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Abstrakt

Rozdiln& transkrigni aktivita iznych oblasti genomu je zaj@/dna epigenetickymi modifikacemi,
mezi které paf metylace DNA, Uprava N-koncovych aminokyselinttimé a znény v zastoupeni
histonovych variant. RNA interference je reguiaproces, j kterém dochazi pragdnictvim malych
RNA odvozenych z exogennicih endogennich sekvenci k posttrankripnu nebo transkrifmimu
umiéeni €chto sekvenci. 24-nukleotidové siRNA, i@ ¢ast malych RNAfidi de novometylaci
a spoludastni se udrzovani metylace DNA (RNA-directed DNAthylation; RADM), ktera se podili
na transkripnim umEeni heterochromatinu a transponovatelnych eleimenytkytujicich se u rostlin
ve velkém mnoZstvi. Pro krytosemenné je také cheawigkicka pitomnost RNA polymeraz IV a V
Gcastnicich se v této draze, které byly poprvé olnjgwegenomuArabidopsis thalianajeZ se stala
hlavni modelovou rostlinou i pro studium RdDM. Rubrdza IV pepisuje prekurzory siRNA;
siRNA jsou nasledhasociované s AGO4 proteiny a na§jaanetylaini enzymy na cilové sekvence

prostednictvim komplementarity s transkripty polymer&zy

Kli ¢ové slova RADM (metylace DNArizend RNA), siRNA, Pol 1V, Pol V, Pol I, heterocmnatin,

epigenetické modifikace, metylace DNA, trans&npumkeni, Arabidopsis

Abstract

The differential transcriptional activity of thergmme is provided by epigenetic modifications, which
include DNA methylation, alteration of histone Nfténal amino acids and changes in histone
variants. RNA interference is a regulatory procésswhich transcriptional or post-transcriptional
silencing of exogenous or endogenous sequencegdiatad by the action of small RNAs derived
from these sequences. The 24-nucleotide siRNAmifgy a fraction of small RNAs, direcke novo
DNA methylation and participate in the maintenarmfeDNA methylation (RNA-directed DNA
methylation; RADM), which facilitates transcriptansilencing of heterochromatin and transposable
elements representing a large part of plant genoftes presence of two RNA polymerases involved
in this pathway is characteristic for flowering pis, which were discovered for the first time i th
genomeof Arabidopsis thalianawhich has also become the main plant model #istbdy of RADM.
Polymerase IV transcribes siRNA precursors; siRN#ke subsequently associated with AGOA4
proteins and guide methylation enzymes to the tagpgruences via complementarity with

polymerase V transcripts.

Keywords: RdDM (RNA-directed DNA metylation), siRNA, Pol [MPol V, Pol Il, hetrochromatin,

epigenetic modifications, DNA methylation, tranptional silencingArabidopsis
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1. Uvod

Jiz v 80. letech minulého stoleti byla k blokovéexkprese vybranych génvyuzivana RNA
Vv ,antisense” orientacit¢i prislusné mRNA (Izant and Weintraub, 1985). Tentolgghpovazovan za
dusledek mechanického zab#ain translaci hybridizovanymi molekulami RNA a bytraen jako
RNA interference (RNAI). U rostlin bylo po#il uml¢ovani zprogedkované RNAI pozorovano takeé
po vneseni transgenu bedtpmnosti undlého ,antisense* konstruktu (Napoli et al., 199@) akolik
let pozaji byly objeveny malé nekodujici RNA @aenorhabditis elegand.ee et al., 1993). Teprve
na konci 90. let bylo zjigho, Ze RNAI je aktivni proces primd@rnzaloZzeny na vytv@ni
dvouvlaknovych molekul RNA (dsRNA), které jsou d&@pracovavany za vzniku malych RNA
molekul dlouhych 20 — 30 nukleofidFire et al., 1998; Hamilton and Baulcombe, 19930 malé
RNA rozpozndvaji cilové sekvence na zakladmplementarity a proteiny s nimi asociované spgius
procesy vedouci k ugni genové exprese na post-transkrip(post-transcriptional gene silencing;
PTGS) nebo transkrmi Urovni (transcriptional gene silencing; TGS)did& se fitom o stary
regula&ni proces evokiné konzervovany mezi eukaryoty (Meister and Tuscb04).

Za poslednich deset let se naSe znalosti 0 prdtesewvisejicich s RNAI zitaé prohloubily, Festo
zde existujetada nezodpaizenych otazek. Velkou &vou na naSich dosavadnich znalostech o této
problematice fispél vyzkum na modelové rostiénArabidopsis thalianakde nmizeme nalézt celou
fadu drah regulovanych pravimto mechanismem. Jedna se o regulaci organogegametogeneze,
auxinové signalizace, odp&li na biotické a abiotické stresy, jako hapbrana pedevsim ped
virovymi, ale i bakterialnimi patogeny, oxidativnstresem, chladem nebo nedostatkem Zivin (Adenot
et al., 2006; Borsani et al., 2005; Garcia-Ruialet 2010; Katiyar-Agarwal et al., 2006; Rhoades et
al., 2002; Swiezewski et al., 2007; Vaucheret gt20004). Dale se malé RNA zasadniniisggbem
podileji na ochrah pired nekontrolovanou aktivaci transponovatelnych efldim na integri¢
heterochrochromatinu (Lippman et al., 2004) a takéumtovani transgeh (Luo and Chen, 2007).
Z téchto giklada je patrné, jak @lezité je pokusit se porozwindrahdm, ve kterych tyto malé RNA
pasobi. MiZzeme tak ziskat nastroj jak zabranit n&eému umteni transgenu nebo naopak zam
umicet vybrany gerti vytvéret geneticky modifikované rostliny od@éjgi vici negativnim vlivaim
okolniho prostedi.

V bunkéch Arabidospisnachazime dv zakladni tidy malych RNA: microRNA (miRNA) a small
interfering RNA (siRNA), které se od sebe lifegevsiim svoji biogenezi atgombem fungovani.
Zatimco miRNA vznikaji vzdy z gén kddujicich jejich prekurzory a post-transkiip umluji
produkty jinych lokus, siRNA vznikaji gedevsim z oblasti intergenovych a repetitivnichvepki
a mohou psobit jak post-transkrimi i transkrigni umkeni loku$, ze kterych jsouifimo odvozeny,
tak idalSich lokus in trans podobr jako miRNA. Pra¥ drdze zahrnujici transkiipi umkeni
prostednictvim siRNA a s tim souvisejici metylaci DNANR-directed DNA methylation; RADM) je

vénovana tato prace s cilem shrnout a zhodnotit zndmaéatky se za#enim na roli pro rostliny



unikatnich RNA polymerdz IV aV ana vzajemnou p@anost epigenetickych modifikaci

heterochromatinu.

