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1. Uvod

Ve¢ je odavno poznata vaznost epigenetickih modifikacija u regulaciji ekspresije gena.
Epigeneticke modifikacije poput metilacije, ubikvitinacije i acetilacije mogu povecati ili
smanjiti transkripcijsku aktivnost. Epigeneticki fenomen koji dovodi do razli¢ite ekspresije
autosomalnih gena ovisno o njihovom roditeljskom podrijetlu naziva se genomski imprinting
ili genomski utisak. Imprinting je prvi put otkriven na lokusu R kukuruza kod kojeg je opazeno
da su zrna potpuno obojana ako je gen naslijeden po majc¢inoj liniji, a proSarana ako je

naslijeden ocevoj liniji (Kermicle, 1970).

Isti fenomen kasnije je otkriven i kod sisavaca; imprinting je prisutan u posteljici i embriju te
podrazumijeva brisanje epigenetickog obrasca prethodne generacije u primordijalnim
zametnim stanicama te njegovo ponovno uspostavljanje u muskim i Zenskim gametama (Feng
i sur,, 2010b; Frost i Moore, 2010; Sasaki i Matsui, 2008). U biljkama, imprinting je gotovo
potpuno vezan za endosperm, triploidno biljno tkivo koje nastaje kao rezultat dvostruke
oplodnje u kritosjemenjaca. U polenu postoje dvije spermalne stanice koje sudjeluju u oplodnji
1 vegetativna stanica ¢ija je uloga klijanje u peludnu mjeSinicu kojom omogucuje spermalnim
stanicama dolazak do embrionske vrece. U embrionskoj vreéi nalazi se osam stanica, a u
dvostrukoj oplodnji sudjeluju haploidna jajna stanica i diploidna sredi$nja stanica. Oplodnjom

jajne stanice nastaje diploidna zigota, a oplodnjom diploidne stanice triploidni endosperm.

Uloga endosperma sli¢na je ulozi posteljice kod sisavaca u smislu da podupire razvoj embrija i
cijele sjemenke. Endosperm skladisti masti, Skrob 1 proteine potrebne za pravilan razvoj embrija
1 sadrzi enzime koji induciraju klijanje sjemenke (Gehring, 2013). Novije analize €itavih
genoma Arabidopsis thaliana, kukuruza i rize otkrivaju sve viSe imprintiranih alela (Hsieh i
sur., 2009; Lauria i sur., 2004; Zemach i sur., 2010). Ti aleli mogu biti eksprimirani s maj¢inog
(eng. maternally expressed genes, MEQG) ili oevog genoma (eng. paternally expressed genes,

PEG).



2. Metilacija DNA

Osim Sto je vazna u regulaciji ekspresije gena opcenito, metilacija se pokazala klju¢nim
faktorom koji utjece na razlicitu ekspresiju alela ovisno o roditeljskom porijeklu. Metilacija
DNA na petom ugljikovom atomu citozina uglavnom je povezana sa utiSavanjem gena. lako se
metilacija moze na¢i i u kodiraju¢im regijama gena, posebno se intenzivno metiliraju
repetitivne regije, Sto ne ¢udi obzirom da one ¢esto pripadaju pokretnim genetickim elementima
(transpozonima). Kada se ti elementi ne bi utisali doslo bi do povecanja njihovog broja kopija
¢ime bi integritet genoma bio narusen (Gehring i Henikoff, 2008). Ustvari, u svim organizmima
je razvijen mehanizam utiSavanja pokretnih elemenata, bilo metilacijom DNA, histonskim
modifikacijama, kondenzacijom kromatina posredovanim RNA ili kombinacijom nekih od
navedenih mehanizama (Slotkin 1 Martienssen, 2007). Vazno je jo§ spomenuti da metilacija u
kodiraju¢im regijama ne dovodi nuzno do utiSavanja gena, ve¢ modulira razinu njihove

transkripcije (Gehring i Henikoff, 2008).

2.1 Metilacija DNA u biljaka

Biljna DNA moze biti metilirana na bilo kojem citozinu neovisno o slijedu u kojem se on nalazi.
Ipak, kada se govori o metilaciji biljne DNA uglavnom se spominje metilacija u kontekstu tri
razlicita slijeda: simetri¢no na sljedovima CG i CHG te asimetricno na CHH (gdjeje H=C, T
ili A). Mehanizmi povezani s metilacijom ovih sekvenci uglavnom sluZe za odrZavanje ve¢
postojecih obrazaca metilacije (Erdmann i Picard, 2020). U Arabidopsis thaliana CG metilacija
viSe je povezana sa kodirajuim regijama nego repetitivnim sekvencama, a odrzava ju
metiltransferaza 1 (MET1) uz pomo¢ kofaktora iz porodice gena VIM (eng. variation in
methylation) (Gehring 1 Henikoff, 2008). Jo§ jedna metiltrasferaza prisutna u A. thaliana je
kromometilaza 3 (CMT3), enzim koji je prisutan isklju¢ivo kod biljaka (Henikoff i Comai,
1998). CMT3 odrzava metilaciju sekvence CHG 1 njegovo je djelovanje povezano sa
histonskim modifikacijama. CMT3 sadrzi kromodomenu koja se veZe na metilirane lizine, a
prepoznaje kromatinsku oznaku H3K9me?2 (dimetilacija histona H3 na lizinu 9) koja nastaje
aktivnos¢u proteina kriptonit (KYP) (Feng i sur., 2010a). CHH metilacija je asimetri¢na i
odrzava se putem metilacije DNA ovisne o RNA (RdDM) (Han i sur., 2019; Law 1 Jacobsen,
2010).



