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1. UVOD

Naziv nekodiraju¢e RNA (ncRNA od engl. non-coding) molekule odnosi se na one molekule RNA
Cija uloga nije biti kalup za sintezu proteina, ve¢ izvrSavanje neke druge cjelovite funkcije.
Najvaznije za zivot na Zemlji 1 stoga najzastupljenije takve molekule su tRNA i rRNA, otkrivene
sredinom proslog stoljeca. Usprkos znacaju njihove pozicije u srzi masinerije za prevodenje
nasljedne informacije u proteine — ili mozda bas zbog nje — tRNA i rRNA u pocetku su promatrane
kao izoliran slucaj umjesto kao pioniri cijelog novog pravca istrazivanja RNA. Tek nakon §to su
uslijedila otkri¢a eukariotskih SNRNA (od engl. small nuclear, male nuklearne RNA), snoRNA (od
engl. small nucleolar, male nukleolarne RNA) i pogotovo miRNA (od engl. micro RNA), u korak
s razvojem sve naprednijih tehnika sekvenciranja, postalo je jasno da su ncRNA posvuda i da
a miRNA su ukazale na vaznost i zastupljenost posttranskripcijske regulacije ekspresije gena kod
eukariota. Da je takav tip regulacije efikasan i Siroko zastupljen i medu prokariotima utvrdilo se
jos kasnije, a danas je to jedno od plodnih podruc¢ja RNA istrazivanja. Bioinformati¢ke metode
kljuéne su u valu otkrica ncRNA kod prokariota i ustanovljenju njihove vaznosti i

rasprostranjenosti medu raznim arhealnim i bakterijskim rodovima.

Osim ribozima konzerviranih i medu prokariotima i eukariotima, kao §to je RNaza P, bakterijske
ncRNA koje su tema ovog rada mogu se ugrubo podijeliti na bakterijske male RNA (sSRNA, od
engl. small), riboprekidace (engl. riboswitches) i velike nekodiraju¢e RNA (IncRNA, od engl. long
non-coding RNA). sRNA i riboprekidaci sudjeluju u raznolikim stani¢nim procesima, U prvom
redu u utiSavanju gena, dok su IncRNA puno §ira te po ulogama heterogena kategorija. SRNA su
uglavnom trans-djelujuci regulatorni elementi koji sparivanjem s mRNA metom, prostorno
udaljenom od same sRNA, inhibiraju ili aktiviraju njenu translaciju. Najjednostavnije medu njima
su asRNA (antisense) RNA, koje pak djeluju lokalno in cis na mRNA prepisanu sa suprotnog lanca
DNA. Principi genske regulacije na temelju baznog sparivanja u opcenitom smislu su analogni
djelovanju miRNA, ali inicijalno procesiranje nakon sinteze i proteinski faktori koji ih vezu jasno

opozivaju izravnu usporedbu sa SRNA.

Riboprekidaci su s druge strane Cis-djelujuc¢i elementi unutar mRNA koji promjenom strukture
inhibiraju ili aktiviraju translaciju iste. Promjena strukture potaknuta je vezanjem specifi¢nog

liganda, ¢esto metabolita koji je krajnji produkt metabolickog puta u kojem riboprekida¢ sudjeluje.
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Posto proteini u teoriji uop¢e nisu potrebni da bi riboprekidaci obavili svoje uloge, smatra se da bi

mogli biti sli¢ni ribonukleinskim regulatorima iz drevne prosSlosti RNA svijeta.

Zadnja kategorija IncRNA obuhvaca nekodiraju¢e molekule RNA dulje od 200 nukleotida, u $to
po veli¢ini ulaze i neki riboprekidac¢i i SRNA, no oni se izdvajaju konzerviranom strukturom i
djelovanjem. Naime za IncRNA je karakteristicna kompleksna, raskos$na tercijarna struktura s
mnogobrojnim petljama i konzerviranim pozicijama odredenih nukleotida koja upucuje na
potencijalno odvedeniju ulogu od uvrijezenog samoizrezivanja ili baznog sparivanja. Medutim, za
veliku vec¢inu otkrivenih IncRNA uloge koje obavljaju ostaju nepoznate, dok su one poznate cesto
nezamjenjive u odrzavanju stanice na zivotu (tRNA, rRNA, RNaza P). Malo je vjerojatno da je
slozenost struktura oCuvanih IncRNA redundantna i da nemaju nikakvu znacajnu ulogu u
bakterijskoj fiziologiji.

U danasnje doba metagenomike i sve vece dostupnosti sekvenciranja, nove i zanimljive sekvence
i strukture ncRNA se redovito pojavljuju u velikom broju te ¢e njihova uspjesna karakterizacija od
znanosti zahtijevati kreativnost i pomake u perspektivi. RNA postaje sve znacajnija kao primarni
izvrsitelj bioloskih funkcija, a vrijeme kad je ta titula pripadala isklju¢ivo proteinima odavno je
proslo. Ovaj rad pruza pregled navedenih skupina bakterijskih nekodiraju¢ih molekula RNA kako

bi se dobila ¢im cjelovitija slika Sirine djelovanja RNA u svrhu regulacije prokariotskih sustava.

2. MALE MOLEKULE sRNA
2.1 UVOD

Prve nekodiraju¢e molekule RNA u bakterijama kojih se valja dotaknuti su male regulatorne RNA,
Cesto poznate kao molekule SRNA. Radi se o trans-djeluju¢im genetickim elementima od ~50-400
nt koji na svoje mete uglavnom djelovanje vrSe sparivanjem baza na temelju komplementarnosti
(Nitzan i sur., 2017). Mete u pitanju su mRNA te se ponajvise radi o transkriptima gena koji se
eksprimiraju pod utjecajem stresa ili specificnih uvjeta rasta. Nekolicina molekula SRNA ima tzv.
,housekeeping* ulogu te su eksprimirane konstitutivno, kao $to je 4.5S RNA komponenta SRP
(signal recognition particle). Osim takvih iznimaka, sve SRNA su regulatorni elementi prisutni u
posebnim uvjetima koji na razli¢ite nacine posttranskripcijski nadziru i mijenjaju gensku ekspresiju
duz cijelog genoma. Za njihovo djelovanje ¢esto je kljucan protein Hfq, koji ih stabilizira ili sluzi

kao sucelje za medudjelovanje izmedu dvije molekule RNA (Nitzan i sur., 2017).



Regulatorni elementi s kojima se namecée nuzna usporedba su eukariotske miRNA. miRNA su
kratke jednolan¢ane molekule RNA prisutne kod raznih skupina eukariota, te poput sSRNA
posttranskripcijski utje¢u na ekspresiju gena, posebice na njihovo utisavanje. Oba razreda molekula
RNA nekodirajuc¢a su i provode gensku regulaciju posredstvom proteinske komponente, koja je
kod miRNA RISC (od engl. RNA-induced silencing complex, kompleks za utiSavanje induciran od
strane RNA), a kod sSRNA Hfq (Shang i sur., 2023). Prva ocita razlika izmedu sSRNA i miRNA je
u procesiranju, gdje se miRNA sintetizira u obliku velike ukosnice (hairpin) koja se cijepa na manje
fragmente djelovanjem ribonukleaza kao $to je Dicer, a ponekad se iz jedne ukosnice moze dobiti
i viSe miRNA. sRNA se s druge strane samo prepisuje i uglavnom nema potrebe za procesiranjem
prije nego sto je spremna za vezanje za Hfq i sparivanje s cilinom mRNA. Moguce objasnjenje za
0vo je stabilnija sekundarna struktura odmah po nastanku prisutna kod mnogih sSRNA (Gottesman,
2005). Druga razlika je u mogu¢im ishodima sparivanja mete i regulatorne RNA. miRNA imaju
konzervirani obrazac sparivanja pri kojem potpuna komplementarnost dovodi do degradacije mete,
a djelomi¢na komplementarnost do inhibicije translacije, dok se SRNA sparuju uglavnom
nesavr$eno i mogu uzrokovati i inhibiciju i stimulaciju translacije, a metu mogu stabilizirati ili

degradirati. Pozitivna regulacija ekspresije zasad ostaje svojstvena samo prokariotima.