2. Klasifikace malych RNA

Prostednictvim malych RNA (sRNA) je realizovano trangkrii a post-transkrigmi umkeni (TGS;
PTGS), které — jak jiz bylo zmino — se podili n@dadé pochod: v rostlinném organismu. PTGS se
rozumi zabragni ¢i redukce exprese genu na urovni mRNA, kterd jeratbmyana nebo je jinym
zpisobem zabramo jeji translaci. TGS fpdstavuje blokovani exprese jiz na drovni transleip
epigenetickymi modifikacemi chromatinu, kterymi jismetylace cytosinovych bazi v sekvenci DNA

a modifikace histoin

2.1 Proteiny biogeneze malych RNA

V rostlindch tvéené typy sRNA Ize roztit podle délky na 21-, 22- a 24-nukleotidove. Vim&
prevaZzuje ttida 24-nt sRNA, kterych se tkioasi dvakrat vice nez 21-nukleotidovych. Nejgén
pocetnou skupinu tvih 22-nt SiRNA (Zhang et al., 2007a). VSeafidédm malych RNA je spoteacast
biogeneze obsahujici enzymatickou drahu DCL — HENAGO, ktera se mezi jednotlivymi druhy
malych RNA odliSuje pedevSim zastoupenim ditych paralog DCL a AGO (ARGONAUTE)
proteini.

Na vzniku ¥tSiny malych RNA se podiligktera z buticnych RNA-dependentnich RNA polymeraz
(RDR), ktera generuje dsRNA prekurzor dale zpracamg enzymem DCL (DICER-LIKE). Vyjimku
tvori miRNA a dalSi endogenni sekvence s invertovanymi regratjtekteré siRNA odvozené
z vira (Blevins et al., 2011),akteré nat-siRNA (Zhang et al., 2012) a siRNA odvaze ,antisense”
transgen ¢i z transgef s invertovanou repetici (Béclin et al.,, 2002). RDR z listi rajcete byla
in vitro prokdzana enzymaticka aktivita RNA polymerazy sRMNA i ssDNA templatu s primerem
i bez r&j. Rostlinné RDR ko&i transkripci pitazenim jednoho nepérového 3° koncového nukleotidu,
kterym je \tSinou purin (Schiebel et al., 199Frabidopsiskdduje Sest génpro RDR. RDR1,
RDR2, RDR6 jsou si evolm¢ blizSi oproti RDR3a, RDR3b a RDR3c, které vznikiglativre
nedavnymi duplikacemi a jejichZ funkce je neznad#eéng et al., 2009). RDR1 a RDR®6 jsou zapojeny
v antivirové obra& (Wang et al., 2010), RDR6 se navigastni biogeneze ta-siRNA (Yoshikawa et
al., 2005), nat-siRNA (Katiyar-Agarwal et al., 20@6PTGS ,sense” transgeflLuo and Chen, 2007).
RDR2 asociuje s Pol IV a je stasti drahy RdDM zprogtdkujici transkripni umkeni a udrzovani
heterochromatinu (Haag et al., 2012; Kasschau,e2@07).

Arabidopsis obsahuje ve svém genomu celkeétgii geny pro DCL proteiny, jejichz homology
najdeme uady dalSich eukaryot (Bernstein et al., 2001). @bgadw domény RNazy Ill, coz jim
umoziuje SEpit dsRNA prekurzory malych RNA za vzniku kratkyepravidla 21 — 24-nt dsRNA
duplexi s 2-nt gesahy na 3" koncich (Zhang et al., 2004). DCL1 adilpprevaz na maturaci



miRNA (Kurihara and Watanabe, 2004), DCL2 s@agini tvorby siRNA vyvolanych antivirovou
odpovdi a byla popsana ijehocast v produkci nat-siRNA (Borsani et al., 2005), L3Cje
zodpowdny hlavré za vznik endogennich 24-nt hc-siRNA (heterochracr&iRNA; Xie et al., 2004)

a DCL4 ma ulohu ve zpracovani prekurfzda-siRNA a také v antivirové obrar{Gasciolli et al.,
2005). Existuje vSakasteény prekryv a zastupnost funkci DCL enzgmma jednotlivych drahach
vzniku malych RNA (Gasciolli et al., 2005).

DalSim krokem v draze RNAIi je metylace 3~ koncovywbkleotidh duplexu na 2°OH skupén
zprostedkovana metyltransferdzou HEN1 (HUA ENHANCER 1§fprujici 21 — 24 nt dlouhé RNA-
duplexy, které jsou tak chrémy pred degradaci (Yang et al., 2006). Ne vSechny hitaiRSak
HEN1 vyZaduji; mutacehenl ma negativni vliv pouze na siRNA odvozené z5S ADN
a retroelemerit (Xie et al., 2004).

Jedno vidkno z duplexu sRNA je pak selektiasociovano sdkterym z AGO proteifs (Baumberger
and Baulcombe, 2005), kterych se v gendknabidopsisnachazi celkem deset. Rodina AGO pratein
zahrnuje podskupiny AGO a PIWI. Na rozdil od AGQigkupiny se ale PIWI u rostlin nenachazeji
a nalezneme je pouze u zbéichia (Carmell et al., 2002; Fagard et al., 2000). &yt AGO obsahuji
PAZ doménu, vyskytujici se také u DCL proteia slouzici k vazb 3"~ konce sRNA, a dale C-
koncovou PIWI doménu, ktera jeipuznd RNaze H a je schopnépit viakno RNA (Song et al.,
2004). Zatim neni znamo, jaké vSechny mechanismpasBleji na tidéni sSRNA do komplexu

s @islusSnymi AGO proteiny, ale jednim aldZitych faktofi je 5° koncovy nukleotid SRNA, ktery je
vazan MID doménou. AGO1 mé preferenci pro uridikoj®” koncovou bazi, u AGO4 je to adenin
(Mi et al., 2008). Zda se, Ze délka sSRNA naopali pghsS rozhodujici. Poté, co je rekrutovano jedno
vlakno z duplexu (guiding strand), AGO¢gt cilovou sekvenci obsahujici Usek komplementarni
k sSRNA (Baumberger and Baulcombe, 2005; Qi et28105), i kdyZ ke &peni v ugitych pripadech
dochazet nemusi (Brodersen et al., 2008). AGO1 @A®aji prokadzanou roli v post-transkfipm
umiéeni (Montgomery et al., 2008; Qi et al., 2005),imab AGO4, AGO6 a AGQO9 sedastni

transkrigniho umteni (Havecker et al., 2010; Zilberman et al., 2003)

2.2 microRNA

U rostlin podobn jako u Ziv@ichi tvori miRNA tfidu 21 — 24 nt dlouhych endogennich sRNA
(Reinhart et al., 2002), které jsotepisovany RNA polymerazou Il z nekddujicich MIR g€hee et
al., 2004). Takto transkribované prekurzory miRNAazé pri-miRNA obsahuji 5°¢epicku

a 3" polyadenylovany konec (Lee et al., 2004), meerymi se naléza komplementarni oblast
vytvéejici viasenku (Reinhart et al., 2002). Pri-miRNsdy pak dale ve dvati vice krocich Stpeny
DCL1 za vzniku ¥tSinou nedokonale parujici vliasenky (pre-miRNA)re¥ dvouvlaknovy duplex
(Kurihara and Watanabe, 2004). Na tomto procesupsdili dsRNA vazZici protein HYL1
(HYPONASTIC LEAVES 1) a SE (SERRATE), které stimillDCL1 ke S&peni pre-miRNA

a zvySuji jeho fesnost (Dong et al., 2008). AGO1 s navazanou miRIdR zprostdkuje Stpeni



komplementarni mRNA (Baumberger and Baulcombe, 2@%t al., 2005) nebo zabrani translaci
jinym zpasobem (Brodersen et al., 2008).

