specifi¢éne grupe

obrazaca alternativnog prekrajanja nisu rezultat razlike u ekspresiji gena.

lako sami obrasci alternativnog prekrajanja nisu veoma evolucijski konzervirani, mehanizmi
ukljuceni u alternativno prekrajanje u biljaka jesu. Determinante koje odreduju konstitutivno i
alternativno prekrajanje kao Sto su medusobna udaljenost alternativnih mjesta prekrajanja kao
i udaljenost konstitutivnog mjesta prekrajanja od najblizeg unutrasnjeg slijeda GT/AG nalaze
se u intronima. Sekvence unutar introna podloznije su divergenciji od egzonskih sekvenci, Sto
doprinosi nastajanju obrazaca alternativnog prekrajanja specifi¢nih za vrstu. Jo§ jedan element
koji utjece na konzerviranost alternativnih mjesta prekrajanja medu vrstama su transpozoni o
¢ijem broju insercija ovise vrsno-specifi¢ni obrasci prekrajanja. Osim toga, moguce je da
utjecaj na divergencije u alternativnom prekrajanju medu vrstama imaju 1 razlike u trans-

djeluju¢im faktorima kao $to su proteini SR (Ling 1 sur. 2019).

Proteini SR su vazni faktori u alternativnom prekrajanju u svim organizmima, i zato je
oCekivano da su obrasci alternativnog prekrajanja njihovih transkripata visoko konzervirani
tokom evolucije. Iida 1 Go (2006) su identificirali tri slucaja alternativnog prekrajanja
evolucijski konzerviranih i1 u jednosupnica i u dvosupnica. Alternativno prekrojeni introni
nalazili su se na slicnim pozicijama u vise vrsta, Sto podrzava pretpostavku o njthovom odrzanju
kroz evoluciju. Ono §to je variralo medu vrstama je oblik alternativnog prekrajanja, no svi
slucajevi su rezultirali proteinima s oslabljenim motivima prepoznavanja RNA. Postoji
mogucnost da su ovi slucajevi alternativnog prekrajanja razli¢itog podrijetla, ali je njihova

pojava u vise vrsta rezultat istog selektivnog pritiska (Iida i Go 2006).

Jos jedan vazan mehanizam koji je doveo do prosSirenja proteoma je duplikacija genoma. Odnos
izmedu alternativnog prekrajanja i duplikacije genoma joS nije razrijeSen. Postoji nekoliko
modela koji pokuSavaju objasniti njihovu povezanost. Neovisni model predvida da veli¢ina
genoma 1 alternativno prekrajanje nisu povezani, dok model dijeljena funkcija pretpostavlja da
je izmedu njih obrnuta korelacija. Tre¢i, najnoviji model, predvida da alternativno prekrajanje
postaje ¢eS¢e u ve¢im porodicama gena, a rjede u malim u usporedbi s jednim genom (Jin i sur.
2008; Su 1 sur. 2006). Duplikacija gena koji se alternativno prekraja moze imati jedan od dva
ishoda. Jedna moguénost je da nastanu nove izoforme, a druga je da se neke izoforme izgube

jer su redundantne, a vec¢ina promjena se dogodi brzo nakon duplikacije (Su i sur. 2006).
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5. Funkcije alternativnog prekrajanja u razvoju biljaka i stresu
Alternativno prekrajanje ima vazne uloge u razvoji biljaka i u odgovoru biljke na abioticki i

bioticki stres.

5.1. Alternativno prekrajanje tijekom razvoja biljaka

Period ranog razvoja biljke klju¢an je u uspostavi osnovnog uzorka rasta biljke, diferencijaciji
u tkiva 1 inicijaciji reproduktivne faze. Embriogenezom se zigota razvija u zreli embrio jasno
reguliranim procesom, nakon Cega slijedi sazrijevanje sjemena koje ukljucuje nakupljanje
hranjivih tvari 1 indukciju dormancije dok se sjeme ne nade u uvjetima idealnim za klijanje

(Szakonyi 1 Duque 2018).

