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Abstrakt

RNA interference je jednim z d&ja, které umoziuji v bunikach regulovat aktivitu genti. Tento
proces je vétSinou spoustén pritomnosti dvousroubovicové RNA v bunice. Z takovéto RNA
mohou byt vyStépovany duplexy malych RNA, vétSinou o délce 20-25 nukleotidd, za pomoci
proteinu zvaného Dicer. Jednovlaknové malé RNA uvolnéné z téchto duplext jsou zdkladnim
kamenem RNA interference alze je tfidit do n€kolika skupin na zédkladé jejich biogeneze.
U rostlin se setkdvame s miRNA a siRNA. Malé RNA asociuji s proteinem zvanym Argonaut
anavadéji jej nazékladé sekvencni komplementarity k cilové molekule. Argonaut miize
fungovat bud’'to sdm nebo v komplexu s jinymi proteiny. V zavislosti na charakteru proteini
ucastnicich se tohoto déje spousti malé RNA riznorodé procesy, které mohou vést ke Stépeni
mRNA (proces, na ktery staci samotny komplex Argonaut a mald RNA), blokovani translace
nebo modifikacim chromatinu. S RNA interferenci se Ize setkat u vétSiny Eukaryot, kde hraje
roli ve vyvoji organismi, jejich reakci na stres, upravach chromatinu a také v obrané proti virim.
U rostlin se setkavdme s rozmanitou skdlou mechanismti, kterymi mize RNAi fungovat a kterym

zac¢iname teprve postupné rozumét a docenovat jejich vyznam.

Klic¢ova slova: RNA interference, miRNA, siRNA, rostliny, Arabidopsis, RADM (RNA directed
DNA methylation), PTGS (post-transcriptional gene silencing), TGS (transcriptional gene

silencing), transgeny, uml¢ovani genti



Abstract

The process of RNA interference allows cells to regulate functions of their genes. This process is
usually initiated by the presence of double-stranded RNA within a cell. Such double-stranded
RNA is diced by a specific protein called Dicer into duplexes of small RNAs, usually 20-25
nucleotides long. Single-stranded small RNAs, released from the duplexes, are the heart of RNA
interference and they can be categorize into several groups according to their biogenesis. There
are two groups of small RNAs in plants: miRNA and siRNA. Small RNAs can associate with
a protein called Argonaut and guide it to the target molecule on the bases of sequence
complementarity. The Argonaut-small RNA complex can act on itself or it can interact with other
proteins in a wide spectrum of processes. The complex can slice the target mRNA (which can be
handled by the sole Argonaut and small RNA), it can suppress translation or it can direct
chromatin modifications. The phenomena of RNA interference can be found in almost all
Eukaryotes where it can serve many functions, for example it can control cell differentiation,
participate in stress responses, direct changes in chromatin and defend the organism against
viruses. A diverse set of operating modes of RNA interference can be found in plants, which we

are only at the beginning to understand and appreciate their consequences.

Keywords: RNA interference, miRNA, siRNA, Plants, Arabidopsis, RADM (RNA directed DNA
methylation), PTGS (post-transcriptional gene silencing), TGS (transcriptional gene silencing),

Transgenes, Gene Silencing
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Uvod

RNA interference (RNA1) predstavuje relativné mladou oblast molekularni a bunééné biologie.
Jeji objev ndm umoznil spatfit naprosto novou Uroven regulace genové exprese v organismech,
a jak se stale objevuji nové poznatky z této oblasti, objevuji se i nové procesy, které tento d¢j
mohou ovliviiovat. Porozuméni RNAi1 mize pfinést alespon ¢astecné odpovédi na mnohé otazky
moderni biologie. Odhaluje dosud nezndmé regulacni procesy, umozituje mnohem lépe pochopit
komplexitu genovych interakci, dava odpovédi nanéckteré jevy zoblasti epigenetiky
a v neposledni fadé¢ umoznuje vysvétlit funkei alespon casti nekodujici DNA, jez se nachazi
v genomech organisml. Funkce RNAIi je opravdu rozmanita — mize fidit diferenciaci bunék,
morfologicky vyvoj, odpovéd’ na stresy, miize ovliviiovat stav chromatinu v buiice, regulovat
transposomy a také muze branit buniku pfi napadeni viry. RNAi ma velky vyznam jako mozny
prostiedek vyzkumu, nebot umoznuje selektivné asnadno vytadit zfunkce urCity gen
v organismu. Porozuméni mechanismii RNAi je nezbytné ipro biotechnologické vyuziti
transgennich organismu, nebot’ RNAi mtize vést k uml€eni transgentl, a tim mize zabranit, aby
se projevil kyzeny efekt v transgennim organismu. V rostlindich se mechanismy RNAi Siroce
diverzifikovaly v souvislosti s potfebou velké flexibility rostlinnych organismt, které jsou
vazany najedno dané stanoviSté, a musi proto velice pruzné reagovat na jakékoliv zmény

ve svém prostiedi.

Myslenka, Ze by RNA mohla regulovat aktivitu gent, je témér stejné tak stard jako prvni modely
regulace genové exprese (Jacob & Monod 1961). Jiz pred objevem RNAIi byly znamy piipady ,
kdy pfitomnost antisense RNA ovliviiovala (snizovala) aktivitu ptislusného genu. Pfedpokladany
mechanismus spocival ve fyzické interakci anisense RNA s mRNA a blokovani jeji translace.
Proces RNAi je vSak néco trochu odlisného, nebot’ dvouvlaknovd RNA spousti specifické
katalytické procesy, které nasledn¢ vedou prostfednictvim malych RNA ke zméndm v genové
expresi homolognich sekvenci. RNAI, aniz se znal jeji mechanismus, byla poprvé pozorovana
u rostlin na konci osmdesatych let. Pii pokusech o zvyraznéni barvy kvétli za pomoci vneseného
transgenu byl sledovan naprosto opacny projev, nez jaky byl zamyslen — v disledku tvorby
malych RNA navozenych vysokou hladinou exprese genu pro chalcon syntazu doslo 1 k
potlaceni exprese vlastniho rostlinného genu (tzv. kosupresi). Uml¢ovani exprese genl (gene
silencing) se mulze odehravat na posttranskripéni urovni (PTGS, zprostfedkované Stépenim
mRNA ¢i blokovanim translace) ¢i na trovni transkripéni (TGS, tedy zablokovanim vzniku
mRNA). Nedlouho po rostlinaich byla RNAi pozorovana iuhouby Neurospora crassa

a oznacena terminem ,,quelling“. Roku 1998 Craig C. Mello a Andrew Fire publikovali ¢lanek,



ve kterém popsali jev uml¢eni genové exprese spoustény vlozenim dvouvldknové RNA do bunck
Caenorhabditis elegans a prokazali tak, Zze mechanismus umlcovani se lisi od pfedpoklddaného
mechanismu u¢inku antisense RNA(Fire et al. 1998). Tento jev nazvali jako RNA interference
a roku 2006 za jeho objev obdrzZeli Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu. Nedlouho po tomto
clanku se ukdzalo, Ze RNAi muze vysvétlit PTGS a TGS urostling quelling uhub a je
zodpovédna i1 za Ginky antisense RNA. Od té doby se naSe poznani tohoto procesu stale rozviji
a s nim se rozviji 1 naSe porozuméni molekulérni biologii a genetice. O vyznamnosti tohoto jevu
svéd¢i 1to, Ze jeho objev byl nékterymi oznacen za nové paradigma v molekularni biologie

(Matzke & Matzke 2004). Nezbyva nez souhlasit.



Literarni prehled

1. Klicové slozky RNA.I

Zakladem fungovani RNAi jsou malé RNA, které na principu komplementarity bazi rozeznavaji
cil plisobeni RNAi. Tento proces ma u rostlin né€kolik spole¢nych zakladnich krokd, na jejichz
pocatku stoji dvouvldknova RNA (dsRNA; obr. 1). Ta muize vznikat v buiice asociaci
komplementarnich usekii v ramci jedné ¢i dvou molekul RNA syntetizovanych vétSinou RNA
polymerdzou II, nebo muze byt exogenniho ptivodu. Do procesi RNAi mize vstoupit i
jednovldknova RNA bez komplementarniho vldkna, a to tak, ze je k ni dosyntetizovano druhé
vldkno pomoci virové ¢i rostlinné RNA dependentni RNA polymerazy (RDR).
Dvousroubovicovy RNA prekursor je zpracovan pomoci proteinu Dicer, jimz je z néj vystiizen
duplex RNA vétSinou o délce 20-25 nukleotidd. Jedno z vldken tohoto duplexu, vlastni malé
RNA, nasledn¢ asociuje s efektorovym proteinem nazvanym Argonaut (AGO). Ten miize funkci

vykonavat samostatn¢ a nebo v interakci s dalSimi proteiny.
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Obrazek 1: Zakladni prehled vzniku a fungovani riznych druht malych RNA. (a) V modrém poli je mozné vidét vznik
dvousroubovicové RNA: (1) prekursor miRNA v podobé vilasenky, (2) syntéza dvouvlaknového prekursoru pomoci RDR, (3)
transkripty dvou vzajemné se prekryvajicich genli (NATs) a (4) invertovana repetice. Ve Zlutém poli vy$tépeni duplexu malych
RNA pomoci DCL. V Sedivém poli export z jadra (pokud k nému dochazi). V zeleném poli jsou mozné zpusoby plsobeni
malych RNA. (1) Stépeni transkriptu, (2) blokovani translace a (3) methylace DNA. (b) Jednotlivé drahy a proteiny, které se jich
UcCastni. Pfevzato z: Voinnet (2008)



