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Abstrakt:

Proteiny Argonaut jsou RNA vazebné proteiny s RNazovou aktivitou. Dokazi vazat kratké
nekodujici RNA, které maji zpravidla délku 21-24 nt. Tyto malé RNA vznikaji u rostlin
z dvouvlaknovych RNA a ucastni se regulace genové exprese, na ochrané rostliny pted viry,
transpozony, ¢i dal$imi invazivnimi genetickymi elementy a ovliviluji stav chromatinu.
S vyuzitim malych RNA se proteiny Argonaut ti¢astni mechanismu zvaného RNA interference,
coz je komplexni proces vyuzivany k regulaci genové exprese, a to na urovni transkripéni nebo
posttranskripéni. U rostlinného druhu Arabidopsis thaliana ¢ita rodina proteini Argonaut 10
genll, pficemz v jinych rostlinnych druzich méa vétSina z nich své funkéni homology
(orthology). Jednotlivé proteiny se liSi svou preferenci k rliznym typim malych RNA
v zavislosti na jejich délce, 5° koncovém nukleotidu 1 zpisobu vzniku zdrojové dvouvldknoveé
RNA, zéaroven se lisi 1 zapojeni jednotlivych typi Argonautu do dil¢ich procesi RNA
interference a v souvislosti s tim 1 jejich bunécna lokalizace. Tato prace se zabyva interakci
malych RNA s proteiny Argonaut, popisuje mechanismy jejich fungovani a dale se zabyva
jednotlivymi paralogy proteini Argonaut u rostliny Arabidopsis thaliana a jejich specifickymi

funkcemi.

Kli¢ova slova: Argonaut, RNA interference, malé RNA, Arabidopsis thaliana



Abstract:

Argonaut proteins are RNA binding proteins with RNase activity. They can bind short
non-coding RNAs, which are usually 21-24 nt in length. These small RNAs are formed in plants
from double-stranded RNAs and are involved in the regulation of gene expression,
in the protection of the plant against viruses, transposons, or other invasive genetic elements,
and affect the state of chromatin. Using small RNAs, Argonaut proteins participate
in a mechanism called RNA interference, a complex process used to regulate gene expression,
at the transcriptional or post-transcriptional level. In the plant species Arabidopsis thaliana,
the Argonaut family of proteins has 10 genes, while in other plant species most of them have
their functional homologues (orthologs). Individual proteins differ in their preference
for different types of small RNAs depending on their length, the 5 'terminal nucleotide and the
way in which the source double-stranded RNA is formed. At the same time, the involvement
of individual types of Argonaut in the partial processes of RNA interference and in connection
with their cellular localization also differs. This work is focused on the interaction of small
RNAs with Argonaut proteins, describes the mechanisms of their functioning and further deals
with individual paralogs of Argonaut proteins in the plant Arabidopsis thaliana and their

specific functions.
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Seznam pouzitych zkratek:

AGO — Argonaut

AMPI1 - Altered Meristem Program 1

ARF - Auxin Response Factors

DCL - Dicer like protein

DDB2 - DNA Damage-binding protein 2

DRB — Double Stranded RNA Binding Pritein

DRM2 - Domain Rearranged Methyltransferase 2

DSB - Double Strand Breaks, dvouvlaknovy zlom
dsRNA — Double strand RNA, dvouvlaknova RNA
HENTI — HUA enhancer 1

hetsiRNA - hc-siRNA, heterochromatic siRNA, heterochromaticka siRNA
HSP90 - Heat Shock Protein 90

IncRNA - long noncoding RNA, dlouhé nekodujici RNA
LTRs - Long Terminal Repeats Retrotranspozons

MID — Middle doména

MIR geny — micro RNA geny

miRNA — micro RNA

miRNA* - passenger vlakno duplexu

mRNA — messenger RNA

nt — nukleotid

PAZ - PIWI-ARGONAUTE-ZWILLE doména

PHAS — phasiRNA produkujici gen / lokus

phasiRNA — phased RNA, fazovanda RNA

PIF4 - Phytochrome-Interacting Factor 4

PIWI - P—FElement-Induced Wimpy Testis

Pol — polymeréza

PR1 - Patogen-Related 1 protein

pre-miRNA — prekurzorovd miRNA

pri-miRNA — primarni miRNA

PTGS — Post Transcriptional Gene Silencing, posttranskripéni genové uml¢ovani
RAM - Root Apical Meristem

RdDM — RNA directed DNA methylation, metylace DNA fizend malymi RNA



RDR2 — RNA dependentni RNA Pol 2

RDR6 — RNA dependentni RNA Pol 6

RdARP — RNA dependentni RNA polymeraza

RICEs - RISC Interagujici clearing 3¢ 5 exoribonukledza

RISC — RNA induced silencing complex, RNA indukovany uml¢ovaci komplex
RNAi — RNA interference

SAM - Shoot Apical Meristem

SAR - Systemic acquired resistance

SGS3 — Supressor Of Gene Silencing 3

siIRNA — small interfering RNA

SKI2 - DexH box RNA helicase Superkiller 2

SRNA — small RNA, mala RNA

ssSRNA — single strand RNA, jednovlaknova RNA

TAS — tasiRNA produkujici gen/lokus

tasiRNA — trans acting siRNA, trans plsobici siRNA

TE - transponovatelné elementy

TGS — Trancriptional Gene Silencing, transkripcni genové umlc¢ovani
uviRNA - UV-induced RNA

vsiRNA - virova siRNA

XRN4 - 5'-3" exoribonukleaza 4



Obsah

L. UVOD e 1
L1 MaL@ RINA .ottt ettt et e et e e ettt e et e e ennneeennseeas 2
LIT. mIRINA ettt ettt et e et eenaaee s 3
L1200 SIRIN A et ettt et e et e ettt e et e et e e naaee s 5

2. ProteiNy ATZONAUL .......eiiiiiiiiieeeiiiieeeeiitieeeeeetteeeeetreeeesetsteeeeassseeesasnsseeesasssseeeeassseeeeannes 7
2.1, Nakladani SRNA d0o AGO ....cooiiiiiiiiieiiieeee et 7
2.2. SHruKtura AGO ...coooiiieiiiee e e 8
2.3.  Mechanismy U€inku RISC KOMPIEXU.......eeviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiiieeeee e e 9
2.4, AKLIVIEY AGO PIOtEINTL.....uuviiirieeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeiiireeeeeeeeeessnnnreeeeeeeeeessnnnnneraeeeeeaens 10

3. Biologické role rostlinnych AGO Proteintl...........cc.eeeeeeeviereeeiirieeeeriiiieeeerireeeeesiveeeeennes 12
3.1, SKUPINA AGO 1/5/10 ittt ettt 12

T8 I PR X € (O 2 LSRR 12

K T 5 N € (O 2 1 USSP 14
3130 AGO S ettt e e s 16
3.2 SKUPINA AGO 2/3/7 oottt et s 16
32,00 AGO 2 e ettt e ee e s 16
3220 AGO 3 e ettt e ee e as 18
3230 AGO T e et e et e s 19
3.3 SKUPINA AGO 4/6/8/9 ..ottt et 19
3.3.100 AGOA ettt e et e nbeeennnee s 19
3.3.20 0 AGOO e et e e e e nnnee s 21
TG T5C T X € (O 1 PR 21
33040 AGODY ... ettt et eeenaee s 22
< PPNt 23

5. Seznam LEAtUTY  cooviiiiiiiiiiiee ettt 24



1. UVOD

Existence proteinli Argonaut (AGO) byla objevena v roce 1998 (Bohmert ef al., 1998) a od
té doby doslo k objevu fady funkci jednotlivych proteind. U rostliny Arabidopsis thaliana tvoti
proteiny Argonaut rodinu deseti paralogi a kazdy z nich disponuje jedine¢nymi funkcemi. Uz
brzy po jejich objevu bylo jasné, Ze tyto proteiny hraji dulezitou roli v regulaci vlastnich
rostlinnych gend, v obrané rostliny proti transpozoniim a transgenim. Dalsi jejich funkei je
vypotradavani se rostliny se stresem, pomahaji napf. pii stresu zplisobeném UV zarenim,
zaplavenim rostliny, zasolenim, ¢i nedostatkem Zivin. Neopomenutelnou roli hraji v imunitnich
reakcich; rlizné druhy proteinii Argonaut pomahaji feSit napadeni rostliny viry, bakteriemi,
mikroby 1 houbami. V neposledni fad¢ se GiCastni morfogeneze rostliny a gametogeneze.
Regulace genové exprese v rostliné pomoci proteind Argonaut jsou mozné diky jejich
fungovani v komplexu s malymi RNA nazyvaném RNA indukovany uml¢ovaci komplex. Tyto
malé RNA zajiStuji sekvencni specifitu pro rozpoznani cilové RNA na zdkladé
komplementarity bazi. To je zdkladem procesu genového umlcovani, které se nazyva RNA
interference (RNAI, Fire ef al., 1998). Nasledkem RNA interference je umlceni genové exprese,
ke kterému muze dochazet transkripéné indukci metylace DNA nebo posttranskripéné
blokovanim translace ¢i St€épenim mRNA. V ramci této bakalarské prace budou rozebrany
funkce jednotlivych druhti proteinu Argonaut. Cilem prace je seznameni s funkénim
mechanismem proteinit Argonaut a blizsi seznameni s podrobnostmi o jednotlivych paralozich
proteinu Argonaut u rostlinného druhu Arabidopsis thaliana. Jelikoz se jedna o pomérné nove
popsanou genovou rodinu, tak i pfes to, ze vyzkum proteinii Argonaut je progresivni, v jejich
hlubokém poznani jsou stile zfetelné mezery, proto je kazdy znich vhodnym adeptem

k dalsimu zkoumani.



