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Kratice

mMiRNA — mikroRNA (od engl. microRNA)

RNA — ribonukleinska kiselina (od engl. Ribonucleic acid)
MRNA — glasnicka RNA (od engl. messenger RNA)
rRNA-ribosomalna RNA (od engl. ribosomal RNA)

tRNA — transportna RNA (od engl. transfer RNA)

siRNA, od engl. small interfering RNA

PIRNA — piwi-vezujuée (od engl. piwi interacting RNA)
snRNA — male jezgrine RNA )od engl. small nuclear RNA)
RNaza 111 — endoribonukleaza 111

Ago — Argonaut

mIiRISC — kompleks za utiSavanje induciran molekulom mikroRNA (od engl. microRNA-
induced silencing complex)

let-7 od engl. lethal-7

3'-UTR-3' — netranslatirana regija (od engl. 3'-untranslated region)
5-UTR-5' — netranslatirana regij (od engl. 5'-untranslated region)
pri-miRNA — primarna miRNA (od engl. primary miRNA)
pre-miRNA — prekursor miRNA (od engl. precursor-miRNA)
DGCR-8 od engl. DiGeorge syndrome critical region gene 8
dsRNA — dvolan¢anu molekulu RNA (od engl. double-stranded RNA)
EXP-5 — eksprotin-5

GTP — gvanozin-trifosfat

GDP — gvanozin-difosfat

LoQS od engl. loquacious

TRBP-RNA od engl. transactivation response RNA-binding protein

PRKPRA od engl. protein activator of interferon induced protein kinase



RLC od engl. RISC loading complex

DCL1 od engl. dicer-like 1

poli-(A) rep — poliadenilatni rep

SE — dsRNA-vezujuci protein (0od engl. SERRATE)

HYL1 — protein s motivom cinkovog prsta (od engl. hyponastic leavesl)

CBC — kompleks kapa-vezujucih proteina jezgre (od engl. nuclear cap-binding complex)
HST — hukleoplazmatski transporter (od engl. HASTY)

elF — eukariotski inicijacijski faktor

elF4E — citoplazmatski eukariotski faktor inicijacije 4E

m’G — kapu-7-metilgvanozin (od engl.7-methylguanosine)

elF4A — citoplazmatski eukariotski faktor inicijacije 4A

elF4G — citoplazmatski eukariotski faktor inicijacije 4G

elF3 — citoplazmatski eukariotski faktor inicijacije 3

PABP1 — poli-(A) vezujuéi protein (od engl. poly(A)-binding protein)

NMD od engl. nonsense-mediated decay

PTC — prijevremeni terminacijski kodon (od engl. premature termination codon)
GW138 od engl. Gawky

CAF1, od engl. chromatin assembly factor-1

CCR4, od engl. chemokine receptor type 4

HCV — virus hepatitisa C

HuH — 7-ljudske stanice tumora jetre (od engl. human hepatoma cells)

XRN1 - 5'-3" egzoribonukleaza

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (od engl. deoxyribonucleic acid)

SNP — polimorfizmi jednog nukleotida (od engl. single nucleotide polymorphism)
HDACA4 — histon-deacetilazu 4 (od engl. Histone deacetylases)

HIV — virus humane imunodeficijencije (od engl. human immunodeficiency virus)

PCD - programirana stani¢na smrt (0d engl. programmed cell death)



EC miRNA — ekstracelularne miRNA

DNaze — deoksiribonukleaza (od engl. Deoxyribonuclease)

TF — transkripcijski faktor

HD — ZIP protein (od engl-homeodomain-leucine zipper protein )
ARF od engl. auxin response factors

ABA — abscizinska kiselina (od engl. abscisic acid)

GA — giberelinska kiselina (od engl. Gibberellin)



1. Uvod

RNA (ribonukleinska kiselina) smatra se pramolekulom Zzivota, budu¢i da je jedina
molekula koja nosi geneticku informaciju i ima kataliticku ulogu (Alberts i sur. 2002).
Osnovne RNA molekule jesu glasnicka RNA (MRNA, od engl. messenger RNA),
ribosomalna RNA (rRNA, od engl. ribosomal RNA) te transportna RNA (tRNA, od engl.
transfer RNA). Uz to, postoje razredi malih, nekodiraju¢ih molekula RNA poput male
interferiraju¢e RNA (SIRNA, od engl. small interfering RNA), mikroRNA (miRNA, od engl.
micro RNA), piwi-vezujuce (piRNA, od engl. piwi interacting RNA), male jezgrine RNA
(SnRNA, od engl. small nuclear RNA) itd.

MIRNA razred su malih (~22-25 nukleotida), jednolancanih, evolucijski vrlo
oCuvanih, nekodiraju¢ih molekula RNA koje imaju specificnu ulogu u kontroli genske
ekspresije na post-translacijskoj (Bartel i sur. 2004) i transkripcijskoj razini (Paugh i sur.
2016). Kod zivotinja se miRNA sintetiziraju u dva koraka, djelovanjem dva enzima
endoribonukleaza 111 (RNaza I11) lokalizirana u jezgri i citoplazmi, dok se dorada miRNA u
biljkama u cijelosti odvija u jezgri i provodi se pomoc¢u jedne RNaze 111 (Wahid i sur. 2010).
Zrela miRNA u konaénici kompleksira s proteinom Argonaut (Ago) u kompleks za
utisavanje induciran molekulom mikroRNA (miRISC, od engl. microRNA-induced silencing
complex) koji je prvi puta opisan kod roda Drosophila (Hammond i sur. 2000). Proteini Ago
predstavljaju jezgru kompleksa miRISC buduéi da imaju egzonukleaznu aktivnost (Song i
sur. 2004), dok molekula miRNA osigurava specifi¢nost u odabiru ciljane mRNA. Zrele
miRNA mogu djelovati i izvan kompleksa miRISC. Regulacija gena putem miRNA drevni
je evolucijski mehanizam kontrole ekspresije gena (Zhang i sur. 2006).

Odmah po otkri¢u dokazana je vremenski i tkivno-specificna ekspresija miRNA u
razvoju organizama, a daljnjim su istrazivanjima znanstvenici utvrdili znacajnu ulogu
miRNA u reguliranju signalnih putova te osnovnih stani¢nih procesa poput proliferacije i
diferencijacije, kao i njihovu vaznu ulogu u neuralnom razvoju i funkciji, imunitetu, te
odrzavanju homeostaze reguliranjem programirane stani¢ne smrti. Stoga aberacije u
ekspresiji mMiRNA mogu rezultirati patoloskim stanjima. Za razliku od staniénih miRNA i
drugih RNA koje budu degradirane u vrlo kratkom vremenu ukoliko se nadu u
ekstracelularnom mikro-okruzenju, ekstracelularne, cirkulirajuée miRNA izuzetno su
stabilne i mogu se dugo odrzati u nepovoljnim uvjetima (Sohel 2016). Biljne pak molekule

miRNA na specifi¢an nacin reguliraju razvoj biljnih organa poput listova i cvjetova, kao i



vaskularni razvoj, homeostazu fitohormona, a uklju¢ene su i u odgovor na stres do kojeg

dolazi uslijed djelovanja biotickih i abioti¢kih ¢imbenika.