1.1. Proteiny biogeneze malych RNA

K vystfizeni malé RNA z dvouSroubovicového prekurzoru je potfeba proteinu z rodiny Dicer.
Dicer (DCR) patfi do skupiny ribonukleaz typu III a jeho rostlinny homolog se oznacuje jako
Dicer-like (DCL). Useky dsRNA, které vystépenim vzniknou, nesou 5' monofosfat a 3'
hydroxylovou skupinu. 3' konce duplexu maji dvounukleotidovy ptesah. Dicer vétSinou obsahuje
Sest funkénich domén. O navazani a St€peni dsRNA se staraji domény PAZ, RNase III a dsRBD.
Katalytickou funkci ma doména RNase III, ktera se v proteinu vyskytuje dvakrat, vlastni St€peni
nasledné probiha na zéklad¢ intramolekuldrni dimerizace téchto domén (Zhang et al. 2004). PAZ
doména vaze dvounukleotidovy ptesah na 3' konci ajeji vzdalenost od domény RNase III
pravdépodobné rozhoduje o délce vystiizené malé RNA (MacRae ef al. 2006). Savci, kvasinky
a had’atka koduji jeden DCR a Drosophila dva. Naproti tomu rostlinné DCL jsou mnohem
rozmanitéjsi, Arabidopsis koduje Ctyfi typy DCL a jednodélozné rostliny maji zfejmé pét typa
DCL (Margis et al. 2006). Jednotlivé rostlinné DCL se odliSuji svoji Gcasti v biogenezi riznych
typt malych RNA a také tim, jak dlouhé malé RNA produkuji (Kasschau et al. 2007). Zaroven
jsou ale ve svych funkcich pomérné redundantni (Gasciolli et al. 2005), a to obzvlasté pii obrané
rostliny proti virim. Pravé ucast DCL na rostlinné obrané proti viriim ziejmé sehrala roli v jejich
diversifikaci. Rostlinné viry totiz koduji proteiny schopné potlacovat rizné slozky RNAi a pro
rostlinu je tedy vhodné, aby ztradtu jedné slozky obrany proti virim byla schopna nahradit

sloZkou jinou (Deleris et al. 2006).

Nejvyraznéjsi funkci DCL1 je jeho podil natvorbé miRNA, podili seale ina tvorbé
sekundarnich nat-siRNA a také na vzniku 1-siRNA (popis riznych typtit RNA pfinasi kapitola
1.3). Malé RNA produkovan¢ DCL1 jsou pievazné 21 nukleotidi dlouhé. Vzhledem
k charakteru prekurzoru miRNA a k charakteru transkriptu nékterych transgenii ¢i virt, které
také mohou byt zpracovany pomoci DCLI (Dunoyer etal. 2007), sezda, Zze DCLI
se specializoval na produkci malych RNA z vlasenek s nedokonalym parovanim bazi. Funkci
DCL2 je produkce primdrnich nat-siRNA ahraje vyznamnou roli v obrané proti virim.
Prekurzory, které zpracovava, jsou predevSim produkty RDR6, Casto se tedy také ucastni
produkce sekundarnich RNA — naptiklad pti uml¢ovani sense transgent (Mlotshwa ef al. 2008).
DCL3 sespecializuje naprodukci 24 nukleotidi dlouhych siRNA fidicich tvorbu
heterochromatinu (hc-siRNA), jez vystépuje z prekursort vytvoirenych pomoci RDR2. V ptipadé
jeho nefunkénosti ale mlze byt ¢aste¢né nahrazen DCL2 a DCL4, produkujicimi malé RNA

jinych délek (Deleris et al. 2006). Poslednim z Dicer-like proteinit Arabidopsis je DCL4, ten



se podili na tvorbé ta-siRNA a hraje vyznamnou tlohu v obrané proti viriim. Stejné jako u DCL2

jsou jeho prekurzory casto produkty RDR6 (Yoshikawa et al. 2005; Deleris et al. 2006).

S DCL pfi vystiizeni duplexu RNA z prekurzoru spolupracuji proteiny z rodiny DRB (dsRNA-
binding protein). Jde o rodinu proteini s dSRNA vazebnou doménou. U Arabidopsis je zndmo
celkem pét téchto proteini. HYL1 (Hyponastic Leavesl) je potfeba pro biogenezi miRNA
a interaguje s DCL1 ve specifickém jaderném subkompartmentu — D-bodies (Fang & Spector
2007). DRB4 interaguje s DCL4 v biogenezi ta-siRNA (Adenot efal. 2006). Je moZné,
Ze 1 ostatni proteiny z této rodiny se ve spolupraci s DCL podili na dalSich drahach biogeneze

malych RNA.

Malé rostlinné RNA jsou na svych 3' koncich bézn€¢ methylovany. Stejné tak jsou methylovany
1 malé RNA jinych organismd, ale naptiklad savéi miRNA methylovany nejsou. Tato funkce je
vykonavana proteinem HEN1 (Hua Enhancer). HEN1 rozpoznava nukleotid na 3' konci vldkna
RNA, jenZ je soucasti duplexu vystfizeného pomoci DCL, a navdze na jeho 2' hydroxylovou
skupinu methyl. Tato modifikace poté brani degradaci malé RNA. Malé RNA bez methylace
na svém 3' konci jsou v tomto misté uridylovany (Li et al. 2005). Exoribonukleaza SDN1 (Small
RNA Degrading Nuclease) je zodpovédné za degradaci pravé takovychto malych RNA bez 2'-
O metylové modifikace na 3' konci, avS§ak SDNI se nezamétfuje na degradaci uridylovanych
malych RNA, banaopak, degradace uridylovanych malych RNA je pomalejsi, nez u téch
neuridylovanych (Ramachandran & Chen 2008). Nelze tedy fict, jestli uridylace slozi jako
znaceni pro degradaci (napf. néjakému jinému proteinu nez SDN1), jak bylo naznaceno pfi jejim

objevu u malych RNA.

Pro organismus muze byt vhodné mit schopnost zpracovat mechanismy RNAI i jednovldknové
transkripty, které nevytvaii pfirozené Zadné dvouSroubovicové Useky v podobé vlasenek, nebo
prekryvem dvou komplementarnich transkripti. K tomu u rostlin, kvasinek, had’atek a né¢kterych
dalSich organismii slouzi specializované RNA dependentni RNA polymerazy (u Arabidopsis
znaCeny RDR), které jsou schopny k ssRNA syntetizovat komplementarni vlakno a vytvofit tak
dsRNA. Naptiklad savci ale tyto polymerazy nemaji, divodem miize byt, Ze procesy, kter¢ jsou
na nich u rostlin zavislé, vykonavaji jiné mechanismy (napt. piRNA, jez ve své biogenezi nemaji
dvouvldknovy duplex RNA), pfipadné by jejich funkci teoreticky mohla zastdvat DNA
dependentni RNA polymeraza II, u které byla prokazana i RNA dependentni RNA polymerazova
aktivita (Lehmann et al. 2007; Zong et al. 2009). RDR dokazi katalyzovat polymerazovou reakci
jak s primerem, tak bez primeru. Na primeru nezavislad syntéza je iniciovana na 3' konci

templatu. Templatem muize byt ssSRNA i ssDNA, nikoliv vS§ak dsRNA nebo dsDNA. RDR ma