1.1. Malé RNA

Malé RNA (sRNA) jsou dilezité regulacni molekuly, které se tiastni regulace vlastnich
rostlinnych genti a obrany organismu proti mobilnim elementtim a viram. V téchto procesech
jsou malymi RNA na zdkladé komplementarity rozpoznany a néasledné¢ umlceny homologni
useky RNA a DNA molekul. Uml¢eni genové exprese mize probihat na transkripéni urovni
(TGS), pii kterém dochazi k inhibici transkripce a posttranskripéni (PTGS), pfi kterém dochazi
k degradaci mRNA ¢i blokovani jeji translace. Malé RNA vznikaji v rostlindch pomoci
dicer-like proteinli (DCL) jako duplexy, bud’ z plné komplementarnich dsSRNA (double strand
RNA, dvouvldknovd RNA) nebo z dsSRNA nedokonale sloZzené vlasenkové struktury. Délku
malé RNA ovliviigje to, jakym DCL proteinem byla vytvotena. U A. thaliana DCL1 a DCL4
obvykle tvoti 20-21 nt dlouhé sSRNA, DCL2 tvoii 22 nt dlouhé sSRNA a DCL3 tvofi 24 nt dlouhé
sRNA. Malych RNA existuje n€kolik druhil, zjednoduSené je lze rozdé€lit na mikro RNA
(miRNA) a malé interferujici RNA (siRNA, Xie ef al., 2004). siRNA dale mizeme délit
dle n€¢kolika zpusobt. Pfi déleni podle pivodu zdrojové RNA molekuly je rozdélujeme
na endogenni a virové, piicemz endogenni miZzeme dale délit dle zplisobu vzniku prekurzorove
dsRNA. dsRNA muze vzniknout hybridizaci samostatnych sense a antisense transkriptd,
intramolekularni hybridizaci sense a antisense usekl transkripti invertovanych repetic (tvori
se tzv. vlasenky) a syntézou pomoci RNA dependentni RNA polymerazy (RARP) podle
existujiciho ssSRNA vldkna (single strand RNA, jednovlaknovd RNA, Borges & Martienssen,
2015). Rovnéz je Ize délit podle vzniku na primarni a sekundarni. Sekundarni vznikaji tak,
ze podle existujiciho ssRNA vldkna, které bylo rozstépeno proteinem AGO na zakladé
pritomnosti jiné (primarni) sRNA, je vytvofeno komplementdrni vlakno pomoci RdRP
(Yoshikawa et al., 2005). Z vytvotenych duplext je jedno vlakno naloZzeno do AGO, ¢imz
se formuluje RNA indukovany uml¢ovaci komplex (RISC).

Pted 3’0 uridylaci, ktera vede k degradaci sRNA, se malé¢ RNA brani spolecnym
mechanismem. Pomoci HUA enhanceru 1 (HENT1) dochézi k modifikaci na 3¢ konci obou
vlaken duplexu 2’-O-metylaci, kterd uridyla¢ni aktivité brani. Bylo vyzkoumano, Ze k metylaci
dochéazi béhem vystépeni prekurzorové miRNA (pre-miRNA) provadéného pomoci DCLI.
Pokud HENT chybi, po vystépeni dochazi k ptipojeni uridinti na 3 konec pomoci termindlni
nukleotidyltransferdzy. Pozdé&ji bylo zjiSténo, Ze Upravy siRNA a dalSich sSRNA vyuZivaji
obdobny mechanismus (Li ef al., 2005).



1.1.1. miRNA

miRNA byvaji dlouhé nejcastéji 21-22 nt, vyskytuji se v rostlinach, zivocisich i dalSich
eukaryotech a ucastni se téméf vyhradné PTGS. V burikach se tvoti z nekddujicich transkriptt
tzv. MIR gent piepisovanych pomoci RNA polymerézy II (Pol IT). Transkripty MIR geni jsou
ssSRNA s nedokonalou vnitini komplementaritou nazyvané primarni miRNA (pri-miRNA),
ktera se dokaze slozit do struktury nedokonalé vlasenky. Z vytvorené¢ho dvouvlaknového tuseku

je u rostlin vystépen pomoci DCL1 miRNA duplex (viz. obr 2 A, Xie et al., 2005).

pri-miRNA obvykle byva nejprve nahrubo Stépena pomoci DCL1 ve vzdalenosti
15-17 nt od referencni oblasti dvouvldknového useku (oblast, ze které nasledujicimi kroky
vznika vyslednd miRNA), ¢imZ vznikd pre-miRNA. Tuto oblast DCL1 dokaZe upravovat

pomoci své helikazové domény (Zhu et al., 2013). Tato pre-miRNA je posléze sestfizena
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Obr. 1 - miRNA biogeneze. A — Transkript prekurzoru pri-miRNA je transkribovan z MIR genu pomoci RNA Pol I1. V jadre
je pri-miRNA rozpozndna pomoci DCL1/DRBI, dochdzi ke dvéma Stépenim a ndslednému uvolnéni duplexu miRNA/miRNA*.
Poté dochazi k separaci retézcii a exportu miRNA do cytoplazmy. Tam je miRNA naloZena do komplexu RISC a vyuZivana
knavadeni AGOI ke katalytickému Stépeni komplementdrni mRNA vedouci kregulaci genové exprese. B - Transkript
prekurzoru pri-miRNA je rovnéz transkribovan z MIR genu pomoci RNA Pol II. Vjadre je pri-miRNA rozpozndana pomoci
DCLI/DRB2 a je rovnéz zpracovina do podoby miRNA/miRNA*. Dochdzi kseparaci retézcii a miRNA vidkno je
transportovano do cytoplasmy. Tam miize byt miRNA naloZena bud’ do komplexu RISC a byt vyuZita k regulaci genové expresi
jako v pripadé A, nebo miize byt nalozena do alternativniho RISCu obsahujiciho DRB3 a DRBS a ddle ridit mechanismus
represe translace cilovych genii miRNA DRB2 asociovanych. Prevzato z Eamens et al., 2012. Dle novéjsich objevii dochdzi
k separaci retézcit miRNA a nalozeni do komplexu RISC jesté v jadre, teprve poté je exportovina do cytoplasmy Bologna et
al., 2018.



pomoci DCLI1. Dvouvldknovy usek pre-miRNA je vdzan pomoci Double-stranded RNA
Binding proteinu (DRB), ktery asociuje s DCL proteinem. Podle toho, se kterym DRB
proteinem pre-miRNA asociuje, dochazi bud ke $t€épeni mRNA (asociace s DRB1), nebo k
blokovani translace (asociace s DRB3 a DRBS, viz. obr. 1, Eamens et al., 2012). AGO
lokalizuje do jadra na zaklad¢ jaderného lokaliza¢niho signalu umisténého na N* konci, a tim
padem naklddani miRNA do AGO probihd v jadfe (Bologna et al., 2018). AGO rovnéz
obsahuje jaderny exportni signal, diky kterému se AGO-miRNA dostava z jadra. Rostlinné
miRNA jsou tedy nejprve maturovany v jadfe, tam jsou naloZzeny do AGO a teprve poté jsou

exportovany do cytosolu (Bologna ef al., 2018).

Existuji dva hlavni zpiisoby zpracovani pre-miRNA. VétSinou k nému dochazi
zpusobem ,,base-to-loop*, tedy ve sméru od baze k jednotetézcové smycce, ¢imz vznikd SRNA
duplex. V malém mnozstvi pfipadi miize ovSem dochazet k sesttihu pre-miRNA pomoci DCLI1

zpusobem ,,loop-to-base, tedy opacné ve sméru od jednotetézcoveé smyéky k bazi. Ve sméru
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Obr. 2 — A — biogeneze miRNA. Primdrni miRNA (pri-miRNA) je prepisovina z endogenniho nekddujiciho MIR genu
a zpracovana pomoci DCLI na prekurzorovou miRNA (pre-miRNA). pre-miRNA je poté zpracovina znovu pomoci DCLI
na maturovany  miRNA  duplex. Tato miRNA v komplexu s AGO zpravidla zpisobuje gene silencing
pomoci rozstépeni mRNA ¢i primym blokovanim translace. B — biogeneze tasiRNA / phasiRNA. Endogenni transkripty PHAS
a TAS jsou Stepené pomoci AGO s 22 nt miRNA a ddle vyuzivany jakoZto templdty pro RDR6, ¢imz dochazi ke generovani dsRNA.
Tato dsRNA je zpracovavana pomoci DCL2/4 na tzv. fazované sekunddrni siRNA (phasiRNA) a trans-pusobici siRNA (tasiRNA).
tasiRNA a phasiRNA vedou podobné jako miRNA predevsim k PTGS cilového transkriptu, mohou také spoustet TGS.
C - biogeneze siRNA. Biogeneze siRNA cilici na virovou a transpozonovou RNA a transgenovou mRNA, miiZe vést k DNA
metylaci, primarné ale vede ke stépeni cilové RNA. dsRNA generovand pomoci RDRG je sestrizena pomoci DCL2 nebo DCL4
na 22 nt SiRNA, kterda dokdze spustit biogenezi sekundarnich siRNA vedouci k amplifikaci PTGS (Chen et al., 2010). dsRNA miize
byt také produkovina transkripci invertovanych repetic, ¢imz vznika vidsenkova RNA (hpRNA) nebo tim, Ze dochdzi
k asociaci (annealingu) sense transkriptii a prirozenych antisense transkriptii (NATs). D — Biogeneze hetsiRNA. Kratké
transkripty polymerdzy IV (Pol IV) jsou pomoci RDR?2 pievedeny na dsRNA a poté zprocesovany pomoci DCL3 na 24 nt hetsiRNA.
Tyto hetsiRNA poté ridi RADM a modifikaci chromatinu. Prevzato z Lee & Carroll, 2018.