Istrazivanje sRNA oduvijek je bilo otezano, posto tradicionalne metode geneticke analize
indukcijom mutacija nisu davale zna¢ajne rezultate: delecije gena za SRNA daju nejasne fenotipove
koji do izrazaja dolaze jedino u specificnim uvjetima, te je tesko bilo jednoznaéno odrediti $to to¢no
pojedina SRNA radi. Vise srece bilo je u istrazivanjima s proteinom Hfq, tj. analizom RNA koja je
na njih vezana (Wagner i Romby, 2015). Samo sekvenciranje na temelju komplementarnosti
takoder daje nejasne rezultate, posto se SRNA koriste ograniCenim sparivanjem Kkoje se moze
pojaviti u razli¢itim domenama (ribosomsko vezno mjesto, kodirajuca sekvenca, 3' UTR -. od eng.
untranslated region — netranslatirana regija), a moguce je i da SRNA ima vise meta kojima je
komplementarna. Ako se sekvenca pretrazuje na temelju strukturnih elemenata, valja imati na umu
da na njih utjeCu i kofaktori kao $to je Hfq. Usprkos svemu tome, postoje konzervirane sekvence
koje se nazivaju sekvencama seed (,,sjeme*) i za koje je karakteristi¢no da ¢e one potaknuti bazno
sparivanje izmedu sRNA i mete te osigurati stabilizaciju dupleksa. One predstavljaju zajednicki
element na temelju kojeg je moguce identificirati nove molekule SRNA (Peschek i sur., 2019). Uz
koristenje dubokog sekvenciranja moze se pouzdano re¢i da su sSRNA prisutne kod vecine velikih

bakterijskih skupina te nekoliko vrsta arheja (Wagner i Romby, 2015).



2.2 ULOGE

Kao §to je ve¢ spomenuto, samo iznimke medu sRNA konstitutivno su eksprimirane, dok su sve
ostale odgovor na razli¢ite stresne ili specifiéne uvjete, kao $to su npr. toplinski Sok ili ulazak u
stacionarnu fazu. Slijede primjeri nekoliko regulatornih uloga koje obavljaju SRNA i uvjeta koji

poticu njihovu ekspresiju.
HOMEOSTAZA ZELJEZA

U uvjetima ograni¢ene dostupnosti zeljeza, koje je nuzno za normalno funkcioniranje prokariotske
stanice, SRNA sudjeluju u odrzavanju njegove homeostaze. Specifi¢na SRNA koja obavlja tu ulogu
zove se RyhB sRNA. Sinteza RyhB RNA je pod kontrolom represora Fur, koji takoder kontrolira
i sintezu nekolicine gena za asimilaciju Zeljeza, na sljedeci nacin: sinteza je sprijeCena kad je
zeljezo vezano na represor. Kad je koli¢ina Zeljeza smanjena, represor FUr nema S$to vezati 1
represija prestaje, a poinje sinteza RyhB RNA koja neizravno utje¢e na normalizaciju razine
zeljeza u stanici. Ona je sposobna spariti se s mRNA viSe proteina koji vezu zeljezo, a ishod tog
sparivanja je brza razgradnja njihovih transkripata. Time je onemogucena translacija i samim time
sinteza proteina koji bi mogli vezati Zeljezo iz trenutno smanjene zalihe, te je stoga ono dostupnije
esencijalnim proteinima (Gottesman, 2005). RhyB RNA djeluje posttranskripcijski i neovisno od
signala koji poticu transkripciju gena za Fe-vezujucée proteine, na neposredan nacin svojstven za
SRNA regulaciju.

QUORUM SENSING

Quorum sensing (u daljnjem tekstu QS) mehanizam je medustani¢ne komunikacije kojim bakterije
,osjecaju” gusto¢u odnosno brojnost bakterija u koloniji. Na temelju QS signala (molekula naziva
autoinduktori) one reguliraju ekspresiju gena i koordiniraju ponasanje kao zajednica. Neka od tih
ponasanja su stvaranje biofilmova, proizvodnja faktora virulencije i koordinirana bioluminiscencija
(Henke i Bassler, 2004). U bakterijama roda Vibrio SRNA obavljaju bitnu ulogu u sustavima za QS
kao dio dobro koordinirane regulatorne mreze. Kao primjer uzet ¢u V. cholerae, poznatog
patogenog pripadnika tog roda. Nekoliko neovisnih sustava za QS udruzeno je zajednickim
regulatorom, proteinom LuxO, ¢ije djelovanje ovisi o njegovu stanju fosforilacije. Kada je
fosforiliran u uvjetima niske stani¢ne gustoce, aktivira ekspresiju nekoliko SRNA imena Qrrl-4

(quorum reguliraju¢e RNA), ¢ija je meta mRNA proteina HapR, nuznog za sinkroniziranu



ekspresiju gena kontroliranu QS-om. Qrrl-4 ga destabiliziraju i na taj na¢in utiSavaju njegovu
translaciju. LuxO je defosforiliran u uvjetima visoke stani¢ne gustoce, stoga tada nema aktivacije
SRNA i HapR se slobodno translatira te utjece na ekspresiju gena za stvaranje biofilmova i faktore
virulencije (Ghandour i Papenfort, 2023; Lenz i sur., 2004; Tu i Bassler, 2007). SRNA u ovom

slucaju predstavljaju nezamjenjivu poveznicu izmedu dva koraka regulacije.
REGULACIJA TRANSKRIPCIJSKIH FAKTORA

SRNA su umreZene U slozene regulatorne sustave, gdje transkripcijski faktori (TF) upravljaju
njihovom ekspresijom, a moguci su i slu¢ajevi gdje vrijedi suprotno. Jedan od takvih je slucaj sigma
faktora RpoS (c°) kod E. coli, koji prepoznaje promotore nuzne za ulaz u stacionarnu fazu,
prilagodbu na smanjenu koli¢inu nutrijenata i druge stresne podrazaje. U normalnim uvjetima nema
translacije RpoS zbog strukture njegove mMRNA koja ometa vezanje ribosoma na njihovo vezno
mjesto (RBS, od eng. ribosome binding site). U uvjetima koji traZze povec¢anu koli¢inu RpoS (kao
§to je npr. drastiCna promjena temperature), prepisuju se molekule sRNA koje sparivanjem s
inhibitornom ukosnicom u RpoS RNA ponistavaju njeno inhibitorno djelovanje i osiguravaju
njegovu translaciju (Gottesman, 2005). Jedna od tih SRNA je DsrA RNA koja se uvelike sintetizira
na niskim temperaturama (Repoila i Gottesman, 2003). Ovo je tek jedan od primjera sustava

pozitivne regulacije za koju su SRNA u bakterijama sposobne.
ODVAJANJE PROTEINA

Osim djelovanja na molekule mRNA, sRNA imaju jo$ jednu narocitu ulogu. Mogu vezati
regulatorne proteine i tako ih odvajati od njihovih meta (eng. protein sequestering) ili im blokirati
djelovanje. Kao primjer za ovaj mehanizam uzet ¢u 6S RNA, ¢ija je uloga bila nepoznata do ¢ak
30 godina nakon njenog otkrica iako je Siroko rasprostranjena medu mnogim bakterijskim vrstama.
Konaéno su istrazivanja pokazala da 6S RNA stabilno veze RNA polimerazu sa ¢’° podjedinicom,
odnosno najzastupljeniji oblik RNA polimeraze u eksponencijalnoj fazi rasta (Storz i sur., 2011).
Sekundarna struktura svih 6S RNA sli¢na je slobodnom promotoru, te na temelju svojevrsne
mimikrije omoguéuje nastanak stabilnog kompleksa. Odvajanje o’>-RNApol vezanjem od strane
6S RNA daje prednost transkripciji slobodnom o°-RNApol, tj. RNA polimerazom sa ranije
spomenutim sigma faktorom RpoS za stacionarnu fazu. 6S RNA nakuplja se kad dode vrijeme za

ulazak u stacionarnu fazu te tako regulira koji se geni prepisuju i koji se sigma faktor favorizira.



