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1. Uvod
Zivotni ciklusi biljaka i Zivotinja zapo¢inju oplodnjom jajne stanice pri ¢emu nastaje zigota i
zapocinje embrionalni razvoj. Embrionalni razvoj se u pocetku temelji na transkriptima 1
proteinima nasljedenim iz jajne stanice, a kako vrijeme prolazi upravljanje razvojem preuzima
razvijaju¢i embrij Sto je kljuéno za daljnji nastavak embriogeneze (Schier, 2007; Tadros i
Lipshitz, 2009). Proces koji ukljucuje razgradnju roditeljski nasljedenih transkripata i proteina
te postepenu aktivaciju zigotnog genoma (engl. zygotic genome activation, ZGA) naziva se
uspostava zigotne kontrole razvoja (engl. maternal-to-zygotic transition; MZT) (Tadros i
Lipshitz, 2009). Proces uspostave zigotne kontrole razvoja otkriven je u istrazivanjima koja su
ukljucivala Zivotinjske modele. Prvotno je opisan u istraZzivanjima provedenim u vrstama Mus
musculus (Braude 1 sur., 1979) 1 Ceanorhabditis elegans (Edgar i sur., 1994) u kojima su zigote
tretirane o-amanitinom, inhibitorom RNA polimeraze II. Rezultati obaju eksperimenata
pokazali su da se zigota u prisutnosti a-amanitina dijeli neometano. Takav je rezultat ukazao na
ovisnost najranije embriogeneze zivotinja o nasljedenim transkriptima. Unato¢ tome, u¢inak a-
amanitina na embriogenezu bio je vidljiv u dvostani¢nom stadiju kod miSa, odnosno 8-
stani¢nom stadiju u vrste C. elegans kada je vefina majcinskih transkripata razgradena.
Zaustavljanje embrionalnog razvoja djelovanjem o-amanitina oznafava uspostavu zigotne
kontrole razvoja. Ova dva eksperimenta otvorila su vrata novim istrazivanjima pa su ubrzo
uslijedili eksperimenti na drugim Zivotinjskim modelima poput vinske musSice (Drosophila
melanogaster), zebrice (Danio rerio), Zabe (Xenopus sp.). Tim je istraZivanjima potvrdeno da
rani embrionalni razvoj Zivotinja ovisi o nasljedenim faktorima te da je zigota transkripcijski
inaktivna 1 nije u mogucnosti samostalno upravljati prvim diobama (Andéol, 1994).

Proces uspostave zigotne kontrole razvoja puno je bolje istrazen na Zivotinjskim
modelima kod kojih je izolacija jajnih stanica i zigota puno jednostavnija, posebice kod onih s
vanjskom oplodnjom. Glavno ograni¢enje prilikom istrazivanja ranih razvojnih procesa visih

biljaka je nedostupnost Zenskog gametofita i zigote, a kasnije 1 embrija.

2. Uspostava zigotne kontrole razvoja kod Zivotinja

Tijekom prvih sati nakon oplodnje, genom se mora reprogramirati u totipotentno stanje kako bi
se omogucio razvoj novog organizma. Utvrdeno je da se uspostava zigotne kontrole razvoja
kod Zivotinja sastoji od dva sloZzena, medusobno koordinirana procesa: uklanjanje maj¢inskih
transkripata i ZGA (Tadros i1 Lipshitz, 2009). Navedena dva procesa odvijaju se postepeno i
istovremeno. Iz jajne stanice u zigotu se prenose brojni transkripti 1 proteini koji u pocetku

upravljaju diferencijacijom, uspostavom polarnosti i morfoloskim promjenama tijekom rane
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embriogeneze. Za to je vrijeme ekspresija zigotnog genoma inhibirana maj¢inskim faktorima
(Tadros i Lipshitz, 2009).

Uklanjanje majc¢inskih transkripata pocinje odmah nakon oplodnje kada njime
upravljaju nasljedeni faktori, a kasnije se u taj proces postupno ukljucuju i1 produkti zigotnog
genoma. Kod vinske musice se oko 25% majcinskih transkripata uklanja mehanizmima kojima
upravljaju isklju¢ivo nasljedeni faktori, oko 35% transkripata degradira se pomocu zigotnih
produkata, a ostatak mehanizmima koji ukljucuje i majcinske 1 zigotne faktore (Tadros i sur,
2007; Thomsen i sur., 2010). UtiSavanje maj¢inskog transkriptoma odvija se pomocu RNA-
vezuju¢ih proteina koji deadeniliraju mRNA ili uklanjaju 5’-kapu ¢ime mRNA postaje
podloznija razgradnji (Yartseva i Giraldez, 2015). Dodatno, proteini koji modificiraju mRNA
uvodenjem, primjerice, N®-metiladenozina mogu usmjeriti majéinsku mRNA na razgradnju
(Zhao 1 sur., 2017). Male nekodiraju¢e RNA takoder imaju ulogu u uklanjanju nasljedenih
transkripata kod zebrice (Bazzini i sur., 2012), vinske muSice (Bushati i sur., 2008) i zabe
(Lund i sur, 2009). Degradacija majc¢inskog transkriptoma nuzna je kako bi se uklonili represori
koji inhibiraju zigotnu transkripciju.