base-to-loop dochazi k produkovani maturovanych miRNA duplext, kdezto produkty vzniklé
Stépenim ve sméru loop-to-base jsou degradovany. O tom, o jaky smér pijde, rozhoduje

orientace DCL1 komplexu (Zhu ef al., 2013).

VeétSina miRNA v rostlinach vznika pomoci DCL1. Ze stejného prekurzoru, konkrétné
z evoluéné mladych MIR genli, mize vznikat i tfida siRNA pomoci DCL3. Byva dlouha
23-27 nt a vznika vystfizenim z vlasenky. Jeji biogeneze je rovnez zavisla na RNA dependentni
RNA Polymeraze II (RDR2) a na Polymeraze IV (Pol IV, Chellappan et al., 2010). N&které
evoluéné mladé druhy miRNA v Arabidopsis vznikaji pomoci DCLA4, jakoZto naptiklad
miR822, miR839 a miR859 (Rajagopalan et al., 2006; Tsuzuki et al., 2014).

1.1.2. siRNA

Stejné jako miRNA se PTGS tcastni i nekteré druhy siRNA a kromé regulace vlastnich
gent degraduji predevsim transkripty virti, transpozont a transgent (viz. kap. 1). Vysokd mira
transkripce zfejmé u téchto elementil vede ke zvysené tvorbé aberantnich RNA, které obvykle
neobsahuji 3¢ polyadenylovany konec, popi. 5 ¢epicku. Tato jejich struktura vede k tomu,
ze je RNA dependentni RNA Pol 6 (RDR6), nebo jiné RARP, miize pouzit jako templaty
pro tvorbu dsRNA (Luo & Chen, 2007). Tento krok determinuje vstup uvedenych RNA
do drahy RNAIi. Takto vznikla dsSRNA byva stépena pomoci DCL4 nebo DCL2 na 21 nt nebo
22 nt dlouh¢ siRNA duplexy (viz. obr. 2 C, Deleris et al., 2006). Sila RNAi odpovédi je
zvySovana DCL2 aktivitou a snizovana aktivitou DCL4, protoze 22 nt RNA vedou k tvorbé
sekundarnich RNA (Mlotshwa et al., 2008). Na tomto procesu se podili SGS3 (Iwakawa et al.,
2021).

Transkripty pfestfizené pomoci AGO1 s nalozenou 22 nt miRNA vedou k tvorbé
sekundarnich siRNA. Urcitou podskupinu téchto siRNA tvofi trans pisobici RNA (tasiRNA)
nebo fdzované RNA (phasiRNA). tasiRNA /phasiRNA jsou 21 nt sekundarni siRNA, jsou
DCLA4 dependentni a vznikaji z TAS a PHAS gent (lokus, viz. obr. 2 B).

Velké mnozstvi siRNA se ucastni TGS. To je zaloZeno piedevSim na 24 nt
heterochromativnich siRNA (hetsiRNA, nékdy nazyvané hc-siRNA), které vétSinou pochazi
z transpozoni nebo repetitivnich elementti (Reinhart & Bartel, 2002) a spousti metylaci DNA
fizenou malymi RNA (RNA-directed DNA methylation, RADM) a souvisejici modifikace
chromatinu (Finnegan & Matzke, 2003). Pro de novo metylaci je esencidlni piitomnost
metyltransferdzy Domains Rearranged Methyltransferase 2 (DRM2, Naumann et al., 2011).
hetsiRNA vznikaji v kanonické RADM dréaze transkripci kratkych 26 — 45nt dlouhych RNA



pomoci Pol IV (Blevins ef al., 2015). K nim poté RDR2 dotvaii komplementarni vlakno, ¢imz
vznikd dsRNA (Daxinger et al., 2009). Z té se posléze vystépuje zpravidla 24 nt hetsiRNA
duplex pomoci DCL3 (viz. obr. 2 D, Borges & Martienssen, 2015).

Driive se myslelo, ze klasicki RADM muze byt indukovana pomoci 21 nt siRNA
produkovanych pomoci RDR6 zlokusi TAS. RADM ale nema vliv na expresi TAS
ani produkci tasiRNA (Wu et al., 2012), zato cili na transkripén€ aktivni transponovatelné
elementy (TE) a hraje roli v iniciaci a ustanoveni uml¢eni TE. Tato drdha se oznacuje RDR6
RdDM (Nuthikattu ef al., 2013). Neni zavisla na slozkéch klasické ,,kanonick¢ RADM*, tedy
Pol IV, RDR2 a DCL3. Nejprve dochazi k tvorbé 21-22 nt siRNA produkovanych z mRNA
transkripcné aktivnich transpozond. Tyto transkripty jsou degradovany pomoci RNAi
se zapojenim RDR6, DCL2, DCL4 a AGO1 (McCue et al., 2015; Nuthikattu et al., 2013).
Vznikajici 21-22 nt siRNA asociuji s AGO6 a navadi ho kcilovym lokusim pomoci
scaffoldovych transkript Pol V, se kterymi jsou komplementéarni (Cuerda-Gil & Slotkin, 2016;
McCue et al., 2015). RDR6 RdADM drdha vyzaduje ke svému fungovani, stejn¢ jako ostatni
RdDM drahy, Pol V.a DRM2. Driha funguje na fad¢ dlouhych strukturné¢ autonomnich TE
ve chvili, kdy jsou transkripcné aktivni (Nuthikattu et al., 2013; Panda et al., 2016).

UmlcCovacich mechanisma v rostlindch tedy existuji tfi zdkladni typy, St€peni RNA

a blokovani translace (fazené¢ do PTGS) a indukce metylace DNA (TGS).



2. Proteiny Argonaut

Proteiny Argonaut jsou schopné asociovat s molekulami malych RNA a tvofit s nimi
komplex RISC. Na zaklad¢ druhu sSRNA a AGO proteinu tyto komplexy umlcuji cilové geny,
a to na trovni TGS nebo PTGS (viz. kap. 1, Lee & Carroll, 2018). Proteiny AGO a homologni
proteiny se vyskytuji u eukaryot, bakterii i archei (Cerutti & Casas-Mollano, 2006). Prvni
z nich, AGOI1, byl objeven v Arabidopsis thaliana. Jeho absence zpiisobuje trubicovity tvar
listi pfipominajici chapadla chobotnice (Argonaut), na zaklad¢ Cehoz dostaly proteiny

své jméno (Bohmert et al., 1998).

2.1. Nakladani sRNA do AGO

AGO proteiny mohou vytvaret komplexy s riiznymi druhy malych RNA, pficemz rizné
druhy sRNA maji razné funkce. Do formy sRNA duplexi byvaji prekurzorové dsRNA
pied nakladanim do AGO upravovany pomoci DCL. RNA duplex nejprve asociuje s proteinem
AGQO, ten se konforma¢né méni a formuje se pre-RISC. Poté dochazi k zasunuti konce duplexu,
pficemz duplex je rozvolnén a zkroucen N doménou tak, aby se mohl uc¢inné vsunout (Kwak
& Tomari, 2012). Poté je jedno vlakno, konkrétné siRNA ,,passenger strand* (v pfipadé miRNA
duplexu znacené miRNA*), selektivné rozstipnuto RNéazovou aktivitou AGO, odpoutano
a degradovano. Druh¢ vlakno (guide strand) je zachovano ve zformovaném maturovaném RISC

komplexu, ktery zpisobuje umlceni genové exprese (viz. kap. 1.1, Kawamata & Tomari, 2010).