Uz to, radi svoje specificne strukture 6S RNA sposobna je sluziti kao promotor, §to je klju¢no u
otpustanju '-RNApol. Naime, preduvjet za izlazak iz stacionarne faze je pove¢ana koncentracija
NTP-ova (nukleozid-trifosfata). U takvim uvjetima RNApol vezana za 6S RNA prepisuje
transkript od oko 14 nukleotida sa 6S RNA ,promotora“, nazvan pRNA. Ovo prepisivanje i
kompleks pRNA-6S RNA koji nastaje uzrokuju strukturnu promjenu u 6S RNA zbog koje se c'°-
RNApol oslobada (Wagner i Romby, 2015). Osim primjera odvajanja proteina vezanjem, 6S RNA

pokazuje i zanimljiv fenomen molekule koja sadrzi kalup za sintezu vlastitog regulatora.

2.3 MEHANIZMI

Ranije su opisani primjeri za raznolike i vazne uloge koje SRNA mogu obavljati. Mehanizmi
kojima to postizu takoder su raznoliki, ali ipak postoji nekoliko najzastupljenijih kojima se sluzi

vecéina poznatih SRNA.
KOMPETICIJA ZA RIBOSOMSKO VEZNO MJESTO

Na 5' kraju mRNA mete nalazi se ribosomsko vezno mjesto (RBS), Shine-Dalgarno sekvenca i
START kodon. Nuzno je da ova domena transkripta bude dostupna ribosomu kako bi translacija
mogla nesmetano zapoceti. Mnoge sRNA vezu se na 5' netranslatiranu regiju (UTR) mRNA blizu
RBS-a ili preko njega, Sto stericki onemoguéuje 30S ribosomu vezanje za transkript, te na taj nacin
kompetiraju s ribosomom za to vezno mjesto. SRNA moze izravno prekriti Shine-Dalgarno
sekvencu ili START kodon, ali zaklanjanje bilo koje regije unutar 55 nukleotida s kojima interagira
30S ribosomska podjedinica dovoljno je za uspje$nu inhibiciju translacije. Osim djelovanja same
sRNA kao stericke blokade, ona u nekim slu¢ajevima moze i dovu¢i protein Hfg na RBS i tako
onemoguciti translaciju (Wagner i Romby, 2015). Nakon inhibicije translacije ¢esto dolazi do
razgradnje mRNA mete, posto je gola mRNA bez ribosoma osjetljiva na napade endonukleaza.
Degradacija mRNA mete moZe biti 1 primarni cilj djelovanja sSRNA, ali u ovom slu¢aju znamo da
se radi o sekundarnom ucinku zato $to se potpuna inhibicija translacije postize | kad se mutira

RNaza koja obavlja degradaciju.
DEGRADACIJA mRNA METE

Vezno mjesto za SRNA mozZe se nalaziti i unutar kodiraju¢e sekvence mRNA, nedovoljno blizu
RBS-u da bi utjecala na vezanje ribosoma za metu, a svejedno posljedica njenog djelovanja moze

biti inhibicija translacije. U tom slucaju radi se o poticanju cijepanja mete odredenom RNazom
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blizu RNA dupleksa. Primjer takvog djelovanja je MicC sRNA kod roda Salmonella, koja se veze
na metu u kompleksu s proteinom Hfq i RNazom E i nakon uspje$nog vezanja provodi degradaciju

MRNA, a u njenom odsustvu i same SRNA (Pfeiffer i sur., 2009).
AKTIVACIJA TRANSLACIJE

Aktivacija translacije je mehanizam pozitivne regulacije kao u ranije opisanom slucaju
transkripcijskog faktora RpoS koji se aktivira malom RNA DsrA. Ako je pocetno stanje odredene
MRNA inhibicija translacije (OFF) radi strukture u samoj molekuli mMRNA koja onemogucuje
pristup ribosoma na RBS, ,razrjesenje* te strukture vezanjem interferirajuc¢e molekule potaknut ¢e
inicijaciju translacije (Gottesman, 2005). Vezati se moze sama sRNA, ali i protein Hfq koji na sebi

nosi SRNA i onda posreduje u njenom ispravnom sparivanju s metom mRNA.
STABILIZACIJA mRNA METE

Najslabije zastupljen od spomenutih mehanizama takoder se ti¢e pozitivne regulacije. Naime,
sRNA mogu stabilizirati mRNA na koju se vezu, uglavnom uz posredstvo proteina Hfq, tako §to

ju stite od endonukleaza (Wagner i Romby, 2015).
ULOGA PROTEINA HFQ

Protein Hfq obavlja sredi$nju ulogu u regulaciji SRNA, pogotovo kod enterobakterija. Radi se o
homoheksamernom RNA Saperonu koji dijeli RNA-vezujuce strukturne motive s eukariotskim
proteinima Sm, vaznim za prekrajanje RNA (Storz i sur., 2011). Koliko je kljucan za djelovanje
sRNA 1 koliko su one vazne u regulatornim mreZama potvrduju eksperimenti delecije Hfq, koja
rezultira u defektnim i osjetljivim fenotipima. Najznacajnije je njegovo Saperonsko djelovanje:
vezanjem SRNA i preno$enjem iste do mRNA on omogucuje njihovu interakciju (Wagner i Romby,
2015). Dva heksamera predstavljaju dva vezna mjesta za RNA, $to obja$njava ulogu Hfg kao
sucelje SRNA injihovih meta. Osim toga, on moze stabilizirati molekule RNA, poticati RNA-RNA
sparivanje, odmotavati regije RNA i dovesti RNazu E s ciljem napada na mRNA i/ili SRNA. Osim
SRNA i mRNA meta, Hfq ¢vrsto veze mnogobrojne druge molekule RNA i uglavnom je zaliha Hfg
uvijek zasi¢ena. To znaci da se vezane na proteinima Hfq, kojih redovito ima broj¢ano manje nego
molekula RNA koje vezu, vjerojatno uvijek nalaze po dvije molekule RNA. Sanse da se SRNA i

njena MRNA meta s kojom treba interagirati putem Saperona (odnosno proteina Hfq) nadu na istom



proteinu Hfq tako su znatno vise nego u slucaju kad bi u stanici bilo vise slobodnih $aperona od

molekula RNA (Storz i sur., 2011).

2.4 USPOREDBA S asRNA NA PLAZMIDIMA | U GENOMU

Prve male regulatorne molekule RNA otkrivene su u sekvencama plazmida, transpozona i faga, a
ne unutar kromosoma. Radilo se 0 molekulama antisense RNA (asRNA, protusmislene RNA),
kodiranim na suprotnom lancu DNA od sense (smislene) RNA gena na koji djeluju. Dok se SRNA
cesto nalaze udaljene od gena na koji utjecu, imaju ograni¢enu razinu komplementarnosti s metom
I stoga mogu djelovati i na nekoliko meta, te im je nerijetko neophodan $aperon Hfg, asRNA
potpuno su komplementarne svojim metama i uglavnom neovisne o proteinima (Thomason i Storz,
2010). U desetlje¢ima od prvog otkrica molekule asRNA pronadene su i na bakterijskim
kromosomima te je utvrdeno da na razliCite nacine utjeCu na svoje sense gene, pa ¢u i njih
spomenuti u okviru sekcije o molekulama sSRNA. Neka od njihovih djelovanja su utiavanje gena
za transpozaze, represija sinteze toksicnih proteina te regulacija razine transkripcijskih faktora i
faktora virulencije. Ove kromosomske asRNA djeluju istim mehanizmima kao i gore opisane
sRNA, s tom razlikom §to asRNA zbog svog smjestaja u genomu imaju i sposobnost ometanja
same transkripcije mete, dok SRNA djeluju posttranskripcijski (Thomason i Storz, 2010). Zasad su
istrazivanja o kromosomskim asRNA donekle ograni¢ena u odnosu na ona o SRNA, ali kao i sve
vrste regulatornih molekula RNA i njih se otkriva sve vise i dobivaju na zna¢aju u suvremeno doba

bioinformatic¢kih metoda.