Rostlinné miRNA jsou fedevSim vyznamnymi regulétory fyziologickych a vipxgych proces,
cemuz odpovida evolmi konzervovanost cel&ady rodin MIR gefi. VétSina miRNA je
komplementarni k mRNA transkeipich faktofi a proteir fidicich organogenezi a vyvoj pletiv, mezi
n¢ pati nag. PHABULOSA (PHB), PHAVOLUTA (PHV), SCARECROW:-lik@roteiny ¢i MYB
transkrigni faktory, dale LEAFY, APELATA2, UNUSUAL FLORAL ORANS (UFO) nebo CUP-
SHAPED COTYLEDON 2 (CUC2). DalSi vyznamnou skupinaoteini, jejichZ expresi ovliiuji
MiRNA jsou F-box proteiny, které maji samy reguiafunkci, nap. TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE 1 (TIR1)dastnici se drahy odp&di na auxingi jiz zmirgny UFO (Jones-Rhoades and
Bartel, 2004; Rhoades et al., 2002). miRNA taldi biogenezi ta-siRNA, o kterych se ziumje
nasledujici kapitola (Allen et al., 2005).

2.3 siRNA

Do kategorie siRNA p#t sSRNA (Eastnici se transkipiho (TGS) i post-transkrmiho uméteni
(PTGS). PTGS fiiZze byt nantieno proti exogennim sekvencim virovétideransgennihojvodu nebo
proti endogennim sekvencim nachazejicim se venitagienomu. Endogenni PTGS zaji$ vedle
MiRNA také ta-siRNA frans-acting siRNA) a nat-siRNA (naturaeis-antisense transcript sSiRNA).
Prevazré 21 nt dlouhé ta-siRNA jsou v genomuabidopsiszastoupenytyimi genovymi rodinami
(TAS1 - 4), které se¢astni gedevsim vyvojové regulace (Rajagopalan et al., p00&xiklad TAS3
ta-siRNA blokuje nadirnou expresi transkrimich faktofi ARF3 a ARF4 (AUXIN RESPONSE
FACTOR 3, 4), patbnych ke spravnému vyvaoji lis{Adenot et al., 2006). Primarni transkripty TAS
geni jsou S&peny AGOL s navazanou komplementarni miRNA, cafagedovano jejich dopinim
na dvouvlaknovou molekulu enzymem RDR6 za stabjitizukasti SGS3 (SUPRESSOR OF GENE
SILENCING 3). dsRNA jsou nasledrzpracovany DCL4 a jednotlivé ta-siRNA pak predhictvim
AGO1 nebo AGO7 reguluji hladinu mRNA cilovych gefAdenot et al., 2006; Baumberger and
Baulcombe, 2005; Vazquez et al., 2004; Yoshikava.e2005).

Nat-siRNA vznikaji z komplementarnich oblasti trlemstia casténé se pekryvajicich get

v ,antisense” orientaci (Borsani et al., 2005). \ila roli nat-siRNA je odposd® na abiotické

a biotické stresy. V genomiérabiodopsis se vyskytuje fes 1400 takovychto pérovych gen
generujicich nat-siRNA, jejichz produkce vyrazmtoupa pi reakci na stresové podminky (Zhang et
al., 2012). Biogeneze nat-siRNA neni stal@lij zmapovana. Nat-siRNA zprastlkuje degradaci
komplementéarniho transkriptwkterym z AGO proteifi, kterym by mohl byt AGO1 (Wang et al.,
2011). Toto Stpeni niize vést ke vzniku sekundarnich nat-siRNA z danédwskriptu (Borsani et al.,
2005). Zda se, Ze #ipob vzniku nat-siRNA souvisi s jejich délkou. Aatdb vSechny identifikované
24-nt nat-siRNA jsou zavislé na DCL3, RDR2 a RNAypteraze IV, 21-nt nat-siRNA pisbuji pro



swij vznik DCL1, ale jen &které z jich RDR6 a Pol IV (Borsani et al., 2005tigar-Agarwal et al.,
2006; Zhang et al., 2012). Uloha RNA polymerazy Wivorbs nat-siRNA #istava tedy stale
nezodpowzena.

DalSi velkou skupinou sRNA jsou siRNA, jejichz Ukol je ochrana fpd cizorodymi nebo
nebezpé&nymi sekvencemi, ndp vira, transgefi a transponovatelnych eleméntPrimarni siRNA
(vsRNA) odvozené z dsRNA molekul RNA tirvznikaji Sépenim DCL2 a DCL4 a naslednou
metylaci HEN1 (Garcia-Ruiz et al., 2010; Kasschau ak, 2007; Vazquez et al., 2003).
Prostednictvim AGO1 pak dochazi ke3geni virovych RNA (Garcia-Ruiz et al., 2010; Moetlal.,
2002). Sekundarni vsRNA jsou generovadipnosti RDR1 a RDR6, které wvytigi dsRNA
prekurzory dale afi zpracovavané DCL2 a DCL4. Tvorbachto sekundarnich vsRNA vyragzn
zvySuje @innost antivirové odpaidi (Wang et al., 2010). Draha PTGS, ktera fungajeétproti
rostlinnym DNA vitim, je jeS¢ komplexrgjsi a &astni se ji vSechn§tyti DCL proteiny (Blevins et
al., 2011). Zda se, Ze zastoupeni jednotlivycheldldZNAi by se tedy mohlo ob#iiovat v zavislosti
na typu viru a jeho strategii, kterou pouziva Kai@ni antivirové odpasdi (Vaucheret, 2006).

K umi¢ovani transgeinmize dochazet na post-transki i transkrigni arovni. Uméeni mize byt
spuséno ,sense” transgenem bez terminatoru nebo jehméradu expresi. V tomtoifpad vyZaduje
PTGS enzym RDR6 pro tvorbu dsRNA a AGO1 (Luo anerC007; Morel et al., 2002). Jinou
moznosti je undleni vnesenim sekvence s vnit komplementaritou (IR-PTGS), ktera sama vede
k vytvoreni dlouhého Useku dsRNA (Smith et al., 2000) bettepy RDR6 (Béclin et al., 2002).
PTGS transgenje nskdy spjata také s jejich TGS prietinictvim metylace DNA, ktera pak byva
redukovéna i v mutantech drahy PTGS (Morel e2802).

2.3.1 hc-siRNA

Vyznamna frakce siRNAArabidopsis vznika z metylovanych oblasti genomu (heterochtama
SiRNA; hc-siRNA). Do této frakce spadélgizné 90% vSech 24-nt siRNA; pro 21-nt siRNA se jedn&
0 vice nez 40% a pro 22-nt siRNAes 60% (Zhang et al., 2007a). 27 % vSech endodesiiRiNA je
odvozeno z transpozbna retroelemerit Naprosta #tSina siRNA je odvozena z mezigenovych
oblasti, které jsou t¥eny unikatnimi oblastmiiflehlym ke geiim, ale také obsahuji repetitivni
sekvence, invertované repetitiesatelitni DNA (Xie et al., 2004).

Sekvence, ze kterych jsou jednotlivé velikostfdyt SIRNA pgepisovany se vzajemsrprekryvaji, coz
plati predevsim pro 21- a 22-nt siRNA. To nazmi@, Ze drahy pro jednotlivé&idy SiIRNA mohou

v urgitych oblastech genomu fungovat gasré (Zhang et al., 2007a).