Nakladani sRNA na AGO se ucastni Heat Shock Protein 90 (HSP90) a jeho
kochaperony. HSP90 se vaze na proteiny, méni jejich konformaci diky hydrolyze ATP,
a tak urychluje nakladani dsRNA do AGO. Hydrolyza ATP je zdrojem energie
pro konformac¢ni zménu proteinti, nicmén¢ nakladani neni ipIné ATP-dependentni a v omezené
mife dokaze bézet 1 bez HSP90 (Iki et al., 2010). Kochaperony dokazi zvySovat rychlost
hydrolyzy vazbou klientskych proteinli (taktéz substratové proteiny; proteiny, které jsou
konformacéné upravovany, Rohl et al., 2013), takze HSP90 dokaZze konformacéné upravovat vice
klientskych proteini, aniz by snimi interagoval napfimo. Napf. kochaperon
Cyclophilin 40/SQUINT (CYP40/SQN) asociuje s AGO1 podobnym zptisobem jako HSP90
a usnadnuje sloZzeni RISCu. Jeho inaktivace pak snizuje G¢innost aktivity miRNA (Smith ez al.,

2009).

Aktivita SRNA je regulovana tim, do jakého AGO je naloZena. Zaroven druh sSRNA (jeji
délka a mozna i biogeneze) a 5° nukleotid determinuje to, do jakého AGO se bude preferencné

nakléadat (vice viz jednotlivé AGO proteiny).



2.2. Struktura AGO

Vsechny eukaryotické AGO maji ctyii charakteristické domény — variabilni
N-terminalni (N), konzervovanou PIWI-ARGOUNAUTE-ZWILLE (PAZ), middle (MID)
a P-element-Induced Wimpy Testis (PIWI, viz. obr. 3, Tolia & Joshua-Tor, 2007).
PAZ doména obsahuje oligonukleotid/oligosacharidovou vazbu, kterd umoziiuje AGO
proteinim vazat jednovlaknové nukleové kyseliny (Lingel et al., 2003). Rozpoznava 3¢ konce
sRNA a kotvi je pomoci ohnuti 3¢ konce vedouciho vlakna (tzv. guide strand) do vazebné kapsy
(Ma et al., 2004). A€koliv PAZ doména neni nezbytné€ nutnd pro nakladani sSRNA do AGO, jeji
nepfitomnost zabraiiuje uvolnéni passenger vlakna a vytvoteni funkéniho RISC komplexu (Gu
et al., 2012). Rigidni smycka MID domény, téZ oznaCovand jako smycka nukleotidové
specifity, rozpoznava identitu 5° nukleotidu a pfispiva k vybéru spravné sRNA. Navazani
Spatného 5° nukleotidu zpiisobuje zastaveni sestiihové aktivity (Felice et al., 2009; Frank et al.,
2012). Rozhrani MID a PIWI domén obsahuje vazebnou kapsu, kterd pomaha vazat a kotvit
5¢ fosfat SRNA, ktery stabilizuje vznikly komplex a usnadiiuje Stépeni (Rivas et al., 2005).
PIWI doména ma podobnou strukturu jako RNaza H a umoznuje nékterym AGO proteinim
Stépit cilovou RNA, kterd je komplementarni k vazané RNA. Za sestiithovou aktivitu je
zodpovédna konzervovana sekvence zvana katalyticka tetrdda (Asp-Asp-His/Asp-Glu,
DDH/DE), pficemz se $tépeni ucastni hofecnaté ionty (Nakanishi et al., 2012; Rivas et al.,

2005).
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Obr. 3 —Struktura lidského RISC komplexu s nalozenym AGO?2. Linker 1 (L1) zluté, linker 2 (L2) Sedé, kanaly vaizajici nukleové
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2.3. Mechanismy ucinku RISC komplexu
V predeslé kapitole o malych RNA (kap. 1) jsem se vénovala vzniku duplexti SRNA. Tyto

dvouvlaknové RNA jsou hlavnimi spoustéi RNAI. Jsou zpracovavany a nakladany do AGO

proteinti. To, jakym zptisobem je s nimi nakladano dal, je rozebrano v kapitole nasledujici.

Vétsina maturovanych miRNA duplext asociuje s AGO1 v jadie. Po odstranéni passenger
vldkna (miRNA*) zmiRNA duplexu dochazi kexportu komplexu AGOI1:miRNA
do cytoplazmy (Bologna ef al., 2018). Tam pak dochéazi k PTGS (viz. kap. 1, Vaucheret et al.,
2004). Pti Stépeni cilové molekuly pak dochazi k tvorbé fragmentd bez polyadenylovaného
konce a cepiCky. Tyto fragmenty jsou zpravidla rychle degradovany, 3¢ fragment pomoci
5¢-3¢ exoribonukledzy 4 (XRN4), pii jejiz neptitomnosti dochazi k nadmérné stabilité
a akumulaci mRNA (Souret et al., 2004), a 5 fragment pomoci uridylace na svém 3 konci
vedouci k degradaci v exosomu. Zde rozklad podporuje komplex SKI2-3-8, znéhoz je
pro rozklad esencidlni RNA helikdza Superkiller 2 (SKI2). Piiabsenci SKI2 dochazi
k nadmérné tvorbé sekundarnich siRNA pomoci RDR6 (Branscheid er al., 2015). Dale
se rozkladu 5°¢ fragmentu tcastni RISC Interacting Clearing 3°-5¢ Exoribonukleases (RICEs),
které¢ svou exonukledzovou aktivitou degraduji uridylované fragmenty vytvofené¢ AGO
Stépenim, a tak napomahaji udrzeni produktivniho RISC komplexu a jeho recyklaci, a zabraiuji

tak jeho degradaci (Zhang et al., 2017).

miRNA byvaji asociované s membranové vazanymi polyzomy spiSe nez s volnymi
polyzomy v cytoplazmé. Rozstépeni i represe translace cilové mRNA (fizené miRNA)
se odehravaji na endoplazmatickém retikulu (ER, Li et al., 2016). Represe translace fizena
miRNA vyzaduje interakci mezi AGO1 a proteinem Altered Meristem Program 1 (AMP1)
asociovanym s ER  (Li et al, 2013). Mimo to mize probihat také v cytozolu nezavisle

na polyzomech (Li et al., 2016).

Pokud RNA-zacilené AGO1 s 22 nt dlouhou miRNA nejsou degradovany, stavaji
se predlohou pro RDR6 za ti¢asti Supresor of Gene Silencing 3 (SGS3), a na zdkladé vytvorené
dsRNA dochézi ke vzniku sekundérnich siRNA, které jsou miRNA dependentni. Tomuto jevu
se jinak fikad transitivni biogeneze siRNA. SGS3 interaguje s RNA rosztépenou RISC
komplexem a navadi na ni RDR6, jez k této RNA dosyntetizuje druhé vldkno. Sekundérni
siRNA mtiZe byt nakladana do AGO1 a ucastnit se PTGS (obr. 2. B, Baumberger & Baulcombe,
2005), kdy takto vznikly komplex poté navadi k rozStépeni komplementarni RNA. SGS3

jetedy nezbytny pro tvorbu sekundarnich siRNA, které jsou vyznamnou soucdsti



RNAI, predevsim pak protivirové obrany. SGS3 interaguje s AGO1, poté dochézi k rozstépeni
RNA a SGS3 ziistavd navazany na sestfizeném transkriptu a chrani ho tak pted odbouranim
exonukleazami. SGS3/AGO1 interakce funguje pouze pii nalozeni 22 nt SRNA (Yoshikawa et
al.,2013). TAS/PHAS transkripty rozstiizené pomoci AGO1 s nalozenou 22 nt miRNA vedou
k tvorbé tasiRNA/phasiRNA, jez jsou 21 nt dlouhé sekundarni siRNA tvotené DCL4 (viz. obr.
2 B, kap. 1.3).

24 nt hetsiRNA duplex (viz. kap. 1.3) je transportovan do cytoplazmy, kde je preferencné
nakladan do AGO4 (Zhang et al., 2017). Maturovany AGO4-siRNA komplex je transportovan
do jadra (Ye et al., 2012). Poté dochazi k efektorové fazi RADM, komplex AGO4-siRNA
interaguje s komplementarnimi nekodujicimi nascentnimi RNA produkovanymi Pol V.
Do blizkosti nascentniho transkriptu se komplex dostava diky GW/WG motivu ptezdivanému
AGO hacek, ktery je pfitomen na nejvétsi podjednotce komplexu Pol V (NRPEI1, Azevedo et
al., 2011). Komplex AGO4-siRNA rekrutuje DRM2, klicovou metyltransferazu pomoci niz
dochazi k metylaci cilové DNA v libovolném sekvencnim kontextu (CG, CHG, CHH, Chan et
al., 2005).