2.2. Metilacija DNA ovisna o RNA

Metilacija DNA ovisna o RNA (eng. RNA dependent DNA methylation, RADM) je proces u
kojem male nekodiraju¢e molekule RNA usmjeravaju metilaciju specifi¢nih sekvenci na DNA.
Ovaj mehanizam je specifi¢an za biljke i jedna od njegovih glavnih uloga je ve¢ spomenuto
utiSavanje transpozona. Osim toga sudjeluje i u signalizaciji, odgovoru na stres i regulaciji
tranzicije izmedu razliCitih faza biljnog razvoja. To je jedini mehanizam kojim se moze
metilirati bilo koji citozin, neovisno o ve¢ spomenutim sekvencama (Erdmann i Picard, 2020).
U kontekstu metilacije, primarna uloga ovog puta je odrzavanje ve¢ metiliranih sekvenci.
Medutim, to je takoder jedini mehanizam koji omogucuje de novo metilaciju uz pomo¢ de novo
metiltransferaze DRM (eng. domains rearranged methyltrasferases). RADM se moze podijeliti
na kanonski (osnovni) mehanizam, koji je zaduzen za odrzavanje ve¢ postojecih metilacija i
nekanonski (specijalni) mehanizam, koji je odgovoran za de novo metilaciju (Erdmann i Picard,

2020).

2.2.1. Kanonski (osnovni) mehanizam metilacije DNA ovisne o RNA

Nastanak malih RNA molekula potrebnih za ovaj mehanizam (Slika 1) ima mnogo sli¢nosti sa
nastankom malih RNA koje sudjeluju u interferenciji RNA (eng. RNA interference, RNAI):
regulaciji ekspresije gena kod biljaka, gljiva i Zivotinja (mikroRNA, male interferiraju¢e RNA)
(Erdmann i Picard, 2020). Najprije se za biljke specificna RNA polimeraza IV (Pol IV) upucuje
na heterokromatinske regije utiSane metilacijom i stvara jednolanc¢ane RNA (JIRNA) duge 35
do 40 nukleotida (Blevins i sur, 2015; Cuerda-Gil i Slotkin, 2016). RNA-ovisna RNA
polimeraza 2 (eng. RNA-directed RNA polymerase 2, RDR2) od jIRNA stvara dvolancane
molekule RNA (dIRNA). Zatim dIRNA reZe endoribonukleaza dicer-like 3 (DCL3) u male
RNA duge 24 nukleotida (Blevins i sur., 2015). Mali broj RNA ne nastaje ovim procesom, ve¢
od transkripata RNA polimeraze II (Pol II) koji sadrze inverzna ponavljanja pa formiraju
ukosnicu. Takva RNA u obliku ukosnice moze se odmah procesirati s DCL3 (Han i sur., 2019;
Henikoff i Comai, 1998). RNA se zatim vezu na proteine Argonaut (AGO) te se u kompleksu s
njima vezu na ciljane sekvence. Proteini AGO mogu ostvarivati interakciju s DRM, ali detalji

tog procesa jo$ nisu razjasnjeni (Blevins i sur, 2015).
2.2.2 Nekanonski (specijalni) mehanizam metilacije DNA ovisne 0 RNA

Specificnost ovog mehanizma u odnosu na osnovni je porijeklo RNA molekula. Specijalni

mehanizam ukljucuje RNA duljine 21 ili 22 nukleotida iz razli¢itih izvora i usko je povezan s

3



interferencijom RNA. Ustvari, ve¢ina RNA koje sudjeluju u specijalnom mehanizmu RdDM su
nusprodukti RNAi. Jedan od primarnih izvora 21-22 nukleotidne RNA su transkripti Pol II. Ti
transkripti mogu biti transpozonskog 1 virusnog porijekla ili jednostavno ne kodiraju niti za
jedan protein. Zbog toga su meta RNAIi koji ¢e dovesti do njihovog cijepanja. Fragmenti
pocijepanih transkripata se zatim mogu procesuirati u 21-22 nukleotidne RNA. Hoce li te RNA
zatim sudjelovati u RNAI ili RdADM u konacnici ovisi o tome s kojim ¢e proteinima AGO
ostvariti interakciju (Cuerda-Gil 1 Slotkin, 2016). De novo metilacija uspostavljena specijalnim
mehanizmom zatim se moze odrzavati osnovnim mehanizmom RdADM (Erdmann i Picard,

2020).
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Slika 1. Prikaz nastanka RNA koje sudjeluju u osnovnom (gore) i specijalnom (dolje) mehanizmu

metilacije DNA ovisne o RNA. Preuzeto i prilagodeno iz Erdmann i Picard, 2020.