Postoji veliki broj istrazivanja koja se bave ekspresijom gena 1 uzorcima alternativnog
prekrajanja tijekom ranog razvoja biljke. Vazno je napomenuti da geni €iji transkripti prolaze
kroz alternativno prekrajanje nisu nuzno diferencijalno eksprimirani u razli¢itim fazama
razvoja, Sto ukazuje na to da su alternativno prekrajanje i regulacija transkripcije odvojeni
procesi koji mijenjaju transkriptom (Srinivasan i sur. 2016). Tijekom embriogeneze soje nastaje
viSe od 200000 razlicitih transkripata sa manje od 50000 gena. Vec€ina alternativnog prekrajanja
detektirana je tijekom kasnijih faza embriogeneze, Sto bi moglo biti rezultat grupiranja
prekrajanja s faktorima povezanih s apscizinskom kiselinom opaZenim u kasnijem razvoju
sjemena (Aghamirzaie i sur. 2013). U vrste A. thaliana razina transkripcije tijekom sazrijevanja
opada, dok alternativno prekrajanje postaje ceSce, 1 viSe od Cetvrtine lokusa podvrgnutih
alternativnom prekrajanju daje izoforme specifi¢ne za odredene faze (Srinivasan i sur. 2016).
Za indukciju klijanja potrebna je ekspresija to¢no odredenih gena, a alternativno prekrajanje
sudjeluje u tome te su u to vrijeme regulatori prekrajanja njegova najznacajnija meta. Pretjerana
ekspresija gena i ukinuce funkcije prekrajanja vodi do letalnosti, a promjena u ekspresiji faktora

prekrajanja moze uzrokovati defekte u razvoju klijanaca, kao Sto je abnormalna distribucija

auksina (Szakonyi i Duque 2018).

Alternativno prekrajanje ima ulogu u pocetnom odgovoru etioliranih klijanaca na izlaganje
crvenom svjetlu. . U tom slucaju se pojacano aktiviraju geni ukljuceni u prekrajanje, kao Sto su
geni koji kodiraju proteine SR 1 podjedinice spliceosoma Ul i U2. Osim toga, pokazano je da
je alternativno prekrajanje uklju¢eno u diferencijaciju kloroplasta potaknutu svjetlom (Shikata
1 sur. 2014) te jer otkrivena povezanost alternativnog prekrajanja potaknutog svjetlom 1
stabilnosti mRNA, budu¢i da je vise od tri Cetvrtine detektiranih izoformi potencijana meta puta

NMD (Hartmann i sur. 2016). Mutante gena ukljucenih u procesiranje mRNA takoder pokazuju
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promjene u dormanciji i klijanju sjemena, a te promjene se najvise odnose na signalni put
apscizinske kiseline i prekrajanje i poliadenilaciju produkata gena DOG1, vaznog regulatora
dormancije i mete alternativnog prekrajanja (Cyrek i sur. 2016; Dolata i sur. 2015; Szakonyi i

Duque 2018).

Ekspresija velikog broja izoformi mRNA je tkivno i razvojno specificna. Neke od tih izoformi
gube funkciju (Wang i sur. 2018), a dio ju zadrzava uz promjene u efikasnosti ¢ak i1 kad
nedostaju kljucni sljedovi aminokiselina (L1 1 sur. 2017). Izoforme mogu imati slicne ili razli¢ite
funkcije ovisno o razvojnom stadiju. Tako na primjer konstitutivni i alternativni oblik mRNA
PIF6 slicno djeluju u reakciji klijanaca na svjetlost, ali samo krac¢a izoforma ima ulogu i u
klijanju (Penfield 1 sur. 2010). Pretjerana ekspresija nekih izoformi moZe interferirati s
funkcijom konstitutivnog proteina (Zhou i sur. 1998), ali je za potpunu funkciju nekih proteina
ekspresija vise izoformi klju¢na. Koekspresija izoformi je vazna za promoviranje dormancije
na razini funkcije gena DOG1. Ukoliko je eksprimirana samo jedna izoforma proteina DOGI,
dormancija sjemenke nije uspostavljena, ali u transgeni¢nim linijama s viSe izoformi je

(Nakabayashi 1 sur. 2015).