2.4. Aktivity AGO proteinti

AGO proteiny se ucastni regulace genové exprese nekolika zpisoby (viz. obr. 4, Fang &
Qi, 2015). Jejich RNazova (slicer) aktivita primarné vede krozStépeni transkripth
komplementarnich s nesenym vlaknem sRNA. Mohou ale také blokovat translaci ¢i indukovat
metylaci DNA prostfednictvim RADM (viz. kap. 1.3). Regulovat genovou expresi 1ze rovnéz
sekvestraci (vychytavanim) sRNA, pomoci niz dokazi nckteré druhy AGO (u Arabidopsis
thaliana to je AGO10) zabranovat klasické aktivit¢ AGO1 (Zhu et al., 2011). AGO tcastnici
se sekvestrace maji slabsi katalytickou aktivitu nez AGO1 a obsahuji klasickou katalytickou
tetradu, kterd ale neslouzi ke St€peni. Tyto AGO ale U¢inn€ vazi miRNA a brani tak jejich
navazani na AGO1 a jim zprostfedovanému uml€ovani odpovidajici cilové mRNA (Zhu et al.,
2011). Sekvestrovat lze rovnéz i komplex AGO-sRNA, a to pomoci nekddujicich RNA
slouZicich jako ,,falesny cil®, vzniklych jen pro naldkani komplexu RISC a sniZeni jeho aktivity
na prirozené cilové mRNA-(Franco-Zorrilla et al., 2007) .V neposledni fad€¢ dokazi AGO2
navadét k opravam dvouvldknovych zlomii (DSB) fizenou metylaci (Wei et al., 2012).
Ze sekvenci v blizkosti DSB jsou tvofeny DSB-induced sRNA (diRNA, dfive oznafované
qiRNA). Tyto diRNA inhibuji biogenezi rRNA a translaci proteini (Lee ef al., 2009). Jejich
biogeneze vyzaduje PI3 kindzu ATR, Pol IV a DCL proteiny. Tyto diRNA jsou vadzany pomoci
AGO2, ktera tidi DSB opravy (Wei et al., 2012). diRNA ale nezproztfedkuji pomoci metylace
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opravy DSB, nejspise funguji jen jako navadé¢jici molekuly do mist DSB zlom@. Samotna
oprava probiha diky histonovym modifikacim okolo DSB zlom, které opravy iniciuji (Wei et

al., 2012).
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Obr. 4 — Zpuisoby cinnosti reprezentativnich AGO proteinii. A — AGOI vaze miRNA nebo tasiRNA a stépi cilové mRNA. B —
AGOI vaze miRNA a inhibuje translaci cilové mRNA. C — AGO10 funguje coby navnada pro miR165/166. D — AGO4 vaze
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3. Biologické role rostlinnych AGO proteini

Béhem evoluce doslo k funkéni diverzifikaci rostlinnych AGO proteinti. Specializovaly
se na rizné drahy sSRNA a na rizné biologické procesy. V A. thaliana najdeme 10 druhit AGO
proteintl (Baumberger & Baulcombe, 2005.; Rivas et al., 2005). Tyto paralogy miizeme rozdélit
do tfi zakladnich skupin (clade): AGO1/5/10, AGO2/3/7 a AGO4/6/8/9. Do téchto skupin byly
rozd€leny na zakladé¢ fylogenetické analyzy (viz. obr. 5, Morel ef al., 2002; Vaucheret, 2008).

AGO2
‘ _E AGO3
AGO7
AGO5
Vil
AGO10
AGO1

- AGO4
AGOS8
AGO9
AGO6
—— 10 PAM

Obr. 5 - Fylogeneticka klasifikace proteinit AGO v Arabidopsis thaliana. Proteiny AGO byly rozdéleny do tii skupin na zakladé
porovnani proteinovych sekvenci programem MultiAlin. PAM oznacuje bodovou mutaci. Prevzato z Vaucheret, 2006.

3.1. SKUPINA AGO 1/5/10
3.1.1. AGO 1

Asi nejprozkoumangj§im proteinem je AGO1. Udastni se vétsiny vyvojovych drah.
Je to efektorovy protein pro miRNA a tasiRNA, pomoci nichz reguluje genovou expresi
v fad¢é vyvojovych a fyziologickych procesi. Rovnéz je efektorovym proteinem pro 21 nt
a 22 nt siRNA, které se ucastni PTGS virli, transpozonu a transgenii (Morel et al., 2002;
Wang et al., 2011). Toto posttranskripcni umlcovani cilovych geni provadi v cytoplazmé.
AGOI preferencné vaze miRNA s 5° U (Mi ef al., 2008). Tyto sRNA jsou produkovany
pomoci DCLI1 s asistenci HYLI, coz je jaderny protein vazajici dsSRNA (Vazquez et al.,
2004). miRNA naklddané do AGO1 mohou regulovat genovou expresi cilovych gent
1v jadre, ato tak, ze vazi jejich promotorové sekvence a zvySuji promotorovou aktivitu,
napf. miR5658 pritomna vjadife aktivuje expresi At3G25290 piimou vazbou

na jeho promotor (Yang et al., 2019).
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AGO1 se rovnéz vaze na chromatin aktivnich genii a podporuje jejich transkripci
rekrutovanim Pol II. Konkrétné sRNA a komplex Switch/Sucrose Non-Fermentable
(SWI/SNF) chromatin-remodelujici komplex asociuji s jadernym AGO1 a zpasobuji vazbu
AGOI na chromatin. Tato vazba AGO1 na geny reagujici na stimul mize byt zptisobovana
riznymi podnéty, jako jsou rostlinné stresy hormonalni, biotické a abiotické (Dolata et al.,
2016; Liu et al, 2018). V cytoplazmé¢ s AGO1 kolokalizuje 3°-5° exoribonukleaza
Atrimmer 2 (ATRM2), ktera selektivné degraduje duplexy miRNA/miRNA*, tato aktivita
se zvySuje pii tepelném stresu (Wang et al., 2018). AGOI1 také usnadnuje indukci genti
v signalni jasmonatové (JA) draze a aktivuje JA odpovéd. Vystaveni AGOI1 kyseling
jasmonové indukovalo produkci sRNA z JA-responzivnich AGO1 cilovych gend.
AGOI1 tedy vazbou a usnadnénim exprese gend reagujicich na stimul dokaze regulovat

ruzné signalni drahy a s nimi souvisejici biologické procesy (Liu et al., 2018).

Uvazuje se, ze vétSina AGO1 proteinli neexistuje ve form¢ monomeru, nybrz jsou
soucasti vysokomolekularnich komplexti a v této podobé migruji s polysomy. Pti gelové
filtraci extraktu z rostliny bylo také objeveno, Ze v roztoku zlstdva velké mnozstvi
nenavazanych sRNA, coz indikuje, Ze riizné sRNA maji raznou schopnost nakladéani
do AGO1. Napt. miR159 byla nalezena hlavné v RISC komplexu, miR171 se vyskytovala
v RISCu i nenavazand a miR168 byla detekovana hlavné nenavazana a pouze jeji minorita
se dokdzala do RISC komplexu navazat. Z toho se tedy vyvozuje, ze limitujicim faktorem

aktivity SRNA je jeji schopnost nalozit se do AGO1 proteinu (Dalmadi et al., 2019).

Ztratova mutace agol je letalni (Bohmert et al., 1998), missense mutace ago/ zpiisobuji
fadu pleiotropnich vyvojovych defektt. Napt. mutace ago/-52 vede k fenotypu viditelné
odlisnému od wild type (Micol-Ponce et al., 2014).

AGO1 se také ucastni oprav DNA v reakci na UV stres. DNA Damage-Binding
Protein 2 (DDB2) a AGO1 formuji komplex vazany na chromatin spolu s 21 nt siRNA,
kterd usnadiiuje rozpoznani poSkozeni DNA. UV-induced RNA (uviRNA) asociované
s komplexem AGO1-DDB2 jsou kompelentarni k fetézci DNA, ktery je obohaceny
o cyklobutan-pyrimidinové dimery, coZ jsou nejcastéjsi formy UV indukovaného
poskozeni (Bajczyk et al., 2019). UV zafeni ma pozitivni vliv na sloZzeni komplexu
AGOI-DDB2 ajeho  doruceni  domist poSkozeni DNA  obohacenych
cyklobutan-pyrimidinovymi dimery (Schalk et al., 2017). UV stres zptisobuje tvorbu
uviRNA, které byly produkované pomoci RNA Pol V, RDR2 a DCL4 a tyto uviRNA
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zvySuji stabilitu AGO1, coz vede k sestaveni AGO1-DDB2 a jeho zvySenému vyuziti

v poskozenych mistech na chromatinu (Bajczyk et al., 2019).

Dalsi aktivitou AGO1 je reakce na hypoxii. Hypoxie je zptisobena nedostatkem kysliku
a stézuje mitochondridlniho dychani, ¢imz ovliviiuje energeticky stav rostliny. Stres
navozeny hypoxii vede ke zméné genové exprese (Moldovan et al., 2010). Zaplaveni
rostliny spousti tvorbu inhibitorG mitochondridlnich procest, které zplsobuji zvySeni
hladiny miR2936 a miR398. Mutanti ago/-27 nejsou tolerantni vii¢i ponofeni, piedpoklada
se tedy, ze nejsou schopni navodit expresi genli specifickych pro anaerobni podminky
(Loreti et al., 2020). Spekuluje se, Ze Selenium-Binding Protein 3 (SBP3) je nepiimo
modulovan hypoxii k derepresi jeho transkripce, ktera je zéavisla na AGO1 a HENI
a nezavisla na vnimani hladiny kysliku, coZ se vyvozuje z jeho nizké indukce v agol-27

(Loreti et al., 2020).