3. Utjecaj demetilacije DNA na imprinting gena

Istrazivanja su pokazala da je kod biljaka velik broj imprintiranih gena eksprimiranih s
majcinog alela posljedica aktivnosti DNA glikozilaze demeter (DME), koja uklanja 5-
metilcitozin (metiliran pomo¢u MET1) mehanizmom ekscizijskog popravka baza (Slika 2A).
Nakon izrezivanja nukleotida DNA polimeraza i DNA ligaza popunjavaju prazninu u DNA
novim citozinom (Gehring i sur., 2009b). Ekspresija ove glikozilaze u srediSnjoj stanici Zenskog
gametofita dovodi do uklanjanja metilacijskih oznaka s majcinih alela 1 ekspresije tih alela u
endospermu. Spermalne stanice ne eksprimiraju glikozilazu DME, zbog ¢ega ocevi aleli ostaju
metilirani (Choi i sur., 2002). Djelomi¢no obnovljena metilacija u endospermu dme mutanata
upucuje na vaznost DME demetilacije CG sljedova u ¢itavom genomu (Hsieh i sur, 2009).
Razlicita ekspresija alela kao posljedica asimetri¢ne metilacije roditeljskih genoma primije¢ena
je u otprilike 26% MEG u A. thaliana, i 31% MEG u A. lyrata (Batista i Kohler, 2020).
Ekspresija s maj¢inskog alela kao posljedica djelovanja glikozilaze DME potvrdena je,
primjerice, kod gena medea (MEA), flowering of wageningen (FWA) 1 fertilisation seed 2
(FIS2). Vazno je napomenuti da DME uglavnom ne demetilira same kodirajuce sekvence, ve¢
se geni aktiviraju demetilacijom transpozona i kratkih repetitivnih sekvenci koje se nalaze u
neposrednoj blizini (Feng i sur., 2010a; Gehring i sur., 2009a). Osim aktivnosti DME, za
hipometilaciju endosperma klju¢na je i1 represija metiltransferaze MET1 u endospermu 1

sredi$njoj stanici Zenskog gametofita (Kohler i sur., 2012).

4. Metilacija histona kao epigeneticka oznaka u imprintingu
4.1. Metilacija histona kao sekundarni imprint

Represija majCinih alela kod mnogo gena eksprimiranih s o¢evog alela uz glikozilazu DME
zahtjeva i sekundarnu metilaciju (Kohler i sur., 2012), koja ovisi o aktivnosti proteina Polycomb
grupe (PcG; Hsieh i sur:, 2011). To su kromatinski faktori koji modifikacijama kromatina utjecu
na ekspresiju gena (Schuettengruber i Cavalli, 2009). Proteini PcG tvore komplekse nazvane
Polycomb repressive complexes (PRCs) koji postoje u dva tipa: PRC1 1 PRC2. Tip 2 katalizira
trimetilaciju lizina 27 na histonu 3 (H3K27me3; Mozgova i sur., 2015). U A. thaliana
podjedinice kompleksa tipa 2, kao i njegova aktivnost, mogu varirati u razli¢itim stadijima

biljnog razvoja (Hennig 1 Derkacheva, 2009).



A MEG

- geni eksprimirani samo u endospermu
- u sporofitnim tkivima uti§avanje metilacijom
- majc¢inski aktivirani

sredi$nja
stanica

ORI

A .

@D~

T w8 0

B MEG

@

endosperm

spermalna
stanica

- geni eksprimirani u endospermu 1 sporofitnim tkivima
- majéini aleli nemaju epigeneti¢ke oznake
- o¢inski deaktivirani

sredi$nja
stanica

o — |

3 T

endosperm

spermalna
stanica

DEMETER

@D ovaveTLTRANSFERAZAT  § QP DNA metilacija

@ DNA metilacija ovisna 0 RNA

Slika 2. Modeli regulacije MEG-ova, prikazane su epigeneticke modifikacije srediSnje stanice,
spermalne stanice i endosperma; A- u ovom slucaju svi geni su utiSani ve¢ u sporofitskim stanicama te
ekspresija majCinih alela ovisi o aktivnosti DME u sredi$njoj stanici i odrzavanju metilacije ocevih alela;
B- geni nemaju epigeneticke oznake i aktivni su u sporofitskim tkivima, ekspresija s maj¢inog alela
postiZze se utiSavanjem ocinskih alela (potencijalno mehanizmom RdDM). Preuzeto i prilagodeno iz

Batista 1 Kohler, 2020.

Ovdje ¢e biti rije¢ o jednom takvom kompleksu: fertilisation independent (FIS) PRC2, jer je
upravo on odgovoran za metilaciju imprintiranih gena. Graden je od podjedinica fertilisation
seed 2 (FIS2), medea (MEA), fertilisation independent endosperm (FIEl) i multicopy
suppressor of ira 1 (MSI1) (Hennig 1 Derkacheva, 2009; Mozgova i sur., 2015) i aktivan je u



srediSnjoj stanici Zenskog gametofita i endospermu te je klju¢an za normalan razvoj
endosperma (Hennig i Derkacheva, 2009). Mutacije u genima ovog kompleksa u sredi$njoj
stanici uzrokuju njezinu nekontroliranu proliferaciju pa bez oplodnje nastaje struktura slicna

sjemenki s diploidnim endospermom (Kradolfer i sur., 2013).