Jos jedan vazna razvojna tranzicija u biljaka je prelazak s vegetativne u reproduktivnu fazu. U
poticanje cvjetanja ukljucen je RNA vezujuci protein FCA koji blokira ekspresiju represora
cvjetanja FLC. FCA generira Cetiri razli¢ita transkripta, FCA-a, FCA-f, FCA-0 1 FCA-y, kroz
alternativno prekrajanje i poliadenilaciju pre-mRNA (Macknight 1 sur. 1997; Simpson 2004).
Te izoforme se javljaju u istom omjeru u svim tkivima i razvojnim stadijima, no mijenja im se
znacaj. Funkcionalni protein pune duzine kojeg kodira FCA-y sadrzi dva motiva prepoznavanja
RNA i domenu za stvaranje interakcija protein-protein. Alternativnim prekrajanjem nastaju
transkripti kojima nedostaju ove domene. Koristenjem alternativnih 3' 1 5' mjesta prekrajanja u
trinaestom intronu nastaje transkript FCA-0 bez domene za nterakcije protein-protein i 63
nizvodne aminokiseline, a retencijom treeg introna nastaje transkript FCA-a s joS jednim
nizvodnim okvirom ¢itanja. Preuranjenim cijepanjem i poliadenilacijom unutar treceg introna
nastaje krnji transkript FCA-f, koji kodira za protein kojemu nedostaju sve navedene
funkcionalne domene, no taj protein je najbrojniji u stanici (Macknight i sur. 1997). FCA-p
nastaje negativnom autoregulacijom proteina FCA-y na nafin da funkcionalni protein
preferentno uzrokuje poliadenilaciju u tre¢em intronu i proizvodnju FCA-f pomocu aktivnosti
svoje domene za protein-protein interakcije (Quesada i sur. 2003). Time se izbjegava pretjerana
proizvodnja aktivne izoforme koja bi mogla uzrokovati preuranjeno cvjetanje (Carvalho i sur.

2013).
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5.2. Alternativno prekrajanje i odgovor biljaka na stres

Alternativno prekrajanje pre-mRNA za transkripcijski faktor polimeraze III A (TFIIIA) ima
ulogu u toleranciji na abioticki stres (Fu i sur. 2009). TFIIIA veze rDNA i rRNA 58 te posreduje
transkripciji rRNA 5S, a komparativnom analizom sekvenci vrsta Arabidopsis thaliana i Oryza
sativa otkriven je konzervirani slu¢aj preskakanja egzona u tom genu. Dvije izoforme koje
nastaju su transkript pune duljine (EI), koji sadrzi preuranjeni stop kodon i meta je NMD puta
i transkript u kojem je jedan egzon preskocen (ES). Linije uro¢njaka s nadeksprimiranom
izoformom EI ne pokazuju vidljivi fenotip, dok transgene linije s nadeksprimiranom izoformom
ES pokazuju fenotipe kao $to su niska tolerancija na visoku koncentraciju soli ili manitola, te
se u njima vise akumulira 1 izoforma EI. To ukazuje na mogucu posttranskripcijsku regulaciju
mehanizmom negativne povratne sprege. Egzon koji se u izoformi EI ne izrezuje sadrzi element
nalik TRNA 58S, ¢ime se TFIITA veZze na vlastitu pre-mRNA 1 promovira uklju¢ivanje egzona
koje vodi k degradaciji. U uvjetima visoke razine TFIIIA u stanici egzon ostaje u transkriptu, a
u uvjetima niske razine egzon se izrezuje 1 nastaje aktivni TFIITA. Na taj na¢in se odrzava
homeostaza TFIIIA u stanici koja je vazna u uvjetima osmotskog stresa (Carvalho 1 sur. 2013;

Fu 1 sur. 2009).