Tijekom aktivacije zigotnog genoma kromatin, koji potjece iz jajne stanice 1 spermija,
se mora remodelirati kako bi postao dostupan transkripcijskoj maSineriji. U procesu
remodeliranja kromatina sudjeluje visSe mehanizama poput metilacije DNA, histonskih
modifikacija 1 varijanti te pozicioniranje nukleosoma (Schulz 1 Harrison, 2019). Metilacija
DNA ukljucuje metilaciju citozina u 5-metilcitozin. Kod misa i ¢ovjeka genom prolazi kroz
globalnu demetilaciju prije ZGA (Guo i sur., 2014; Shen i sur., 2014) dok je kod Zabe i1 zebrice
utvrden visok stupanj metilacije genoma tijekom ZGA. Stoga, funkcija metilacije DNA u
procesu ZGA vjerojatno nije konzervirana ve¢ ovisi o vrsti. Posttranslacijske modifikacije
histona takoder su jedan od nacina epigeneticke regulacije genske ekspresije. Generalno,
acetilacija histonskih repova potice gensku ekspresiju tijekom ZGA, dok metilacija moZe imati
represivni ili aktivacijski u¢inak, ovisno o poziciji na kojoj se nalazi (Schulz 1 Harrison, 2019).
Sastav 1 pozicioniranje nukleosoma utjece na otvorenost kromatina i na taj nacin sudjeluje u
regulaciji rane genske ekspresije (Pérez-Montero 1 sur., 2013). Kod vinske musice utvrdeno je
da se embrionalna varijanta histona HI tijekom ZGA izmjenjuje za somatsku varijantu.
Preuranjena transkripcija i zaustavljen embrionalni razvoj zabiljezena je kod vinskih muSica
bez embrionalne varijante histona H1 (Pérez-Montero 1 sur., 2013). Aktivacija zigotnog
genoma Zivotinja dogada se kontinuirano, no zabiljeZena su dva vala tijekom kojih se aktivira
veci broj gena — veliki 1 mali aktivacijski val. Vremenski period u kojem se odvijaju veliki 1

mali val ZGA ovisi o vrsti. Primjerice, kod miSa se mali val dogada 10 h, a kod covjeka 48 h
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nakon oplodnje, dok je veliki val zabiljezen 24 h nakon oplodnje kod miSa i 72 h nakon oplodnje
kod ¢ovjeka (Schulz i Harrison, 2019) (Slika 1).
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Slika 1. Uspostava zigotne kontrole razvoja kod razli¢itih zivotinjskih modela. A. Veliki i mali val
aktivacije zigotnog genoma. Siva linija oznaCava totipotentno stanje. B. Klju¢ne vremenske tocke u
aktivaciji ZGA kod razli¢itih Zivotinjskih modela. Vrijeme je izraZeno u satima nakon oplodnje. Duljina
trajanja stani¢nog ciklusa pojedinih faza prikazana je na dnu slike. Preuzeto i prilagodeno prema Shultz
i Harrison (2019)



3. Uspostava zigotne kontrole razvoja kod biljaka

Nakon oplodnje jajna stanica mora proci kroz brojne fizoloske, strukturne i molekularne
promjene kako bi uspostavila zigotni potencijal razvoja novog biljnog organizma (Peng i sur.,
2018). Procesi vezani uz gametofit okoncavaju se razgradnjom majcinskih transkripata i
proteina, a aktivacija zigotnog genoma omogucava uspostavu metabolizma novog mladog
sporofita. Uspostava zigotne ekspresije gena omogucava aktivaciju zigote i programirane

stani¢ne diobe koje dovode do razvoja embrija (Li 1 sur., 2021).

3.1 Razvoj zigote i rana embriogeneza

Jajna stanica je polarna struktura koja ima jezgru na apikalnom, a veliku vakuolu na svom
bazalnom kraju (Mansfield 1 Briarty, 1991). Nakon oplodnje u zigoti uro¢njaka odvija se
depolarizacija tako da se jezgra pomakne prema sredistu, a velika vakuola raspadne na vise
manjih (Faure i sur., 2002). Zatim slijedi repolarizacija tijekom koje se ponovno uspostavlja
polarnost zigote koja je razlicita od polarnosti koju je imala jajna stanica. Kod uro¢njaka se
tijekom repolarizacije jezgra pomice prema halazalnom polu, a na mikropilarnom se polu
formira velika vakuola (Ueda i sur., 2011). Repolarizirana zigota uro¢njaka gotovo je tri puta
dulja nego na pocetku i ima izmijenjenu polarnost u odnosu na jajnu stanicu (Ueda i sur., 2011).
Pomicanje jezgre za sada je zabiljezeno samo kod uro¢njaka. Asimetricnom diobom nastaje
bazalna stanica s velikom vakuolom i1 manja apikalna stanica s gustom citoplazmom (Slika 2).
1z apikalne stanice diobama ¢e nastati embrio, a iz bazalne stanice suspenzor koji ima ulogu u

prehranjivanju embrija.