2. Otkri¢e mikroRNA

Prva miRNA otkrivena je 1993. godine proucavanjem heterokroni¢nih gena kod
obli¢a Caenorhabditis elegans (Lee i sur. 1993). Victor Ambros (1989) otkrio je kako uslijed
nulte mutacije gena lin-4 dolazi do nepotpunog razvoja lic¢inki C. elegans (Ambros 1989).
Zivotinjama su nedostajale strukture karakteristi¢ne za odrasle jedinke te nisu bile sposobne
polagati jaja (Ambros 1989). Kanije, iste te godine, Ruvkun i sur. (1989) otkrili su kako gen
lin-4 regulira gen lin-14 na post-transkripcijskoj razini, tako §to onemogucava njegovu
ekspresiju, putem nekomplementarnog sparivanja baza s 3'-krajem netranslatirane regije (3'-
UTR, od engl. 3'-untranslated region) mRNA (Bhaskaran i Mohan 2014). Konac¢no je 1993.
godine objavljeno otkri¢e mehanizma stani¢ne regulacije koji uklju¢uje male, nekodirajuce
transkripte.

S pocetka se smatralo kako je ovaj fenomen regulacije ekspresije gena prisutan
isklju¢ivo kod obli¢a C. elegans (Wienholds i Plasterk 2005), budu¢i da sljede¢ih 7 godina
nije bilo naznaka postojanja sli¢nih nekodiraju¢ih molekula ni u kojim drugim organizmima.
To se promijenilo 2000. godine kada je identificiran drugi heterokroni¢ni gen u obli¢ima,
gen let-7 (od engl. lethal-7), koji ne kodira protein, ve¢ molekulu RNA duzine ~22
nukleotida (Reinhart i sur. 2000). Nedugo nakon toga, Reinhart i sur. (2002) su metodom
hibridizacije RNA (Northern blot) otkrili prisuthost miRNA u uro¢njaku (Arabidopsis
thaliana) (Reinhart i sur. 2000), nakon Cega je sve veci broj molekula miRNA identificiran
je bioinformatickim i eksperimentalnim metodama u biljkama, zivotinjama i virusima (Cali
i sur. 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2729315/#R27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhaskaran%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24045890
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cai%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20172487

3. Sinteza miRNA

Za posredovanje geneze miRNA iz primarnog miRNA (pri-miRNA, od engl. primary
miRNA) transkripta, neophodni su multiproteinski mikroprocesori koji ¢ine bitnu razliku
izmedu zivotinjske i biljne sinteze i dorade miRNA. Po zavrSetku dorade, miRNA ulazi u
kompleks RISC zajedno s Ago i drugim proteinima uslijed ¢ega nastaje zrela miRNA.
Proteini Ago predstavljaju jezgru kompleksa miRISC, a sastavljeni su od 3 karakteristi¢ne
domene: N-terminalne domene PAZ, srednje domene MID i C-terminalne domene PIWI
(Wahid i sur. 2009). Domena PAZ veze se na RNA, dok domena PIWI nalikuje Ribonukleazi
H (Li i sur. 2010).

3.1. MiRNA geni
Podrucja za sintezu miRNA mogu biti prisutna na raznim lokacijama unutar genoma,

a na temelju smjestaja U genomu postoje dva razli¢ita promotora miRNA: intragenski, oni
kojima su geni smjesteni na intronima protein-kodiraju¢ih transkripata, i intergenski, oni
kojima su geni smjesteni na egzonima nekodirajucih transkripata (Ha i Kim 2014). Postoje
I policistronske transkripcijske jedinice u kojima se nekoliko lokusa miRNA nalazi u blizini,
Sto upucuje na to da se vise od jedne pre-miRNA moze doraditi iz istog primarnog transkripta
(Altuvia i sur. 2005). Geni miRNA koji se nalaze u intronima dijele promotor s genom
"domac¢inom" (od engl. host genes) s kojim su zajedno transkribirani, potom zasebno
doradeni (Rodriguez i sur. 2004). Nasuprot tomu, intergenske miRNA su neovisne
transkripcijske jedinice s vlastitim regulatornim elementima (Saini i sur. 2007). Spoznaja da
miRNA mogu imati vlastite promotore unutar introna (Monteys i sur. 2010) te da imaju vise
mjesta pocetka transkripcije, ¢ini regulaciju ekspresije ovih molekula vrlo sloZenom.
Sekvence TATA-kutije identificirane su uzvodno od gena miRNA (Houbaviy i sur.
2005). Osim toga, u intergenskim genima miRNA identificirani su otoci CpG, ¢ija je uloga
u regulaciji ekspresije miRNA jo$ uvijek nepoznata. Istrazivanja su pokazala kako je
ekspresija gena miRNA, koji su ugradeni u otoke CpG, regulirana hipo- odnosno
hipermetilacijom sekvenci CpG, §to dodatno doprinosi ekspresiji specifi¢nog profila ovih

miRNA, bilo u normalnim ili kancerogenim stanicama (Lujambio i sur. 2007).

3.2. Sinteza i dorada Zivotinjske miRNA
Sve zivotinjske miRNA najprije se doraduju u jezgri (Wahid i sur. 2010). U sintezu

i doradu ukljuden je velik broj razli¢itih proteina. Zivotinjske miRNA inicijalno se


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lujambio%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17308079

sintetiziraju s genskih lokusa miRNA, pomo¢u RNA-polimeraze Il, iako neke lokuse
transkribira i RNA-polimeraza I1l (Okamura i sur. 2007). Prvi korak dorade ukljucuje
cijepanje pri-miRNA u prekursor miRNA (pre-miRNA, od engl. precursor-miRNA), koja
takoder ima oblik ukosnice, duzine ~70-120 nukleotida (Wahid i sur. 2010). Ovaj korak
dorade izvodi enzim Drosha koji sadrzi ~160 kDa veliku ribonukleaznu domenu - RNazu il
(Kim i sur. 2009). Kako bi nastao funkcionalan mikroprocesor, Drosha se dimerizira s
proteinom DGCR-8 (od engl. DiGeorge syndrome critical region gene 8), koji veze
dvolan¢anu molekulu RNA (dsRNA, od engl. double-stranded RNA) ili proteinom Pasha
kod vinske musice i obli¢a (Kim i sur. 2009; Slika 1; Wahid i sur. 2010). Utvrdno je kako
su proteini DGCR-8 i Drosha visoko konzervirani u zivotinjama, ali ne u biljkama
(Bhaskaran i Mohan 2014; Kim i sur. 2009). Mehanizam pomoc¢u kojega protein DGCR8
prepoznaje svoje supstrate pri-miRNA nije u potpunosti poznat, ali je otkriveno kako
DGCRS koristi domenu Rhed, hem-vezuju¢u dimernu domenu, koja se veze na dva kraja
ukosnice pri-miRNA (Quick-Cleveland i sur. 2014). Tako domena Rhed direktno sudjeluje
u stvaranju kompleksa DGCR8-pri-miRNA, te na taj na¢in DGCR-8 potpomaze precizno
cijepanje posredovano RNazom Il1, na mjestu udaljenom ~11 nukleotida od mjesta vezanja
DGCRS8 (Quick-Cleveland i sur. 2014). U svrhu daljnje dorade novonastala pre-miRNA
se prenosi u citoplazmu Eksportinom 5 (EXP-5) (Slika 1.; Wahid i sur. 2010), Ran-GTP
ovisnim transportnim receptorskim proteinom (Wahid i sur. 2010). Prijenos se odvija kroz
kompleks jezgrinih pora, tj. velikih proteinskih kanala uklopljenih u jezgrinu membranu
(Nakielny i Dreyfuss 1999). EXP-5 prepoznaje i veze pre-miRNA preko karakteristi¢nih
jednolancanih privjesaka dugih 2-3 nukleotida, koji su ostali nakon cijepanja
mikroprocesorom (Kim i sur. 2009). Kao §to je slu¢aj i s drugim jezgrinim transportnim
proteinima, protein EXP-5 veze svoj supstrat kooperativno vezué¢i GTP, a otpuStanje
supstrata u citoplazmi popraceno je hidrolizom GTP-a u GDP (Kim i sur. 2009).