2.5 REGULATORNE MREZE

Veliko podrugje istrazivanja regulacije ekspresije gena nekodiraju¢im RNA u bakterijama su
regulatorne mreze. Odgovor na pitanje kako se pojedina SRNA uklapa u slozene sustave regulacije
koji organizme odrzavaju u homeostazi ili im pomaZzu prezZivjeti stresne uvjete nikada nije
jednoznacan, ali je svakako zanimljiva polazna toCka za raspravu 1 razmisljanje. Posto su sSRNA,
kao i transkripcijski faktori, trans-djelujuci elementi, takoder mogu djelovati na jednu ili viSe meta,
povezivati lokalne u globalne regulatorne mreze i obratno. Djelomi¢ni takav prikaz regulatornih
mreza nalazi se u nastavku (Slika 1.), neke od ¢ijih su komponenti spomenute ranije u tekstu (RposS,
CsrA), kao ilustracija slozenosti medudjelovanja vise razina regulacije. Transkripcijski faktori
mogu utjecati na prepisivanje SRNA, a onda sSRNA posttranskripcijski mogu potaknuti ekspresiju

ili represiju odredenih transkripcijskih faktora. Proucavanje svih tih ucinaka zajedno imajuci na
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umu Siru sliku komplicirano je, ali daje nezamjenjive uvide u djelovanje sveukupne genske

ekspresije kao jedinstvenog sustava.

UvrY €— BarA
Aerobni uvjeti Stres ovojnice
Niska glukoza ‘L
ArcB  ResCD s
Niska temperatura ¢ \b l
Niski pH
SKp ArcA  RcsB CRP CsrA
J_ ‘I, \ -|_ >\ FINDC 3 3 |Pokretiivost
Ograniéenje kisika
DsrA  ArcZ  RprA McaS RydC
QOgraniéeni ¢ ¢ L J~ J— ‘/ L
nutrijenti rpoS mRNA 05 ——3 csgD mRNA CsgD > > | Biofim
PPGppP
Visoka
OmrA GevB €—— GevA koncentracija
Raspolozivost OmpX | picA —— PhoP —— glicina
izvora ugljika omrB
cAMP OmpA \/ ‘\ _
DppA OppA OppB itd.
LamB RybB €— of Tl
OmpwW OmpR — MicF ———| OmpF
Tex Stres ovojnice q‘ \/ MicC —— OmpC
EnvZ
itd. OmpD

Visoka osmolarnost

Slika 1. Odabrani dio regulatornih mreza kod Escherichije coli/Salmonelle. Na slici su prikazani utjecaji
okolisnih uvjeta koje bakterija dozivljava preko osjetilnih sustava prijenosa signala (simbol munje) i
kaskada regulacije koje pokrecu; izostavljeni su koraci i sudionici radi jednostavnosti. Aktivacija
djelovanjem TF prikazano je crnim, a SRNA crvenim strelicama, dok je inhibicija prikazana crtama na
mjestu glave strelice istih boja. Plavo obojeni su TF i sigma faktori, narancasto sSRNA, zeleno proteini mete

regulacije. Preuzeto i prilagodeno iz (Wagner i Romby, 2015).

3. RIBOPREKIDACI
3.1. UVOD

Sljedeca bitna kategorija regulatornih molekula RNA su riboprekidaci (riboswitches). Radi se o
cis-djeluju¢im genetickim elementima, Sto znaci da se nalaze na istoj molekuli RNA na koju utjecu,
1 naj¢esce ih se moze pronac¢i U 5' UTR mRNA. Njihova posebnost leZi u ¢injenici da ne trebaju

proteine ni za jedan korak svog djelovanja, pa ni kao Saperone. Svoj u¢inak na ekspresiju gena ili



druge procese riboprekidaci ostvaruju tako $to vezu specifi¢ne ligande koji utje¢u na promjenu
njihove konformacije; ta strukturna promjena je pokreta¢ djelovanja riboprekidaca. Osim
posttranskripcijski (poput SRNA), riboprekida¢i mogu djelovati i za vrijeme transkripcije posto se
nalaze upravo na molekuli mRNA koja se prepisuje (Barrick i Breaker, 2007). Siroko su
rasprostranjeni medu bakterijama, ali pronadeni su i medu biljkama i gljivama, gdje pokazuju

znatno manju raznolikost (Tucker i Breaker, 2005).

3.2 STRUKTURA RIBOPREKIDACA

Dok molekule sRNA uglavnom djeluju na osnovi sparivanja s metom i/ili posredstvom Saperona
Hfq da bi izvrsile svoju ulogu, za riboprekidace kljuéna je njihova struktura. Za uspjesno djelovanje
svaki riboprekida¢ mora mo¢i prvo prepoznati molekulu liganda koji je signal za konformacijsku
promjenu, a zatim odgovoriti na taj signal i promijeniti konformaciju s ciljem obavljanja odredene
uloge. Stoga se strukturno riboprekidaci dijele na aptamer i ekspresijsku platformu (Barrick i
Breaker, 2007).

Aptamer je visoko strukturirana domena kompleksnog uzorka smatanja koja sluzi kao vezno mjesto
za ligand. S obzirom na slozenost strukture i visoku selektivnost za pojedini ligand, aptameri su
konzervirani medu mnogim organizmima te se na temelju razlika medu njihovim sekvencama
riboprekidaci smjestaju u odvojene razrede (Barrick i Breaker, 2007). Spadaju medu geneticke

elemente s evolucijski najo¢uvanijim sekvencama uopce (McCown i sur., 2017).

Ekspresijska platforma je pak visoko varijabilna regija nizvodno od aptamera. Ona ima sposobnost
prepoznati je li ligand vezan na aptamer i ako jest, provesti konformacijsku promjenu koja se
prevodi u promjenu u ekspresiji gena (Barrick i Breaker, 2007). Ekspresijske platforme nisu
evolucijski o¢uvane poput aptamera posto obavljaju razli¢itu ulogu; umjesto uske selektivnosti za
jedan metabolit tj. ligand one moraju promijeniti obrazac smatanja, a svaka takva promjena ima
drugaciji utjecaj na gensku ekspresiju. Dapace, ona moze utjecati i na viSe procesa u isto vrijeme,

ovisno o potrebi odredenog riboprekidaca.

S obzirom na to da razliciti razredi riboprekidaca prepoznaju kemijski razlic¢ite metabolite, nema
jedinstvenog mehanizma za njihovo prepoznavanje. Vecéina aptamera tvori uski vezni dzep za svoj
odredeni metabolit i ostvaruje gotovo savrSenu komplementarnost s njim, prepoznajuci vecinu

njegovih funkcijskih grupa tako da je vrlo mali udio povrsine liganda izlozen okolini (Serganov i
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Nudler, 2013). Neki riboprekida¢i nemaju toliko uske vezne dZzepove i ostavljaju i do pola povrSine
metabolita izlozene okolini, kao Sto je tetrahidrofolatni riboprekidac. Takoder je moguce da sadrze
bipartitne vezne dzepove koji nakon vezanja liganda prilagode konformaciju da bi ga ¢vrsée vezali
i stabilizirali aptamer u tom stanju, Sto je slucaj kod tiamin-pirofosfat riboprekidaca (TPP)
(Serganov i Patel, 2012).