Transkrigni umkeni endogennich sekvenci je zpfedkovano pevazié 24-nt siRNA odvozenymi

z ttchto sekvencicinnosti rostlinné RNA polymerazy IV (Pol 1V), jejitranskripty jsou i&jme
zpracovavany do dsRNA prekurzolRDR2, dale $peny DCL3 a asociovany s AGO4, ktery
interaguje s dalSi rostlinnou RNA polymerazou V I(R9, jejiz transkripce/ nascentni transkripty

navadji enzymy modifikujici chromatin na cilovd mistangenu (Kasschau et al., 2007; Pontier et al.,



2005; Wierzbicki et al., 2008, 2009; Xie et al.02). Rada otazek kolem drahy metylace DKaené
malymi RNA (RdDM) Zistava stale nevyjasna, nap. enzymova aktivita Pol 1V a V, #gob jejich
rekrutovani na cilové lokusy, sestavovani komplezajiStujicich epigenetické modifikace nebo

vzdjemna regulace a hierarchigchto modifikaci. Poznatky, které by mohly vést ken&nému

zodpowzeni gchto a dalSich otazek, se snazi shrnout nésledtajdiioly.

(a) (b)
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Pol Il l Fol Il
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Heterochromatic
or repeat regions
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(23-24 nt}

mRNA cleavage/ mRNA cleavage mRNA cleavage DNA methylation
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Obr. 1. Schéma drah malych RNA u rostl{n) draha miRNA, (b) draha ta-siRNA, (c) drahaviich siRNA,
(d) draha hc-siRNA. RISC je tzv. RNA-induced silemickomplex, jehoz saiasti je vzdy dktery z AGO
proteini. (Pfevzato z: Molnar et al., 2011)

3. Epigenetické modifikace chromatinu

U eukaryot reguluji epigenetické modifikace, jakyatu modifikace histonovych aminokyselinovych
zbytki, zastoupeni histonovych typa metylace DNA, expresi a strukturu genomu. Jesaedy
o doprovodnou &licnou informaci, ktera se obnovuje po kaZdé replikgenomu a spodeé se
sekvenci DNA charakterizuje daného jedince. Regulaetylace DNA a modifikaci histénjsou
provazené a vzajemarse ovliviuji, u Arabidopsisje naf. metylace DNA typicky spjata s metylaci
H3K9 (viz niZze). Metylace DNA je mozZn& véeth sekvetnich kontextech: CG, CHG a CHH
(asymetrickd) metylace (kde H = C, A, nebo T), &teraji$uji piislusné metyltransferazy (Law and
Jacobsen, 2010), o nichZ pojednavé dalSi samogiattkapitola.

Chromatin v jate eukaryotnich butk lze na zakladl barvitelnosti, obsazenych DNA sekvenci,

asociovanych protein a jejich modifikaci dlit na vysoce kondenzovany heterochromatin



a transkrign¢ aktivni euchromatin (Beisel and Paro, 2011)Ardbidopsisje heterochromatin takeé

definovan pitomnosti transponovatelnych eleme(itippman et al., 2004).

3.1 Modifikace histoni

Zakladni jednotkou chromatinu jsou nukleozomy, &tgou tvéeny @iblizné 150 bp DNA ovinuté
okolo oktameru histah ktery obsahuje po dvou dimerech hisidt3-H4 a H2A-H2B. Posttransiai
modifikace N-koné histoni a histonové varianty se podileji na regulaci génexprese a celkové
konfiguraci chromatinu. Posttran&fd modifikace histod zahrnuji metylaci, acetylaci, fosforylaci,
ubikvitinaci, sumoylaci a ADP-ribozylaci. K metylatistoni dochazi na argininovém nebo
lysinovém zbytku a rive se jednat o mono- az trimetylaci (Pfluger andyiiéa, 2007). Tato metylace
mize byt pro transkripci aktivai nebo inhibini v zavislosti na typu modifikace, napmetylace
histonu H3 v pozici lysinového zbyku 4 a 36 (H3K4rm8K36me) byva aktivéeni, naopak metylace
histonu H3 v pozici lysinového zbyku 9 a 27 (H3K9rBK27me) ¥tSinou inhibéni. U rostlin byly
zatim identifikovany metylace lyzinovych zbyitk polohach 4, 9, 27 a 36 na histonu H3 a v poRfre
na histonu H4 (Pfluger and Wagner, 2007). V tétpitole se zagtim predevSim na mono-
a dimetylaci H3K9 (H3K9mel, H3K9me2), ktera jeostlin spjata s transkdpim umEenim

a kompaktnim chromatinem.

Umiceni transkripce v oblastech heterochromatinu arencdtinu podléhé rozdilnym regulacim, které
se projevuji pedevsim na arovni histonovych modifikaci. To je almentovano tim, Ze transpozony
a pseudogeny jsou v oblastech pericentromerickéterdchromatinu vice obohaceny o H3K9me2
nez ty, které lezi v euchromatinu. Podé&bwétsi mnozstvi siRNA vznik&d z mist heterochromatinu
asociovaného s H3K9 nez z H3K9-asociovaného eudtiom(Bernatavichute et al., 2008; Huettel et
al., 2006).

3.1.1 H3K9 metylace

U Arabidopsis thaliana je histonova modifikace H3K9me2 a H3K9mel chanadtieka pro
heterochromatin, transponovatelné elementy a spjaté transkrigni umkeni, ale nikoliv H3K9me3
jako je tomu u #kterych jinych organisfn(Jackson et al., 2004; Lippman et al., 2004).

H3K9me2 se vyskytuje ve vysoké iiv pericentromerickych oblastech, kde sekpyva s misty
CHG metylace DNA. Naopak uvihigeri a v euchromatinu se témnevyskytuje (Bernatavichute et
al., 2008). Hlavnimi enzymy, kteréidi H3K9 dimetylaci heterochromatinu jsou histonové
methyltransferdzy ze skupiny SUVH protein(Caro et al., 2012). H3K9 metyltransferaza
KYP/SUVH4 (KRYPTONITE/ SUVH4) kontroluje UroveH3K9me2 a v mensi ifd také H3K9mel
(Jackson et al., 2004)id¢3 svoji SRA doménge vaze na metylovanou DNA prefete®iv kontextu
CHH a CHG sekvenci, coz vede k vysok&enii3K9Ome2 pr&¥ v téchto oblastech (Johnson et al.,
2007). Stim je ve sheéd skut&nost, Ze mutanti v KYP a v CHG metyltransferdze GV3ou si