Do mist Stépeni transkripti genti patogenti jsou sRNA transportovany pomoci
extracelularnich vesiklii (EV). Exosom-like EV obsahuji rizné RNA-vazebné proteiny,
veéetné AGO1, RNA helikazy (RH) a anexinti (ANN). AGO1, RH11 a RH37 selektivné vazi
RNA nabohacené v EV, ale ne EV-asociované RNA, takze se ptedpoklada, Ze ptispivaji
k selektivnimu nakladani sSRNA do EV. Mutanti agol, rhhli1rh37 a annlann2 vykazuji
snizenou sekreci SRNA do EV. Tyto RNA vazebné proteiny tedy hraji dilezitou roli
v nakladani RNA a stabilizaci EV. AGO1 je sekretovan v EV a specificky vaze 20-22 nt
sRNA. Sekrece sRNA prostfednictvnim exosomtll a exosom-like EV je konzervovanym

mechanismem pro komunikaci mezi bunkami v ramci celého organismu (He et al., 2021).

3.1.2. AGO 10
Co se tyCe proteinovych sekvenci, je proteinu AGO1 velmi podobny AGOI10

(Vaucheret, 2008). AGO10 se tcastni udrzovani nediferencovanych kmenovych bun¢k
v Shoot Apical Meristem (SAM, Lynn et al., 1999) a ustanoveni listové polarity (Liu et al.,
2009). Je exprimovan v provaskulatuie, adaxialnich listovych primordiich a meristémech
(Lynn ef al., 1999; Moussian et al., 1998). AGO10 vdze miRNA s 5° U (Zhu et al., 2011),
tedy stejné jako AGOI.

AGO10 kompetuje s AGO1 o miR165/166 a tlumi jejich aktivitu sekvestraci, ¢imzZ napf.
uvoliiuje expresi genil rodiny HD-ZIP III regulujicich vyvoj meristému (Zhu et al., 2011).

Rovnéz zprosttedkovava funkci miR172 v ustanoveni identity ty€inek a ve vyvoji kvéth
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z kvétnich kmenovych bunék (Ji et al., 2011). Mize vézat virovou siRNA a spolupracovat

s AGO1 a AGO?2 pfi protivirové obrané v kvétenstvich (Garcia-Ruiz ef al., 2015).

Obdobn¢ AGO10 kompetuje s AGO1 o miR168. Tato miR168 se mlze vyskytovat
ve varianté 21 nt /22 nt duplexu. Guide strand (22 nt) je mozné nakladat do AGO101 AGO]1.
Nalozeni do AGO1 vede ke klasickému umlcovani odpovidajici mRNA, kdezto nalozeni
do AGO10 vede k sekvestraci. Aktivita AGO10 je omezend, nebot’ ma izkou doménu

exprese, AGO10 takto alesponn CasteCn¢ ukryva miR168 pied regulaci prostfednictvim

AGOL1 (Iki et al., 2018).

AGO10 podporuje vyvoj axilarntho meristému (AM) pomoci zacileni genu
REVOLUTA (REV) prostfednictvim miR165/166. Specifickd exprese AGO10 v AM
pravdépodobné potlacuje aktivitu miR165/166-AGO1, ktery jinak znemoziiuje REV
expresi a AM iniciaci v Case a prostoru (Zhang et al., 2020). Exprese AGOI10 je
kontrolovéana v prostoru a ¢ase pomoci auxinu, brasinosteroidl a svétla, které iniciuji AM
v pazdich listi v ur¢itém véku rostliny. AGO10 je aktivovan pomoci Auxin Response
Factor 5 (ARFS), jeho exprese je zvySena v pazdi starSich listd. Oproti tomu je jeho
transkripce potlacovéana pomoci Brassinazole-Resistant 1 (BZR1)
a Phytochrome-Interacting Factor 4 (PIF4), k jejich expresi dochazi u mladych listt (Zhang
et al., 2020). AGO10 1 REV vykazuji podobny vzor v expresi, nejprve jsou oba geny
exprimovany na adaxialni stran¢ mladych list, poté ve stiedové zén€, kde se formuje
vaskulatura a nakonec ve vaskulatute a v listovém pazdi. Oproti tomu AGO1 se exprimuje
nejprve v mladych listech, ve starSich listech je vyrazny vyskyt ve stfedni zon¢ a malo
na adaxidlni stran€. V listech pfed AM iniciaci se AGO1 vyskytuje v nizkych mnozstvich

ve vaskulatufe a listovém pazdi (Zhang et al., 2020).

Dalsi draha, které se AGO10 ucastni, je Casoprostorova regulace miR398. AGO10 totiz
brani maturované miR398 v navratu do sami¢iho gametofytu pomoci sekvestrace. AGO10
je aktivovan pomoci Swi2/Snf2-Relatedl (SWR1) a ER-MPK v chaldze, ¢imz zajistuje
udrzeni spravného vyvoje vajicek (Zhan, 2021), konkrétné spravnou funkci Agamous Like
gent (AGL). AGO10 lokalizovany v chaldze slouzi jako vratny kontrolujici pohyb miRNA

mezi sami¢im gametofytem a sprorofytickymi pletivy (Cai ef al., 2021).
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3.1.3. AGO 5
AGOS preferecéné naklada 24 nt dlouhé sRNA s 5° C (Mi et al., 2008). Rovnéz se ticastni

antivirové obrany, vaze vsiRNA (z Cucumber mosaic virus) a kooperuje s AGO2

pii potlacovani infekce Potato virus X (Brosseau & Moffett, 2015; Takeda et al., 2008).

Mimo virové infekce se exprese AGOS omezuje na bunky megaspor a somatické buiky
v jejich okoli. Semidominantni mutant ago5 je defektni v iniciaci megagametogeneze,
predpoklada se tedy, ze AGOS zprostiedkovava megagametogenezi (Tucker et al., 2012).
AGOS se také ucastni kontroly doby kveteni pomoci modulace exprese transkripcnich
Squamosa-Promoter Binding-Like faktort (SPL). AGOS5 funkcéné a fyzicky interaguje
s miR156, pficemz miR156 drédha tidi dospivani rostliny (Wang, 2014). ago5 mutant
vykazuje ¢asné kvetouci fenotyp, represe kveteni pomoci overexprese miR156 je velmi
potlacena, oproti tomu morfologie listi ziistavda nezménéna. Role AGOS tedy spociva
v zprostfedkovani aktivity miR156 v meristematickych tkéanich, ale ne ve vegetativnich,
oproti tomu AGO1 se pravdépodobné ucastni této regulace ve tkanich vegetativnich. Tento
mechamismus vSak funguje spiSe na doladéni aktivit CONSTANS (CO) a Flowering Locus
T (FT), které jsou na miR156 draze nezavislé (Roussin-Léveillée et al., 2020). AGOS5
se UCastni 1 vyvoje pylu, jeho vysokd mira exprese byla detekovdna v cytoplazmé
spermatickych buné€k maturovanych zrn a v rostoucich pylovych lackach (Borges et al.,
2011). AGOS je tedy exprimovan ve vysokém mnozstvi béhem celého Zivota rostliny
a pri tvorbé semen, vcetn¢ meristému kvétenstvi, jeho role je v reprodukcni fazi vyvoje

rostliny (Mantegazza et al., 2014; Roussin-Léveillée et al., 2020).

3.2. SKUPINA AGO 2/3/7

3.2.1. AGO 2
AGO2 ma funkeci piekryvajici se s AGOL. Vaze 21 nt siRNA s 5° A (Mi et al., 2008).

Jeho hlavni roli je antivirova obrana vici Sirokému spektru virl, proti kterym navozuje
odolnost, napt. Turnip crinkle virus, Cucumber mosaic virus (CMV), Turnip mosaic virus
¢i Tomato bushy stunt virus (Carbonell et al., 2012; Harvey et al., 2011; Schuck et al., 2013;
Wang et al., 2011). Kromé& rostlinnych imunitnich reakci mize byt AGO2 exprimovan

1 v samcich a sami¢ich gametach (vice viz. kap. 3.2.2., Jullien et al., 2020).

K regulaci virové infekce dochézi tak, ze AGO2 s navdzanou virovou siRNA (vsiRNA)
inhibuje virovou replikaci (Schuck et al., 2013). PrestoZe bézné kyselina salicylova (SA)

a abscisova (ABA) pracuji jako antagonisté, pfi regulaci protivirové obran¢ vykazuji
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pozitivni vztah, konkrétné indukce AGO2 pomoci ABA je SA dependentni. Transkrip¢ni
faktory souvisejici s ABA a SA reguluji expresi genti ovliviiujicich RNA umlcovani, coz

vysvétluje, jak tyto hormony ovliviiuji resistenci vici viram (Alazem et al., 2019).

Primingem indukovana aktivace AGO2 doprovazi rezistenci Arabidopsis k CMV.
Tento priming je soucasti tzv. ziskané systémové rezistence (SAR), coz je Sirokospektralni
odpovéd’ na rezistenci k nemoci, kterd mize byt navozena patogenem, ¢i chemickym
osetfenim (napt. BTH, benzo-(1,2,3)-thiadiazole-7-carbothioic acid S-methyl ester). Jedna
se o priming, tedy vybuzeni nésledné robustnéj$i aktivace obrannych genti pii Utoku
patogenti. Bylo vyzkouméno, Ze po BTH-primovani u Arabidopsis dochazi k akumulaci
vysSich mnozstvi mRNA pro AGO2 a AGO3, hloubé;ji bylo zkoumano pouze AGO2. Tato
zvySena exprese AGO?2 je asociovédna s trimetylaci lysinu 4 na histonu H3 a acetylaci
histonu H3 v AGO2 promotoru pted aktivaci a je rovnéz spjata s indukovanou rezistenci ke
zlutému kmeni viru CMV. Priming tedy zahrnuje modifikaci histoni v promotoru pro
AGO2, coZ podminiuje zvySenou aktivaci AGO2, kterd je spojena s rezistenci na CMV
(Ando et al., 2021). Pii tomto stavu zvySeni aktivity AGO2 dochazi naopak k umlceni
AGO10, ¢imz dojde k ptfechodu od rtstu k obran¢ (Pajerowska-Mukhtar ef al., 2012) a tim
ke zpomaleni rastu a vyvoje (Ando ef al., 2021).