Medutim, ovaj kompleks je neaktivan ili ima smanjenu aktivnost u polenu stoga se njegovom
aktivnosc¢u utiSa ekspresija majCinih alela, dok je ocinski aktivan (Batista 1 Kohler, 2020; Luo i
sur., 2000). Primije¢eno je da se H3K27me3 metilacija u srediSnjoj stanici dogada na mjestima
gdje je prethodno bila aktivna glikozilaza DME (Sto je Cesto u blizini imprintiranih gena;
Moreno-Romero i sur., 2016). Dakle, kao Sto je ve¢ spomenuto trimetilacija histona H3
(H3K27me3) se na ovim mjestima stoga moze smatrati sekundarnim imprintom dok je
demetilacija primarni faktor. Obzirom da su demetilirane sekvence ciljna mjesta kompleksa FIS
PRC2, metiliranost o¢evih eksprimiranih alela (kao posljedica neaktivnosti DME) sprjecava
vezanje FIS PRC2 te geni ostaju aktivni (Slika 3A; Batista i Kohler, 2020). Primjer ovako
reguliranog PEG-a je gen pheres! (PHET) koji kodira za MADS box transkripcijski faktor
PHEI. Repetitivna sekvenca na 3' kraju ovog gena demetilira se pomo¢u DME u sredis$njoj

stanici. Medutim, u spermalnoj stanici aktivni gen ostaje metiliran (Makarevich i sur., 2008).

Ekspresija MET1 povec¢ana je ako u endospermu dode do gubitka aktivnosti FIS PRC2 te u
dme mutantama Sto upucuje na to da je metilacija H3K37me3 potrebna za odrZavanje represije
METI, dok je demetilacija DNA koja nastaje kao posljedica aktivnosti DME potrebna da
aktivira podjedinice MEA 1 FIS2 ovog kompleksa (Hsieh i sur, 2011). Kombinacija aktivnosti
DME 1 FIS PRC2 je, ¢ini se, potrebna za utiSavanje maj¢inskih alela kod mnogih PEG-ova
(Kohler i sur., 2012).

4.2. Metilacija histona kao primarni imprint

Otkriveno je mnogo lokusa eksprimiranih s o¢evih kromosoma kod kojih H3K27me3 ne ovisi
o prethodnoj demetilaciji s DME. Cini se da nedostatak hipometilacije u dme mutantama
sprjecava trimetilaciju H3K27me3, medutim to moze biti posljedica neaktivnosti podjedinica
FIS1 1 MEA kompleksa FIS PRC2 kojima je demetilacija potrebna za pravilnu ekspresiju
(Gehring i sur, 2006). Moguce je da FIS PRC2 osim demetiliranih regija cilja i konstantno
nemetilirane regije u kojima H3K27me3 onda djeluje kao primarni imprint (Slika 2B; Batista i
Kohler, 2020). Ovu hipotezu podupire i opazena razlicita aktivnost kompleksa PRC u muskim
1 zenskim gametama (Luo i sur, 2000) koja bi omogucéila asimetricno akumuliranje ove

modifikacije (Batista i Kohler, 2020). Kod A. thaliana ova metilacija na maj¢inim alelima je
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povezana sa CHG metilacijom i H3K9me?2, Stovise ¢ini se da metilacija CHG i H3K9me?2 ovisi

o prethodnom H3K27me3. Dakle, osim uloge kao primarni imprint H3K27me3 moze utjecati

na dodatne modifikacije i pojacati utiSavanje (Moreno-Romero i sur., 2019).
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Slika 3. Modeli regulacije PEG-ova, prikazane su epigeneticke modifikacije sredi$nje stanice, spermalne
stanice 1 endosperma; A- PEG-ovi su metilirani, ali metilacija ne vodi do utiSavanja gena ve¢ sprjecava
histonsku metilaciju H3K27me3 kompleksom FIS PRC2, majcini aleli zbog demetilacije s DME mogu
se metilirati na H3 (H3K27me3) ¢ime se utiSavaju; B- geni su metilirani (H3K27me3) i neaktivni u
sporofitskim tkivima, metilacija se odrzava u sredis$njoj stanici dok se u spermalnoj oznaka gubi zbog
neaktivnosti FIS PRC2; C- geni nemaju epigeneticke oznake i aktivni su u sporofitskim tkivima,
ekspresija s oCevog alela postize se utiSavanjem majéinskih alela s FIS PRC2 uz pomoc¢ transkripcijskih

faktora. Preuzeto i prilagodeno iz Batista i Kohler, 2020.