Dok mikroprocesor Drosha odreduje sekvencu zrele miRNA cijepajuci pre-miRNA
na jednom kraju, drugi kraj i kona¢nu sekvencu koju ¢e naposljetku imati zrela miRNA
odreduje citoplazmatski protein Dicer, koji cijepa pre-miRNA ~22 nukleotida od prethodno
stvorenog kraja (Park i sur. 2011). Tako cijepanjem pre-miRNA nastaje dvolancana
molekula miRNA duga ~18-22 nukleotida. Dicer je vrlo specifican i vrlo konzerviran protein
kojega nalazimo u gotovo svim eukariotskim organizmima (Wahid i sur. 2010). Neki
organizmi sadrzavaju nekoliko razli¢itth homologa proteina Dicer, pri ¢emu razliciti
izooblici imaju specificne i razlicite uloge (Kim i sur. 2009). Istrazivanja navinskoj musici

pokazala su da Dicer-1 za funkcioniranje zahtjeva protein LoQS (od engl. Loquacious,
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poznat i kao protein R3D1), koji sadrzi dSRNA-vezujuc¢u domenu, potrebnu za doradu pre-
miRNA (Wahid i sur. 2010) (Slika 1; Wahid i sur. 2010). Ljudski pak Dicer stupa u
interakciju se s dva bliska proteina, s RNA-vezuju¢im proteinom TRBP (od engl.
Transactivation Response RNA-Binding Protein), i protein-kinazom PRKPRA (od engl.
Protein Activator Of Interferon Induced Protein Kinase, poznatu i kao PACT) (Slika 1.;
Wahid i sur. 2010).

3.2.1. Uklapanje Zivotinjske miRNA u kompleks RISC
Osim $to imaju ulogu obrade pre-miRNA u zrelu miRNA, proteini Dicer, TRBP i/ili

PACT i Ago doprinose stvaranju RISC tako $to stvaraju kompleks RLC (od engl. RISC
loading complex) (Wahid i sur. 2010). Istrazivanja pokazuju da se stabilni lanac dvolanc¢ane
miRNA veze na proteine TRBP kompleksa RLC, dok je drugi lanac miRNA u interakciji s
proteinima Ago kompleksa RLC, te je tako ,,0zna¢en* za ulaz kompleks u RISC (Kim i sur.
2009). RNA-helikaza ima ulogu odmatanja dvolancane mMIRNA te uklanjanja
,heoznacenog™ lanca miRNA (Wahid i sur. 2010). Tim mehanizmom samo jedan lanac
dvolan¢ane miRNA ostaje uklopljen u miRISC. U pocetku se smatralo kako je drugi lanac
miRNA nefunkcionalni bioprodukt miRNA biogeneze koji prolazi degradaciju, dok su
kasnija istrazivanja utvrdila da otpustena miRNA moze igrati vazne bioloske uloge (Iorio i

Croce 2012).
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Slika 1. Sinteza i dvostupanjska dorada zivotinjskih (Preuzeto i prilagodeno prema: Wahid i
sur. 2010). RNA polimeraza Il transkribira gene za miRNA pri ¢emu nastaje pri-miRNA.
Drosha s proteinom DGCR8 (kod ¢ovjeka) ili Pasha (kod vinske musice) cijepa pri-miRNA
u pre-miRNA, koju potom transportnim protein EXP-5 prenosi u citoplazmu radi daljnje
dorade. Dicer, kojemu je za funkcioniranje potreban protein LoQS (kod vinske musice) ili
RNA-vezuju¢im protein TRBP i protein-kinaza PRKPRA (kod ¢ovjeka) cijepa pre-miRNA
te nastaje dvolancana MIRNA duzine ~18-22 nukleotida. Nakon odmatanja dvolancane

mMiRNA RNA-helikazom slijedi uklapanje s proteinima Ago.



3.3. Sinteza i obrada miRNA u biljkama
Biljne molekule miRNA vrlo su konzervirane, od mahovina sve do kritosjemenjaca

(Wahid i sur. 2010). Ve¢ina biljnih gena za miRNA nalaze se u intergenskim podruc¢jima
(Wahid i sur. 2010), a u biljkama postoje i policistronske transkripcijske jedinice u kojima
se nekoliko miRNA lokusa nalazi u blizini. Ipak, policistronska raspodjela daleko je ¢esc¢a u
zivotinjskim, nego u biljnim organizmima (Jones-Rhoades i sur. 2006).

Budu¢i da u biljkama nisu nadeni homolozi proteina Drosha i DGCR8/Pasha,
pretpostavlja se kako se dorada pri-miRNA u zrelu miRNA odvija samo u jezgri (Slika 2.;
Wahid i sur. 2010), buduéi je protein DCL1 (od engl. Dicer-like 1), koji ima uloge
zivotinjskih mikroprocesora Drosha i Dicera, najzastupljeniji u jezgri (Wahid i sur. 2010).
Biljne pri-miRNA sintetizira RNA-polimeraza 1l s genskih lokusa miRNA (Slika 2; Wahid
i sur. 2010). Transkripcijom nastaje pri-miRNA koja kao i zivotinjska, ima oblik ukosnice,
kapu na 3'-kraju i poli-(A) rep na 5'-kraju (Jones-Rhoades i sur. 2006). Prvi korak dorade
izvodi protein DCL1 koji djeluje u kompleksu zajedno s dSRNA-vezujué¢im proteinom SE
(ili SERRATE) i proteinom s motivom cinkova prsta HYL1 (od engl. hyponastic leavesl) te
kompleksom kapa-vezujucih proteina jezgre (CBC, od engl. nuclear cap-binding complex)
(Chen 2008, Slika 2; Wahid i sur. 2010). Kompleks CBC olak$ava biogenezu miRNA
vjerojatno kroz izravnu interakciju s kapom na 5' kraju pri-miRNA (Lu i Fedoroff 2000).
Djelovanjem navedenih proteina, iz pri-miRNA nastaje pre-miRNA koja takoder ima oblik
ukosnice.