U odgovoru na bioticki stres biljaka veliku vaznost imaju geni za otpornost na bolesti (R, eng.
Resistence) koji posreduju specificnom prepoznavanju patogena nositelja determinanti srodne
avirulencije (Gassmann 2008). Ti odgovori mogu nanijeti Stetu biljci, zbog cega moraju biti
¢vrsto kontrolirani. Proteini kodirani R genima sadrze mjesto vezanje nukleotida (NBS, od eng.
nucleotide binding site) 1 C-terminalni motiv ponavljanja bogatog leucinom (LRR, od eng.
Leucine-rich repeat) izloZen povrsini proteina, a veliki broj sadrzi i N-terminalnu receptorsku
domenu toll/interleukin-1 (TIR). Alternativnim prekrajanjem Cesto nastaju transkripti koji
kodiraju za krnje proteine TIR-NBS (Gassmann 2008). Gen N koji duhanu daje rezistenciju na
virus mozaika duhana daje dvije izoforme, N, nastalu retencijom alternativnog egzona unutar
treceg introna 1 Ns koja kodira za funkcionalni protein. Retencijom alternativnog egzona dolazi
do promjene u okviru ¢itanja i pojave preuranjenog stop kodona zbog cega izostaje LRR
domena. Za potpunu rezistenciju potrebne su obje izoforme, a vaZan je i njihov omjer koji se
mijenja tijekom reakcije na virusne signale (Dinesh-Kumar i Baker 2000). Gen RPS4 uro¢njaku
omogucuje rezistenciju na odredene sojeve bakterije Pseudomonas syringae, a generira
nekoliko izoformi s razli€itim brojem domena ponavljanja bogatih leucinom. Kao 1 u sluc¢aju
gena N, omjer ovih izoformi je vaZan u rezistenciji na bakteriju, a svaka od izoformi ima svoji

funkciju te one djeluju zajedno u pripremi stanice na ogdovor rezistencije (Zhang i Gassmann
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2007). Iako se zna da alternativno prekrajanje ima ulogu u rezistenciji biljaka na patogene,

tocan mehanizam kojim se ona postize jo$ nije poznat (Carvalho i sur. 2013).

6. Alati za identifikaciju prekrajanja

Razvoj tehnika sekvenciranja RNA nove generacije (RNAseq) i tehnologije oligonukleotidnih
mikroc¢ipova velikih razmjera omogucio je bolji pogled na kompleksnost transkriptoma. Za
analizu pomoc¢u mikrocipa potrebno je ve¢ poznavati alternativno prekrojene varijante, dok se
pomocu RNAseq mogu identificirati transkripti bez prethodnog znanja. Veliki problem u
sekvenciranju transkriptoma biljaka predstavlja veliki udio malog broja jako eksprimiranih
gena, §to oteZava analizu slabije eksprimiranih gena. Cetvrtinu svih transkripata u stanici ¢ine
produkti transkripcije samo deset gena ukljucenih u proces fotosinteze (Weber 1 sur. 2007).
Bolja pokrivenost transkriptoma postiZe se dubljim sekvenciranjem s vise Citanja. Alternativno
prekrajanje se moze proucavati uskladivanjem sljedova komplementarne DNA (cDNA) s
genomskim sljedovima, ¢ime se pronalaze izoforme koje potjecu od iste sekvence u genomu.
Alternativno prekrajanje se na taj nacin moZe identificirati raunskim metodama, no postoje
neka ogranicenja, ukljucujuéi pristranost prema krajevima transkripta, nedovoljan broj
sekvenci, loSu reprezentaciju nekih izoformi 1 nemoguénost uzorkovanja tkivno ili uvjetno
ovisnih transkripata. KoriStenjem oligonukleotidnih mikroc¢ipova s probama koje hibridiziraju
s konstitutivnim ili alternativnim egzonima (Hu 1 sur. 2001) ili probama koje vezu spoj dva
egzona (Johnson 1 sur. 2003) ti problemi se mogu izbje¢i, no za njih je potrebno ve¢ poznavati
strukturu introna i egzona. Specificne mRNA koje interagiraju s odredenim proteinima
uklju¢enim u prekrajanje mogu se analizirati kombinacijom mikroCipova s metodom unakrsnog

povezivanja RNA i proteina spregnutog s imunoprecipitacijom (Barbazuk i sur. 2008).