Na zaklad¢ selek¢niho tlaku zpiisobeného Potato Virus X mizeme pozorovat zvyseny
vyskyt polymorfismu u AGO2, ktery vede ke zvySené odolnosti k tomuto viru. Tyto
polymorfismy ovliviiuji antivirovou aktivitu AGO2, aniz by ale ovlivnily jeho dalsi funkce,
jako je napf. antibakterialni resistence nebo metylace DNA. Na zaklad¢ koevoluce virt
arostlin se viry zjevné naucily obchazet a potlacovat procesy RNAi a tato interakce

ovlivnila pfirozené varianty komponent RNA umlcovani (Brosseau et al., 2020).

AGO2 ma rovnéZ antimikrobidlni a antibakteridlni aktivitu, tu navozuje pomoci vazby
miR393b*, ¢imZ umlcuje Golgi lokalizovany protein MEMBI12. Represe jeho translace
zpusobi exocytozu antimikrobidlnich proteint souvisejicich s patogenezi 1 (PR1, Zhang et
al., 2007). AGO2 je indukovan bakteridlni infekci, a tim pozitivn€ stimuluje imunitni
reakci. N termindlni doména AGO?2 je obohacena Arg-Gly repeaty (RG/GR), které jsou
metylované pomoci Protein Arginin Metyltransferdazy 5 (PRMTS5). Metylace argininu ma
dvoji funkci vregulaci AGO2. Metylovand argininova rezidua mohou podporovat
degradaci AGO2 proteinu a jsou rovnéZ vazany Tudor-doménovymi proteiny (TSNs), které

degraduji AGO?2 asociované sRNA. Snizend exprese PRMTS5 béhem infekce by mohla vést
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k redukci metylace arginini na AGO2, coz by vedlo k akumulaci AGO2 a AGO2
asociovanych sRNA, ¢imz by doslo k podniceni imunity rostliny (Hu et al., 2019).

AGO2 mé 1 aktivitu antifungalni (Cao et al, 2016). Obrana proti nekrotrofnimu
patogenu Sclerotinia sclerotiorum je zajiStovana pomoci AGO2 asociovanych miRNA
vedouci k obranné reakci rostliny. Tato obrana byla objevena v ago? mutantech
pfi integrované analyze miRNAomu a transkriptomu. Byla identifikovana fada
diferenciacné exprimovanych geni (DEGs) a diferenciacné exprimovanych miRNA
(DEMs). Integrovana analyza DEMs a DEGs prokéazala pies 40 potencidlnich AGO2
dependentnich Sclerotinia sclerotiorum responsivnich (ATSR) DEM-DEG para
zahrnujicich modulaci imunitniho rozpoznavani, toku véapniku, redoxni homeostazy,
akumulace hormonti a jejich signalizace, modifikace bunécné stény a homeostaze
kovovych iontl. Dale pfispivaji k této obrané i tfi DEGs z identifikovanych pard DEM-
DEG ato GSTU2, GSTUS, a RBOHF, které souvisi s ROS a redoxni homeostdzou (Cao et
al., 2020).

Exprese AGO2 miize byt také indukovana y-zafenim, ktera zplisobuje DNA léze
(Culligan et al., 2004), zaroven ale zptusobuje tvorbu diRNA, které se ucastni DSB oprav
(viz. kap. 2.4., Wei et al., 2012).

V neposledni fadé¢ se AGO2 podili i na modulovani tolerance k zasoleni. S AGO2
proteinem interaguje protein MUG13.4 s R3H doménou (Wang et al., 2019). MUG13.4
by mohl ovliviiovat stépici aktivitu AGO2 asociovaného s miR173. MUG13.4 1 AGO2 byly
prednostné exprimovany v semenech a kofenech rostlin, mutanti projevovali
hypersensitivitu na stres ze zasoleni a zpomaleny rast. V odpovédi na stres MUG13.4
rovnéz intenzivné ovliviiuje fenotyp mutanta ago?2, ktery je defektni ve schopnosti sté€peni
cilovych RNA. Funkce AGO?2 je tedy zavisla na MUG13.4. AGO2 zvySuje toleranci vici
stresu zasolenim ovlivilovanim pisobeni signaliza¢ni kaskady SOS (Shi et al, 2000)

na transkripcni urovni (Wang et al., 2019).

3.2.2. AGO 3

AGO3 ma podobnou genomovou lokaci a cca 70% sekvenéni identitu s AGO2
(Vaucheret, 2008). Preferencné vaze 24 nt hetsiRNA s 5 A (Zhang et al., 2016) rovnéz
bylo detekovano i jeho vdzani 21 nt sSRNA (Jullien ef al., 2020). M4 antivirovou funkci,

dokaze Stépit Potato spindle tuber viroid (in vitro, Minoia et al, 2014). V rdmci
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epigenetického umlcovani je spiSe reduntantni s fylogeneticky vzdéalen&jsim AGO4

nez s AGO2 (Zhang et al., 2016).

AGO3 vznikl recentni duplikaci v AGO2 lokusu, ale funkéné se velmi lisi. AGO2
a AGO3 nemaji prekryvajici se funkci v reprodukénich pletivech. Exprese AGO3 byla
detekovana v bunkéach chalazalniho integumentu vajicek a semen a také v oblastech
zakonceni cévnich svazkt, konkrétné na konci filament ty¢inek a meristémi kvétenstvi.
Oproti tomu je AGO2 pifevazné exprimovan v samcéich a samicich gametach.
Ve vegetativnich pletivech miiZzeme pozorovat bazalni akumulaci AGO2, kdezto AGO3 je
pod hranici detekovatelnosti. Umisténi AGO3 ve vaskuldrnich zakoncenich naznacuje
prostorové omezenou roli v antivirové obrané, jelikoZz floém je viry Casto vyuZzivan
k systemicke infekci — pfenosu do sinkovych pletiv (Jullien et al., 2020). AGO3 je pfitomen
v cytoplazmé a kosedimentuje s monosomy 1 polysomy. Pfitomnost ve frakci s polysomy

naznacuje moznou roli v PTGS prostfednictnim inhibice translace (Jullien et al., 2020).

3.2.3. AGO 7

Poslednim ¢lenem skupiny je AGO7 (diive oznaCovany ZIP). Ten asociuje prevazné
s 5° A miRNA se specifickym centralnim regionem (Endo et al., 2013), napt. s 21 nt
miR390, ktera cili na nekddujici TAS3 transkripty, coz vede k biogenezi tasiRNA
(Montgomery et al., 2008). tasiRNA cili na auxin responzivni faktory (ARFs), ty se podileji
na regulaci nacasovani vyvoje a regulaci vyvoje lateralnich organii, napiiklad ustanoveni
listové polarity, morfologie listu, ¢i heteroblastie (Adenot et al., 2006; Garcia et al., 2006;
Hunter et al., 2006). Tento vyvoj je negativné ovlivnén v mutantech drblago7, drb2ago7

a drb4ago?7, coz naznacuje dulezitost DRB proteinti v této draze (Pegler et al., 2019).

3.3. SKUPINA AGO 4/6/8/9

AGO4, AGO6 a AGO9 vazi predevsim DCL3-dependentni 24 nt hetsiRNA s 5¢ A, které
spousti RADM v rostlinach (Havecker et al., 2010; Mi et al., 2008). AGO4 ma rozsédhlou
expresi v embryich a dospélych rostlinach. Oproti tomu AGO6 a AGO9 maji nizkou

expresi, kterd je omezena na embrya a meristémové oblasti (Lee & Carroll, 2018).

3.3.1. AGO4

Hlavnim proteinem skupiny je AGO4. Podili se na RADM, uml¢ovani transpozont
a tvorbé a udrzovani heterochromatinu (Havecker et al., 2010). Hraje také dilezitou roli

v meidze matetskych bun€k pylu. Mutant ago4 mé defekty ve vyvoji kvétnich organt,
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v kondenzaci chromozomt béhem metafaze I, opozdéné chromozomy v anafzi I a vysoké
procento pylovych zrn v polyadach misto v tetrddach vyprodukovanych na konci meidzy
(Oliver et al., 2016; Zilberman et al., 2004). Je vyzadovan pro rezistenci viuci infekci
Pseudomonas syringae a dalSim bakteriim. Bylo prokazano, ze tato rezistence funguje
nezavisle na RADM draze (Agorio & Vera, 2007). AGO4 se také podili na regulaci
transkripce dlouhych nekoédujicich RNA (IncRNA). Ta je zprostfedkovana mistné
specifickymi modifikacemi chromatinu pomoci AGO4 asociovanych sRNA (Tang et al.,

2019).