4.3. Metilacija histona posredovana transkripcijskim faktorima

PRC2 se u biljaka ne vezu direktno za DNA ve¢ su navodeni transkripcijskim faktorima (Xiao

i sur.,, 2017). Ako bi neki transkripcijski faktori specificni za srediSnju stanicu ostvarivali



interakciju s FIS PRC2, tada bi metilacija maj¢inskog genoma nekih PEG-ova mogla biti
indirektna posljedica navodenja transkripcijskim faktorima na specifi¢ne sekvence, uglavnom
transpozone (Slika 2C; Batista i Kohler, 2020). Ovu teoriju podupire istrazivanje Batista i sur:,
2019 koje pokazuje da transkripcijski faktor PHEI ima utjecaj na imprinting gena. PHEI je
MADS-box transkripcijski faktor tipa 1. U blizini nekih PEG-ova nadeni su transpozoni
RC/Helitron koji nose vezna mjesta za ovaj tip transkripcijskih faktora. PHE1 se veze uzvodno
od gena 1 povezuje regulatore aktivne u endospermu u regulatornu mrezu. Moguce je da je jedan
od proteina s kojim ostvaruje interakciju upravo PRC2 (Batista i sur., 2019). Medutim, suprotno
prethodnoj pretpostavki utjecaj PHEI na imprinting ne proizlazi iz njegove specificnosti za
srediSnju stanicu ve¢ je rezultat razlicite metiliranosti majcinih i ocevih gena. Dakle, PHE1 u
teoriji moZe utjecati na imprinting i MEG-ova 1 PEG-ova. Kod MEG-ova, vezanje PHE1 za
oceve alele sprijeceno je metilacijom njegovog veznog mjesta pomoc¢u MET1. Majcini geni su
demetilirani $to omoguéuje vezanje i ekspresiju tih gena (Batista i sur., 2019). Kod PEG-ova su
klju¢ne ve¢ spomenuti transpozoni RC/Helitron. U maj¢inom genomu aleli su utiSani
trimetilacijom na histonu H3 (H3K27me3) pa iako se PHE1 moze vezati za vezno mjesto unutar
transpozona, zbog toga $to je gen metiliran ne moZze aktivirati njegovu transkripciju. O€inski

aleli nisu metilirani §to omogucuje njihovu transkripciju (Batista i sur:., 2019).

5. Imprinting posredovan malim interferiraju¢im RNA

5.1. Mehanizam nastanka i uloga malih interferiraju¢ih RNA

Male interferiraju¢e RNA (eng. small interfering RNA, siRNA) nastaju obradom dvolancane
RNA u molekule duljine 21-25 nukleotida. Prekursorke dIRNA su stranog porijekla,
transpozonskog, transgeni¢nog ili virusnog. Takoder, mogu biti aberantne mRNA 1 inverzne
repeticije (eng. inverted repeats, IR; Wilson 1 Doudna, 2013). Nastanak dIRNA odvija se u
jezgri putem nekoliko mehanizama. NajceSc¢e nastaju transkripcijom DNA u dva smjera, sense
1 antisense ili transkripcijom DNA koja sadrzi inverzna ponavljanja i nakon transkripcije se
savija u ukosnicu. Drugi mehanizam nastanka je obrada ve¢ postojecih dIRNA (virusne ili
aberantne mRNA) enzimom RNA-ovisna RNA polimeraza (eng. RNA-dependent RNA
polimerase, RARP). Slijedi cijepanje dIRNA endoribonukleazom Dicer (Kaur i sur., 2021;
Wilson 1 Doudna, 2013). Lanci dIRNA se zatim razdvajaju 1 antisense lanac se veze za

efektorski protein AGO koji je dio kompleksa RICS (Slika 4). Jednom kad se siRNA vezala,



kompleks je aktivan, veze se za ciljne mRNA te ih razgraduje ili smanjuje njihovu translaciju

(Kaur 7 sur., 2021).
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RNA ukosnica m )

cijepanje l dsRBP

Dicer
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AGO + T
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cijepanje '5 AGO
mRNA -r—rrrm. MRNA

Slika 4. Prikaz puta sinteze malih interferiraju¢ih RNA. Preuzeto i prilagodeno iz Wilson i Doudna,

2013.

Osim regulacije ekspresije gena siRNA sudjeluju i u de novo metilaciji mehanizmom RdDM,
koji je detaljnije objasnjen ranije u tekstu. Takoder se mogu vezati za repressor of silencing 3

(ROS3). On sudjeluje u putu demetilacije navodeci repressor of silencing 1 (ROS1, homolog
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DME) do ciljnog lokusa. Moguce je dakle da siRNA usmjeravaju demetilaze i omogucuju

lokaliziranu demetilaciju (Kohler i sur, 2012).