3.2 Genetic¢ka kontrola razvoja zigote i ranih stadija embriogeneze

Zhao 1 sur. (2019) utvrdili su da za pravilnu uspostavu polarnosti 1 prvu asimetricnu diobu
urocnjaka potrebna aktivacija zigotnog transkriptoma. Nakon oplodnje, a prije elongacije, dok
je zigota uro¢njaka jo$ uvijek depolarizirana, dominiraju majcinski transkripti, dok su u zigoti
koja je prosla proces elongacije utvrdeni 1 de novo transkripti (Slika 2). Osim toga, oplodene
jajne stanice urocnjaka tretirane o-amanitinom, inhibitorom transkripcije, ne izduzuju se te je
daljnji embrionalni razvoj zakocen (Zhao i sur., 2019). U drugim recentnim istrazivanjima
provedenim na uro¢njaku praceno je prisutstvo RNA polimeraze II fosforilirane na C-
terminalnom kraju te histona H3K36me3, koji su markeri aktivne transkripcije (Kao i Nodine,
2019). Prisutstvo oba markera utvrdeno je u zigotama nakon oplodnje 1 prije prve diobe $to
potvrduje transkripcijsku aktivnost zigote. Ipak, u eksperimentima koji su ukljucivali

imunohistokemijsko bojenje tkiva, detektirane su niske razine RNA polimeraze II §to upucuje



na to da je transkripcija u zigotama odmah nakon oplodnje prisutna, ali ograni¢ena na mali broj
lokusa (Autran i sur., 2011).

Rezultati istrazivanja provedenog na duhanu (Nicotiana tabaccum) pokazali su da
zaustavljanjem transkripcije u zigoti koriStenjem transkripcijskih inhibitora zigota ne moze uc¢i
u prvu diobu (Zhao 1 sur., 2011). Osim kod uro¢njaka i1 duhana, de novo transkripcija utvrdena
je nakon oplodnje i prije prve stani¢ne diobe u zigotama rize (Oryzs sativa) (Anderson i sur.
2017), kukuruza (Zea mays) (Chen i sur., 2017), pSenice (7riticum aestivum) (Sprunck i sur.,

2005) 1 zumbula (Hyachintus orientalis) (Niedojadlo 1 sur., 2012).

Arabidopsis thaliana Jednak doprinos majéinskog i oinskog transkriptoma
Spermij Dominacija majc¢inskog E
' transkriptoma AS
Majéinski
faktori
HDGI11/12
— — —_— e
Oplodnja Oginski
faktori
sSSP BS Sus
Jajna stanica Oplodena Sfericna IzduZena Dvostaniéni Rani embrio
jajna stanica zigota zigota proembrio

Oryza sativa

Dominacija majéinskog
transkriptoma

(4

"’

—> ¥ T
Oplodnja Ocinski
faktori
BBM
Jajna stanica Oplodena Zigota Dvostaniéni Rani embrio
jajna stanica proembrio

® © @ jezgra vakuola

Slika 2. Tijek rane embriogeneze urocnjaka (Arabidopsis thaliana) i rize (Oryza sativa). Kratice: AS —
apikalna stanica, BS — bazalna stanica, E — embrio, Sus — suspenzor. Preuzeto i prilagodeno iz Zhao i
sur. (2022)

Polarizacija zigote i1 formiranje embrija regulirana su transkripcijskim faktorima
WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 8 (WOXS8) i WOX9 (Breuninger 1 sur., 2008; Ueda 1
sur., 2017). Kao §to je prikazano na Slici 3, za transkripcijsku aktivaciju gena WOX8 nuzna je

integracija dvaju naslijedenih faktora — oc¢inskog faktora SHORT SUSPENSOR (SSP) te
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majc¢inskih faktora HOMEODOMAIN GLABROUS 11 (HDG11)i HDG12 (Ueda i sur., 2017).
Gen SSP kodira za membransku receptorsku kinazu i dio je obitelji signalnih kinaza
BRASSINOSTEROID SIGNALING KINASE (BSK) (Neu i sur., 2019). Transkripti SSP
nagomilavaju se u spermijima te se prenose u zigotu gdje se translatiraju 1 izvrSavaju svoju
funkciju (Bayer i sur., 2009). Istrazivanje koje su proveli (Armenta-Medina i sur., 2017) ukazala
su na potencijalnu ulogu miRNA u translacijskoj represiji SSP mRNA u spermijima uro¢njaka.
Receptorska kinaza SSP regulira aktivnost kinaze YODA (YDA) koja je dio MAPK kaskade
(eng. mitogen-activated protein kinase) u koju jo§ spadaju kinaze MKK4/5 1 MPK3/6
(Lukowitz 1 sur., 2004; Zhang i sur., 2017). Glavni cilj kaskade MAPK koju pokre¢e SPP je
fosforilacija transkripcijskog faktora WRKY2 (Ueda i sur., 2017). WRKY2 u kombinaciji s
transkripcijskim faktorom HDG11/12, koji se nasljeduje od majke, potom aktivira transkripciju
WOXS8 (Ueda 1 sur., 2017). Na ovaj nacin transkripcijski faktori naslijedeni od majke i oca
aktiviraju ranu ekspresiju gena u zigoti uro¢njaka. WOX8 je transkripcijski faktor koji, zajedno
sa svojim homologom WOXO9, upravlja polariazacijom zigote, medutim geni na koje djeluju
jos nisu poznati (Ueda i sur., 2017, 2011). Osim transkripcijskog faktora SPP, smatra se da i
drugi proteini iz porodice BSK, kojoj pripada i SSP, imaju ulogu u aktivaciji kinaze YODA,
medutim ona je manje znacajna (Neu i sur., 2019). SSP 1 BSK su proteini specifi¢ni za porodicu
krstasica (Brassicaceae), kojoj pripada i uro¢njak, pa je tek potrebno utvrditi proteine koji
sudjeluju u aktivaciji genoma ostalih skupina biljaka.