AGO4 také napomaha obrané vic¢i DNA virim (geminivirGm a pararetrovirim, Raja et
al., 2008). V Cajalovych téliskdch se odehrava antivirovda DNA metylace. Metylace
genomu Tomato Yellow Leaf Curl Virus mize byt blokovana proteinem V2, ktery je
koédovan virem (Wang ef al., 2014) a interaguje s AGO4, ¢imz interferuje s jeho vazebnou
schopnosti k virové DNA (Wang et al., 2019). K projeveni funkce virového proteinu
a k potlateni AGO4-dependentni metylace je nezbytna lokalizace V2-AGO4
do Cajalovych télisek (Wang et al, 2020). AGO4 dependentni metylace virové DNA
je mozna jen pii absenci V2 proteinu. Podobné projevy byly pozorovany rovnéz u Cotton
Leaf Curl Multan viru (Wang et al., 2019). Toto chovani naznacuje, ze n¢které druhy
geminivirt si vyvinuly zpusob, jak rozpoznat a zacilit AGO4 a zvysit tak svou virovou
infekci (Wang et al, 2020). K podobnym zavérim se dosSlo i pii zkoumani RdADM

a odpovédi na infekci virem Tobacco Rattle Virus (Diezma-Navas et al., 2019).

Pro RdDM je dilezita ptitomnost Pol V, kterd spolu s nascentnim transkriptem slouzi
jako leseni pro vazani komplexii AGO4-siRNA. Transkripty Pol V maji na 10 pozici
(z 5 konce) U, ktery je komplementarni k A v24 nt siRNA navazané v AGO4,
ato z divodu kotranskripéniho Stépeni transkripti Pol V fizeného siRNA. Tato
Pol V ke svému spravnému fungovani vyzaduje elongacni faktor Suppressor of TY
Insertion 5-like (SPT5L), jeho funkce zatim ale neni hluboce prozkouména (Liu ef al.,
2018). Mutanti ago4 1 spt5] vykazuji Castecnou ztratu RADM (Liu et al., 2018). SPTSL
obsahuje WG/GW oblast zvanou AGO hacek, stejné¢ jako nejvétsi podjednotka Pol V
(Azevedo et al., 2011). SPT5L nejspiSe napomaha pii né¢kolika krocich RADM, vcetné
rekrutovani AGO4, a naslednému kotranskripénimu slicingu transkriptii Pol V a udZovéni
stability a mnozstvi transkriptti Pol V (Liu et al., 2018). V mutantech spt5/ ale stale mize
dochazet k ¢aste€né metylaci zprostfedkované RdDM, a to tak, Ze RADM muze stale byt

navozena fyzickou interakci AGO4-siRNA s DRM2. Toto chovani naznacuje dudlni
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mechanismus, kterym AGO4 stimuluje DRM2 aktivitu, bud’ pomoci slicingu transkripta
Pol V nebo interakci s DRM2 (Liu et al., 2018). Pro navozeni RdADM je tedy potieba aby
AGO4 interagoval s AGO hackem, at’ uz tim na Pol V nebo na SPT5L.

AGO4 a AGO6 jsou pravdépodobné vzajemné zavislé. Lisi se v kolokalizaci s Pol II
aPol V v ramci bunétného jadra. AGO4 kolokalizuje a fyzicky interaguje s Pol II
v nukleoplazmé, zatimco v perinukledrnich ohniscich kolokalizuje s Pol V. AGO6
v akumulaci Pol V dependentni nekddujici RNA. Jsou tedy funkéné odlisné (Duan ef al.,
2015). AGO4 je exprimovan po celé rostling, zato AGO6 prevazné v SAM a RAM (Root
Apical Meristem, Eun et al., 2011).

3.3.2. AGO6

AGO6, casteCné popsany jiz v ramci predchozi kapitoly, je dilezity pro akumulaci
specifickych heterochromatin souvisejicich siRNA, pro DNA metylaci a TGS, v ¢emz je
castecné redundantni s AGO4 (Zheng et al., 2007). Od AGO4 se lisi vazebnou preferenci
pro siRNA produkovanou z jinych lokusii, coz miize byt pfipisovano jejich rizné expresi
v Case a prostoru a interakci s cilovym lokusem (Havecker et al., 2010). AGO6 také vaze
21-22 nt siRNA generované z transkripéné aktivnich TEs a spousti iniciaci de novo
metylace, coz by mohlo byt propojenim mezi PTGS a TGS TE (McCue et al., 2015;
Nuthikattu ef al., 2013).

AGO6 se ucastni RADM CHH oblasti na promotoru Allantoinase (ALN)
ve specifickych tkanich, ktera stimuluje dormanci semen v zim¢. CHH metylace je
stimulovéana nizkymi teplotami pii vyvoji semen, tato stimulace vSak nebyla pozorovana
v dospélych rostlinach. Jedna se o tkanové specifickou RDR6-RADM, ktera umoznuje
udrzet informaci o diivéjSich nizkych teplotach pro optimalizaci doby kliceni. Po vykli¢eni
je informace v embryich smazana a v téch tak miize byt nastavena optimalni genova exprese

pro dalsi generaci. (Iwasaki ef al., 2019).

3.3.3. AGOS
AGOS8 a AGO9 maji vysokou miru sekvenéni shody (Vaucheret, 2008). Jsou kddovany
dvéma sousednimi lokusy. Struktura AGOS se lisi od ostatnich AGO, hlavné v sSRNA
vazebné MID doméné a PIWI doméné. Tyto odliSnosti vedly diive k zavériim, Ze se jedna
o pseudogen (Kapoor et al, 2008; Vaucheret, 2008). Jeho funkce zatim neni pfiili§

prozkoumana.
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3.3.4. AGO9

AGO9 je exprimovan v SAM a v epidermalni vrstvé vyvijejicich se vaji¢ek. Za béznych
okolnosti je sami¢i gametogeneze iniciovana z jedné gametické buiky, a to funkéni
megaspory, ktera je vytvorena po meidze ze somaticky odvozené megasporové mateiské
buitky (MMC). N¢kteti rostlinni mutanti maji vice MMC a jsou tak schopni formovat
gamety apomikticky bez meidzy. Somatické bunky ve vajicku jsou nejspiSe schopné
reagovat na vnitini bunécné signaly, které hraji roli v determinaci. V Arabidopsis dochazi
ke kontrole formace samicich gamet prostfednictvim AGO9, ktery omezuje specifikaci
prekurzori gametofytu. Spolehlivost kontroly specifikace prekurzort gametofytu se odviji
od mnozstvi mutovanych alel, jelikoz alely ago9 jsou dominantni. Mutace ago9 zpusobuji
diferenciaci vice gametickych bunék. Efekt mutace je stejny jako pii mutaci SGS3 a RDR6.
AGQO9 asociuje s 24 nt hetsiRNA z transpozont ve vyvijejicim se vajicku a limituje pocet
zvétsenych subepidermalnich diploidnich meiocytl na jednu vramci vyvijejiciho
se vajicka. AGO9 je tedy kliCovy protein pro urCeni osudu bunék ve vajicku

(Olmedo-Montfil et al., 2010).

AGO9 rovnéz mize vazat SRNA retrotranspozonli Athila exprimovanych ve vajicku
pied opylenim. Athila je typ Long Terminal Repeats Retrotransposons (LTRs), ktery je
v Arabidopsis lokalizovan piedev§im v pericentromerickych oblastech a k jeho intaktivaci
je potieba AGO9. Jednad se o tkanové specificky mechanismus sRNA dependentniho

umlcovani TE ve vajicku (Duran-Figueroa & Vielle-Calzada, 2010).
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4. Zavér

V ramci této prace jsem nastinila dilezitost proteini Argonaut u rostliny Arabidopsis
thaliana. Vénovala jsem se interakci proteinti s malymi RNA a popsala rozdily ve fungovani
s jednotlivymi druhy malych RNA. Déle jsem charakterizovala proteiny Argonaut, popsala
jejich strukturu a mechanismus u¢inku s nalozenou malou RNA, se kterou formuje zaklad
Stépictho komplexu RISC. Poté jsem upozornila i na dalsi aktivity proteinti Argonaut.
V neposledni fad¢ jsem se zaméfila na rozdéleni proteind Argonaut do tii skupin vytvorenych
na zakladé fylogenetické analyzy a na charakteristiku kazdého z nich. Proteiny Argonaut jsou
dnes pfedmétem intenzivniho vyzkumu a diky tomu doslo v poslednich letech alespoii ¢astecné
k prozkoumani funkce vétSiny z nich. Doted’ se vSak vysoka pozornost vénovala prevazné
hlavnim proteinim jednotlivych skupin au ostatnich Clenii zlstdva fada nezodpovézenych
otazek potiebnych k pochopeni jejich mechanismii fungovani. Ani u hlavnich zastupci proteina
Argonaut vyzkum neni zdaleka u konce, jelikoZ i1 u nich doSlo v poslednich letech k fadé

prulomovych objevli novych funkei.
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