3.3 MEHANIZAM DJELOVANJA

Riboprekidaci najéesce sudjeluju u utisavanju gena, npr. inhibicijom transkripcije ili translacije.
Nerijetko su geni pod kontrolom riboprekidaca upravo geni za biosintezu metabolita koji je ujedno
1 ligand tog riboprekidaca, te je na taj nacin uspostavljen elegantan mehanizam povratne sprege.
Riboprekida¢ veze krajnji produkt metabolickog puta koji regulira i utiSava ga u slucaju da

produkta ima previse (Barrick i Breaker, 2007).

Terminacija transkrpicije riboprekidaéem moze biti, kao i bez njega, intrinzi¢na ili Rho-ovisna. U
prvom slucaju nastaje terminacijska ukosnica na kojoj bi RNA polimeraza zastala i oslobodila se s
nove molekule mMRNA. Riboprekida¢ kontrolira taj dogadaj tako $to ovisno o vezanju liganda moze
nastati antiterminacijska ukosnica, koja ¢e osigurati da se transkripcija odvije do kraja. Ako se radi
o ON riboprekidacu, vezanje liganda osigurava nastanak antiterminacijske ukosnice i nesmetanu
transkripciju. Ako se pak radi o OFF riboprekidacu, S§to je mnogo zastupljeniji slucaj,
antiterminacijska ukosnica je prirodno prisutha u mRNA i unutar nje se nalaze bazni parovi
potrebni za stvaranje terminacijske ukosnice; vezanje liganda uzrokuje naruSavanje strukture
antiterminatora, baze terminacijske ukosnice se oslobadaju i transkripcija je prekinuta (Barrick i
Breaker, 2007). U sluc¢aju Rho-ovisne terminacije, riboprekida¢ omogucéuje proteinu Rho

terminaciju transkripcije tek u slu¢aju kad je ligand vezan na aptamer.

Inhibicija translacije se kao i kod SRNA postize tako $to se ribosomu onemoguci pristup njegovom
veznom mjestu. Najjednostavniji mehanizam je odvajanje RBS-a unutar ukosnice ekspresijske
platforme. Osim toga, RBS se moze nalaziti unutar aptamerske domene te tako vezanje liganda
inhibira translaciju bez potrebe za djelovanjem ekspresijske platforme. Isto kao i u slucaju
terminacije transkripcije, pocetno stanje riboprekidaca moze biti ON ili OFF, te stoga vezanje

liganda moze potaknuti zaklanjanje RBS-a ili njegovo oslobadanje (Breaker, 2012).
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Postoje druge mete djelovanja riboprekidaca osim kanonskog in cis djelovanja na mRNA. U
patogenoj bakteriji Listeria monocytogenes riboprekidac koji veze vitamin B12 prepisuje se ne kao
dio mRNA ve¢ kao dio antisense RNA AspocR (antisense PocR) (Mellin i sur., 2013). PocR, ¢iju
ekspresiju AspocR utisava, transkripcijski je faktor koji pod utjecajem 1,2-propandiola aktivira
ekspresiju nizvodnih gena pdu. Geni pdu pak sluze za katabolizam propandiola, za $to je vitamin
B1> nuzan kao kofaktor. U odsustvu propandiola nema ekspresije gena za njegov katabolizam, a u
slucaju da je on prisutan bez nuznih kofaktora (npr. vitamina Bi12), kaskada aktivacije blokira se
ve¢ u prvom koraku, kod PocR, kako bi maksimalna razina ekspresije bila u optimalnim uvjetima
za katabolizu. Princip regulacije je sljedeci: ako se ligand Bi2 veze na riboprekidaé, on zaustavlja
transkripciju aspocR prije nego se ona prepiSe kao funkcionalna asRNA i sprije¢i ekspresiju pocR,
te PocR pokrece katabolizu propandiola. Ako pak nema dovoljno B1> da bi se vezao za aptamer
riboprekidaca, aspocR se prepisuje u potpunosti i nema translacije PocR (Mellin i sur., 2013). Ovo
predstavlja zanimljiv primjer zdruzenog djelovanja dvije razlicite vrste regulacije malim
molekulama RNA te in trans djelovanja riboprekidaca. Jo§ jedno podrucje djelovanja
riboprekidaca koje dosad nije spomenuto su RNA termometri. Kao i ostali riboprekidaci, nalaze se
u 5" UTR mRNA, ali ograniceni su na gene za virulenciju ili toplinski Sok (eng. heat shock). Na
niskim temperaturama, njihova tercijarna struktura zaklanja ribosomsko vezno mjesto i nema
translacije mMRNA na kojoj se nalaze. Na visokoj pak temperaturi tercijarna struktura vise nije
dovoljno stabilna da bi sprijecila vezanje ribosoma i translacija je slobodna zapoceti. Termometri
gena za virulenciju aktiviraju se na 37 °C, §to je signal da se bakterija nalazi u pogodnom domacinu,
a termometri gena za toplinski $ok na jo$ vis§im temperaturama (Righetti i Narberhaus, 2014). Ovi
riboprekidaci ne vezu ligand u konvencionalnom smislu, ve¢ temperatura izravno utjece na njihovu

strukturu, bez posredstva aptamera.
TANDEM RIBOPREKIDACI

Najjednostavniji riboprekidaci sastoje se, kao §to je spomenuto, od aptamera i1 ekspresijske
platforme. Nije medutim neobi¢no da se pojave u slozenijem obliku. Takvi se nazivaju ,,tandem*
riboprekida¢ima i uglavnom se sastoje od dva aptamera i jedne ekspresijske platforme.
Najrasprostranjeniji primjer su riboprekidaci koji vezu glicin, a koji se u vecini sluc¢ajeva sastoje
od dva aptamera. Vezanje glicina kao liganda u tom je slu¢aju kooperativno i stoga je ,,prekidac*

tandem struktura i djelovanje nisu zastupljeni, iako postoje. U vrsti Bacillus clausii pronaden je
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tandem riboprekida¢ s aptamerima za dva razliCita liganda, koji neovisno jedan od drugoga
kontroliraju transkripciju jednog zajednickog gena, na taj naéin ostvarujuci sustav koji odgovara
na dva razli¢ita metabolicka signala i ujedinjuje ih u jednoznacno djelovanje na ekspresiju gena
(Sudarsan i sur., 2006).

3.4 RAZREDI RIBOPREKIDACA

Riboprekidaci se dijele na razrede s obzirom na sli¢nosti u sekvencama njihovih aptamera, odnosno
po ligandima koje vezu. Ukupan broj danas poznatih razreda je preko 55, a novi se stalno otkrivaju
(Salvail i Breaker, 2023). Medutim, nekoliko je najzastupljenijih skupina koje vrijedi spomenuti,
te su graficki prikazane na Slici 2. Od 7 razreda koji se najéesce pojavljuju u prirodi (McCown i
sur.,, 2017), 5 ih je koji vezu koenzime s RNA osnovom kao $to su TPP, vitamin Bi tj.
adenozilkobalamin (AdoCbl) i S-adenozil metionin (SAM), kojeg vezu ¢ak dva od spomenutih
sedam razreda. Ova distribucija je zna¢ajna jer se smatra da su ovi koenzimi ili neki blisko srodni
bili prisutni u vremenu prije proteina, odnosno u RNA svijetu (Breaker, 2012), o ¢emu Ce vise rijeci
biti kasnije. U slucaju mutacije u veznom dzepu za odredeni ligand, moze do¢i do promjene u
selektivnosti te do vezanja sekundarnog liganda, ako je dovoljno slican originalnom. Tako je
moguce da riboprekida¢ TPP, koji u prirodi snazno veze TPP (tiamin pirofosfat) i slabije TMP

(tiamin monofosfat), po¢ne vezati i tiamin (vitamin By), nefosforiliranu varijantu liganda.