Zigote uro¢njaka s mutiranim genom za kinazu YDA ne prolaze kroz proces elongacije
Sto rezultira simetriénom diobom. Stanice kéeri koje nastanu poprimaju obrasce razvoja
embrija, a razvoj suspenzora izostaje. S druge strane, konstitutivna ekspresija kinaze YDA
dovodi do nastanka stanica koje poprimaju razvojni obrazac suspenzora (Lukowitz i sur., 2004).
Stoga, kinazna kaskada YDA promovira elongaciju zigote i suprimira razvoj embrija iz bazalne
stanice (Musielak 1 Bayer, 2014). Mutante wrky2 takoder imaju simetri¢nu prvu diobu, no ne i
narusSene druge procese razvoja kao yda mutante Sto upucuje na to da postoje 1 druge mete
kinazne kaskade YDA (Ueda i sur., 2011).

Kod drugih biljaka, posebice jednosupnica, mehanizam uspostave polarnosti i rane
embriogeneze slabije je istrazen. Ortolozi mnogih gena koji sudjeluju u ranoj embriogenezi
uro¢njaka pronadeni su kod jednosupnica poput rize i kukuruza, medutim njihovu je funkciju
tek potrebno utvrditi (Itoh 1 sur., 2016; P. Zhao 1 sur., 2017). U kukuruzu (Zea mays)
ZmWOX9a 1 ZmWO9b, ortolozi WOX8 1 WOX9 uro¢njaka, detektirani su u zigotama nedugo
nakon oplodnje. Osim toga, ZmWOX2, koji je ortolog WOX2 uro¢njaka, detektiran je tek u

kasnijim fazama embrionalnog razvoja kukuruza za razliku od uro¢njaka kod kojeg su
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transkripti WOX2 prisutni ve¢ u zigoti (Chen i sur., 2017; Nardmann i sur., 2007). Ovo upucuje
na razlike u regulaciji i uspostavljanju apikalno-bazalne osi kod uro¢njaka i kukuruza.

Geni koji se aktiviraju medu prvima tijekom aktivacije zigotnog genoma su geni vezani
za uspostavu plana grade embrija te apikalno-bazalne osi (Nodine i Bartel, 2012; Ueda i sur.,
2011). Aktivacija zigotnog genoma ne samo da je nuzna za prvu stani¢nu diobu, ve¢ odreduje
i sudbine stanica kéeri — apikalne i bazalne stanice dvostani¢nog proembrija. (Haecker i sur.,
2004) utvrdili su da su geni WOX2 i WOXS8 koeksprimirani u zigoti urocnjaka, dok je nakon
prve diobe WOX2 eksprimiran samo u apikalnoj, a WOX8 samo u bazalnoj stanici. WOX2
usmjerava daljnji razvoj apikalne stanice iz koje se kasnije razvija embrio i svi biljni
organi(Jiirgens, 1995). Iz bazalne stanice se razvija mirujuéi centar korijena te suspenzor koji

ima ulogu u prehranjivanju embrija (Jiirgens, 1995; Scheres i sur., 1994).
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Slika 3. Molekularni mehanizam aktivacije gena WOXS kod uro¢njaka (Arabidopsis thaliana). Kratice:
BSK1/2 — BRASSINOSTEROID SIGNALING KINASE, SSP - SHORT = SUSPENSOR,  YDA-
MKK4/5-MPK3/6 — kinazna kaskada YODA, WRKY2 — transkripcijski faktor WRKY?2, HDG11/12 —
transkripcijski faktor HOMEODOMAIN GLABROUS 11/12, WOX8 — WUSCHEL-RELATED
HOMEOBOX 8; ? — nepoznati receptor s kojim interagira BSK1/2. Preuzeto i prilagodeno iz (Wang i
sur., 2020)

3.3. Mehanizmi uspostave zigotne kontrole razvoja u biljaka
Razvojni proces koji omogucava tranziciju oplodene jajne stanice u zigotu je uspostava zigotne
kontrole razvoja tijekom procesa MZT. Kao 1 kod Zivotinja, MZT se 1 kod biljaka odvija

preklapaju¢im mehanizmima degradacije naslijedenih produkata i aktivacije zigotnog genoma

(Baroux i sur., 2008)