fenotypow velmi podobni — u obou dochazi k vyrazné 2t@HG a 2asti také asymetrické metylace
(Jackson et al., 2002). Katalytickou metylaaktivitu zaji$uje evoliné konzervovana SET doména,
kterd genasSi metylovou skupinu z S-adenosylmethioninu ysn | histonu (Rea et al., 2000).
Schopnost KYP monometylovat a dimetylovat H3K9 byleokdzana in vitro, naproti tomu
trimetylace pravé&podobrt neni schopen (Jackson et al., 2004). Také hom8ldyH6 vykazuje
stejnou afinitu k metylované DNA (Johnson et aDP?2) a ma H3K9 metyltransferazovou aktivitu
(Jackson et al., 2004). Aktivita KYP a SUVHS6 je yesthopna nava@tl CMT3 na heterochromatin,
ktera se svoji chromodomeénou vaze na dimetylova88t€HDu et al., 2012; Lindroth et al., 2004).
SUVH2 a SUVH9 podobh jako KYP obsahuji SRA doménu a jsou zahrnuty dahgrRdDM,
protoZe jsou nutné pro zapi DNA metylace zproggdkovanéde novoDNA metyltransferazou
DRM1/2 operujici pedevsim v kontextu CHH. Mechanismus, kterym se SPNAHEUVH9 podileji
na zajisni asymetrické metylace, vdak neni znam. Nevyjasn totiz stale istdva otazka jejich
histon-metyltransferdzové aktivity. Podle vyslédgokusi skupiny Stevena E. Jacobsena nejsou
SUVH2 ani SUVH9 schopné metylovat H3K9 ani H3K2Dhdson et al., 2008), naproti tomu
némécko-rakousky vyzkumny tym ipdloZil op&né vysledky (Naumann et al., 2005). Osblze
priklanim spiSe k moznosti, Ze SUVH2 a SUVH9 nejsoetyfiransferdzami z tohoddodu, Ze
skupina vedena S. E. Jacobsenem dilav tuto moznost &kolika odliSnymi experimentalnimi
metodami vzdy se stejnym vysledkem. Jinym moznynswitienim by mohla byt fitomnost
pomocného proteinu, ktery SUVH2 a SUVH9 vyZadujd svoji aktivitu (Johnson et al., 2008).
V dvojitych mutanteclsuvh2 suvh®3Sak dochazi ke zaiaé redukci H3K9me2, derepresi transkripce
a Ubytku transkrigit Pol V z oblasti element&dtSN1(Kuhimann and Mette, 2012n vitro se SUVH2
preferegn¢é vaze k metylovanym CG oblastem, zatimco SUVIHEdpvSim k CHH sekvencim. Jejich
celkovy vliv na metylaci DNA zajivanou DRM1/2 je jertésténé redundantni (Johnson et al.,
2008).suvh2vede k vyssi ztrétmetylace DNA v semegéich, zatimcsuvh9v dosgglych rostlinach
(Kuhlmann and Mette, 2012).

Vedle deseti SUVH genobsahuje genorArabidopsispét SUVR geti, které jsou fibuzné SUVH,
ale neobsahuji SRA doménu. Namisto ni byla u SUMRIVR2 a SUVR4 identifikovani N-koncova
doména WIYLD pojmenovana podle konzervovanych akyselinovych zbytik (Thorstensen et al.,
2006). WIYLD doména SUVR4 véaze monoubikvitinovanétdny H2B a zaroue je nutna pro
schopnost SUVR4 metylovat H3K9mel na H3K9me3 (Mbist al., 2011). Funkce SUVR protéin
neni zatim zcela objasma, ale je &ejmé, Ze SUVR4 a SUVR5 se podileji na metylacionigtych
zbytki H3K9 v heterochromatinu a na transponovatelnyelmehtech (Caro et al., 2012; Veiseth et
al., 2011). U Zadného ze dvou jmenovanych nebykgmén vliv na metylaci DNA jako je tomu
u SUVH proteiri. Nedavno byla ovSem zj&ta role SUVR2 v drdze RADM. Tomu nad§uje velice
podobny vzor metylace DNA suvr2 adrm1/2 mutanti a také neschopnost ufat FWA transgen
(Stroud et al., 2013§imz jsou charakterigiii mutanti v drdze RADM (Chan et al., 2004).



Nepimé dikazy naswdcuji, Ze histonovou demetylazou zodpdmou naopak za odstiavani
represivnich zngek H3K9me2 a H3K9mel je enzym IBM1 (Inagaki et 2010). Mutacebm1 vede

k hypermetylaci H3K9 a k CHG hypermetylaci DNA jetranskrigné aktivnich lokusech (Inagaki et
al., 2010; Miura et al., 2009). IBM1 je tedyldzita pro stabilizaci transkripce gen zabrasni Steni
heterochromatinu (Inagaki et al., 2010). Tato ragelse tyka i lokisDCL3 aRDR2 se kterymi
IBM1 asociuje a které v mutantetdiml ziskavaji vysokou hladinu H3K9me2, CHG a CHH mneatgl
DNA. Dusledkem toho je sniZzeni exprese DCL3 a RDR2, mizgstup mnozstvi 21-nt siRNA,
akumulace siRNA z genové oblaRDR2 a nasledny viist exprese lokuis reprimovanych DCL3
a RDR2. IBM1 se tedy podili nejen naimpém udrZzovani aktivni transkripce, ale ¥igm ina
umi¢ovani rekterych lokug (Fan et al., 2012).

Daldi DNA metyltransfeazou vedle CMT3, kterd mavuia H3K9me2 a ktera se podili na jeji
regulaci, je MET1 zodpadna za CG metylaci DNA. iBdpoklada se, Ze CG metylace DNA je
nadazena zn&ce H3K9me2, nelibmutacemetl ma velky dopad na H3K9me2 lokalizaci (Soppe et
al., 2002; Tariq et al., 2003), zatimco mutagp vede jen k malé ztratCG metylace (Jackson et al.,
2002). Mutacemetlvede k vyrazné ztr&atH3K9me2 z heterochromatinovych oblasti (Tariq let a
2003) a k ektopické hypermetylaci H3K9 a CHG hypatyiaci uvnit geni. Tento fenotyp se podoba
mutaciibm1, ale postihuje odliSné lokusy. Existuji tedy a@spva odliSné mechanismy zabugici
Siteni heterochromatinu a udrzujici transkripci (Dielet al., 2012).

Pro umteni exprese transpozba rekterych gei je vyZadovana histonova deacetylaza HDAG, jejiz
mutace vede k hyperacetylaci hisiprk redukci metylace DNA a zvySeni H3K4me2 a H3K3me
(Aufsatz et al., 2002; Liu et al., 2012; To et aD11). Lokusy, na kterych operuje HDAG, se vygazn
prekryvaji s &mi, kde pisobi MET1. Utity piekryv pisobeni je pozorovatelny také u lokus
uml¢ovanych pomoci RdDM (To et al.,, 2011). HDAG6 fyzickyteraguje s MET1in vivo, coz

potvrzuje teorii, Ze oba proteinyigobi na stejné regwai draze (Liu et al., 2012).

3.1.2 H3K27 metylace

Modifikace histonu H3K27mel se heéjwvyskytuje v chromocentrech, naproti tomu H3K27nse3
soustedi do oblasti euchromatinuiedtoZze se H3K27mel nachazi v oblasti heterochromapolu

s H3K9me2, jsou na s&btyto dw modifikace vzajem# nezavislé. Tento vztah plati také pro
H3K27mel a metylaci DNA (Jacob et al., 2009; Mathat al., 2005). Zatim jediné identifikované
enzymy zodpo¥dné za monomethylaci H3K27 jsou vzajemmedundantni metyltransferazy ATX5
a ATX6, které obsahuji také SET doménu podofako metyltransferazy SUVH ajsou nutné pro
umlc¢eni repetitivnich sekvenci a transpozoBowinnost H3K27mel, H3K9me2 a metylace DNA je
tedy nutna pro zajihi umkeni heterochromatinu a kompaktnosti chromocenseofd et al., 2009;
Smathayitt et al., 2007).

Trimetylace H3K27 je oproti tomu jednim z hlavnietechanisrd umicovani ged, a to gedevsim

s ohledem na regulaci exprese weiii vyvoji a v rozdilnych rostlinnych organech (Zhaeg al.,



2007b). Podobnou funkci plni iu Zigieht (Deal and Henikoff, 2011). H3K27me3 se vyskytuje
predevSim v euchromatinu v oblastech promotuvnit geni. Neni vSak zavisla na RNAI a siRNA,
coz odpovida iroli siRNA v umbvani gedevsim heterochromatinovych oblasti (Zzhang et al.,
2007b).