také termindlni transferazovou aktivitu, kdy na 3' konec RNA piidava bud’to adenosin nebo
guanosin (Schiebel efal. 1993). U houby rodu Neurospora (ataké u Caenorhabditis) muze
ptislusny homolog RDR katalyzovat, nezavisle na primeru, syntézu 9-21 nukleotidi dlouhych
RNA zcel¢ délky templatu (tedy iniciace neni vazana jen na 3' konec) a vytvaret tak siRNA,
které ke své syntéze nepotfebuji DCR (Makeyev & Bamford 2002). Zdali je toto mozné
iurostlin neni zndmo, vSechny dosud popsané zplsoby syntézy malych RNA jsou na DCL
zavislé. Genom Arabidopsis kéduje celkem Sest RDR, funkce tii blizce piibuznych RDR3a,
RDR3b aRDR3c neni znama, ostatni se podileji na obran€ proti virtm nebo napiiklad
na produkci sekundéarnich siRNA. RDR1 hraje hlavni roli v obrané rostlin proti virim a je silné
exprimovana v pfitomnosti kyseliny salicylové (SA), coz je rostlinny hormon hromadici se pti
stresu, napt. v disledku virové nakazy. S RDR1 na obrané proti virim spolupracuji proteiny
DCL2 a DCL4 (Diaz-Pendon ef al. 2007). RDR2 se specializuje na biosyntetickou cestu pro
tvorbu siRNA, které fidi vznik heterochromatinu, na rozdil od DCL3 ale neni v této cesté
nahraditelnd (Kasschau et al. 2007). RDR6 je tfeba pro vznik ta-siRNA (Yoshikawa et al. 2005),
nat-siRNA (Borsani ef al. 2005), dale je potfeba béhem PTGS sense transgenti a pro ochranu
proti virim. Jako templat pro RDR6 slouzi v téchto procesech piedevsim aberantni RNA, tedy
napiiklad RNA bez 5' Cepicky nebo bez 3' poly-A konce. Aberantni RNA mize vzniknou
v ptipadé, kdyz RNA polymerdza II ignoruje termindtor nebo také rozSt€penim transkriptu
zprostitedkovanym siRNA nebo miRNA (Gazzani efal. 2004; Luo & Chen 2007). Protoze
aberantni transkripty vznikaji v organismu v ur€itétm mnozstvi b&zné, nebot nic nemize
fungovat dokonale, tak je tfeba néjakym zplisobem regulovat to, aby se templatem pro RDR6
nestavaly produkty gend, které rostlina potfebuje. Jednim z takovych mechanismii miize byt
konkurence ze strany procesti pro degradaci RNA. Transkripty, kterym chybi 5' ¢epicka jsou
béZné u rostlin degradovany exonukledzami z rodiny XRN (degraduji transkript ve sméru 5' —
3') a transkripty bez 3' poly-A konce pak exosomem (degraduje transkripty ve sméru 3' — 5').
Templatem pro RDR6 se tak stanou jen ty RNA, které bud’to dokazi tento degradacni systém
presytit nebo se mu vyhnout (Gazzani ef al. 2004). DalsSim faktorem, ktery rozhoduje o tom,
jestli se transkript stane templatem pro RDR6, mize byt pfitomnost proteinu Argonaut (AGO).
Naptiklad AGO7 je v nékterych piipadech biogeneze ta-siRNA pravdépodobné zodpovédny
za navedeni RDR6 k templatu a nebo alespoii za jeho stabilizaci. RDR6 ma také funkci v obrané
proti virim, kde muize nahradit RDR1, kterou nékteré viry Casto umlcuji (Diaz-Pendon ef al.
2007). Nejvice RDR6 spolupracuje s DCL4, ale casto jsou jeji produkty zpracovany DCL2
ptipadné i DCL3 (Gasciolli et al. 2005). To jaky RDR protein vytvaii dany prekurzor pro malé

RNA, méd velmi casto vliv nato, jaky DCL protein nasledné tento prekurzor zpracovava



(ptiklady uvedeny vyse). Tento jev miiZze byt dan naptiklad kolokalizaci danych proteinli v butice
(Pontes et al. 2006) nebo interakci mezi DCL a RDR, avSak pifima interakce mezi témito

proteiny byla zatim prokazana jen u kvasinek (Colmenares et al. 2007).

1.2. PollVaPolV

Kromé béznych DNA dependentnich RNA polymeraz, tedy Pol I, II a III, ma Arabidopsis jesté
dalsi dvé polymerdzy, ato RNA polymerdzu IV aV (PolIV aPolV). Tyto polymerazy
se specializovaly na funkce v RNAi, kde se ucastni na procesu RADM (RNA-directed DNA
methylation), a tim na uml€eni transposomu, repetic a transgent, dale se také ucastni napiiklad
Sifeni signalu RNAi mezi rostlinnymi buiikami i pletivy, odpovédi na biotické a abiotické stresy
nebo regulace doby kveteni (Kanno et al. 2005; Borsani et al. 2005; Dunoyer et al. 2007,
Katiyar-Agarwal et al. 2007; Brosnan et al. 2007; Béurle et al. 2007). Ob¢ tyto polymerazy jsou
blizkymi paralogy k Pol II, se kterou sdileji inékteré podjednotky. Pol IV mé celkem cCtyfi
unikatni podjednotky a Pol V ma celkem Sest unikatnich podjednotek, ostatni podjednotky jsou
mezi polymerdzami sdileny. Obé& tyto polymerdzy seodPolll li§i pfedev§im v obou
katalytickych podjednotkach, tedy v tzv. nejvétsi a druhé nejvétsi podjednotce (Ream et al.
2009). Nejvetsi podjednotka se znaci jako NRPD1 u Pol IV, respektive NRPEI u Pol V. NRP
(Nuclear RNA Polymerase) je zpisob oznateni DNA dependentnich RNA polymerdz
u Arabidopsis, A az E poté znaci piisluSnost k Pol I az k Pol V a ¢islo oznacuje podjednotku. Pro
druhou nejvétsi podjednotku ma Arabidopsis jen jeden funkéni gen, atak ji obé polymerazy
sdileji, tato podjednotka se znac¢i jako NRPD2/NRPE2 ¢i jen NRPD2 nebo NRPE2. Avsak
kukufice ma hned tfi geny pro druhou nejvétsi podjednotku, vSechny jsou ziejmé aktivni
a ackoliv jsou tyto podjednotky z velké casti redundantni, tak se zda, ze maji 1 urc¢ité funkcni
odlisnosti (Sidorenko et al. 2009). Pol IV a Pol V byly dfive, pfed tim, nez byla podrobnéji
popsana jejich funkce, znaceny jako Pol IVa a Pol IVb. Jejich nejvétsi podjednotky byly pak
znaCeny jako NRPDIla respektive NRPDI1b. Jak Pol IV, tak Pol V jsou katalyticky funkcni
amohou syntetizovat RNA. Nejvétsi podjednotky Pol II, TV a 'V se odliSuji predevsim v C-
termindlni doméné, Pol IV a V maji DeCL (defective chloroplast and leaves) motiv a Pol V ma
navic WG/GW motiv potfebny pro asociaci s AGO4 (El-Shami et al. 2007). Pol IV je tieba pro
vznik siRNA fidicich tvorbu heterochromatinu (hc-siRNA). K RNA transkriptu vytvofenému
Pol IV je pomoci RDR2 nasyntetizovano druhé vldkno a vznikly prekursor je nasledné Sté€pen
pomoci DCL3 na24 nukleotidd dlouhé hc-siRNA. Pol IV ziejmé ptepisuje predevSim
methylovanou DNA (Onodera etal. 2005; Zhang efal. 2007). Né&které geny, jez maji

v promotorech tandemové repetice, vSak muze Pol IV ptepisovat ikdyZ nejsou methylovany
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(Chan etal. 2006). Zda se, Zeje také mozné, aby Pol IV piepisovala i dSRNA vzniklou
z transkriptil methylovanych oblasti (Pontes et al. 2006; Daxinger ef al. 2009). hc-siRNA které
vtomto procesu vytvoii DCL3 nasledné interaguji s AGO4 (nebo v nékterych piipadech
s AGO6), ktery ve spolupraci s Pol V mize fidit methylaci DNA. Pol V se tedy neucastni
produkce malych RNA, ale je ziejmé nezbytna v procesu de novo methylace DNA fizené malymi

RNA (proces RdADM je popsan v kapitole 2.2.1).

1.3. Malé RNA

Mal¢ RNA jsou klicovou slozkou v procesech RNA interference. Jejich délka se pohybuje
zpravidla mezi 20-25 nukleotidy. U rostlin typicky vznikaji z dvousroubovicové RNA (coz muze
byt jednovlaknova RNA s vldsenkou nebo dvouvldknova RNA). Na zakladé své biogeneze
se déli do nékolika skupin. Dvé zékladni nejvyznamnéjsi skupiny vyskytujici se u rostlin jsou
miRNA a siRNA. miRNA jsou endogenniho plivodu a vznikaji z vlasenky na jednovldknovém
prekursoru s nedokonalym péarovanim bazi, kdezto siRNA mohou byt jak endogenniho, tak
exogenniho plvodu amohou vznikat zjednovldknovych 1idvouvldknovych prekurzori
s dokonalym nebo témét dokonalym parovanim bazi (Ambros et al. 2003; Meyers et al. 2008).
Dalsi vyznamnou skupinou jsou piRNA (n¢které z nich se také Casto nazyvaji ra-siRNA), tyto
RNA se nachazi pouze u zivocichid, kde hraji vyznamnou roli v ochrané¢ genomu pohlavnich
bunék — umlcuji retrotransposomy a repetitivni sekvence. Jejich typickou vlastnosti je vznik
nezavisly na enzymu Dicer a interakce se specifickou skupinou proteini Argonaut nazyvanou
Piwi. Mimo tyto tfi typy malych RNA se v literatufe lze setkat s celou fadou dalSich moZznych
nazvu, které ¢asto oznacuji podskupinu nékteré z vySe zminénych skupin nebo jde o unikétni typ
specificky pro urCitou skupinu organismu. Naptiklad to jsou: ta-siRNA (zprostiedkovavaji
pusobeni miRNA mezi buitkami rostlin), nat-siRNA (reguluji genovou expresi; vznikaji z gen,
které se navzajem castecné sekvencné prekryvaji), hc-siRNA (fidi tvorbu heterochromatinu),
scnRNA (fidi eliminaci sekvenci DNA v makronukleu nalevnikil) a qiRNA (podili se na kontrole

poskozeni DNA nékterych hub; rod Neurospora).