5.2. Imprinting u polenu

U A. thaliana siRNA koje sudjeluju u postranskripcijskom utiSavanju duge su 21-nt, a 24-nt
siRNA sudjeluju u formiranju heterokromatina i utiSavaju transpozone (Calarco i sur., 2012). U
biljkama glavni regulator aktivnosti transpozona je decrease in dna methylation 1 (ddml). On
kodira za ATP-azu DDM1 koja moduliranjem kromatina utjeCe na metilaciju DNA. DDMI je
povezan s metilacijom histona 3 na lizinu 9, §to je oznaka koja navodi metilaciju pomoéu CMT3
o ¢emu je rije¢ bilo prije u tekstu. Ta metilacija je posebno povezana sa utiSavanjem
transpozona. U ddm I mutantama smanjena je koli¢ina 24-nt siRNA, metiliranost transpozona
kao 1 histonske modifikacije zaduZene za njihovo utiSavanje (Gendrel i sur, 2002). U
vegetativnoj jezgri polena nema sinteze proteina DDMI, zbog Cega dolazi do reaktivacije
utiSanih transpozona, njihove akumulacije te akumulacije njihovih transkripata (Slotkin 7 sur.,
2009). Osim transpozona nakupljaju se 21-nt siRNA. Kako su ove RNA prisutne u ddml
mutantama velika je vjerojatnost da da potjecu od aktiviranih retrotranspozona. To upucuje da
su 21-nt RNA u polenu produkt transpozona reaktiviranih u vegetativnoj jezgri. Medutim,
najvise 21-nt RNA nije pronadeno u vegetativnoj jezgri, ve¢ spermalnim stanicama polena
(Slotkin 7 sur:, 2009). Ipak, vjerojatnost da potjecu od transpozona u vegetativnoj stanici je i
dalje velika obzirom da je pokazano kako se male RNA mogu kretati ili komunicirati izmedu
citoplazme 1 vegetativne jezgre, odnosno spermalnih stanica u polenu (Slotkin i sur, 2009).
Osim nedostatka DDM1, demetilaciji u vegetativnoj stanici pridonosi i nedostatak proteina
DME. Slotkin i sur, 2009 predlazu da 21-nt siRNA nakupljene u spermalnim stanicama
sudjeluju u hipermetilaciji i utiSavanju transpozona i repetitivnih sekvenci (Slotkin 7 sur., 2009).
Kako su imprintirani geni Cesto u blizini sekvenci ovo bi mogao biti jo§ jedan faktor koji utjece

na odrZavanje hipermetilacije o¢evog genoma.

5.3. Barijera u kriZanju hibrida

Postoji znacajna podudarnost u imprintiranim genima endosperma A. thaliana i rize. Podudarni
geni kodiraju za enzime vazne za odrZavanja imprintinga, poput metiltrasferaza, njihovih
kofaktora (primjerice VIMS) i podjedinica proteina PcG (Koéhler i sur., 2012). Geni vazni za
biosintetski put auksina takoder su pod imprintingom. U A.thalina imprintirano je mnogo gena

koji kodiraju za MADS box tip I transkripcijske faktore. Oni sudjeluju u regulaciji celularizacije
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endosperma direktnom ili indirektnom interakcijom sa agamous like 62 (AGL62; Wolff i sur.,
2011). Celularizacija endosperma utjece na veli¢inu sjemenke (Garcia i sur, 2003) pa je
moguce da razliCite doze roditeljskih gena djeluju kao barijera hibridizacije izmedu vrsta
(Sazhenova i1 Lebedev, 2021). Ako se krizaju diploidna Zenska linija i tetraploidna muska linija,
omjer maj¢inih gena u odnosu na oceve ¢e biti 2:2 (umjesto normalnih 2:1); zbog ¢ega ¢e u
endospermu prevladati ocevi aleli §to dovodi do odgode celularizacije endosperma i nastanka
vece sjemenke. Suprotno tome, ako se krizaju tetraploidna Zenska linija i diploidna muska linija
(omjer gena 4:1) prevelika doza maj¢inih gena uzrokovat ¢e preuranjenu celularizaciju
endosperma i sjemenka ¢e biti malena (Gehring, 2019.; Lu i sur., 2012). Jedan od gena pod
imprintingom u A. thaliana koji je vazan u procesu celularizacije endosperma je ve¢ spomenuti
agamous like 62 (AGL62). On kodira za transkripcijski faktor AGL62, jedan od proteina
agamous like koji pripadaju tipu 1 MADS box transkripcijskih faktora. Mutacije u ovom genu
rezultiraju preuranjenom celularizacijom endosperma i propadanjem embrija, slicno kao
prevelika doza majcinih gena. Mehanizam imprintinga ovog gena dugo je bio nepoznat, ali
novija istrazivanja pokazuju da 24-nt siRNA 1 to one porijeklom od majke, imaju klju¢nu ulogu
u regulaciji razine ekspresije ovog gena. 24-nt siRNA ovisne su 0 RNA polimerazi IV (Pol IV)
¢ija je najveca podjedinica kodirana genom NRPDIa. Krizanjem diploidnih mutanata A.
thaliana sa diploidnim i tetraploidnim divljim tipom pokazuju da je nedostatak majcinog
transkripta NRPD1a povezan sa pove¢anom transkripcijom proteina AGL, ukljuc¢ujué¢i AGL62
(Lu i sur, 2012). Osim gena AGL 1 transpozoni su meta 24-nt siRNA. Ve¢ spomenuta
demetiliranost maj¢inog genoma u endospermu vjerojatno dovodi do nastanka 24-nt siRNA
koje zatim utiSavaju gene AGL i traspozone, direktno ili putem RADM. (Lu i sur., 2012). Kako
AGL utjece na razvoj endosperma, a time i sjemenke; ¢ini se da su siRNA odgovorne za
reproduktivnu barijeru izmedu biljaka razlic¢itih vrsta te biljaka razli¢ite ploidnosti, obzirom da

uspjesnost ovakvih hibrida ovisi o vijabilnosti i pravilnom razvoju sjemenki (Ng i sur., 2012).