Nadalje, postoji nekoliko razreda riboprekidaca ¢iji su ligandi elementarni ioni, uglavnom kationi
kao §to su Mg?*, Ni?*, Co?* te u jednom slucaju fluoridni anion (McCown i sur., 2017). Ovi
riboprekidacdi Cesto sluze kao senzori za previsoke koncentracije pojedinih iona koje za stanicu
mogu biti toksi¢ne, a to vrijedi i za fluoridni riboprekida¢. Zanimljivo je $to usprkos negativnim
nabojima u lancu RNA aptamer uspijeva stvoriti visoko selektivni vezni dzep za isto tako negativno
nabijeni F-, a k tome se radi o uvelike rasirenoj pojavi, prisutnoj u mnogim skupinama bakterija te
vise vrsta arheja. Moze se zakljuciti da se radi o drevnom, dobro o¢uvanom mehanizmu odgovora

na Stetne razine fluorida koji se pokazao evolucijski pouzdanim.

Ligandi za riboprekidac¢e mogu biti i aminokiseline, ali trenutno su poznate samo tri: lizin, glicin i
glutamin. Jedno od objasnjenja zasto su riboprekidaci koji odgovaraju na razine aminokiselina
rijetki je postojanje RNA elemenata T-box, jo§ jednog primjera RNA regulacije. Ovi elementi
nalaze se u 5' UTR gena za aminoacil-tRNA sintetaze te gena za sintezu i transport aminokiselina.

Svaka T-box RNA veze se samo za antikodon svoje tRNA, a jedine tRNA sa slobodnim
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antikodonom su one koje nemaju vezanu aminokiselinu. Na taj nacin stanica neizravno procjenjuje
koli¢inu dostupnih aminokiselina, poSto vezanje tRNA na T-box RNA mijenja ekspresiju gena
(McCown i sur., 2017).

Ligandi ostalih razreda riboprekidac¢a uglavnom su RNA derivati, RNA prekursori ili signalne
molekule nukleotidne osnove kao §to su c-di-AMP i c-AMP-GMP. Jedini ligandi koji su potpuno
nepovezani s RNA molekulama su glukozamin-6-fosfat, gvanidin i aza aromatski spojevi, zadnje
od kojih veze riboprekidac yjdF RNA, iako jos nije precizno utvrdeno o kojim se spojevima radi

(Salvail i Breaker, 2023).

Aza aromatski .,
Gvanidin-| Secerl

Gvanidin-II GIcNG6P
Gvanidin-llI AdoCbl AqCbl FMN

Gvanidin-IV MoCo Wco  THF-I
THF-Il TPP HMP-PP
Aminokiseline SAM-I SAM-IV  SAM-I/IV
Glicin SAM-Il SAM-V SAM-III
Lizin . SAM-VI SAM-SAH SAH
Glutamin-I NAD*I NAD*II
Glutamin-ll Elerrlen_talni v—
loni Ksantin-Ii
Fluorid  Mg?-I 2'-dG-l
Mgzl Mn2* RNA 2"-dG-Il
NiCo Na*-I| derivati 2-dG-lll
Na*I| Li*-I PreQ,-|
Li=-Il PreQ.-Il
preQ, -1l
Signalne molekule RNA prekursori
¢-AMP-GMP Adenin
ppGpp Gvanin-|
c-di-GMP —  Gvanin-ll
c-di-GMP-II PRPP
c-di-AMP PRA
ZTP ADP

Slika 2. Prikaz zastupljenosti eksperimentalno potvrdenih razreda riboprekidaca i popis njihovih zasad

poznatih liganda. Preuzeto i prilagodeno iz (Salvail i Breaker, 2023).

Uz gore navedene postoje i mnogi kandidati za riboprekidace ¢iji broj neprestano raste zahvaljujuéi
bioinformatickim metodama istrazivanja. Takvi elementi ¢ija sekvenca daje naslutiti da bi se moglo
raditi o riboprekidacu, ali ligandi koje bi vezali ostaju nepoznati, nazivaju se ,,siroad*, odnosno
orphan riboprekidac¢ima. Obi¢no se tu radi o ligandima ¢ija je uloga nepoznata ili je proces koji
reguliraju slabo istrazen. Riboprekidaci c-di-AMP i Mn?* neki su od primjera orphan riboprekidaca

¢iji su ligandi naknadno otkriveni te su dali novu perspektivu na procese u kojima sudjeluju.
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Pridruzivanje odgovaraju¢ih liganda orphan riboprekidac¢ima tako nerijetko omoguéuje bolje

razumijevanje liganda, uloge koju obavljaju ili oboje (McCown i sur., 2017).

Sekvenciranje genoma ¢esto daje orphan riboprekidace kojima je tesko otkriti ligand. Takoder, $to
je vise novih riboprekidaca otkriveno, to je teze pronaci nove: rjedi i odvedeniji riboprekidaci, te
oni koji su slabije konzervirani, prisutni samo u odredenim uvjetima ili iznimke od dosad poznatih
znanja o funkcioniranju riboprekidaca lako izmaknu bioinformatickim pretrazivanjima. Danas se
kandidati za nove riboprekidace najcesée otkrivaju koriStenjem komparativne analize sekvenci
kojom se pronadu regije Cije su strukture i sekvence konzervirane Kroz vise vrsta. Potencijalni
ligandi pretpostavljaju se na temelju uloge gena kandidata te se ispituje sposobnost RNA kandidata

da ih veze, a onda i da utjeCe na ekspresiju gena (Salvail i Breaker, 2023).

3.5 PORIJEKLO RIBOPREKIDACA I RNA SVIJET

Posebno zanimljiva dimenzija riboprekidaca otkriva se ako ith promatramo kao ostatke drevnih
sustava regulacije iz RNA svijeta, prije evolucije masinerije za sintezu proteina. Naime, visestruko
je dokazano da su aptameri ve¢inom sasvim neovisni od bilo kakvih proteinskih faktora da bi
uspjesno vezali ligande, a postoje i ekspresijske platforme koje kontroliraju gene bez suradnje s
proteinima. Zajedno s ¢injenicom da su ligandi povezani s RNA medu naj¢es¢ima u prirodi, a medu
njima su Cesti koenzimi za koje se smatra da potje¢u iz RNA svijeta, doima se jednostavno
zakljuciti kako su riboprekidaci ostaci RNA svijeta i prozor u mehanizme odrzavanja Zivota u tom
inace znanosti teSko dohvatljivom vremenu. Naravno, odgovor nije tako jednoznacan i valja uzeti
u obzir mnogo okolnosti §to se tie danasnjih, prezivjelih riboprekidac¢a. Njihova Siroka
rasprostranjenost medu bakterijama ukazuje na to da ih nije bilo evolucijski isplativo zamijeniti
proteinima koji bi obavljali iste uloge. Osim ideje da su bili prisutni jo$ prije nego $to je DNA
prevladala kao geneticka informacija postoji jo§ mogucih razloga za ovu rasprostranjenost; mogli
su biti prisutni kod zadnjeg bakterijskog zajednickog pretka (LBCA, od eng. Last Bacterial
Common Ancestor), koji ipak potjece iz post-RNA svijeta. Mogli su se lateralnim prijenosom gena
prosiriti kao efikasni mehanizmi kontrole genske ekspresije, a moglo je do¢i i do ponovljene
evolucije svojstva u nekoliko razli¢itih rodova. Istina vjerojatno lezi u sintezi svih navedenih
saznanja 1 jo§ nepoznatih Cinjenica o riboprekidacima i nekodiraju¢éim RNA, te su neke od

danasnjih skupina riboprekidaca starije, a neke mlade od pojave proteina. Osim riboprekidaca, i
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razni ribozimi su kandidati za molekule RNA opstale kao trag drevne proSlosti u kojoj se

nasljedivanje geneticke informacije odvijalo bez sudjelovanja proteinskih faktora (Breaker, 2012).