1.3.1. MicroRNA

MicroRNA dnes patii k nejprobadané¢jsim. Jejich délka se pohybuje v rozmezi 21-24 nukleotidu.
miRNA jsou endogenniho ptvodu, jejich prekursory vznikaji transkripci MIR genii nejcastéji
polymerdzou II (Lee ef al. 2004). Reguluji zpravidla genovou expresi in trans, tedy plsobi
na jiny lokus, nez ze kterého vznikaji, oproti tomu siRNA ¢asto plsobi in cis, avSak neni to

pravidlem. Fungovani miRNA je na posttranskripéni urovni, i kdyZ dnes jsou jiz zndmy vyjimky
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1 z tohoto pravidla (Khraiwesh et al. 2010). Na zdkladé sekvencni podobnosti je mozné geny pro
miRNA tfidit do genovych rodin. U rostlin jsou tyto geny lokalizovany ptevazné
v mimogenovych oblastech, kdezto u zivocCichii se nejCastéji vyskytuji v genovych oblastech,
¢asto v intronech kodujicich genil (v téchto pfipadech se biogeneze miRNA, tak jak je popsana

nize, mirn€ odliSuje a prekurzor vznika ptimo z vystfizeného intronu; Rodriguez et al. 2004).

Transkripci typickych MIR gent vznikd primarni MicroRNA biogenesis

transkript (pri-miRNA), ktery je poté zpracovan
do vlasenkového  prekurzoru (pre-miRNA), (o A /T B —/—{Gens 8]

I RNA Pol 1l
ztohoto  prekurzoru je  vystfizen  duplex
miRNA/miRNA* (obr. 2). Nazpracovani jak | R
pri-miRNA (& { DDL } (A),
primarniho transkriptu pri-miRNA, tak pre-miRNA cBeC ]

prekurzoru a vysttizeni duplexu se u rostlin podili

protein DCL1. V nékterych piipadech tuto funkci

DCL1

zastavaji 1 jiné DCL proteiny — zfejmée u evoluéné

D-body
mladych MIR genii (Rajagopalan etal. 2006; f

pre-miRNA <
Vazquez et al. 2008). Pre-miRNA ¢i jiz vysStépeny DeL1
duplex je zjadra transportovan do cytoplazmy.
Duplex je zaroven 2'-O-methylovan na svém 3' Nwearwﬁg —
HASTY

konci, coz brani degradaci (stejné¢ tak je | mature . s
methylovana i siRNA; Li et al. 2005). Z duplexu je . ,
vybrano jedno vldkno vlastni miRNA a to asociuje N o (),

s proteinem Argonaut, druhé vldkno (miRNA¥*) je

. , . ., . Obrazek 2: Schéma biogeneze miRNA. Pfevzato z:
zpravidla degradovano. miRNA reguluji expresi voinnet (2009)

genll posttranskripéné piisobenim na mRNA, nakteré seurostlin  vazi s vysokou
komplementaritou prevazné v kodujicich oblastech mRNA (Rhoades et al. 2002), naproti tomu
u zivocichti se vazi s nizs$i komplementaritou na vice cilii a zpravidla ve 3' nepiekladané oblasti.
Hlavnim efektorem tohoto d¢je je urostlin AGOI1, ktery je schopen mRNA jednak Stépit
a jednak s pomoci dalSich navazanych proteinii dokdze blokovat translaci (Brodersen et al.
2008). Obé tyto moznosti plsobeni se zfejmé Casto piekryvaji, pficemz Sté€peni se zda byt
vhodnym zpisobem pro ireverzibilni zmény, jako je napiiklad determinace osudu bunck
ve vyvoji, a naopak blokovani translace mize byt vhodnéj$i pro kratkodobé&jsi a reverzibilni
odpovédi rostliny jako je reakce na stres, avSak v principu mohou oba zplsoby regulovat jak

reverzibilni tak ireverzibilni d&je (Voinnet 2009).
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Regulace exprese MIR gentli se miize odehravat na nékolika trovnich. Geny pro miRNA maji
vlastni promotor s TATA box sekvenci, jenz mtize byt regulovan riznymi transkripénimi faktory
(Xie et al. 2005). V promotorech MIR geni Arabidopsis byla nalezena vazebnd mista pro
transkripéni faktory fizené rostlinnymi hormony, jako je naptiklad ARF (potlacuje genovou
expresi v nepfitomnosti auxinu), LFY nebo MYC2. Navic také né€které z téchto transkripénich
faktort jsou zpétné regulovany pomoci miRNA (Megraw et al. 2006). Na rozdil od zivoc€icht je
u rostlin znamo jen malo regulacnich faktori ovliviiujicich maturaci miRNA, ptikladem muze
byt kompetice mezi DCL1 a DCL3, kdy DCL3 je mnohem hojnéjsi v listech a vytvaii tam jinou
skupinu miRNA, nez by vytvarel DCL1 (Vazquez et al. 2008). Dal§im piikladem je exprese
nekterych SINE elementt, které svou strukturou ptipominaji prekursory miRNA a blokuji tak
HYL1, protein nezbytny pro maturaci miRNA. Exprese miRNA mulZe byt téZ regulovana
globalng, zménami hladin proteint AGO1 a DCLI1, ty mohou byt napiiklad regulovany
i samotnymi miRNA (Mallory & Vaucheret 2009). ZvlaStnim piipadem regulace miRNA je
nekodujici gen IPS1, ktery mé sekvenci komplementarni k miRNA (miR-399), avSak v mist¢,
kde dochazi ke Stépeni, se nachazi smycka, kterd tomuto Stépeni brani, a tim tento gen muze

blokovat fungovani ptislusné miRNA (Franco-Zorrilla et al. 2007).

Vyznamnou funkci miRNA je jejich role ve vytvareni struktury organismu, tedy predevSim
v diferenciaci bun¢k a organti, mnoho miRNA mé pak podobny vyznam jako transkripéni faktory
¢i regulatory ristu (Rhoades ef al. 2002). V posledni dob¢ se navic ukazuje, ze miRNA hraji také
vyznamnou roli napiiklad v adaptaci na biotické i abiotické stresy. Dalsi roli miRNA je jejich
funkce ve tvorbé ta-siRNA, které narozdil od zndmych miRNA neplsobi na buniku pouze
autonomng, ale mohou se mezi jednotlivymi bunikami i Sifit a zprostfedkovat tak signdl miRNA

na dalku (Tretter ef al. 2008).

1.3.2. siRNA

Oproti miRNA jsou zdroje siRNA mnohem variabilngjsi. Dvousroubovicové RNA, prekurzory
pro tvorbu siRNA, mohou vznikat replikaci virt, transkripci invertovanych repetic, konvergentni
transkripci transposomil ¢i transgend. Alternativné mize byt dsSRNA produkovana pomoci RDR
syntézou komplementarniho vldkna k ssRNA, kterou mulze pfedstavovat napiiklad aberantni
mRNA, nebo transkript pro rostliny unikatni polymerazy IV. Velmi rozmanité jsou i zpiisoby

pusobeni siRNA — §t€peni mRNA, blokovani translace a indukce methylace DNA a histond.

Mal¢ RNA vystépené z dsRNA, vznikajici dvousmérnou transkripci Castecné vzdjemné

se prekryvajicich gentl, tedy dvou gent lezicich na opacnych vldknech DNA (tzv. cis-antisense
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genes), byvaji Casto nazyvany nat-siRNA (natural cis-antisense transcript siRNA; cis-NAT
siRNA). Podobnych genii se nachazi v genomech organizmii relativné velké mnozstvi, napiiklad
tvoii pfiblizné€ 22-26 % vSech lidskych genli a 8,9 % vSech gent Arabidopsis. VSechny takovéto
geny mohou byt potencidlnim zdrojem nat-siRNA. U Arabidopsis zhruba 64 % téchto gend,
které byly podrobeny analyze, bylo schopno vytvafet nat-siRNA (Jin efal. 2008). Jejich
nejvyznamnéjsi funkei je reakce na stres. Pfikladem takového genu miize byt gen, jenz je umlcen
solnym stresem (PSCDH). S timto genem se piekryva gen jiny, nezndmé funkce, jehoz exprese
je spusténa pravé solnym stresem. Pokud jsou exprimovany oba geny, je z oblasti, kde jsou si
navzajem komplementarni, generovana 24 nukleotidii dlouhd priméarni nat-siRNA pomoci DCL2.
Tato nat-siRNA nasledné tidi Stépeni transkriptu PSCDH. Rozstépeny transkript je dale vyuzit
k tvorbé sekundarni nat-siRNA, za pomoci RDR6 a DCL1, kterd dany efekt jesté zesiluje. Zatim
nezndmou roli v tomto procesu hraje NRPD1 (Borsani et al. 2005). Podobny proces funguje i pfi
odpovédi rostliny na nekteré biotické stresy (Katiyar-Agarwal et al. 2006). Mimo nat-si RNA
jsou NATs také zdrojem I-siRNA (long siRNA), které dostaly toto jméno pro svoji neobvyklou
délku 30-40 nukleotida. Jejich biogeneze je ziejme podobna nat-siRNA, ackoliv je fizena jinymi
proteiny. Nejprve pravdépodobné vznikd priméarni 1-siRNA pomoci DCL1 a poté sekundarni
1-siRNA, jejiz vznik zavisi na NRPDI1, RDR6, a DCL4, dosud neurcenou roli zde ma také
AGO7. I-siRNA jsou pro rostlinu dulezit¢ ptfi odpoveédi na napadeni patogenem (Katiyar-
Agarwal ef al. 2007). NATs ale nehraji roli jen v RNA interferenci, jejich repertoar je mnohem

rozsahlejsi od inaktivace X chromosomu az po editaci RNA.