Posljednjih godina razvijeno je nekoliko alata za predvidanje prekrajanja koji poravnavaju
sekvence 1 detektiraju granice izmedu introna i egzona. Ve¢ina programa bazirano je na
predvidanju pomocu referentnog genoma 1 koriste jednu od dvije glavne strategije. Prvom
strategijom, pristupom ,.exon-first*, seskvence mRNA se usklade s genomom, a zatim se ostatak
sekvenci koje nisu uskladene reZzu 1 ponovno uskladuju. Druga strategija je takozvana metoda
ekstenzije klice (eng. seed extend) koja podrazumijeva cijepanje o€itanja i1 ekstenziju klice
uzvodno i nizvodno (Garber i1 sur. 2011). Samo mali broj dostupnih programa omogucuje
predikciju transkriptoma neovisno o genomu. Neki od programa za predikciju alternativnog
prekrajanja su: Trinity, Tophat, QPALMA, Splicemap i AGUSTUS (Barbazuk 1 sur. 2008;
Reddy i sur. 2013).
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Cijepanjem ocitanja u krace sekvence kako bi se mogli uskladiti s genomom djelomic¢no se gubi
jedinstvenost njihove lokacije u genomu, ¢ime se dobiva veliki broj lazno pozitivnih rezultata.
Kako bi se to izbjeglo, koriste se sekvenciranje parova krajeva, jer omogucuje procjenu
minimalne 1 maksimalne udaljenosti izmedu sparenih ocitanja $to olakSava uskladivanje

sekvenci (Reddy i sur. 2013).

7. Zakljucak i perspektive

Unatoc€ tome §to je znanje o alternativnom prekrajanju u biljaka jo§ uvijek limitirano, moze se
zakljuciti da ono ima klju¢nu ulogu u razvoju 1 fizioloSkim procesima biljaka te da je
rasprostranjenije nego Sto se prije mislilo. Ishodi alternativnog prekrajanja mogu biti razni, od
mRNA s preuranjenim stop kodonom koja se degradira, proteina ukljuc¢enih u iste procese u
razli¢itim mjestima u stanici, proteina koji se medusobno reguliraju, pa sve do proteina s
potpuno razli¢itim funkcijama. Osnovni mehanizam alternativnog prekrajanja u biljaka 1
zivotinja je slican, no postoje bitne razlike u prepoznavanju 1 selekciji introna. Veliki problem
¢ini dostupnost samo malog broja sekvenciranih transkriptoma. To¢na struktura spliceosoma
biljaka joS je neistraZzena, kao 1 potpuna funkcija proteina regulatora prekrajanja u procesiranju
mRNA 1 ekspresiji gena. Za veliki broj poznatih slucaja alternativnog prekrajanja zna se samo
u kojim procesima sudjeluju, ali ne i mehanizmi njihove pojave i djelovanja. Veliki dio
razumijevanja alternativnog prekrajanja u biljaka bazira se na pronalaZzenju ortologa poznatih
gena u zivotinja. Buduca istrazivanja trebala bi biti olakSana razvojem tehnika sekvenciranja
RNA nove generacije 1 programa za predvidanje prekrajanja, kao i sekvenciranjem veceg broja

transkriptoma u razli¢itim vrstama 1 u razli¢itim tkivima iste vrste.
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Zivotopis

Moje je ime Iva Markovi¢. Rodena sam u Zagrebu, gdje sam zavrSila Osnovnu Skolu Vinka
Zganca i Petu gimnaziju. U osnovnoj i srednjoj $koli me najvise zanimala biologija, zbog Eega
sam u srednjoj skoli tri puta pohadala ljetnu Skolu znanosti u sklopu Znanstveno edukacijskog
centra ViSnjan. Tamo sam i odlucila da zelim studirati molekularnu biologiju te sam 2020.
godine upisala preddiplomski studij Molekularna biologija na Prirodoslovno-matematickom
fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Tijekom studija me najviSe zainteresirala genetika, botanika 1
mikologija. Za vrijeme preddiplomskog studija ukljucila sam se u rad Udruge studenata
biologije (BIUS) u sklopu koje sam sa sekcijom za gljive sudjelovala na velikom terenu Histria
2022. U slobodno vrijeme ucim strane jezike i1 2020. godine sam polozila DSD ispit iz
njemackog jezika s C1, a 2022. ispit iz engleskog jezika IELTS s ocjenom 8,5, a osim toga ucila

sam Spanjolski 1 nizozemski jezik.
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