3.3.1. Razgradnja naslijedenih transkripata i proteina

Razgradnja naslijedenih faktora esencijalna je za uspostavljanje zigotne kontrole razvoja.
Mehanizmi koji upravljaju procesima degradacije relativno su dobro poznati iz istrazivanja na
zivotinjskim modelima. Kao $to je navedeno u prethodnom poglavlju proces razgradnje
naslijedenih transkripata kod zivotinja odvija se mehanizmima koji ukljuuju male
nekodirajuée RNA, RNA-vezujuce proteine i modifikacije baza u RNA (Despic i Neugebauer,
2018; Vastenhouw i sur., 2019). Medutim, vrlo se malo istrazivanja bavi proucavanjem
mehanizama koji se upravljaju razgradnjom majcinskih transkripata kod biljaka.

Do sada provedena istrazivanja uspjesno su identificirala neke od transkripata u kojima
se jajna stanica i zigota razlikuju. Primjerice, utvrdeno je da se kod uro¢njaka (Arabidopsis
thaliana) transkripti gena EGG CELL-SPECIFICI (ECSI) 1 ECS2, koji su prisutni u jajnoj
stanici 1 ¢iji produkti imaju ulogu u odbijanju visestrukih polenovih cjevcica, razgraduju odmah
nakon oplodnje (Yu i sur., 2021). Sli¢no tomu, kod duhana (Nicotiana tabaccum) nakon
oplodnje uocena je postepena degradacija mRNA i proteina karakteristicnih za metabolizam
jajne stanice (Zhao i sur., 2011).

Proteini koji inhibiraju metabolizam jajne stanice takoder moraju biti degradirani nakon
oplodnje kako bi se potaknuo metabolizam zigote. U istraZivanju provedenom na zigotama
uro¢njaka pokazano je da je razgradnja ciklina B1, koji se u zigotu nasljedi iz jajne stanice,
nuzna za prvu diobu (Guo i sur., 2016). U degradaciji ciklina B1 u zigoti sudjeluje ciklosom
APCI11 (anaphase-promoting complex 11). APC11 ubikvitinira ciklin B1 i time ga usmjerava
na proteasomalnu razgradnju. Mutanti zigote-arrest 1 (zyg/) nemaju funkcionalan ciklosom
APCI11 zbog ¢ega se ciklin B1 akumulira §to je naposljetku za zigotu letalno (Guo 1 sur., 2016).
Analizom proteinske sekvence APCI11 uro¢njaka uvrdena je visoka slicnost s APCI11
proteinima rize (OsAPCI11) 1 kukuruza (ZmAPCI11) (Guo i sur., 2016), no ulogu APC11 u
uspostavi zigotne kontrole razvoja rize 1 kukuruza jos§ je potrebno utvrditi.

Toc¢ni mehanizmi kojima se kod biljaka razgraduju naslijedeni faktori nisu poznati, no
u ranim embrijima pSenice (7riticum aestivum) utvrdena je aktivnost gena koji kodira za protein
TaMAB2 koji spada u proteinsku porodicu MATH-BTB. Protein TaMAB2 eksprimiran je
iskljucivo u stadiju zigote i dvostani¢nog proembrija $to ukazuje na njegovu vrlo specifi¢nu
funkciju (Leljak-Levani¢ i sur., 2013). Proteini porodice MATH-BTB najbolje su prouceni u
kontekstu ubikvitinom-usmjerene proteosomalne degradacije S$to upucuje i na potencijalnu
ulogu ovog mehanizma u uspostavi zigotne kontrole razvoja. Dosadasnja istrazivanja porodice

MATH-BTB kod jednosupnica otkrila su njihove vrlo specifi¢ne uloge, a osim toga zabiljeZen



je velik broj MATH-BTB gena Sto ukazuje na njihovu funkcionalnu raznolikost (Jurani¢ 1
Dresselhaus, 2014).

U istrazivanju koje su na rizi (Oryza sativa) proveli (Anderson i sur., 2017) nije
pronaden dokaz za postojanje aktivnog mehanizma uklanjanja naslijedenih transkripata. Autori
predlazu da se naslijedeni transkripti, zbog brzih dioba i rasta stanica, razrjeduju i zamjenjuju

novim zigotnim transkriptima (Anderson i sur., 2017).

3.3.2. Aktivacija zigotnog genoma

Proces aktivacije zigotnog genoma (ZGA) najvazniji je tijekom aktivacije zigote i osigurava
nastavak embriogeneze. Trenutak u kojem pocinje aktivacija zigotnog genoma jedna je od
najznacajnijih razlika izmedu zivotinjskog i biljnog procesa MZT. Za razliku od zigota
zivotinja, koje su transkripcijski inaktivne prvih nekoliko dioba, kod biljnih je zigota de novo
transkripcija nuzna za pravilan pocetni razvoj (Zhao 1 sur., 2019).