Piikladem vzajemné interakce drah fizenych malymi RNA jsou ta-siRNA. Jak jiZz bylo zminéno,
produkce ta-siRNA je fizena miRNA, které $tépi prekurzor vznikajici transkripci TAS lokusu
polymerazou II. Produkty tohoto Stépeni jsou nasledné¢ zpracovany SGS3 (stabilizuje naStépeny
transkript) a RDR6 na dvouvldknovou RNA, ze které jsou za pomoci DCL4 generovany 21
nukleotid dlouhé ta-siRNA, jez mohou poté posttranskripéné regulovat genovou expresi
(Yoshikawa et al. 2005). U Arabidopsis jsou znamy cCtyfi rodiny genit kodujicich ta-siRNA.
TAS1 reguluje geny neznamé funkce, TAS2 reguluje geny kodujici proteiny
s pentatricopeptidovym (PPR) motivem, TAS3 reguluje auxinem fizené transkripéni faktory
(ARF) a TAS4 reguluje transkripéni faktor MYB (Rajagopalan et al. 2006). To, co odliSuje
prekursor ta-siRNA od ostatnich transkriptl, jez jsou regulovany miRNA, a umoziuje tak urdit,
které transkripty po rozstépeni pomoci miRNA vstoupi do drahy produkujici ta-siRNA, je nespis
pritomnost dvou komplementarnich mist pro miRNA na transkriptu z TAS lokusu. Takovym

zplisobem §tépeni pak vznikne produkt, ktery nema ani 3' poly-A konec ani 5' ¢epicku a nemtlize
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tak byt pravdépodobné degradovan XRN

exonukleazami ani exosomem (zminéno ooty 50
vyse). Vpripads TAS3 lokusu AGO7 < s
druhé misto nesStépi (kvali neptesnému ;

parovani) a slouzi zde nejspis TR T e
tasiR-ARF, sgs3 -

ke stabilizaci  RNA, nebo  piimo
k navedeni RDR6 k templatu (Axtell et al.
2006; Montgomery et al. 2008). ta-siRNA
se oproti dosud znamym miRNA mohou

Sifit mezi rostlinnymi buinikami, ptikladem

toho miiZze byt tasiR-ARF, jenz fidi expresi
transkripéniho faktoru ARF3, a podili
se tim na tvorbé morfologie listu u rostlin. tasiR-ARF, WT

. .. , Obrazek 3: Lokalizace tasiARF (tmavsi barva) ve vznikajicim listu. (A)
Produkce tasiR-ARF J€ ri1zeéna POmOC1 Kontrola neobsahujici tasiARF. (B) Lokalizace v listovych primordiich.

(C) Lokalizace ve starSim listu. Ad — adaxialni (svrchni) a Ab —

miR390 a je lokalizovana na adaxialni abaxialni (spodni) strana listu. Pfevzato z: Chitwood et al. (2009)
(svrchni) stran€é vznikajiciho listu ve vrstvach L1 a L2, avSak transportem tasiR-ARF vznika
gradient pfes cely list, ktery sldbne smérem k abaxialni (spodni) strané listu (obr. 3). Lokalizace
vzniku tasiR-ARF na adaxidlni stran¢ je v tomto pfipadé urcena lokalizovanou expresi AGO7,

ktery je efektorem funkce miR390 (Chitwood et al. 2009; Schwab et al. 2009).

Repetitivni sekvence, jako jsou transposomy, retroelementy, ribozomalni RNA a repetice
centromer mohou také davat vznik siRNA Tyto siRNA se ob¢as oznacuji jako he-siRNA nebo
také casiRNA (cis-acting siRNA). Jejich funkci je methylace DNA v lokusech, ze kterych samy
vznikly (odtud ndzev cis-acting), atim 1itvorba audrZzovani heterochromatinu. Prekursory
hc-siRNA jsou transkribovany polymerdzou IV (u kvasinek zastava tuto funkci polymeraza II),
druh¢ vlakno je posléze doplnéno pomoci RDR2. Vznikla dvouvlaknovd RNA mize byt St€pena
pomoci DCL3 a produkovat tak 24 nukleotidii dlouhé hc-siRNA. Na rozdil od RDR2 je funkce
DCL3 ¢astecné redundantni a mize byt v nékterych ptipadech nahrazena jinymi DCL, které vSak
produkuji hc-siRNA o jinych délkdch (21 a22 nukleotidi; Kasschau efal. 2007). Vniklé
hc-siRNA nésledné asociuji s AGO4, piipadné s AGO6, aucastni se RADM (celd draha je

podrobné popsana nize).

Vsechny dosud popisované malé RNA byly endogenniho pivodu. RNA interference je ale
spousténa 1 exogennimi RNA jako jsou virové RNA, transkripty transgenti a nebo RNA vnesené

do rostliny experimentalné. Uml¢eni mize byt spuSténo transgenem s invertovanou repetici nebo
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1béznym ,sense* transgenem. Invertované repetice po prepsdni do RNA vytvofi vldsenku
s intramolekularnim dvousroubovicovym usekem a mohou se tak stat substratem pro DCL,
nejcastéji pro DCL4 ptipadné 1 DCL3. Pouziti riznych DCL vede k moznému Sirokému spektru
ucinkl téchto transgenti — posttranskripéni umléeni exprese gend, Sifeni signdlu mezi buitkami
a methylace DNA (Brodersen & Voinnet 2006). Sense transgeny potiebuji k vytvofeni
dvouvlaknového useku funkci RDR6. Jak jiz bylo zminéno, tak substratem pro RDR6 jsou
aberantni RNA. Tvorby aberantnich RNA Ize u transgenii dosahnout nékolika zplsoby:
pritomnosti pifimych opakovani (které pravdépodobné mohou zpiisobit pfedcasnou terminaci, ¢i
abortivni elongaci), absenci terminatoru nebo piili§ silnym promotorem (pii velké intenzité
transkripce nemusi nekteré terminatory fungovat spolehliveé; Luo & Chen 2007). Dvouvladknova
RNA je nasledné zpracovana DCL a zplisobuje umlceni komplementarnich sekvenci. Hladiny
takto produkované siRNA zavisi na AGO1 (Boutet efal 2003), ktery by mohl hrat roli
v amplifikaci tohoto procesu. Po vytvofeni komplexu s siRNA, vzniklymi z aberantni RNA,
ziejmé AGO1 §tépi dalsi transkripty z tohoto lokusu, které se pak stadvaji substratem pro RDR6
a vedou ke vzniku dalSich siRNA.

RNAIi je jednim z hlavnich mechanismi obrany proti virim u rostlin, které jsou hlavnim
exogennim zdrojem malych RNA. Pro siRNA produkované z virovych RNA se n€kdy uziva
oznaceni ViIRNA. Tyto siRNA mohou vznikat z replikujicich se virti, z vlasenek, které virové
RNA vytvaii, nebo zdsRNA vzniklych v ptipadé¢ piekryvu virem produkovanych RNA.
Ve vétsing piipadt se na produkci téchto siRNA podili DCL4, ktery mitize byt nahrazen DCL2
(Deleris et al. 2006). DCL3 hraje roli prevazné v obran¢ proti DNA virim a role DCLI je spise
okrajova. Na tvorbé virovych siRNA setaké c¢asto podili jednotlivé RDR, které mohou
rozpoznavat virovou RNA jako aberantni. To je ddno bud’to samotnym charakterem virové RNA
nebo duasledkem rozstépeni virové RNA zapomoci siRNA vzniklych nékterym z vyse
zminénych mechanismi, ktery je na RDR nezévisly. Produkce takovychto sekundarnich siRNA
je potieba pro rozsifeni umlcujiciho signalu do vzdalengjsich pletiv (viz nize), zatimco pro
rozSifeni do sousednich buné€k je postacujici primarni RNA. Viry koduji fadu proteinti, souhrnné
oznacovanych jako VSR (Viral Suppressors of RNA Silencing), které jsou schopny blokovat
mnoh¢é ze slozek RNAi. Také je mozné, aby virovy genom obsahoval sekvence, které poté, co je
rostlina rozs§tépi na malé virové RNA, $tépi néasledné i nékteré rostlinné mRNA. Tyto mRNA
mohou byt napiiklad produkty genti potiebnych pro obranu proti virim. Nékteré viry jsou tedy

schopny proti rostliné obratit jeji vlastni zbrané. Na dulezitost RNAi v obran¢ proti virim
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poukazuje ito, Ze geny kodujici slozky RNAi patii k tém nejrychleji se evoluéné vyvijejicim

v celém genomu (Ding & Voinnet 2007).