Drugi korak dorade ukljucuje proteinski kompleks DCL1:HYN, koji cijepa pre-
MIRNA pri ¢emu nastaje dvolan¢ana miRNA (Slika 2.; Wahid i sur. 2010). Konaé¢na dorada
do zrele miRNA ukljucuje metilaciju malom RNA-metiltransferazom HEN1 (od engl. Hua
Enhancer 1) (Slika 2; Wahid i sur. 2010). Metilacija se odvija na 2'-OH skupinama
nukleotida, na 3'-terminalnoj ribozi svakog kraja miRNA (Jones-Rhoades i sur. 2006).
Epigeneticki mehanizam metilacije u ovom slu¢aju nije povezan s utiSavanjem (Sunker 1 sur.
2012), budu¢i da novonastala 2'O-metilna skupina stabilizira miRNA S§tite¢i ih
destabilizacije uzrokovane egzonukleaznim djelovanjem ili uridilacijom.Nakon dorade s
proteinom DCLL1 i metilacije 3'-krajeva proteinom HEN1, dvolan¢ana miRNA prenosi se u
citoplazmu uz pomo¢ nukleocitoplazmatskog transportera HASTY (HST) koji je homolog
zivotinjskog transportnog proteina EXP-5 (Chen 2008; Jones-Rhoades i sur. 2006, Slika 2.;
Wahid i sur. 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lu%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11148283
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fedoroff%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11148283

3.3.1. Uklapanje biljne miRNA u kompleks RISC
Kada se dvolanc¢ana miRNA nade u citoplazmi, spremna je za uklapanje u kompleks

RISC. Kao i kod zivotinja, izbor lanca koji ¢e se vezati za Ago odreden je prema
termodinamickoj stabilnosti. U genom uro¢njaka nalazimo gene za 10 proteina Ago iz 3
udaljene filogenetske grane (Vaucheret 2008). Sposobnost endonukleazne aktivnosti
utvrdena je kod Agol, Ago4, Ago7 i Agol0. Kao i kod zivotinja, RNA-helikaza ima ulogu
u odmatanju te uklanjanja jednog lanca dvolanc¢ane MIRNA, §to rezultira Stvaranjem
kompleksa miRISC, u koji je s proteinom Ago uklopljena zrela miRNA (Jones-Rhoades i
sur. 2006).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones-Rhoades%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16669754
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Slika 2. Sinteza i dorada biljnih miRNA (Preuzeto i modificirano prema: Wahid i sur. 2010)
RNA polimeraza Il transkribira gene za miRNA pri ¢emu nastaje pri-miRNA. Protein DCL1
(zajedno s proteinima SE i HYL1) posreduje nastanak pre-miRNA. Proteinski kompleks
DCL1:HYN cijepa pre-miRNA uslijed ¢ega nastaje dvolancana miRNA. Konac¢na dorada
MIRNA ukljucuje metilaciju dvolancane MIRNA pomocu HEN1 metiltransferaze.
Metiliranu dvolan¢anu miRNA u citoplazmu prenosi transporter HASTY. Nakon odmatanja
dvolan¢ane miRNA RNA-helikazom slijedi uklapanje s proteinima Ago.



4. Mehanizmi regulacije genske ekspresije

Regulacija genske ekspresije pomo¢u molekula MIRNA opsezno je proucavana
tijekom posljednjih desetlje¢a. Utvrdeno je kako pojedinaéna miRNA moze kontrolirati
ekspresiju vise od jedne ciljne mRNA, te da miRNA obi¢no ciljaju i reguliraju skup mRNA
umjesto specificnog mRNA supstrata, §to znaci da svaka mRNA moze biti regulirana s vise
miRNA (Cai i sur. 2009). S pocetka se smatralo kako kompleks miRICS djeluje samo na
utiSavanje ekspresije gena na post-transkripcijskoj razini, no kasnija istrazivanja su pokazala
kako miRISC moze regulirati ekspresiju gena i na razini transkripcije, izravnim vezanjem
na molekulu DNA (Krol i sur. 2010) Kao dio kompleksa miRISC, zrela miRNA prepoznaje
ciljnu mRNA. Nakon prepoznavanja, ovisno o stupnju komplementarnosti, dolazi do
endonukleazne aktivnosti proteina Ago. Osim utiSavanja, kompleks miRICS moze i

aktivirati ekspresiju gena.

4.1. Mehanizam prepoznavanja ciljnin mRNA
U kompleksu miRISC, molekula miRNA osigurava specifi¢nost odabira ciljane

mRNA, buduéi da su krajevi miRNA ¢esto heterogeni zbog adicije ili delecije 1-2 nukleotida
(Azuma-Mukai i sur. 2008). Sekvence su varijabilnije na 3'-kraju, iako se varijacije mogu
na¢i i na 5'-kraju (Azuma-Mukai i sur. 2008). Nepreciznom ili alternativnom doradom,
RNaza Il na 5' kraju unosi promjene koje rezultiraju raznolikim ,,seed “ sekvencama dugim
~2-7 nukleotida i kljuénim za specifi¢nost miRNA (Azuma-Mukai i sur. 2008). Nasuprot
tomu, na 3'-kraju nalaze se nespareni nukleotidi, najcesce uracil i adenin, koji dodaje
nepoznata uridil/adenil-transferaza (Azuma-Mukai i sur. 2008). Najvazniji mehanizam
prepoznavanja predstavlja sparivanje izmedu sekvence ,,seed“ MIRNA i ciljne sekvence
mRNA (Ellwanger i sur. 2011). Sekvenca ,,seed “ je podruc¢je dugo minimalno 6 nukleotida
(obi¢no ~6-8), koje se nalazi na poziciji unutar prvih 8 nukleotida od 5'-kraja (Ellwanger i
sur. 2011). Prema pocetnoj poziciji u odnosu na 5'-kraj, definirano je nekoliko tipova
sekvenci ,,seed . Vecina interakcija MIRNA-mRNA ukljucuje podrudje ,,seed ““, medutim,
viSe od 60% ,,seed “ interakcija sadrzi krivo sparene nukleotide 1 izboCenja, §to ukazuje na
to kako komplementarno sparivanje putem ovih sekvence nije nuzno.

Nacin vezanja Zivotinjskih miRNA na ciljnu mRNA jo§ jedna razlika u odnosu na
vezanje biljnih miRNA. Zivotinjske se miRNA vezu nekomplementarnim sparivanjem baza,

dok se vezna mjesta za miRNA na biljnim mRNA nalaze u sredistu komplementarnih regija,
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te se vecina biljnih miRNA veZe se na ciljne mRNA visoko komplementarno (Richard i Erik
2009).