6. Imprinting u embriju
6.1. Mehanizam impritinga u embriju

U embriju je pojacana metiliranost sekvenci CHG i CHH. Kako je CHH metilacija ovisna o
mehanizmu RdDM, hipermetiliranost ove sekvence ukazuje na pojacanu aktivnost tog

mehanizma u embriju. (Hsieh i sur., 2009). Hipoteza za objaSnjenje ovog fenomena slicna je
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hipotezi o odnosu izmedu vegetativne i spermalne stanice o kojoj je bilo rijeci ranije. Hsieh i
sur., 2009 predlazu da hipometilacija u sredi$njoj stanici uzrokuje nakupljanje siRNA u jajnoj
stanici, a zatim 1 u embriju kako bi se utiSali transpozoni (Hsieh i sur, 2009). Ovo hipotezu
podupire i ve¢a metiliranost sekvence CHH u endospermu u odnosu na vegetativno tkivo (Hsieh
i sur.,, 2009). Takoder, analize polena pokazuju da je i u mikrospori znacajno smanjena CHH
metilacija. Kako mnogi geni za sintezu enzima potrebnih za nastanak 24-nt siRNA nisu
eksprimirani u polenu, ponovna metilacija sekvenci CHH dogada se nakon oplodnje. Regije
genoma koje su u mikrospori izgubile metilaciju odgovaraju 21-nt siRNA u spermalnoj stanici,
ali najvecu podudarnost imaju s 24-nt RNA u sjemenkama (Calarco i sur., 2012). Zanimljivo je
da su 24-nt siRNA u endospermu i sjemenkama uglavnom majc¢inog porijekla, ali njihov utjecaj

na utiSavanje gena i imprinting u embriju jo$ nije do kraja razjaSnjen.

6.2. Embrionalni geni pod imprintingom

Vecina gena koji su imprintirani u endospermu u embriju su bialelno eksprimirani ili utiSani,
zbog Cega se mislilo da je imprinting kod biljaka ograni¢en samo na endosperm. Ipak,
istrazivanja na kukuruzu, rizi 1 A. thaliana pronalaze gene koji pokazuju ekspresiju samo s
jednog alela u endospermu i embriju (Gehring, 2013). Prvi takav gen pronaden je u kukuruzu
te je zbog ekspresije iskljuCivo s maj¢inog alela u embriju nazvan maternally expresed in
embrio 1 (meel). Ovaj gen je pod imprintingom u endospermu gdje je takoder eksprimiran
samo s maj¢inog alela. Prije oplodnje aktivan je samo u sredi$njoj stanici, a u embriju su njegovi
transkripti pronadeni 3 do 8 dana nakon oplodnje (Jahnke 1 Scholten, 2009). Sli¢an sluca;j je
pronaden 1 u rizi. Rije¢ je o genu Os/0g05750 koji je maj€inski eksprimiran u embriju 1
endospermu. Ekspresija ovog gena s jednog alela u embriju je prolazna; 8 do 10 dana nakon
oplodnje Os10g05750 je bialelno eksprimiran (Luo i sur., 2011). Imprinting u embriju otvara
nova pitanja o mehanizmima njegove regulacije. Brisanje imprinta ne dogada se u endospermu
obzirom da je to diferencirano tkivo iz kojeg ne nastaje nova generacija sporofita. Situacija je
drugacija s embrijem, gdje je nuzno postojanje mehanizma koji uklanja imprinte prethodne
generacije, kao $to je slucaj kod sisavaca (Feng i sur, 2010b). Takvo epigeneticko ,,resetiranje*
je zaista 1 uoceno na genu meel. Ocevi aleli su metilirani u gametama prije 1 nakon oplodnje
Sto je u skladu s ekspresijom meel samo sa maj¢inog alela. U srediSnjoj stanici i endospermu
majc¢in alel je demetiliran ve¢ poznatom kombinacijom aktivnosti DME i istovremenom
represijom metiltransferazne aktivnosti MET1. Kao $to je ve¢ spomenuto, u endospermu nema
potrebe za brisanjem imprinta, pa tu maj¢in meel ostaje konstantno demetiliran (Jahnke 1
Scholten, 2009). U jajnoj stanici je meel utiSan te se vrlo intenzivno demetilira tek nakon
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oplodnje i zatim ponovno metilira tijekom embrionalnog razvoja. Na taj nacin se gen
epigeneticki ,,restetira i njegova metiliranost u embriju je ponovno jednaka onoj prije oplodnje

(Jahnke 1 Scholten, 2009).