1.4. Argonaut

Argonaut (AGO) je efektorem RNA interference. Jeho zakladni vlastnosti je schopnost Stépit
ssSRNA (slicing) na zakladé komplementarity s malou RNA. Stépeni ale neni jedinou funkci,
kterou miZe vykonavat. Casto Argonaut vaze dal$i proteiny a diisledkem této kooperace miize
byt napiiklad blokovéni translace, degradace cilové RNA, methylace DNA nebo methylace
histonti. Komplex Argonaut a mald RNA, ktery je schopny Stépit cilovou RNA, byva oznaCovan
jako RISC (RNA-induced silencing complex). AGO také usnadiuje interakci mezi malou RNA
a cilovou RNA, RISC dokaze najit a rozstépit cilovou RNA za desetinu doby, kterou by trvalo
vytvoieni duplexu mezi samotnou malou RNA a cilovou RNA (Ameres et al. 2007). AGO ma
Ctyfi domény: N-terminalni, PAZ, MID a PIWI. MID doména vaze 5' konec malé RNA a PAZ
doména (stejné jako u DCL) rozeznava 3' konec. PIWI doména ma strukturu ribonukledzy typu
H a je schopna endonukledzové aktivity, pro tuto funkci je potteba DDH/E motiv v katalytickém
misté (Yuan et al. 2005; Baumberger & Baulcombe 2005). Tato doména ma také schopnost vazat
proteiny nesouci GW/WG motiv, pfitomny napiiklad v nejvétsi podjednotce RNA polymedzy
V (El-Shami et al. 2007).

Argonaut je evolucné velmi stary protein. Jeho homology nachazime jiz u n€kterych Prokaryot
(kde vsak k navedeni na cil slouzi DNA; Yuan efal. 2005) aje primarn¢ pfitomen u vSech
Eukaryot — ackoliv nékdy muze sekundarné chybét, jako napiiklad u nékterych prvokl ¢i
Saccharomyces cerevisiae (Drinnenberg et al. 2009). Mnozstvi genli kdédujicich rtizné AGO
se mezi organismy velmi 1181 — Schizosaccharomyces pombe mé jeden, Cloveék osm, Arabidopsis
deset, ryze osmnact a Caenorhabditis ma prinejmensim dvacet Sest genl pro riizné typy tohoto
proteinu. Na zdklad¢ fylogenetické piibuznosti 1ze proteiny rodiny Argonaut rozclenit do tii
skupin. AGO proteiny (sensu stricto) interaguji s sSiRNA a miRNA, PIWI proteiny interaguji
s piRNA a skupina 3 interaguje se sekundarnimi siRNA u Caenorhabditis (Hutvagner & Simard
2008). U Arabidopsis se vyskytuji vyhradné jen AGO proteiny, kterych je deset. Z téchto deseti
proteinli byla schopnost Stépit cilovou RNA prokdzana utii: AGOI, AGO4 a AGO7
(Baumberger & Baulcombe 2005; Qi et al. 2006, Montgomery et al. 2008). Jednotlivé AGO
proteiny hraji v organismu rtizné role a je tieba, aby byly schopny specificky rozeznavat malé
RNA, se kterymi maji asociovat. U rodu Drosophila rozeznavda AGO duplex RNA na zdkladé
vnitini struktury (tedy hlavné podle pfitomnosti neparujicich nukleotidi) a jednotlivd vldkna

duplexu nésledn¢ odlisi na zaklad¢ termodynamické stability — vybere to se slabSim parovanim
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na 5' konci (Tomari et al. 2004; Tomari et al. 2007). U rostlin vSak zfejmé nejvetsi vyznam ma
to, jaky konkrétni nukleotid se nachézi na 5' konci malé RNA. AGO si tedy vybira cilovy duplex
1 konkrétni vlakno na zéklad¢ identity 5' terminalniho nukleotidu. Nemize vsak jit o jediny
mechanismus, uz jen proto, ze Arabidopsis mé deset AGO, kdeZto v RNA se bézné vyskytuji jen
Ctyfi typy nukleotidli. Mimoto byly nalezeny i mnohé vyjimky z tohoto pravidla. Kromé 5'
nukleotidu a termodynamické stability by mohlo o asociaci mezi AGO a malou RNA rozhodovat
naptiklad to, kde je dany AGO lokalizovan v burice, jestli dochéazi k jeho expresi v konkrétnim
rostlinném pletivu nebo interakci s jinymi proteiny, jako je tteba DCL (Takeda ef al. 2008; Mi
et al. 2008; Montgomery et al. 2008). Soucasné studie ukazuji, ze to, jaky nukleotid se nachéazi

na 5' konci, miize mit vyznam i u jinych organismti, nez jsou rostliny (Ghildiyal et al. 2010).

AGOI1 funguje na posttranskripéni Grovni, kde muize Stépit jak cilovou RNA, tak blokovat
translaci (Brodersen et al. 2008). Malé¢ RNA pouzivané¢ AGO1 maji vétSinou na 5' konci uridin
a jsou generovan¢ DCL1 — AGO1 je potieba predevsim pro regulaci genové exprese pomoci
miRNA (mutace v AGO1 maji vazné fenotypové nasledky, nebot’ miRNA hraji vyznamnou roli
ve vyvoji rostliny, viz vyse), uml€eni sense transgenti (nikoliv vSak transgenil s invertovanymi
repeticemi) a pro biogenezi ta-siRNA (Ronemus et al. 2006). Déle hraje také roli v obrané proti
virim, a tak opét jako je tomu i u jinych vyznamnych soucasti RNAi G€astnicich se obrany proti
virim, 1 AGO1 je cilem nékterych virovych proteinti potlacujicich v rostlindich RNAi1 obranné
mechanismy (Zhang et al. 2006). Hladina AGO1 v butice je mimo jiné udrZzovana pomoci zpétné
vazby, kde specifickda miRNA a siRNA fidi St€épeni mRNA produkujici AGO1 (Mallory &
Vaucheret 2009). AGO2 a AGO3 jsou dva blizce ptibuzné proteiny. Jejich funkce neni znama
a mutace v jejich genech nezpisobuji zadné vyvojové vady. AGO?2 asociuje predevsim s malymi
RNA s 5' termindlnim adenosinem. Na rozdil od ostatnich AGO maji v katalytick¢é PIWI doméné
DDD motiv (Baumberger & Baulcombe 2005). AGO4 interaguje pievazné s hc-siRNA (ty maji
vétSinou 5' termindlni adenosin), aje tedy nezbytny pro methylaci DNA a tvorbu
heterochromatinu  (viz  podkapitola RdADM nize). Lokalizuje ve dvou jadernych
subkompartmentech: Cajal bodies a AB-bodies .(Qi et al. 2006; Li et al. 2008). Funkce AGOS
neni znama, ale v n¢kterych ptipadech interaguje s miRNA s 5' termindlnim cytosinem. AGO6 je
¢astecné redundantni v methylaci DNA nékterych lokusti s AGO4 (Zheng et al. 2007). AGO7 je
tieba k produkci ta-siRNA z TAS3 lokusu (popsano vyse). AGO8 a AGO9 jsou si vzijemné
blizce ptibuzni. Jejich funkce v rostlinach zatim nebyla stanovena. Jsou vSak blizkymi paralogy
k AGO4 a AGO6. AGO10 je ptibuzny k AGO1 a ¢asteCné se funkéné prekryvaji, mutanty
AGO10 vykazuji abnormality ve vyvoji apikdlniho meristému prytu a stejn¢ jako mutanty AGO1
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jsou pro embryo letdlni (Brodersen et al. 2008). Vétsina z AGO je nejspiS schopna ucastnit
se obrany proti virim — u nékterych byla prokdzana schopnost vazat malé virové RNA a funkce
veétSiny z nich je Casto potlaCovéna virovymi proteiny (Zhang et al. 2006; Baumberger et al.

2007; Takeda et al. 2008).

2. Mechanismy RNA.I

RNAi mize ovlivilovat genovou expresi nadvou zakladnich urovnich, ato jednak
na posttranskripéni trovni (PTGS — post-transcriptional gene silencing) a jednak na trovni
transkripce (TGS — transcriptional gene silencing). Béhem PTGS je mira exprese urcovana
budto zménou hladiny mRNA jejim Stépenim a mozna iftizenou degradaci nebo dochdzi
k zablokovani translace na této mRNA. Pfi TGS je zabranéno transkripci a tim vzniku mRNA.
Toho lze dosdhnout modifikacemi chromatinu, ato predev§im v promotorové oblasti genu.
Charakteristickym znakem modifikace chromatinu u rostlin béhem RNAi je methylace DNA

v procesu RADM (RNA-directed DNA methylation).