U regulaciji aktivacije zigotnog genoma ulogu imaju i epigeneticke promjene poput
metilacije DNA. Metilacija DNA kod biljaka se provodi putem tri glavne metiltransferaze -
CHROMOMETHYLASE 3 (CMT3), METHYLTRANSFERASE 1 (MET1) i DOMAINS
REARRANGED METHYLASE (DRMI1 i DRM2) (Matzke i Mosher, 2014). Embriji
uroc¢njaka kojima su inaktivirani enzimi CMT3 1 MET1 pokazuju nepravilan razvoj te je kod
embrija mutante urocnjaka met! utvrdena nepravilna ekspresija gena ukljucenih u odredivanje
stani¢nog identiteta (Xiao 1 sur., 2006). Ekspresija metiltransferaze MET1 utvrdena je u
zigotama rize (Abiko 1 sur., 2013). Zanimljivo je da je u jajnim stanicama rize ekspresija MET1
inhibirana te se ponovno uspostavlja nakon oplodnje (Jullien i sur., 2012).

Neka od istraZivanja pokazala su dominantnu ekspresiju majcinskih alela odmah nakon
oplodnje, dok su ocinski aleli neko vrijeme reprimirani (Anderson 1 sur., 2017; Autran i sur.,
2011; Del Toro-De Leon i sur., 2014). Smatra se da bi mehanizam RNA-usmjerene metilacije
DNA (engl. RNA-directed DNA methylation; RdADM) posredovan aktivno$¢u metilaze DRM2,
mogao imati ulogu u represiji o€inskih alela tijekom ranog razvoja A. thaliana. Istrazivanje koje
su proveli (Autran i sur., 2011) pokazalo je da u embrijima, koji su defektni u mehanizmu
RdDM i mutirani alel su naslijedili od majke, dolazi do preuranjene ekspresije o¢inskih alela u
odnosu na divlji tip. Transkripti koji potjeCu s ocCinskih alela u zigotama su urocanjaka
zabiljezeni 14 sati nakon oplodnje, no njihov se broj potom smanjuje 24 sata nakon oplodnje
(Zhao 1 sur., 2019).

Kromatin muSkih gameta visoko je kondenziran u odnosu na kromatin jajne stanice.

Nakon kariogamije potrebne su strukturne promjene kromatina kako bi se omogucila



transkripcija o€inskih gena u zigoti. Istrazivanja provedena na zigotama miseva pokazala su da
se ocinski 1 maj¢inski kromatin topoloski razlikuju ¢ak i nakon nekoliko dioba (Mayer i sur.,
2000). Kod uro¢njaka se restrukturiranje kromatina pocinje odvijati odmah nakon kariogamije
(Ingoufti sur., 2007). Varijante histona H3 koje se nalaze na majcinskom ili o¢inskom genomu
se uklanjaju 1 zamjenjuju novim histonom H3 koji se de novo sintetizira u zigoti (Ingouff i sur.,
2010). Ulogu u restrukturiranju kromatina ima histonski Saperon CHROMATIN ASSEMBLY
FACTORI (CAF1) koji potice aktivaciju o¢inskih alela. Biljke uro¢njaka koje su imale mutiran
gen za CAF1 naslijeden od majke, imale su odgodenu aktivaciju o€inskih alela na vise lokusa
(Ramirez-Parra 1 Gutierrez, 2007). Baroux i Grossniklaus (2015) predlozili su model koji
objasnjava epigeneticki regulaciju ZGA kod uro¢njaka. Prema njihovom se modelu pocetnim
brzim restrukturiranjem kromatina osigurava transkripcija s odabranih lokusa. Majcinske
siRNA uzrokuju transkripcijsko utiSavanje dijelova genoma, a nakon nekog vremena utiSavanje
se smanjuje 1 ZGA zavrSava remodeliranjem koje provodi CAF1 (Baroux i Grossniklaus, 2015).

Proteini eksprimirani u zigoti razlikuju se od proteina eksprimiranih u jajnoj stanici i
odrazavaju specificne bioloske funkcije tih stanica. U jajnoj su stanici eksprimirani proteini
uklju€eni u procese poput diferencijacije gameta, fuzije gameta, aktivacije jajne stanice nakon
oplodnje te proteine ukljucene aktivaciju zigote (Okamoto, 2017; Zhang i sur., 2021). Okamoto
i sur. (2004) su izolirali najzastupljenije proteine iz jajnih stanica kukuruza te su utvrdili da
pripadaju proteinima ukljuenim u procese glikolize 1 dobivanja energije. Takoder, izoliran je
protein aneksin p53 koji sudjeluje u egzocitozi komponenata stanicne stijenke pa se smatra da
se prenosi u zigotu 1 omogucava ranu sintezu stijenke (Clark 1 sur., 2001; Okamoto 1 sur., 2004).
Aneksin p53 pronaden je 1 u jajnim stanicama duhana (Ning 1 sur., 2006). U jajnim su stanicama
rize u ve¢oj mjeri zastupljeni proteinski Saperoni HEAT SHOCK PROTEIN70 (HSP70) i
HSP90 (Uchiumi 1 sur., 2007) te vjerojatno imaju ulogu u stabilizaciji proteina prilikom
oplodnje 1 konverzije jajne stanice u zigotu (Abiko 1 sur., 2013). Transkripcijski faktori MADS-
box eksprimirani su u jajnim stanicama riZe 1 kukuruza (Abiko 1 sur., 2013; Heuer i sur., 2001)
te se pretpostavlja da se prenose u zigotu i sudjeluju u regulaciji ranog razvoja, no uloga im je
za sad nepoznata (Abiko i sur., 2013).