4.2. Molekule miRNA u post-transkripcijskoj regulaciji ekspresije gena vezanjem na
3'-UTR ciljnih gena

4.2.1. Inhibicija inicijacije translacije

Proces translacije podijeljen je u 3 faze: inicijaciju, elongaciju i terminaciju.
Inicijacija predstavlja najslozeniju fazu, a kod prokariota je zna¢ajno jednostavnija nego kod
eukariota kod kojih je potrebno najmanje 11 proteina zvanih eukariotskim inicijacijskim
faktorima (elF; Cooper i sur. 2007). Pri inicijaciji, protein Ago stupa u interakciju s nekoliko
inicijacijskih faktora, a zabiljeZzeno je nekoliko mehanizama kojima kompleks miRICS
inhibira inicijaciju. U kapa-ovisnoj inicijaciji neophodan je citoplazmatski eukariotski faktor
inicijacije 4E (elF4E), buduci da prepoznaje m’G-kapu, a vezanjem na nju poti¢e okupljanje
ostalih faktora inicijacije, dok miRNA vezanjem na m’G-kapu onemoguéava kapa-ovisnu
translaciju. Osim §to se veze na m’G-kapu, elF4E stvara kompleks s inicijacijskim faktorima
elF4A i elFAG (Slika 3; Wahid i sur. 2010). U interakciji s elF3, elF4G doprinosi
povezivanju male ribosomske podjedinice 40S na 5'-kraj mRNA, te se vezu na poli-(A)
vezujuéi protein PABP1 na 3'-kraju mRNA (Cooper i sur. 2007). Navedene interakcije
izmedu izmedu elF4E, elF4G i PABP1 posreduju cirkuliranju mRNA u sofisticiranu
zatvorenu petlju u kojoj se povezuju 5' m’G-kapa i 3' poli-(A) rep (Cooper i sur. 2007).
Naime kompleks miRISC mehanizmom deadenilacije interferira sa stvaranjem konformacije
zatvorene petlje (Orang i sur. 2014, Slika 3; Wahid i sur. 2010). Iste te godine, Chendrimada
i sur. (2007) otkrili su jo§ jedan mehanizam inhibicije inicijacije u koji je ukljucen
inicijacijski faktor eIF6, koji sprjeCava prijevremeno spajanje velike ribosomalne
podjedinice s malom (Chendrimada i sur 2007, Slika 3; Wahid i sur. 2010). Naime, kada se
ljudski protein Ago 2 poveze s elF6, velika i mala ribosomalna podjedinica nisu u
mogucnosti povezati se (Eulalio i sur. 2008Slika 3; Wahid i sur. 2010).
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Slika 3. Mogu¢i mehanizmi regulacije (Preuzeto i modificirano prema: Wahid i sur. 2010).
MiRNA se udruzuje s kompleksom inicijacijskih faktora eIlF4F, koji sadrzava podjedinice
elF4A, eIF4E i elF4G, te privla¢i ribosomske podjedice koje posreduju cirkuliranje
molekule mRNA u sofisticiranu zatvorenu petlju u kojoj se povezuju 5' m’G-kapa i 3' poli-
(A) rep (gore lijevo). MiRNA vezanjem na ciljnu molekulu mRNA osigurava visoko-
specifi¢no cijepanje mRNA Ago proteinima, $to rezultira razgradnjom mRNA (dolje lijevo).
Osim toga, miRNA posreduje utiSavanje translacije nekim od navedena 4 mehanizma
(desno): (a) kompleks mMIRISC vezanjem na m’G-kapu onemogucéava kapa-ovisnu
translaciju, ili (b) kompleks miRISC sprjecava spajanje velike ribosomalne podjedinice s
malom; kada se ljudski protein Ago 2 poveze s elF6, velika i mala ribosomalna podjedinica
nisu u moguénosti povezati se, (C) kompleks miRISC mehanizmom deadenilacije interferira
sa stvaranjem konformacije zatvorene petlje, (d) Osim S§to moze djelovati na razini
inicijacije, molekula miRNA vrsi represiju translacije u fazi elongacije mehanizmom koji

potice prijevremenu disocijaciju ribosoma s mRNA
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4.2.2. Inhibicija elongacije translacije
Nakon $to je nastao inicijacijski kompleks translacija se nastavlja elongacijom

polipeptidnog lanca (Cooper i sur. 2007). Sam mehanizam elongacije slican je u
prokariotskim i eukariotskim stanicama (Cooper i sur. 2007). Osim $§to moze djelovati na
razini inicijacije, molekula miRNA vrsi represiju translacije u fazi elongacije mehanizmom
koji potice prijevremenu disocijaciju ribosoma s mRNA (Eulalio i sur. 2008, Sacco i Masotti
2013,Slika 3; Wahid i sur. 2010). Takvo prijevremeno odbacivanje ribosoma prouc¢avano je
u prokariotima, te je dokazano da peptidil-tRNA disocira s ribosoma prije nego $to dosegne
STOP-kodon (Neu-Yilik i sur. 2004). lako mehanizam prerane disocijacije peptidil-tRNA
nije najjasniji, okida¢ preranog odbacivanja ribosoma moze biti degradacijski proces NMD
(od engl. nonsense-mediated decay), uzrokovan prijevremenim terminacijski kodonom PTC
(od engl. premature termination codon) koji se nalazi uzvodno od krajnjeg introna u
aberantnim mRNA (Neu-Yilik i sur. 2004).

4.2.3. Razgradnja mRNA
Zivotinjske  miRNA  mogu inducirati  razgradnju  mRNA  usprkos

nekomplementarnom sparivanju (Lim i sur. 2005; Wu i sur. 2006). Provedena istrazivanja
ukazuju na to da miRNA u Zivotinjskim stanicama ne uzrokuje razgradnju ciljne mRNA
endonukleaznim cijepanjem pomocu proteina Ago, ve¢ usmjerava mRNA u degradacijske
aparate gdje se odvijaju deadenilacija i uklanjanje m’G-kape (Eulalio i sur. 2008). To nije
slu¢aj kada su miRNA i ciljna mRNA potpuno komplementarno sparene (Eulalio i sur.
2008). lako miRNA posredovana razgradnja mRNA primarno zahtjeva proteine Ago,
razgradnja se ne moze odviti bez kompleksa za deadenilizaciju i kompleksa za uklanjanje
kape (Behm-Ansmant i sur. 2006). Deadenilacijom 3'-kraja i/ili uklanjanjem kape na 5'-
kraju, miRNA izlaze mRNA molekulu te oznafava pocetak razgradnje. Citoplazmatska
razgradnja vecine eukariotskih mRNA zapocinje skrac¢ivanjem njihovih poli(A) repova,
odnosno deadenilacijom pomoc¢u egzoribonukleaznog deadenilacijskog kompleksa, koji se
sastoji od nekoliko proteina (CAF1 od engl. chromatin assembly factor-1, CCR4 od engl.
hemokine receptor type 4 i NOT) (Eulalio i sur. 2008; Cooper i sur. 2007). Interakcija izmedu
GW138 (od engl. Gawky) i PABP pojacava proces deadenilacije, iako proteini PABP nisu
direktno odgovorni za to (Wu i sur. 2006).
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4.3.Molekula miRNA u posttranskripcijskoj regulaciji ekspresije gena vezanjem na
5'-UTR ciljnih gena
Regulacija translacije posredovana molekulama miRNA moze se odvijati putem