2.1. Stépeni RNA a blokovani translace

Postranskripcni umlceni exprese genti u rostlin mize probihat pievazné dvéma zplsoby, které
se navzdjem nevylucuji a ve vétSiné piipadli jsou nespiS pouZzivany oba zaroven (obr. 4). Jde
o §t&peni cilové mRNA nebo blokovani translace na mRNA. Stépeni RNA je schopnost, ktera je
AGO vlastni a byla prokazana u AGO1, AGO4 a AGO7 (Baumberger & Baulcombe 2005; Qi
et al. 2006; Montgomery et al. 2008). Je logické tuto schopnost ptedpokladat 1 u dalSich AGO,
hlavng téch, které jsou blizce pfibuzné pravé zminénym, jako je AGO6 a AGO10. Vzhledem
ktomu, zemalé RNA (zejména miRNA) paruji ke svému cili urostlin s vysokou
komplementaritou, a to hlavné v koédujici oblasti mRNA, bylo dlouhou dobu piedpokladano,
ze jejich hlavnim zplisobem fungovani je Stépeni mRNA, protoZe tento proces je blizky tomu,
jak cil rozpoznavaji siRNA. U Zivocicht, kde pak miRNA paruji s nizkou komplementaritou
ve 3' nepiekladané oblasti, dochazi predevsim k blokovani translace. Nicméné ukazuje se, Ze jak
miRNA, tak siRNA mohou také u rostlin blokovat translaci, a ze tento zptisob je celkem bézny.
Stépeni RNA dokaze AGO zajistit sam o sobé, pouze v komplexu s malou RNA (Baumberger &
Baulcombe 2005). Naproti tomu blokovani translace vyzaduje ucast dalSich faktorti. Schopnost
blokovat translaci byla prokédzana u AGO1 a AGO10. Z proteinti, které s AGO spolupracuji, byl
nalezen VCS, faktor odstraiiujici 5' ¢epicku mRNA, a Katanin, protein §tépici mikrotubuly,
ukazujici naroli cytoskeletu vtomto procesu (Brodersen efal. 2008). Vyhoda blokovani

translace spociva zejména ve snadné reverzibilnosti tohoto procesu, odstranéni bloku translace
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mize byt nekdy velmi rychlé, narozdil odStépeni transkriptu, které mize vést
k dlouhodobégjsimu umlceni diky produkci sekundarnich siRNA. Vznik sekundarnich siRNA
v piipad¢ posttranskripéniho umlceni exprese zavisi na funkci RDR6, tak jak bylo popsano vyse.
Sekundarni siRNA ptfedev§im amplifikuji silu umlceni. Tento proces je také provdzen jevem
zvanym ,transitivita“. Jde o jev, kdy dochazi ke vzniku sekundarnich siRNA i mimo sekvence
pusobeni primarnich malych RNA, coz je dano tim, ze RDR6 vytvoii komplementarni vlakno
k celému rozStépenému transkriptu a z takto vzniklého prekurzoru mohou byt po celé délce
vystépovany sekundarni siRNA. Ne vzdy se vSak vznik sekundarnich RNA §ifi obéma sméry
od mista Sté€peni (nasednuti primarni malé RNA). V nékterych ptipadech se objevuji sekundarni
siRNA pouze v jednom sméru od mista $tépeni. Takovyto charakter transitivity by mohl byt dan
pouzitim primeru pii syntéze druhého vldkna pomoci RDR6 (Moissiard ef al. 2007). Produkce
sekundarnich siRNA muze byt zah4jena i v nekterych piipadech Sté€peni transkriptu za pomoci
miRNA .(Ronemus et al. 2006). Stépeni RNA neni potieba jen pro posttranskripéni umléeni
exprese, ale tato katalyticka funkce je zfejmé tfeba i v n€kterych procesech pii methylaci DNA

(Qi et al. 2006).

Mechanisms of microRNA action
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Obrazek 4: Stépeni mRNA a blokovani translace pomoci malych RNA. Obrazky obsahuji vystup z Northern blotu, kde

na pravém sloupci je vidét analyza extraktu RNA z rostliny s nefunkéni produkci miRNA jako kontrola a na levém sloupci je
extrakt RNA z wild-type rostliny. (Napravo) Regulace Cisté jen pomoci $tépeni cilové mRNA. (Nalevo) Regulace pouze pomoci
blokovani translace. (Uprostfed) Kombinace obou zpusobu regulace. Pfevzato z: Voinnet (2009)

2.2. Modifikace chromatinu

Modifikace chromatinu v podob& methylace cytosinu v DNA a modifikace histonii (zejména
jejich methylace) je zptsob, jakym Eukaryota mohou kontrolovat transposomy a repetitvni
sekvence, udrZzovat si urcité struktury chromatinu (naptiklad centromery) a jak regulovat expresi
gent. U mnoha organisml je methylace DNA zvelké casti zajiStovana tzv. udrZovacimi
methyltransferazami, které jsou schopny po replikaci genomu namethylovat nové

nasyntetizované vlakno, podle vzoru methylaci na vlakn€¢ plavodnim. Tento mechanizmus
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methylace ale neni jedinym aurostlin a mnoha dalSich organismi hraje vtomto procesu

klicovou roli RNAI.

2.2.1. RdDM a tvorba heterochromatinu

Pro tvorbu heterochromatinu se u rostlin vyvinuly specidlni mechanismy RNAi zahrnujici dvé
specifické DNA dependentni RNA polymerazy — Pol IV a Pol V (popsany vyse). U kvasinek,
které tyto polymerazy nemaji, je methylace histonil, v procesu ne nepodobném tomu u rostlin,
zprostiedkovana za pomoci Pol II (Irvine ef al. 2006). U savcil je jeden z moznych zpisobil
methylace DNA zéavisly na piRNA (Kuramochi-Miyagawa et al. 2008). Proces methylace DNA
fizeny malymi RNA se oznaCuje jako RADM (RNA-directed DNA methylation) a je
charakteristickym projevem modifikace chromatinu pomoci malych RNA urostlin. RA(DM
zpusobuje de novo methylaci cytosinu v oblastech DNA homologickych k siRNA, ato
v jakychkoliv sekvenénich kontextech (CG, CHG a CHH; kde H znaci bud'to A, T nebo C).
Tento proces je zodpoveédny az za zhruba 30 % z methylovaného cytosinu v genomu Arabidopsis
(Lister ef al. 2008). Vlastni de novo methylaci cytosinu zajistuje pfedevsim DRM2 (domains
rearranged methytransferase2) a ptipadné také DRM1 a CMT3 (chromomethylase3; Cao et al.
2003).Proces, ve kterém dojde k navedeni téchto proteinti k pfisluSnému lokusu DNA, ma
nekolik krokt (obr. 5). Napied s vyuzitim DCL3 vznikaji 24 nukleotidi dlouhé siRNA naptiklad
z invertované repetice. Tyto siRNA mohou interagovat s AGO4, nebo v nékterych piipadech

18 AGO6 (Zheng et al. 2007). Komplex AGO a siRNA se muze navdzat na WG/GW motiv na C-

. ST

DRD1, Pol V, DMS3, DRM2, [Iele0)|

-
Y 2 l
mmmimm mmm x

= S

o T ———
Pol IV ﬁ

AéD? [ DCLS3 |
<«

——
Obrazek 5: Schéma jedné z moznych cest vzniku de novo methylace a jejiho rozsifeni do pfilehlych sekvenci. (Nahore) Cilovy
lokus (T) bez pfitomnosti silenceru (S) neni methylovan a je normainé prepisovan. (Dole) V pfitomnosti silecerového lokusu, ktery
produkuje viasenku (modra Sipka), dochazi k primarni de novo methylaci (modra pferuSovana ¢ara). Methylovana oblast je
prepisovana Pol IV a vznika transkript (erna Sipka) ke kterému je dosyntetizovano druhé vidkno pomoci RDR2 (Eervena Sipka).
Z této dvouvlaknové RNA za pomoci DCL3 vznikaji sekundarni siRNA, které fidi sekundarni methylaci pfilehlych sekvenci
(Gervena prerusovana ¢ara). V ramecku jsou vypsany proteiny potfebné pro vlastni de novo methylaci. Pfevzato z: Daxinger et al.
(2009)
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termindlni doméné Pol V (El-Shami efal. 2007). AGO4 snavazanou siRNA rozeznava
komplementarni sekvenci ziejmé na transkriptu, ktery vytvaii Pol V (Wierzbicki et al. 2009).
Nasledné¢ AGO4 vaze dalsi proteiny a vytvaii tak komplex, ktery ¥idi methylaci DNA (obr. 6; He
etal. 2009). PolV pravdépodobné transkribuje cely genom (jak heterochromatin, tak
euchromatin) a k iniciaci transkripce nejspiS nepotiebuje promotor. K RdADM pak tedy dochézi
v téch mistech, kde k transkriptu Pol V existuji pfislusné komplementarni siRNA (Wierzbicki
et al. 2008). De novo methylace se ale mtize Sifit 1 do ptilehlych oblasti diky tvorbé sekundarnich
siRNA. Po vytvotreni primarni methylace je tato oblast pfepisovana pomoci Pol IV, ktera miize
s transkripci pokracovat i do pfiléhajicich sekvenci. Vznikly transkript je zpracovan RDR2
a dava vznik sekundarnim siRNA, které jiz zminénym postupem methyluji dalsi sekvence
a vytvareji tak sekundarni methylaci i v oblastech, které leZi mimo primarni cil RADM (Daxinger
et al. 2009). V nékterych ptipadech je ziejmé tfeba, aby byl transkript rozpoznavany RDR2
nejprve rozstépen pomoci AGO4 (Qi et al. 2006).