4. VELIKE NEKODIRAJUCE MOLEKULE RNA | OLE
RNA
4.1 IncRNA

U dosadasnjem tekstu bavili smo se kratkim nekodiraju¢im molekulama RNA, no to nisu jedine
RNA koje obavljaju razne regulatorne i druge uloge. Velikim nekodiraju¢im RNA (IncRNA, od
eng. long non-coding RNA) smatraju se one nekodiraju¢e molekule RNA ¢ija je sekvenca dulja od
200 nukleotida, a moze dosegnuti i preko 500. Rjede su u odnosu na SRNA i riboprekidace, ali one
koje su poznate obavljaju osnovne zadace U stanici, kao $to su rRNA, RNaza P i tmRNA (od eng.
transfer-messenger RNA) - svaka od navedenih RNA ima nezamjenjivu ulogu u procesima
pripreme za translaciju i translacije. Osim toga, sve bakterijske ncRNA dulje od 350 nukleotida
poznatog djelovanja obavljaju svojevrsnu Katalizu ili su dio katalitickog kompleksa (Harris i
Breaker, 2018).

Uzet ¢u kao primjer RNazu P, u bakterijama dugu oko 400 nukleotida. Radi se o visoko
konzerviranom ribonukleoproteinu, ¢ija je kataliticka stz RNA, a prate ju strukturne proteinske
podjedinice. Najbitnija njena uloga je procesiranje 5' krajeva prekursora tRNA. Evolucijski je
ocuvana ne samo medu prokariotima 1 eukariotima, nego 1 u plastidima 1 mitohondrijima, te se

stoga smatra drevnim ribozimom koji bi mogao biti opstao iz RNA svijeta (Ellis i Brown, 2009).

tmRNA pak ima drugaciju ulogu. Kao §to joj ime kaze, djeluje i kao prijenosna (transfer) i kao
glasnicka (messenger) RNA, a najznacajnija posljedica tog djelovanja je ,.ribosome rescue®,
odnosno oslobadanje ribosoma koji su zapeli ili zaostali u procesu translacije. Zastupljena je kod
bakterija, ali pojavljuje se i u plastidnim genomima eukariota. Aktivno$¢u prijenosa prvo veze
zastali ribosom, a onda glasnickom aktivno$¢u na kraj rastu¢eg peptidnog lanca prenosi peptid
sstA, tj. sluzi kao kalup za njegovu translaciju. Peptid ssrA je signal za terminaciju translacije te
nakon toga razgradnju proteazama, kako potencijalno krivo translatirani i nedovrseni protein ne bi
napravio Stetu u stanici. U tom smislu tmRNA djeluje kao sustav za kontrolu kvalitete pri sintezi

proteina bakterijske stanice, a opisani proces naziva se trans-translacija (Janssen i Hayes, 2012).
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Osim spomenutih postoji jo§ mnogo ribozima otkrivenih u bakterijama, a najces¢a njihova uloga
je samoizrezivanje (eng. self-cleavage) (Harris i Breaker, 2018). Takvi su uglavnom strukturno
manje slozeni i kra¢i od 350 nukleotida. Bioinformaticke metode ubrzale su proces otkrivanja novih
ncRNA svih skupina, pa tako i IncRNA. Novi razredi IncRNA otkrivaju se usporedujuéi sekvence
1 utvrdujuéi razinu konzerviranosti te proucavanjem pretpostavljenih sekundarnih struktura.
Otkriveno je preko 20 razreda ncRNA koje su duze od 200 nukleotida, a ¢ije djelovanje je
nepoznato. S obzirom na kompleksnost strukturnih motiva velikog broja njihovih predstavnika i
konzerviranost i veli¢inu njihovih sekvenci, nije vjerojatno da obavljaju jednostavne zadatke kao
§to je samoizrezivanje, bazno sparivanje s drugim RNA ili vezanje proteinskih faktora; moguce je
da ¢e se raditi o molekulama koje imaju kataliticku aktivnost, sudjeluju u genskoj regulaciji na neki

nacin ili obavljaju uloge dosad nezabiljezene kod RNA (Harris i Breaker, 2018).

Kao primjer vrijedi spomenuti GOLLD (eng. Giant, Ornate, Lake- and Lactobacillales Derived)
RNA. Znacaj joj lezi u veliCini i sloZenosti pretpostavljene tercijarne strukture. Prosje¢no se sastoji
od preko 800 nukleotida; jedine po broju nukleotida duze ncRNA dosad poznate u bakterijama su
16S i 23S rRNA, ¢ije sekvence prelaze 1000 nukleotida. Svi predstavnici ovog razreda otkriveni
Su metodama metagenomike, a ¢esto se mogu naci i u bakteriofagima, Sto ukazuje da njena
nepoznata uloga mozda donosi prednosti i za njih i za domacina. Osim nje, neki od najznacajnijih
primjera su HEARO (eng. HNH Endonuclease-Associated RNA and ORF) i OLE (eng. Ornate,
Large, Extremophilic) RNA, koja je jedina za koju postoje naznake otkrica moguce uloge te ¢u se

njome pozabaviti u nastavku teksta (Harris i Breaker, 2018).

4.2 OLE RNA

OLE RNA opisana je 2006. godine u rodu Firmicutes, bez naznaka koja bi joj bila moguca uloga.
S vremenom je takoder otkrivena u halofilnim bakterijama, a na kraju i u metagenomu ljudskog
crijeva (Breaker i sur., 2023). Sastoji se od oko 600 nukleotida, od kojih je 90% konzervirano medu
svim predstavnicima OLE RNA (Block i sur., 2011). Kao i GOLLD RNA, sastoji se od mnogo
ukosnica i zamrsSenih petlji koji navode na zakljucak da OLE ima slozenu tercijarnu strukturu
kljuénu za obavljanje zasad jo$ nepoznate uloge. Radi se o jednoj od najkompleksnijih trenutno
poznatih ncRNA u bakterijama s visokim stupnjem konzerviranosti, te je njena konsenzus sekvenca

prikazana na Slici 3.
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Slika 3 Konsenzus sekvenca OLE RNA. Plavim slovima i crtama naznacéeni Su proteini i mjesta njihovog

vezanja na OLE RNA. Preuzeto i prilagodeno iz (Breaker i sur., 2023).

Osim same sekvence i strukture OLE RNA, konzerviran je i raspored gena koji okruzuju gen ole.
Veliki operon unutar kojeg se nalazi ¢esto osim nje sadrzi i gene povezane sa sljede¢im procesima:
popravkom DNA, metabolizmom koenzima, regulacijom transkripcije i biosintezom izoprenoida
(Breaker i sur., 2023). Obi¢no geni koji su u istom operonu sudjeluju u istim ili bar slicnim
metabolickim putevima, a ovi procesi koji naizgled nemaju uske veze jedan s drugim ne pomazu
odgonetnuti ulogu ove velike RNA. Osim navedenih, operon takoder sadrzi gen za protein OapA,
transmembranski protein c¢ija se predvidena struktura sastoji od Cetiri zavojnice, a kKoji trenutno

nema homologije s proteinima poznate uloge. Specificno veze OLE RNA te se smatra da djeluje
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kao dimer, vezuci po dvije molekule OLE. U prisustvu OapA, OLE RNA se lokalizira na stani¢noj

membrani, $to je rijetka pojava kod molekula RNA (Block i sur., 2011).