sparivanja na podruc¢ja 5'-UTR ciljne mRNA. U odnosu na vezna mjesta na podru¢jima 3'-
UTR, vezna mjesta za miRNA na 5-UTR ili izvori$tu replikacije su manje funkcionalna ili
gotovo nefunkcionalna (Lytle i sur. 2007). lako miRNA mogu aktivirati i utiSati ekspresiju
gena vezanjem na 5'-UTR, uoceno je da interakcije miRNA putem 5-UTR ucestalije

induciraju aktivaciju translacije, umjesto represije (Jopling i sur. 2005).

4.3.1. UtiSavanje translacije
Proucavaju¢i molekulu miR-2 u embrionalnim stanicama vinske musice, Moretti i

sur. (2010) objavili su model miRNA-posredovanog utiSavanja putem vezanja na podrucje
5-UTR mRNA. Uocili su da molekula miR-2 inducira deadenilaciju mRNA te inhibira
formiranje 80S funkcionalnog ribosomskog kompleksa, ¢ime inhibira inicijaciju translacije
kod kapa-ovisne translacije (Sacco i Masotti 2013). Osim toga, dokazano je da molekule
mMIiRNA imaju ulogu steri¢kih regulatora kada se vezu na 5-UTR ciljne mRNA jer uzrokuju

stericke smetnje koje ometaju kapa-ovisnu translaciju na ribosomima (Moretti i sur. 2010).

4.3.2. Aktivacija translacije
Kod sisavac je jetrena molekula miR-122 uklju¢ena u regulaciju metabolizma lipida

i kolesterola (Sacco i Masotti 2013). Virus hepatitisa C (HCV) evolucijski je razvio
mehanizam kojim koristi ovu miRNA za regulacijuj vlastite replikacije. Ujedno, HCV je
prvi primjer miRNA-ovisne aktivacije translacije putem vezanja na 5'-UTR ciljne mRNA.
(Jopling i sur. 2008) Vezanje molekule miR-122 na 5-UTR ne utjece na stabilnost RNA,
veé pojacava proces translacije, §to u konacnici rezultira obiljem virusnih molekula RNA
(Jopling i sur. 2008). Prilikom ovog istrazivanja uoc¢eno je da HCV-a ima Cetiri vezna mjesta
za miR-122: prvo na 3'-UTR, druga dva na 5'-UTR, te posljednje vezno mjesto se nalazi
uzvodno od unutra$njeg ribosomskog ulaznog mjesta IRES (od engl. internal ribosome entry
site), RNA strukture koja omogucava kapa-neovisnu inicijaciju translacije u sredini virusnog
genoma RNA (Jopling i sur. 2005). Kao najvaznije, otkriveno je da molekula miR-122
odrzava postojanje HCV-a u jetri, buduéi da je utiSavanje gena miR-122 u stani¢noj liniji
HuH-7 (od engl. hemochromatotic) rezultiralo znac¢ajnim smanjenjem stope replikacije

virusne RNA (Jopling i sur. 2005). Budu¢i da genom HCV-a nema strukturu m’G-kape niti
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poli(A) repa, miRNA djeluje umijesto strukture m’G-kape te na taj nadin ubrzava vezanje
ribosoma (Orang i sur. 2014). Osim $§to molekula miR-122 ubrzava vezanje ribosoma te tako
potiCe translaciju, protein Ago2 i molekula miR-122 mogu djelovati kooperativno te
alternativnim mehanizmom usporiti degradaciju virusnog genoma inhibirajuc¢i visoko

procesivnu 5'-3' egzoribonukleazu XRN1 domacina (Shimakami i sur. 2012).

4.4. Regulacija na razini transkripcije
Prisutnost miRNA u jezgri te molekularni mehanizmi za unos zrele miRNA u jezgru

naglaSavaju njihov potencijal aktivacije transkripcije (Paugh i sur. 2016). Jos nisu definirani
to¢ni mehanizmi regulacije za ovakve miRNA-DNA interakcije. Ranije je dokazano da je
DNA sposobna formirati strukturu trostruke zavojnice Hoogsteen interakcijama izmedu
velikog utora DNA s drugom DNA ili RNA (Catalanotto i sur. 2016). Na temelju tih
saznanja pretpostavlja se da miRNA formira trostruku uzvojnicu s dvolancanom DNA
takoder putem Hoogsteen vodikovih veza (Catalanotto i sur. 2016). Na taj na¢in miRNA
moze promjeniti funkciju gena, budu¢i da je u izravnoj interakciji s ciljnim DNA
sekvencama u regulacijskim regijama i promotorima gena (Paugh i sur. 2016 ). Racunalnim
tehnikama Paugh i sur. (2016) godine pokazali su da ljudski genom, ali i genom drugih vrsta
sadrzi triplet vezujuce sekvence koje favoriziraju stvaranje miRNA-DNA tripleta.
Molekularni mehanizmi heterotripleta poticu konformacijske promjene koje ukljucuju
odmotavanje dvolan¢ane DNA Sto rezultira aktivacijom transkripcije gena. Osim toga,
zabiljeZena je prisutnost specifi¢nih veznih proteina tripleta, koji mogu mjenjati topografiju
promotorskih regija i samim time potaknuti vezanje transkripcijskih faktora (Paugh i sur.
2016).
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5. Uloge miRNA

5.1. Uloge miRNA u Zivotinjskim organizmima
Regulatorna uloga miRNA utvrdena je prije no Sto su dobili status malih,

nekodiraju¢ih molekula. Proucavanja provedena na oblicu C. elegans, zebrici, rodu
Xenopus, vinskoj musici i drugim modelnim organizmima, kao i na kulturama ljudskih
stanica dale su uvid Sirok spektar uloga. Ve¢ina miRNA je detektirana u stani¢nom mikro-
okruzenju (Sohel 2016), a utvrdeno je da reguliraju signalne putove te osnovne stani¢ne
procese poput proliferacije, diferencijacije, te da imaju vaznu ulogu u odrzavanju
homeostaze reguliranjem programirane stani¢ne smrti, neuralnom modeliranju, imunitetu,
hematopoetskoj diferencijaciji.

Aberantna ekspresija miRNA moze rezultirati patolo$kim posljedicama (Sohel
2016). Primjerice polimorfizmi jednog nukleotida (SNP, od engl. single nucleotide
polymorphism) mogu potaknuti razli¢ite bioloske procese, primjerice karcinogenezu (Xu i
sur. 2014). Polimorfizam jednog nukleotida u sekvenci pre-miR-146a rezultira zamjenom G
u C, sto utjece na ekspresiju zrele miR-146a, a takva aberantna ekspresija povezana je s
predispozicijom za oboljenje od malignih tumora dojke i jajnika (Xu i sur. 2014).