3.2 Histonové varianty

V8echna eukaryota maji vice interfaznich histonbvyariant H2A a H3, které &ni vlastnosti
chromatinu oproti zakladnim variantaniitpmnym i déleni buiky (Deal and Henikoff, 2011).
Souvislost histonovych variant s mirou genové esgréyla popsanai@devdim u nasledujicich
variant.

Histonova varianta H2A.Z je vyl@ena z metylované DNA u rostlin i Zitichi (Zemach et al.,
2010). Rozdily v sekvenci a strulk@uH2A.Z oproti hlavni histonoveé varignt2A vedou k mistnim
zmenam interakci mezi H2A-H2B dimerem a H3-H4 tetragner(Suto et al., 2000). H2A.Z se hojn
vyskytuje v5° koncové oblasti génv oblasti iniciace transkripce, naopak nejgée zastoupen
v oblastech heterochromatinu bohatych na trans@iemé elementy (Zilberman et al., 2008). Zda se,
Ze H2A.Z chrani genyipd nechinou metylaci DNA, zatimco jeho vyléeni z heterochromatinu by
se mohlo podilet na udeni transkripce (Zilberman et al., 2008).

U rostlin, podobns jako u Ziva&ichia, se vyskytuji celkem fit varianty H3: zékladni H3.1,
centromerickdA CENH3 a H3.3 (Deal and Henikoff, 201¢arianta H3.3 je nejvice zastoupena
v oblastech aktivhtranskribovanych geéna jeji vyskyt koreluje s vyskytem RNA Pol Il a H3Kel.
Na rozdil od H2A.Z se H3.3 Arabidopsispiekryva také s vyskytem CG metylace uinjeni.

U Arabidopsisje H3.3 koncentrovan v 3" koncovych oblastechigeelkow se tedy varianty H3.3
a H2AZ vylkuji (Stroud et al., 2012). Oproti tomu H3.1 varast preferaimé vyskytuje v oblastech
heterochromatinu (Stroud et al., 201@muz odpovida i jeji vyrazné obohaceni o H3K27 K¥H3
metylaci a shoda s vyskytem metylace DNA (Johngaal.e2004; Stroud et al., 2012). Oproti tomu
178-bp centromerické repetice asociované s CENH&auji vyraz# snizenou metylaci DNA
a shizeny vyskyt H3K9me2 oproti okolnimu pericemtesickému heterochromatinu (Zhang et al.,
2008).

Nové dikazy naswd¢uji tomu, Ze transkripty Pol V nav§d na heterochromatin nejen DNA
a histonové metyltransferdzy, ale také chromatimodelujici komplexy uujici rozmisgni
nukleozoni. Zarovéi mutace v podjednotce SWI3B ATP-zavislého SWI/SNRromatin
stabilizujiciho komplexu vedla k Ubytku CHH metyana lokusech urébvanych RADM. Zda se
tedy, Ze podohbnhjako v ipact metylace DNA a histahzde existuje zginovazebna sniéka mezi
rozmisténim nukleozom a metylaci DNA podilejici se na udrZzeni wemi exprese (Zhu et al., 2013).
DalSim zjiS¢nim podporujicim vazbu mezi rozn@isim nukleozom a metylaci DNA je fakt, Ze

nejvysSi hustota CHH a CHG metylace DNA se periodiopakuje po 167 nukleotidech. Tato
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vzdalenost je odto kratSi, neZ jsou pmérné vzdalenosti mezi nukleozomy v genomu rostlirb(:
185 bp; Vershinin and Heslop-Harrison, 1998), cazn&uje, Ze metylovana DNA je alespma
n¢ékterych sekvencich kompak§si (Cokus et al., 2008).

3.3 Metylace DNA

Metylace cytosifi v pozici C5 (5-metylcytosin) je prastarou epigésietu modifikaci, kterou
nalezneme ve vSechiSich eukaryot ataké u bakterii (Zemach et all020 RestoZze uady
studovanych organisimjako jsouArabidopsis thalianaZea maysQOriza sativa Neurospora crassa
Mus musculugi Danio rerio, se metylace DNA vyskytuje, u jinych doSlo k jejimymizeni, nap

u Saccharomyces cerevisjg@chizosaccharomyces pomkiaenorhabditis eleganseboDrosophila
melanogasterU savad je metylace DNA fitomna ténsi vyhrad® v CG kontextu, naproti tomu
u rostlin je BZnéa také CHG a CHH metyla¢Eeng and Jacobsen, 2011)aAM dochazet k metylaci
geni nebo nekddujicich oblasti a transponovatelnycimetdi. Zatimco metylace génse jevi
pavodrejSi a evoldné spol€nd pro vSechna eukaryota, ke vzniku metylace taawp, jako
mechanismu zabiiajicimu jejich expresi, doSlo v liniich rostlin avd@cichi nezéavisle (Zemach et al.,
2010).

U Arabidospis thalian&ini celkovy podil metylace genomilplizné 24 % pro metylaci v kontextu
CG, 6,7 % pro CHG metylaci a 1,7 % pro CHH metylasiySené hodnoty CG metylace DNA se
nachazeji v heterochromatinovych oblastech bohatyeh tandemové a invertované repetice
a transpozony, stejrjako v pseudogenech a uvngfera (Cokus et al., 2008). CHG a CHH metylace
je nejvice zastoupena v pericentromerickych obthsteohatych na heterochromatin (Lister et al.,
2008).

Existuje rékolik odliSnych mechanistn metylace DNA regulujici transkidpi umkovani
transponovatelnych eleménta vznik heterochromatinovych zfek, které se mohou igkryvat.
Jednim z nich je drdha udrZzovaci metylace DNA agfch CG metyltransferazu MET1, kterd je
homologem sasi Dnmtl rozpoznavajici hemimetylovand CG mistagqiikaci (Law and Jacobsen,
2010). Na udrzovaci methylaci CHG mist se podiltyttransferdza CMT3, ktera jgzena metylaci
histonu H3K9me2 (Chan et al., 2006; Du et al., 20Z2roves KYP se vaze preferéné na CHH

a CHG metylované oblastigs svoji SRA doménwimzZ se vytvéi zpitnovazebna snéka (Johnson
et al., 2007). BleZitou dlohu CMT3 coby udrZzovaci CHG metyltranéfsr potvrzuje i jeji vyrazh
zvySena exprese vigithu S-faze (Du et al., 2012). Podéhako v gipadt CMT3 je Zejmg tizena

i aktivita now popsané metyltransferazy CMT2, ktera se podilinetylaci CHH sekvenci (Zemach
et al., 2013).

DalSim mechanismeiidicim umtovani je metylace DNAizena siRNA (RdDM). V tomtoifppack je
metylace DNA repetitivnich Uséka transpozoin zprostedkovanacinnosti polymerazy IV aV
(Onodera et al., 2005) a je zavisla na aktivietyltransferazy DRM1/2 (DOMAINS REARRANGED
METHYLASE 1/2) navaéné na cilové lokusy 24-nukleotidovymi siRNA (Charak, 2004). Tim je
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DRM1/2 nezbytn&d pro ustanovedé novometylace DNA (nap transgenu) ve vSech sekeafth
kontextech a také udrZuje zmeu ¢ast asymetrické metylace DNA v odgdv na akumulaci sSiRNA
(Cao et al., 2003). Vedle toho CMT2 homologni s GMidrzuje ¥tSinu CHH metylace nezavisle na
SiRNA, coz vys¥tluje jencasténou ztratu CHH metylace u mutént RADM draze (Zemach et al.,
2013).