Modelni organizam za proucavanje OLE RNA je Halalkalibacterium halodurans, prije poznata
kao Bacillus halodurans (Joshi i sur., 2022). Pocetne hipoteze o ulozi OLE RNA zasnovane su na
istrazivanjima s H. halodurans, na ¢emu su takoder izgradena trenutna razmi$ljanja o temi. S
obzirom na to da je OLE RNA zastupljena u eksponencijalnom rastu, ali nije esencijalna,
znanstvenici su pokusali utvrditi postoje li uvjeti u kojima delecija gena ole daje osjetljive fenotipe.
Prvi koji se takvim pokazao je izlaganje stanica visokim dozama kratkolan¢anih alkohola (Wallace
i sur., 2012). Posto je u prisustvu proteina OapA lokalizirana na membrani, pojavila su se
razmiSljanja da bi OLE mogla imati ulogu u stabilizaciji membrane pri zastiti od alkoholom
uzrokovanog stresa. Medutim, ta bi uloga svakako bila vise primjerena djelovanju proteina. Kasnije
je otkriveno da sojevi s deletiranim genom ole imaju jo$ nekoliko osjetljivih fenotipa: u uvjetima
stresa zbog hladno¢e (Wallace i sur., 2012), promjene koncentracije magnezija ili kad su
bakterijama dostupni samo alternativni izvori ugljika (Lyon i sur., 2024). Kao i kod naizgled
nepovezanih gena koji dijele operon s ole, ¢ini se da ni ovi fenotipi nemaju puno zajednic¢kog, ili u
najmanju ruku ne upucuju na jedinstvenu ulogu OLE. Stoga je nedavno razvijena nova hipoteza —
da je OLE RNA klju¢ opcenitijeg sustava za odgovor na stres kod bakterija (Breaker i sur., 2023).
Kao $to je ranije spomenuto, uzevsi u obzir strukturu i veli¢inu OLE, bilo bi u najmanju ruku
neobicno da se ne radi o nekoj vrsti ribozima. Osim OapA, otkrivena su jo$ dva proteina koji vezu
OLE i formiraju tzv. OLE ribonukleoproteinski kompleks (OLE RNP): OapB i OapC, te i oni kao
i prethodna otkrica u podruc¢ju umjesto da suze raspon moguc¢ih OLE uloga samo jo§ vise

kompliciraju mrezu procesa u kojima bi mogla sudjelovati.

Kod sisavaca postoji serin/treonin kinaza imena mTOR (od eng. mechanistic Target of Rapamycin),
¢voriste signalnih puteva za stanicni rast i proliferaciju koje ostvaruje koordinaciju istih s okoliSnim
uvjetima (Saxton i Sabatini, 2017). Radi Sirine raspona uloga koje mTOR obavlja klju¢nih za
odrzanje fizioloske ravnoteze stanice, pojavila se teorija da bi OLE RNP mogao obavljati sli¢nu
ulogu kod bakterija. mTORC1 (eng. mTOR Complex 1) kontrolira aktivnost vise transkripcijskih
faktora, koju takoder moze potaknuti stani¢ni stres nezavisno od njega. Preko njega se obraduje
mnogo signala iz okoliSa 1 iz stanice, kao S§to su razine kisika ili aminokiselina pri kontroli
biogeneze ribosoma. To je samo jedna od uloga mTORC1 koja se poklapa s ulogama gena

konzerviranih u ole operonu. Ostali geni iz istog operona takoder se daju usporediti s raznolikim
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djelovanjima mTORCL1 (Breaker i sur., 2023). lako se definitivna uloga OLE RNA jo$ uvijek ne
zna, lako je moguce da bude sli¢na onome $to ova teorija pretpostavlja: slozena struktura, geni koji
ju redovito prate u operonu i zasad neshvatljiva jedinstvena uloga upuéuju da bi se zaista moglo
raditi o viSefunkcionalnoj molekuli vaznoj za prilagodbu stanice na stres i razli¢ite vanjske uvijete.
Ima puno obecavajuceg prostora za istrazivanje IncRNA i1 ne mozemo iskljuciti da ¢e konacno
utvrdivanje gdje se neke od njih uklapaju u regulatorne mreZze biti na svoj nacin revolucionarno ili

barem otvoriti nove horizonte istrazivanju regulatornih RNA u bakterijama.
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5. ZAKLJUCAK

Molekule RNA u bakterijama imaju mnogo uloga uz to Sto kodiraju za proteine. Djelovanje
najcesce ostvaruju preko regulacije ekspresije gena, te su na taj na¢in sposobne izvrsavati zadatke
molekule RNA koje baznim sparivanjem s mRNA metom inhibiraju vezanje ribosoma, a najcesce
djeluju in trans na transkripte neovisno o svojoj poziciji u genomu. To im takoder omogucuje da
budu svojevrsno raskr$ée djelovanja s transkripcijskim faktorima i ostalim razinama regulacije,
posto mogu djelovati na viSe meta. Riboprekidaci pak djeluju in cis na molekulu mRNA na kojoj
se 1 nalaze; vezu ligand i mijenjaju konformaciju te tako inhibiraju transkripciju i translaciju. Oba
tipa navedenih RNA sposobna su za pozitivnu regulaciju, iako je to rjede slucaj. Na kraju imamo
duge nekodirajuée RNA, IncRNA, kojih je mnogo otkriveno u zadnjim desetlje¢ima, ali mnogima
uloga ostaje nepoznata. Najdalje se dospjelo s istrazivanjima OLE RNA, za koju znamo da je na
neki nacin znacajna u prilagodbi na stresne uvjete kod ekstremofilnih bakterija, a pretpostavlja se
da bi mogla biti od velikog zna¢aja u nekom novom, jo§ neotkrivenom sustavu stresnog odgovora.
Gledajuci zajedno sve ove aktivnosti RNA, postaje sasvim jasno kako su molekule RNA sposobne
za mnogo vise nego li se vjerovalo u doba postavljanja centralne dogme molekularne biologije.
Kako se otkrivaju novi razredi nekodiraju¢ih molekula RNA, pogotovo onih teze dostupnih za
uzorkovanje, manje konzerviranih, ¢iji delecijski mutanti ne daju jasne fenotipe, znanstvenici ¢e
nailaziti na sve viSe iznimaka, sve dok ih ne bude toliko da daju novo pravilo. Osim uvida u detalje
genske regulacije, nekodiraju¢e RNA takoder mogu dati nove mete za proizvodnju antibiotika te
inovativne alate za buduca istrazivanja. Uz bolje razumijevanje sadasnjosti i buducnosti, lako je
moguce da ¢e nam pruZiti nezamjenjiv pogled u daleku proslost, kao potomci samorepliciraju¢ih
molekula RNA svijeta koje su mozda obavljale sli¢ne uloge kao proteini danas, a bez kojih danasnji

svijet ne bi mogao postojati.
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7. ZIVOTOPIS

Rodena sam 2002. godine u Zagrebu. Osnovnoskolsko obrazovanje zavrsila sam u Osnovnoj skoli
brace Radica u Klostar Ivanic¢u paralelno uz osnovno glazbeno obrazovanje u Osnovnoj glazbenoj
Skoli ,,Milka Trnina“ u Ivani¢-Gradu. 2017. godine upisala sam V. gimnaziju u Zagrebu koju sam
zavrsila 2021. godine. Tijekom srednjoSkolskog obrazovanja sudjelovala sam na drzavnim
natjecanjima iz engleskog jezika gdje sam 2019. osvojila prvo, a 2021. tre¢e mjesto. Po zavrSetku
gimnazije upisujem Prijediplomski studij Molekularne biologije na Prirodoslovno-matemati¢kom
fakultetu u Zagrebu. Kao ¢lanica Udruge studenata biologije — BIUS sudjelujem u radu Sekcije za
ptice te sam 2024. godine uspjesno polozila BirdID tecaj norveskog sveuciliSta Nord za podrucje

Hrvatske.
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