Zanimljivo je da razli¢ite molekule miRNA mogu regulirati isti ciljni gen tijekom
diferenijacije, kao §to na primjer molekula miR-1 poti¢e miogenezu ciljaju¢i HDAC4 histon-
deacetilazu 4, koju cilja i molekula miR-140 prilikom regulacije diferencijacije osteoblasta
te skeletogeneze (Kloosterman i Plasterk 2006).

Regulacija rasta tijela ostala je fascinantna i nerijeSena misterija u biologiji (Lui
2017). Jedna od klju¢nih komponenti rasta tijela je rast skeleta (Lui 2017). Hrskavi¢ne ploce
rasta su strukture unutar kostiju koje se nalaze izmedu metafize i epifize, a odgovorne su za
longitudinalni rast kostiju. Utvrdeno je da su molekule miRNA iz obitelji miR-140 i let-7
vazni regulatori ploca rasta ¢ime postreduju rastu Citavog tijela (Lui 2017).

MIiRNA na specifi¢an nacin reguliraju stani¢nu i humoralnu imunost regulirajuci
stanice koje posjeduju specifiénu imunost, tj. T i B limfocite, a osim toga miRNA su
sposobne djelovati kao intracelularni imunoloski posrednici (Lu i Liston 2009). Primjerice,
molekule miR-28, miR-125b, miR-150, miR-223 i miR-382 napadaju genom HIV-a (virus
humane imunodeficijencije) tako Sto utiSavaju transkripciju nuznu za retrovisusnu
proliferaciju (Huang i sur. 2007). Nadalje, za molekulu miR-181 utvrdena je uloga
pozitivnog regulatora diferencijacije B-limfocita, a za molekulu miR-150 je dokazano da

utjeCe na imunosni odgovor zrelih B limfocita, osim Sto regulira njihovu ranu diferenijaciju.
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(Lu i Liston 2009). Pored toga Sto utjecu na aktivaciju T stanica, molekule miR-23 imaju
sredi$nju ulogu u diferencijaciji T limfocita (Cho i sur. 2016).

Rak zeluca drugi je vodeéi uzrok smrti povezanih s rakom u svijetu. Usporedujuci
ekspresijske profile miRNA u normalnim, te rakom zahva¢enim mukoznim tkivima, uo¢ena
je povecana ekspresija molekule miR-93 u tkivima zahva¢enim rakom. Naime, dokazano je
da molekula miR-93 potice stani¢nu proliferaciju i migraciju. Budu¢i da molekula miR-93
djeluje kao pozitivni regulator raka Zeludca, ova miRNA moze biti obecavajuci biomarker 1
terapeutski cilj prilikom lijecenja raka zeludca (Guan i sur. 2017). Nasuprot tomu, neke
molekule miRNA inhibiraju stani¢nu proliferaciju. Proucavajuci ekspresijski profil u
stanicama raka dojke, uoceno je kako utiSavanje gena miR-320 potice stani¢nu proliferaciju
stanica raka in vitro, dok povecéana ekspresija gena miR-320 ima suprotan u¢inak inhibicije
stani¢ne proliferacije (Bai i sur. 2017).

Programirana stani¢na smrt (PCD, od engl. programmed cell death) geneticki je
odreden i reguliran proces neophodan za odrzavanje homeostaze organizma. Pod pojmom
PCD podrazumijevamo apoptozu, nektoptozu i autofagiju (Su i sur. 2015). Inducirajuci
apoptozu,molekula mir-491 doprinosi zna¢ajnom smanjenju broja stanica raka debelog
crijeva (Su i sur. 2015). Znacajan broj autofagnih kaskada reguliran je pomoc¢u miRNA,
primjerice molekula miR-30 je medu prvim MIRNA za koje je dokazano da posreduju
autofagiju (Gozuacik i sur. 2017). Nekoliko studija dalo je uvid o0 miRNA posredovanoj
regulaciji programirane nekroze. Naprimjer, molekula miR-874 pojac¢ava nekroptozu
vezanjem na Kaspazu-8 (Su i sur. 2015).

Velik broj miRNA koje su specifi¢ne za mozak sisavaca posebice su eksprimirane u
neokorteksu i malom mozgu (Mehler 2008). Imaju vaznu ulogu u neuralnom razvoju,
odrzavanju svojstava zrelih neurona i sinaptickoj i neuronskoj plasti¢nosti (Mehler 2008).
Osim toga, miIRNA su ukljucene u fizioloske funkcije mozga poput ucenja, pamcenja,
emocija, te su povezane su sa $irokim spektrom neuroloskih i psihijatrijskih bolesti (Mehler
2008; Wang i sur. 2012). Primjerice, molekula miR-124 intenzivno je uklj¢ena u utiSavanje
ne-neuronskih gena tijekom razvoja mozga, zbog ¢ega je bitan faktor za ocuvanje neuralnog
identiteta (Wang i sur. 2012). Istrazivanja molekula miR-124 su pokazala da je ukljucena u
regulaciju ucenja 1 memorije u odraslom mozgu (Wang i sur. 2012).

Znacajan broj miRNA prisutan je u ekstracelularnim tekuc¢inama poput seruma,
plazme, sline, urina, cerebrospinalne teku¢ine 1 dr (Jansson i Lund 2012). Takve
ekstracelularne (EC) cirkuliraju¢e miRNA otporne su na aktivnost RNaze i ekstremne

varijacije pH i temperature, a sam mehanizam kojim EC miRNA odrzavaju stabilnost u
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okruzenju bogatom RN-azama nije razjasnjen (Sohel 2016). Jedna od najranijih teorija
sugerira da su EC miRNA konjugirane s proteinima koji ih stite od aktivnosti DNaze i
RNaze, dok druge teorije podrzavaju miRNA pakiranje u lipidne vezikule ili povezivanje s
lipoproteinskim kompleksima (Sohel 2016). Cirkulirajuée miRNa predstavljaju vazne
biomarkere buducnosti. Primjerice, povecana ekspresija gena miR-21 vazna je za
dijagnosticku i prognosticku sliku u nekoliko malignih tumora kod ljudi (Xu i sur. 2013).
Dakle, kod oboljelih od epitelnog ovarijskog karcinoma, koli¢ina molekula miR-21 u serumu

znacajno je veca nego kod zdravih osoba (Xu i sur. 2013)

5.2. Uloge miRNA u biljnim organizmima
Istrazivanja provedena na biljkama poput uro¢njaka, rize, sirka, kukuruza i drugih,

dale su uvid u funkcije biljnih miRNA. Biljne miRNA su klasificirane u 4 skupine prema
konzerviranosti medu vrstama: vrlo Kkonzervirane, umjereno konzervirane, malo
konzervirane i nekonzervirane (Zhang i sur. 2006). Konzerviranost je indikator miRNA
funkcije (Zhang i sur. 2006). Tako konzervirane miRNA imaju vaznu ulogu u regulaciji
prijenosa signala te regulaciji morfologije lista i cvijeta (Zhang i sur. 2006), dok
nekonzervirane miRNA imaju specifiéne uloge kod specifi¢nih biljnih vrsta, kao primjerice
ulogu u diferencijaciji vlakana pamuka i njihov rast u duzinu (Zhang i sur. 2006).