Tijekom ZGA u zigoti se de novo eksprimiraju brojni proteini ukljuceni u regulaciju
stani¢nog ciklusa 1 transkripcijski faktori koji upravljaju uspostavljanjem polarnosti te
asimetricnom diobom. Usporedbom profila genske ekspresije jajne stanice i1 zigote rize
utvrdeno je da su u zigotama aktivni geni uklju€eni u sintezu komponenata stanicne stijenke te
geni odgovorni za metabolizam auksina (Abiko 1 sur., 2013). U zigotama rize eksprimirani su i

geni za kinaze ukljucene u prijenosu signala, poput kinaze GLE4 (Abiko i sur., 2013; Ishimoto

10



1 sur., 2019). Proteinska kinaza GLE4 ortologna je kinazi MAP3/6 koja je eksprimirana u
zigotama urocnjaka te sudjeluje u kaskadi YDA-MAP (Ishimoto i sur., 2019; Ueda i sur., 2017).
U zigotama uroc¢njaka, rize, kukuruza i duhana eksprimirani su ranije spomenuti geni WOX

porodice (Abiko i sur., 2013; Chen i sur., 2017; Haecker i sur., 2004; Ning i sur., 2006).

4. Uloga alternativnog prekrajanja u uspostavi zigotne kontrole razvoja
Vazan korak u ekspresiji gena kod eukariota ¢ini procesiranje pre-mRNA u zrelu mRNA
koja ¢e se translatirati u odredeni protein. Procesiranje pre-mRNA odvija se kotranskripcijski
kroz nekoliko procesa - procesiranjem krajeva, odnosno dodavanjem 7-metilgvanozina na 5' i
poli(A) repa na 3' kraj, te prekrajanjem koje ukljucuje izrezivanje introna (nekodirajuce regije)
1 medusobno spajanje egzona (kodirajuce regije) (Wang i sur., 2015). Prekrajanje se odvija
pomocu kompleksa za prekrajanje (engl. spliceosome) sastavljenog od pet ribonukleoproteina
(U1, U2, U5 1 U4/U6 snRNP) koji sadrze male jezgrine molekule RNA (snRNA) ¢ija je uloga
u prepoznavanje regija na pre-mRNA na kojima ¢e se prekrajanje dogoditi (Wahl i sur., 2009).
Ovaj proces naziva se konstitutivno prekrajanje (Slika 4A). Osim konstitutivnog prekrajanja
poznato je i alternativno prekrajanje koje rezultira nastankom razli¢itih izoformi zrele mRNA
iz iste pocetne pre-mRNA. Alternativno prekrajanje (engl. alternative splicing; AS) dogada se
zbog toga §to spliceosome slabije prepoznaje neka od mjesta za prekrajanje, a to moze dovesti
do nastanka varijanti zrele mRNA s razli¢itim kombinacijama egzona (Gallego-Paez 1 sur.,
2017). Postoji nekoliko poznatih mehanizama alternativnog prekrajanja koji su ukratko

prikazani na Slici 4B - F (Marasco i1 Kornblihtt, 2023).

Alternativno prekrajanje ima vaznu ulogu u regulaciji genske ekspresije te doprinosi
povecanju raznolikosti proteina koje neki gen moZe proizvesti. BioloSke funkcije alternativnog
prekrajanja relativno su dobro istrazene kod Zivotinja. Poznato je da razlicite varijante proteina
nastalih mehanizmom AS imaju razne uloge u odrZzavanju homeostaze, stani¢noj proliferaciji
te razvojnim procesima (Marasco i Kornblihtt, 2023). Kod ljudi transkripti preko 95% gena

prolaze kroz proces alternativnog prekrajanja, a mutacije u genima za faktore koji sudjeluju u
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mehanizmu AS uzrokuju razne bolesti poput spinalne misi¢ne atrofije (Scotti 1 Swanson, 2016;

Wang i sur., 2008). Osim u stvaranju novih proteinskih izoformi, alternativno prekrajanje ima

pre-mRNA izoforme zrele mRNA
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Slika 4. Razli¢iti mehanizmi prekrajanja pre-mRNA. A. konstitutivno prekrajanje, B. preskakanje
egzona, C. koriStenje 5’ alternativnog mjesta prekrajanja, D. koriStenje 3’ alternativnog mjesta
prekrajanja, E. zadrzavanje introna, F. medusobno iskljucujuci egzoni. Preuzeto i prilagodeno prema
(Marasco i Kornblihtt, 2023)