H3K9
Methylation H3K4
r-]CII | mCNG Demethylation

. MT) ( ) (Dwa b

eubiquitination

mr.‘N[‘. e
mCHH HM) (€JP32
{Establishment)
/€RD1)

Chromatin
Pol IV RPD1B remodelling
Transcription NFIPD?A RNA—F[NA interaction

Chromosomal DNA

TRENDS in Plant Science
Obrazek 6: Schéma moznych interakci mezi komplexem Pol V (ta je zde znacena jeSté starym nazvoslovim) a AGO4 s proteiny
fidicimi modifikace chromatinu. Pofadi akce proteint modifikujicich chromatin neni znamo. Obrazek také znazornuje interakci
siRNA vazané na AGO4 s transkriptem produkovanym Pol V (RNA znacena €ervené&, chromosomova DNA modie). AGO4
zaroven interaguje s Pol V, cozZ na obrazku naznaceno neni. Pfevzato z: Chan (2008)

Methylace DNA nemusi vést vzdy k umlceni transkripce, methylace transkribované sekvence
vétSinou nema na transkripei vliv, k uml¢eni vede pouze methylace promotoru, o ¢emz sveéd¢i
1 fakt, Zze zhruba jedna tfetina genti Arabidopsis je methylovana ve své transkribované oblasti bez
vyraznéjsiho dopadu na genovou expresi. Tato methylace je vSak zajiStovéana pievazné udrzovaci
methyltransferazou MET1 (methyltransferasel) ane procesem RADM (Lister et al. 2008).
Methylace v transkribované oblasti genu mize mit n€kdy vyznam pro udrzovani
posttranskripéniho umlceni exprese. Sekundarni siRNA produkované po rozstépeni mRNA
asyntéze komplementarntho vldkna pomoci RDR6 mohou vést k methylaci DNA

v komplementarnich oblastech. Z téchto methylovanych oblasti DNA mize byt nasledné

produkovan RNA transkript pomoci PollV, ktery je ptekvapivé zpracovan RDR6
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na dvouvldknouvou RNA, jez dava vznik sekunddrnim siRNA. Tyto siRNA nejsou nezbytné pro
Stépeni mRNA a fungovani PTGS v ptitomnosti zdroje primarnich siRNA (napfiiklad replikujici
se virus), ale mohou udrzovat PTGS 1 poté, co zdroj primarnich siRNA zanikne (Eamens et al.

2008).

2.2.2. Demetylace DNA

Aby mohla rostlina oboustranné regulovat methylaci DNA, musi mit mechanismy, kterymi je
schopna methylaci DNA odstranit. U Arabidopsis jsou znamy Ctyti proteiny s glykosylazovou-
lydzovou aktivitou schopné odstranovat methylované deoxyribonukleosidy: ROS1 (repressor of
silencing), DME (Demether), DML2 a DML3 (DME-like). DML brani nechténému umléeni
geni, a to predevSim tim, ze demethyluji 5' a 3' oblasti genu, ¢imz zabrani methylaci promotoru,
ktery je pro expresi genu nezbytny (Penterman et al. 2007). ROS1 také brani nechténé methylaci
genu a zda se, Ze tento proces mlzZe byt fizen malymi RNA, které ziejmé vaZze pomocny protein
ROS3 (Zheng et al. 2008). DME je protein potiebny pro imprinting u rostlin. Je exprimovan
v centralni bunce zarode¢ného vaku, kde se stard o demethylaci tti gent: FWA, MEDEA a FIS2.
Tyto geny jsou nezbytné pro vyvoj endospermu a v béZném pletivu exprimovany nejsou, nebot’
jsou v nich vlozeny opakujici se sekvence, které jsou bézné¢ methylovéany. V pfitomnosti DME
jsou vsak diky demethylaci aktivovany. Jejich methylaci pak jiz neni tfeba obnovovat, nebot
endosperm, ktery zcentrdlni bunky zarodecného vaku vznikd, je geneticky terminalnim

pletivem, kter¢ je zkonzumovéno vyvijejicim se embryem (Gehring et al. 2006).

3. Sifeni RNAi rostlinou

U rostlin nemusi byt plisobeni malych RNA umlcujicich genovou expresi omezeno jen na jednu
bunku, ale mtze se §ifit i mezi bunikami. S timto jevem se mizeme setkat i u n¢kterych zivocicht
jako je Caenorhabditis nebo Schmidtea (patfici mezi ploSténce) a lze jej vyvolat pomoci uméle
vnesené¢ dsRNA také urodu Drosophila (Voinnet 2005). U rostlin transport probiha dvéma
cestami, které jsou bézné€ vyuZzivany pro transport makromolekul v rostlinnych pletivech. Signal
se mize jednak pohybovat zbuiniky do buiiky pies plasmodesmy nebo systémoveé mezi
jednotlivymi organy pomoci floému (obr. 7). Signal Sifeny z bunky do bunky se miize rozsiftit
z bunky plvodu do vzdalenosti dalSich 10-15 vrstev bunck. Takovy signal mize byt spustén
napfiklad transgenem s invertovanou repetici. V tomto pfipad€ ze zpracované vlasenky vznikaji
siRNA o délkéach 21 a 24 nukleotidu, ale pouze siRNA o délce 21 nukleotidi produkované DCL4
mohou slouzit k rozSiteni umlceni exprese mezi buiikami. Pfi velmi vysokych hladinach

koncentrace dsRNA prekursoru miize byt funkce DCL4 caste¢né nahrazena ijinymi DCL.
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Efektorem, ktery stépi cilové molekuly mRNA v buiikach, jez tento signdl piijimaji, je AGOL.
V tomto konkrétnim piipadé jsou pro Sifeni potieba i NRPD1 a RDR2, které plni neurcitou
funkci pravdépodobné pii piijmu signalu (Dunoyer et al. 2007). DalSimi piiklady, kdy mize
dojit k Sifeni signalu mezi buitkami, je ta-siRNA a virové siRNA. Proces §ifeni téchto signall je
podobny uvedenému ptikladu, avSak nezavisly na RDR2 a NRPDI1. Molekulou, kterd signal
mezi buitkami pfenasi, je pravdépodobné duplex siRNA vznikly vystépenim z prekursoru

pomoci DCL (Dunoyer et al. 2010).

v N
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mezi sousednimi buiitkami — napf. transgen s invertovanou repetici, ze kterého mohou vznikat 21
nukleotidd dlouhé siRNA. Tyto siRNA jsou pravdépodobné produkovany DCL4, avsak
k uml€eni dojde, ikdyz jsou jednotlivé DCL mutované, coZ naznacuje, Ze floémem je bud'to
transportovan samotny prekursor a siRNA vznikaji az v roubu nebo jsou vSechny DCL v tomto
procesu navzdjem redundantni. Pro pfijem signalu v roubu jsou zapotitebi slozky tvorby
heterochromatinovych siRNA, tedy: NRPD1, RDR2, DCL3 a AGO4. Tato draha dava vznik
primarnim siRNA v builkdch roubu, které Sté€pi transkript sledovaného genu. Z takto
rozstépeného traskriptu vznikaji sekundarni siRNA za pomoci RDR6 a DCL4/DCL2. siRNA
vzniklé aktivitou RDR6 vykazuji jednosmérnou transitivitu, nebot’ neodpovidaji siRNA
z podnoze, ale maji sekvencni podobnost k Casti transkriptu, ktera lezi smérem k 3' konci
od sekvence komplementérni s transgenem, jenzZ je zdrojem siRNA v podnoZi. Funkce, kterou
ma v tomto procesu NRPD1 a RDR2, zatim neni zndma (Brosnan et al. 2007). Jaké vSechny role
muze hrat systémové Sifeni umlCeni exprese se pfesné nevi. Pro rostlinu ma urcit€ vyhodu
v obran¢ proti virim, kdy umoziuje ,,naockovat® rostlinna pletiva jest¢ diiv, nez se do nich

roz§ifi virova infekce.
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Obrazek 7: Systémové Sifeni umieni GFP v Nicotiana benthamiana. (1) Misto, kde byl do rostliny vnesen transgen zpUsobujici
uml&eni exprese GFP. Cervena barva je autoflorescence chlorofylu pod UV zafenim a ukazuje na mista umliéeni GFP. (2) Uml¢eni
se zacina Sifit systémové celou rostlinou. (3) GFP bylo jiz umi€eno v téméF celé rostliné. Pfevzato z: (Voinnet 2005)
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