Stale vice se ukazuje, Z&innost MET1 Uzce souvisi s RADM a Ze jednotlivé yiahi drahy se
vzajemrt ovliviuji. Mutacemetltotiz nevede pouze ke zt¥4€CG metylace, ale také CHG a CHH
metylace. Také vznik siRNA wkterych oblastech genomu vyZaduje aktivitu MET1.1& vys\tlit
bud’ nutnosti CG metylace pro funkci DRM1/2 a CMT3, mahoZnosti, Ze METL1 je také schopna
de novometylace DNA (Lister et al., 2008).riv¢&jSi vyzkum sice odhalil roli MET1 de novo
metylaci v kontextu CG, ale nikoliv v kontextu CH&bo CHH (Aufsatz et al., 2004). Podle
vysledlki nedavné studie zde opravdu funguje regulace CIdB I metylace zavisla na METL1. Vliv
CG metylace na CHG metylaci je zphestkovan ejmé histonovou metyltransferazou KYP (Stroud
et al., 2013), protoZe metl mutantech dochazi také ke z&&i3K9me2 (Lippman et al., 2003).
Zpusob regulace asymetrické CHH metylace enzymem METIn neni znam, ale prajmbdobré se
jedna o regulaci spale¢ zaji¥ovanou CG a CHG metylaci, protoZe dvojita muteesl cmt3méa
mnohem ¥tSi vliv na ztratu CHH metylace nez jednotlivé nugt@aamostathnebo nez mutaadrm1/2
(Stroud et al., 2013). Zbyvajici CHH metylaci vyléwa zejnm¢ udrZzovaci CMT2 (Zemach et al.,
2013). Z aditivniho efektmetlacmt3mutaci plyne, Ze drahy MET1 a CMT3 by se mohlyjemd
obousndrn¢ ovliviovat. Tomu déle nasdcuje zjiSeni, Ze mutacemt3 ma vliv na CG metylaci
(Stroud et al., 2013). Na zj&ti vSech regukmich vztati mezi temi udrZzovacimi metyltransferazami
budeme muset jeStpoikat. K casténé ztrd¢ CG metylace dochéazi takédvml/2 mutantech, coz
napovida, Ze na udrZzeni CG metylace by se mohldegpadRdDM (Smathajitt et al., 2007; Stroud et
al., 2013). V kazdém ifpact ma CG metylace vyznamnou stabiima roli v udrZzovani
epigenetickych modifikaci v naslednych generacivdha® v metl mutantech s rostoucim gem
generaci také roste stochastické roznistHH metylace a H3K9me2 (Smathajitt et al., 2007)
Podobny projev jakometl mutace ma také mutace v chromatin remodelujicikiofa DDM1
(DEFICIENT IN DNA METHYLATIONL1; Soppe et al.,, 2002} rodiny SWI/SNF2-like protein
(Jeddeloh et al., 1999), ktery ma vliv na H3K9mafeatylaci DNA ve v3ech sekvémich kontextech
(Kankel et al., 2003). DDM1 totiZ zafi8je zggistupréni DNA udrZzovacim metyltransferazam MET1,
CMT3 a CMT2 v heterochromatinovych oblastech, ke zastoupen histon H1 ugspdavajici
chromatin do vySSich struktur (Zemach et al., 201BPM1 je tedy nutny pro transkidpi umkeni
heterochromatinu a mnoZstvi transponovatelnych exdim(Jeddeloh et al., 1998; Lippman et al.,
2004). zZatimco metylace zavisla na DDM1 se vyskytdpdevsim ve sednichcéastech dlouhych
transponovatelnych eleméntdrdha RdADM operuje na jejich okrajich a na krékkyranspozonech
(Zemach et al., 2013; Zhang et al., 2013).
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Navozeni histonovych modifikaci chromatindegevSim H3K9me2,tejmé minimalre v nékterych

lokusechiidi metylace DNA (Johnson et al., 2007; Noma et 2013), coZ je podporovano také
skutenosti, Ze sekvence dlouhd jen 30 biZenbyt zacilena a ud@na pomoci RdDM (Pélissier and
Wassenegger, 2000), coz je mnohem kratSi vzdaleneZtjaka je mezi jednotlivymi nukleozomy

s navazanymi histony (Huettel et al., 2007).

3.4 Demetylace DNA

Urovei metylace genomové DNA je negatévmegulovana jeji demetylaci, kterouAuabidopsis
zaji'uji ptibuzné enzymy ROS1 (REPRESSOR OF SILENCING 1), DIPEMETER), DML2

a DML3 (DEMETER-LIKE) patici do skupiny DNA glykosylazdastnicich se reparace DNA (Agius
et al.,, 2006; Choi et al., 2002). Piestnictvim glykosylazové aktivity dochézi k odstman 5-
metylcytosinové baze za vzniku apyrimidinového mjist emzZ lydzova aktivita enzymui@rusi
fettzec DNA (Agius et al., 2006). ROSIiidi demetylaci transpozén repetitivnich sekvenci
a rekterych geid hlavre v kontextu CHG a CHH. Jeho mutace vede k celkoygetmetylaci DNA

a k poklesu exprese postizenych sekvenciisledlku hypermetylace i@devSim v promotorovych
oblastech. Tedy i u stabinumicovanych elemefi{ jako jsou transpozony, existuje mechanismus
zabrawjici jejich nadmirné metylaci (Zhu et al., 2007). S ROS1 v nukleppta a v jadérku
kolokalizuje protein ROS3, ktery je schopen vazatlénRNA a obsahuje RNA vazebny motiv.
Na zaklad porovnani vlivu jednoduchych mutamsl, ros3 a dvojité mutaceosl ros3na vzor
hypermetylace DNA, se zd4, Ze oba proteifigghi na stejné reguiai draze. Nabizi se moznost, Ze
by ROS3 progednictvim malych RNA mohl nav8dROS1 do mist wenych k demetylaci podobn
jako je tomu u RdADM (Zheng et al., 2008). Mutacsl ma také praktické uplaini pii identifikaci
novych komponent souvisejicich s RADM drahou. Lioigl jsou vystaveny mutagennimagobeni

a ze zmutovanych rostlin jsou pak vyhledavany tgré potl&ily fenotypovy projevrosl, nag.
reaktivaci transkrigné umiceného reportérového transgdhie et al., 2009a, 2009b, 2009c).