Najnovije istrazivanje koje su proveli Zhang i sur. (2024) ukazalo je na vaznost

w

alternativnog prekrajanja u embrionalnom razvoju i uspostavi zigotne kontrole razvoja. Rani
embriji miSa tretirani su kemijskim agensima koji inhibiraju djelovanje nekih od klju¢nih
faktora prekrajanja Sto je rezultiralo zaustavljanjem razvoja embrija u dvostanicnom stadiju.
Daljnjim analizama utvrdeno je da je pristunost pravilnih izoformi mRNA, koje nastaju
alternativnim prekrajanjem jedne pre-mRNA, klju¢no u prelasku embrija iz totipotentnog u
pluripotentno stanje (Zhang i sur., 2024). Prelazak iz totipotentnog u pluripotentno stanje
dogada se u dvostani¢nom stadiju embrija misa 1 vremenski se poklapa s velikim valom
aktivacije zigotnog genoma (Wyatt i sur., 2022). Za vrijeme ZGA dogada se izmjena
naslijedenih majcCinskih faktora prekrajanja za de novo sintetizirane embrionalne faktore, stoga
(Zhang i sur., 2024) u svom radu predlazu koncept zigotne aktivacije prekrajanja (engl. zygotic
splicing activation; ZSA). Tijekom ranog embrionalnog razvoja Covjeka zabiljezena je

aktivnost mehanizma alternativnog prekrajanja koja se takoder vremenski poklapa sa ZGA, no
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AS ovdje ima ulogu u utiSavanju ekspresije odredenih gena stvaranjem izoformi mRNA s

preuranjenim terminacijskim kodonima (Torre i sur., 2023).

5. Zakljucak i perspektive

Uspostava zigotne kontrole razvoja proces je kojim se kontrola embrionalnog razvoja
predaje razvijaju¢em embriju, a dogada se kako kod zivotinja, tako i1 kod biljaka. Obuhvaca
procese degradacije naslijedenih transkripata i aktivacije zigotnog genoma. Saznanja o MZT
kod biljaka do nedavno su, zbog nedostupnosti zenskog gametofota i embrija, bila prilicno
ogranicena, no razvojem novih metoda dobiva se sve bolji uvid u ovu temu. Aktivacija zigotnog
genoma kod biljaka zapocinje ve¢ u stadiju zigote i nuzna je za prvu stani¢nu diobu. Odmah
nakon oplodnje u oplodenoj jajnoj stanici se dogada intenzivno restrukturiranje kromatina kako
bi bio dostupan za de novo transkripciju. Restrukturiranje se najvjerojatnije dogada izmjenom
histonskih varijanti. Postoje naznake da je ekspresija alela s o¢inskog kromatina neko vrijeme
nakon oplodnje reprimirana djelovanjem naslijedenih maj¢inskih faktora i mehanizma RdADM.
Geni koji su prvi eksprimirani nakon aktivacije zigotne transkripcije jesu geni ukljuceni u
uspostavu plana grade embrija te apikalno-bazne osi. Paralelno s aktivacijom zigotnog genoma
dogada se i1 razgradnja naslijedenih transkripata, no za sada nisu poznati mehanizmi koji kod
biljaka upravljaju ovim procesom. Do sada provedena istrazivanja ukazuju na to da u procesu

uspostave zigotne kontrole razvoja postoje razlike izmedu dvosupnica 1 jednosupnica.

Recentna istraZivanja provedena na Zivotinjskim modelima otvorila su nove perspektive
u istrazivanju uspostave zigotne kontrole razvoja. Najnovije istraZivanje provedeno na
embrijima miSeva ukazalo je na vaznost alternativnog prekrajanja u procesu uspostave zigotne
kontrole razvoja 1 prelaska embrija iz totipotentnog u pluripotentno stanje. Medutim,
istrazivanja na ovu temu tek je potrebno provesti na biljnim modelima. Perspektivu u
istrazivanju alternativnog prekrajanja u kontekstu uspostave zigotne kontrole razvoja kod
biljaka predstavlja proteinska porodica MATH-BTB. U genomima biljaka porodice Poaceae
utvrden velik broj gena ove porodice koji imaju brojne i vrlo specifi¢ne uloge (Gingerich 1 sur.,
2007; Jurani¢ i Dresselhaus, 2014; Skiljaica, 2022). U prethodnom poglavlju je istaknut protein
TaMAB2, eksprimiran iskljuivo u zigotama i dvostani¢nim embrijima pSenice te ima
potencijalnu ulogu u uspostavi zigotne kontrole razvoja (Leljak-Levani¢ i sur., 2013). S druge
strane, kod uro¢njaka je prisutno svega Sest MATH-BTB gena, no oni zbog alternativnog
prekrajanja kodiraju za viSe desetaka proteinskih produkata (Kereste§, 2024). Neke od

proteinskih varijanti koje je identificirao Kerestes (2024) pojavljuju se specificno na prelascima
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iz jedne u drugu razvojnu fazu (pr. tranzicija iz juvenilne u adultnu fazu te tranzicija iz
vegetativne adultne u reproduktivnu fazu razvitka). Uzevsi u obzir sve navedeno, uloga
razli¢itih varijanti MATH-BTB proteina, koje nastaju prekrajanjem, u uspostavi zigotne
kontrole razvoja kod uroc¢njaka nije iskulj¢ena. Medutim, ova uloga je hipotetska i potrebna su

detaljna istrazivanja kojima bi se potvrdila.
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