7. Evolucija imprintinga

Imprinting kod biljaka i sisavaca vjerojatno je rezultat konvergentne (neovisne) evolucije. Niti
kod jedne od ovih skupina nije razjasnjeno tocno evolucijsko porijeklo, odnosno nastanak
imprintinga (Feil 1 Berger, 2007), ali postoji nekoliko hipoteza koje nude eventualna objaSnjenja
za ovaj epigeneticki fenomen. Kako se mnogi imprintirani geni nalaze u blizini transpozona,
predlozeno je da je imprinting nuspojava mehanizama utiSavanja strane DNA u genomu embrija
(Kohler i sur, 2012). U takvom scenariju, geni se kolateralno imprintiraju kada se u njihovu
blizinu ugradi transpozon koji je postao ciljno mjesto DME glikozilaze (Gehring i sur, 2009a;
Hsieh i sur, 2009). Iz tih demetiliranih sekvenci mogu nastati siRNA koje iste te transpozone
utiSavaju u embriju. Ovakav koncept nastanka imprintinga poznat je pod nazivom ,, defense
hypotesis“ (Kohler i sur., 2012). S druge strane, parental conflict hipoteza predlaze da
imprinting nastaje kada se ,interesi“ roditeljskih alela medusobno razlikuju te se preferira
ekspresija onog koji je povoljniji. Primjer je razli¢ita tendencija u rasporedu resursa izmedu
majke 1 potomstva. Geni koji su o€inski eksprimirani poticu transport nutrijenata u embrio dok
majcinski aktivni geni djeluju u interesu majke 1 suprimiraju rast potaknut o€inskim alelima
(Haig 1 Westoby, 1989). Ovu hipotezu podupire prisutnost imprintinga u posteljici sisavaca
odnosno endospermu kod biljaka, obzirom na njihovu funkciju prijenosa resursa od majke do
potomstva (Feil i Berger, 2007). VaZznost nekih imprintiranih gena u regulaciji rasta endosperma
takoder je u skladu s ovom hipotezom, kao i rezultati prije spomenutih krizanja biljaka razlicite
ploidnosti, gdje vec¢a doza ocevih gena uzrokuju povecanje endosperma i1 vecu sjemenku
(Chaudhury i sur., 1997; Tiwari i sur., 2008). Medutim, ova hipoteza ne moze objasniti veliki
nesrazmjer izmedu koli¢ine MEG-ova i PEG-ova. Analize Citavog genoma A. thaliana i rize
pokazuju da je kod ovih vrsta velika ve¢ina gena maj¢inski eksprimirana (Hsieh i sur., 2011).
RjeSenje za ovaj problem nudi hipoteza koadaptacije. U srediStu ove hipoteze je interakcija
majke 1 potomstva. Kako je zigota okruzena gametofitom majke ekspresija alela s maj€ine
strane potencijalno olaksava komunikaciju izmedu majke i potomstva, obzirom da eksprimirani
geni potpuno odgovaraju maj¢inom genotipu. Prema ovoj hipotezi, o¢ekuje se da geni ukljuceni

u interakciju izmedu majke i potomstva budu majCinski eksprimirani (Wolf 1 Hager, 2006).
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Kako bi se rasvijetlio nastanak imprintinga Montgomery i Berger, 2021 predlazu da se analiza
genoma i potraga za imprintiranim genima osim na kritosjemenjac¢ama nastavi i na ostalim
skupinama biljaka. Primjerice, istrazivanja na mahovinama mogla bi potvrditi ili opovrgnuti
hipotezu koadaptacije. Kako nova generacija kod mahovina dugo ostaje vezana za roditeljsku
biljku, po hipotezi koadaptacije trebao bi biti prisutan velik broj imprintiranih gena u razli¢itim
fazama razvoja (Montgomery i Berger, 2021). U svakom slucaju, tocna evolucija imprintinga
zasad ostaje nerazjasnjena. RazliCite hipoteze njegovog nastanka takoder ne moraju biti
medusobno iskljucive, ve¢ se mogu nadopunjavati kako bi objasnile nastanak i odrzavanje

imprintinga kod razli¢itih gena (Kohler i sur, 2012).

8. Zakljucéak

Kako se otkriva sve vise gena pod utjecajem imprintinga jasno je da je rije¢ o vrlo zanimljivom
1 slozenom fenomenu. Geni koji kodiraju za proteine koji sudjeluju u uspostavljanju i
odrZavanju imprintinga, ¢esto su i sami imprintirani. Metilacija 1 demetilacija DNA utiSavaju
oceve 1 aktiviraju majéine alele kod MEG-ova. Za PEG-ove je klju¢na histonska modifikacija
H3K27me3, koja moze djelovati kao primarni i sekundarni imprint, a kombinacija ovih
mehanizama potrebna je za imprintiranost nekih gena iz ¢ega je takoder vidljiva sloZenost ovog
fenomena. Uklju€ene su i male interferiraju¢e RNA koje su povezane s imprintiranjem gena u
spermalnoj stanici 1 embriju. Ipak, mnogo stvari vezano za imprinting ostaje nerazjaSnjeno zbog

¢ega je on 1 dalje predmet brojnih istrazivanja.
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