Listovi su biljni organi koji imaju ulogu u procesu fotosinteze, te ¢ine velik dio
biomase biljke. Kako bi listovi imali karakteristénu veli¢inu i oblik, razvoj listova mora biti
strogo kontroliran. Identificirano je da su oko 50% ciljeva miRNA transkripcijski faktori
(TF), pri ¢emu miRNA koje reguliraju razvoj biljaka kontroliraju razinu TF vaZnih u razvoju
biljke (Zhang i sur. 2006). Detaljne analize razvoja listova upucuju na ulogu miR-319 u
morfologiji i veli¢ini listova (Schommer i sur. 2010). Pored toga, molekule miR-165, miR-
166 i miR159/JAW su esencijalne za kontrulu razvoja listova direktnom regulacijom gena
za dva transkripcijska faktora HD-ZIP (od engl. Homeodomain-leucine zipper i TCP obitelj
transkripcijskih faktora (Zhang i sur. 2006).

Razvoj cvijeta jedna je od najvaznijih faza biljnog razvoja, posebice kod cvjetnica.
Kod uroc¢njaka prekomjerna ekspresija gena miR-172 uzrokuje razvojne abnormalnosti
cvijeta, kao naprimjer odsutnost petala, a sepale se transformiraju u karpele (Wanid i sur.
2010).

Proteini HD-ZIP reguliraju vaskularni razvoj i formiranje meristema. Clan obitelji
HD-ZIP proteina je protein ATHB15, koji je ciljna molekula miR-166 (Zhang i sur. 2006).
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Prekomjerna ekspresija gena miR-166a rezultira opadanjem razine ATHB15, §to uzrokuje
ubrzanu diferencijaciju vaskularnih stanica (Zhang i sur. 2006).

Molekule miRNA u biljkama reguliraju homeostazu hormona i klju¢ne su
regulatorne komponente hormonskih signalih puteva (Woodward i Bartel 2005; Zhang i sur.
2006). Biljni hormoni imaju vaznu ulogu u formiranju biljnih organa i Citave biljke, te u
odgovorima na stres. Auksin je posebice vazan regulator rasta i razvoja biljaka budu¢i da
ima ulogu u dijeljenju stanica, njihovom produzenom rastu i diferencijaciji (Woodward i
Bartel 2005; Zhang i sur. 2006). Auksin djeluje preko obitelji DNA-vezujuéih proteina ARF
(od engl. auxin response factors) (Zhang i sur. 2006). Istrazivanja na uro¢njaku pokazala su
kako biljke ¢iji su proteini ARF rezistentni na miR-160 imaju razvojne abnormalnosti
(Zhang i sur. 2006).

Biljke su razvile slozene mehanizme kako bi prezivjele razliite stresne okolnosti, a
MIRNA imaju vaznu ulogu u tim mehanizmima (Zhang i sur. 2006). Razli¢iti bioticki i
abioticki stresni ¢imbenici okolisa induciraju prekomjerno ili smanjenu ekspresiju miRNA,
a pored toga i biljke imaju mehanizme kojima poticu sintetiziranje odredenih miRNA
(Zhang i sur. 2006). Naprimjer, ABA (od engl. abscisic acid) i GA (gibberellin) su dva
fitohormona ukljucena u odgovor na stres. Istrazivanja su pokazala da tretmani ABA i GA
reguliraju ekspresiju gena miR-159, koji ima ulogu u kontroli razvoja cvijeta (Zhang i sur.
2006).

Osim navedenih uloga, biljne miRNA reguliraju homeostazu nutrijenata u biljkama
(Paul i sur. 2015). Najkonzerviranija miRNA obitelj medu razli¢itim biljnim vrstama; miR-
164, miR-172, miR-398 i miR-399 ukljucena je u odrzvavanje homeostaze 5 razli¢itih
nutrijenata (Paul i sur. 2015). Druge su pak miRNA ukljuéene u stresni odgovor pri suficitu
ili deficitu odredenog nutrijenta (Paul i sur. 2015). Ksilem i floem posreduju transport vode
i nutrijenata u biljkama, a komunikacija posredovana floemom ima vaznu ulogu jer
omogucuje stani¢nu komunikaciju tijekom razli¢itih biotickih 1 abiotickih stresnih odgovora
(Paul i sur. 2015). U nedostatku sumpora, molekula miR-395 se akumulira u floemu zajedno
s miR-399 i miR-2111, iz Cega proizlazi da odredene miRNA reguliraju Stanje nutritivne
homeostaze reguliranjem ekspresije transportera koji su ukljuceni u unos hranjivih tvari i

njihovu mobilizaciju (Paul i sur. 2015).
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6. Zakljucak

lako su duge tek ~22-25 nukleotida, molekule miRNA imaju vaznu ulogu u regulaciji
ekspresije gena, zbog ¢ega su posljednjih 30 godina intenzivno istrazivane. Samostalno ili
kao dio sloZzenog kompleksa RISC reguliraju ekspresiju velikog broja gena, aktivacijom ili
utiSavanjem ekspresije na razini transkripcije kao i na post-transkripcijskoj razini.

Otkrice miRNA u biljkama ukazuje na to da su molekule miRNA nastale rano
tijekom evolucije eukariota, sto isti¢e vaznost njihovog utjecaja na ekspresiju gena. Biljke
¢ine vazan dio ckosustava, a sluze nam kao lijekovi, hrana i dr. Precizno poznavanje
mehanizama miRNA regulacije u biljkama potencijal je za geneticku manipulaciju biljaka u
svrhu poboljsanja produktivnosti, nutritivne vrijednosti ili pak poticanja sinteze zeljenog
sekundarnog metabolita.

Nesto intenzivnije istrazivane, zivotinjske MIRNA, imaju krucijalnu ulogu u
regulaciji gotovo svih bioloskih procesa, a za normalno funkcioniranje organizma
neophodna je i pravilna regulacija ekspresije miRNA, budu¢i da aberantna ekspresija moze
rezultirati razli¢itim neurodegenerativnim i psihijatrijskim bolestima, razvojem karcinoma i
dr. Savrseno razumjevanje funkcioniranja molekula miRNA neophodno je kako bi se uvidile
abnormalnosti u miRNA funkcioniranju u svrhu razvijanja miRNA lijekova i terapeutika.
Takoder, je otkri¢e cirkuliraju¢ih miRNA od velike vaznosti za ¢ovjeka, buduci da su zbog
svoje stabilnosti vazni biomarkeri kojima se moze dijagnosticirati nekoliko vrsta malignih

tumora.
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