DME se uplatuje v regulaci vyvoje sariiho gametofytu tim, Ze demetylaci 5° koncové oblast
a 3" koncové oblasti zvané MEA-ISR matet alely genu MEA (MEDEA) aktivuje jeho expresi
(Choi et al., 2002; Gehring et al., 2006). MEA kjaprotein ze skupiny Polycomb prot&iiPcG
proteiny) s H3K27 metyltransferdzovou aktivitou ¢&sniklaus et al., 1998). MEA spofe s FIE
(FERTILIZATION INDEPENDENT ENDOSPERM) a FIS2 (FERTZATION INDEPENDENT
SEED 2) zabntuje pedtasnému vyvoji endospermu a po oplozeni reprimuj@ jeadndrny rist,
ktery by jinak nl za nasledek neschopnost wit@ivotaschopna semena (Kiyosue et al., 1999; Luo
et al., 1999). Také se podili na regulaci morfogereecelularizace embrya (Kiyosue et al., 1999). Pr
spravny vyvoj plodu je ptebné pouze maternalni alela, zatimco paternébiéza pi gametogenezi
umléena a po dvojitém oplodni opst dochazi ve vyvijejicim se endospermu k imprintingpw

nabyté otcovské alely (Gehring et al., 2006; Lualet 2000). Zda se vSak, Ze po oplozeniia p
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nasledném vyvoji endospermu jiz DME neni pro expmesteské alely MEA vyZadovana, protoze
k expresi MEA dochazi ifps jeji metylaci Wbmemutantech (Gehring et al., 2006).

DML2 a DML3 jsoucastén¢ redundantni DNA glykosylazy, které zatw@ hypermetylactady geri
predevSim v 5" a 3" koncovych oblastech (Pentermaal..e2007). Tomu odpovida i skdtest, Ze
metylace DNA uvnit exprimovanych gehbyva lokalizovana v jejich sdovych oblastech (Cokus et
al., 2008).

4. Role RNA polymerazy IV aV v RdDM

4.1 Historie objevu a oznéeni

U vSech doposud studovanych eukaryot se nachéizgdérné DNA-dependentni RNA polymerazy
(Pol 1, 11, 111), které jsou schopny syntetizovadechny typy RNA. B anotaci genomurabidopsis
thaliana v roce 2000 byly objeveny dva nové geny koduji¢i tiidu nejtSi a druhé neptSi
podjednotky RNA polymerazy, tedy potenci&lnovou RNA polymerazu odliSnou o#eth dosud
znamych eukaryotnich RNA polymeraz (The Arabido@mome Initiative, 2000).

V roce 2005 byla poprvé molekul&ridentifikovana mutacede4 ktera byla objevena ckolik let
diive @i genetickém screeningu z&faném na mutanty defektni v RADM (Dalmay et al., @00
Hamilton et al., 2002). Mutace byla zamapovana daug ktery byl ufen jako jeden ze dvou
homolod V. ttidy nejwtsi podjednotky. To ifineslo propojeni mezi neznamou RNA polymerazou
a drdhou transkrimiho uméeni pomoci siRNA. Nav identifikovany enzym byl pojmenovan
polymeraza IV (Pol 1IV) ajeho nejtéi podjednotka igjmenovana z8 DE4 na NRPD1la v souladu
s nomenklaturou podjednotek ostatnich RNA polymerArabidopsis thaliangHerr et al., 2005).

DalSi prace odhalila zasadni strukturni i femkodliSnosti mezi podjednotkami NRPD1la a NRPD1b,
které jsou ve skutmosti sodasti dvou evolen¢ ptibuznych, ale samostatnych RNA polymeraz, které
byly oznaeny jako RNA polymeraza IVa a Vb (Pol IVa, Pold\MPontier et al., 2005).

Pro lepSi pehlednost a zidvodu funkéni a strukturni roZrzrénosti obou rostlinnych polymeraz byla
od roku 2008 zavedena nova nomenklatura, kt&ngnovala Pol IVa na Pol IV a Pol IVb na Pol V.
Zarover se zmdnilo i ndzvoslovi podjednotek. Byltipat prefix NRPD pro podjednotky Pol IV
a NRPE pro Pol V (Ream et al., 2009; Wierzbicki abt, 2008). Jednotlivé podjednotky jsou
pojmenovany na zaklgd své podobnosti s odpovidajicimi podjenotkami Pol ulkvasinky
Saccharomyces cerevisiaeKvasinkové podjednotky jsotislovany vzestuph podle své klesajici
molekulové hmotnosti. Plati tedy, Ze haNRPD1 oznéuje nejtsi podjednotku Pol IV a podobn
NRPEL nej¢tSi podjednotku Pol V (Haag and Pikaard, 2011)

4.2 D nejvétSi podjednotky Pol IV a V

Polymeréazy IV aV jsou absloZzeny z 12 podjednotek st&jjako Pol Il. Vedle nej#si a druhé
nejwtsi podjednotky, které zpraetkuji katalytickou funkci, komplex tedy obsahwgét 10 menSich
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podjednotek, které odpovidaji podjednotkdm RNA-payazy I1S. cerevisiadRPB3, RPB4, RPB5,
RPB6, RPB7, RPB8, RPB9, RPB10, RPB11 a RPB12 (Retm., 2009). Rehled podjednotek
a jejich homolog shrnuje tabulk&. 1.

Funkce Bakterie | S.c.*Pol Il | At homology | Nazvy u rostlin
katalyticka | B RPB1 At4g35800 NRPB1
At1g63020 NRPD1
At2g40030 NRPE1
B RPB2 At4g21710 NRPB2
At3g23780 NRPD2/NRPE2
slozeni o RPB3 At2g15430 NRPB3/NRPD3/NRPE3a
(assembly) At2915400 NRPD3b/NRPE3b
o RPB11 At3g52090 NRPB11/NRPD11/NRPE[11
RPB10 Atlgl1475 NRPB10/NRPD10/NRPE10
At1g61700 NRPB10-like
RPB12 At5g41010 NRPB12/NRPD12/NRPE12
At1g53690 NRPB12-like
pomocha | ® RPB6 At5g51940 NRPB6a/NRPD6a/NRPE6a
(auxilliary) At2g04630 NRPB6b/NRPE6b
RPB8 At1g54250 NRPB8a/NRPE8a
At3g59600 NRPB8b/NRPD8b/NRPES8b
RPB5 At3g22320 NRPB5/NRPD5a
At3g57080 NRPES5
At5g57980 NRPB5-like
At2g41340 NRPD5b/NRPE5b Tab. 1Srovnani
- podjednotek
At3g54490 NRPES5-like RNA Pol II. IV
RPB4 At5g09920 NRPB4 av. _
u Arabidopsis
At4g15950 NRPD4/NRPE4 s podjednotka-
mi bakterialni
RPB7 At5g59180 NRPB7 RNA Pol
At4g14660 | NRPD7b/NRPE7b a's RNA Pol Il
u S. cerevisiae
At3g22900 NRPD7a
. (Prevzato
At4g14520 NRPB7-like z: Ream et al.,
RPB9 At3g16980 | NRPB9a/NRPE9a 2009; upraveno
podle: Law et
At4g16265 NRPB9b/NRPD9b/NRPE9bal., 2011)

* S. ¢. = Saccharomyces cerevisiae
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Skute&nost, Ze podjednotky rostlinnych RNA polymeraz I\W gsou homologni a mnohé identické
s podjednotkami Pol I, nazéaje, Ze od ni byly odvozeny. RrabidopsisPol IV a V sdili s Pol II
spole&né podjednotky NRPB3/ NRPD3/ NRPE3a, NRPB11/ NREINRPE11, NRPB10/ NRPD10/
NRPE10, NRPB12/ NRPD12/ NRPE12, NRPB6a/ NRPD6a/ B&P> NRPB8b/ NRPD8b/ NRPES8b
a NRPB9b/ NRPD9b/ NRPE9D. ¢které z¥chto podjednotek (NRPB10/ NRPD10/ NRPE10,
NRPB12/ NRPD12/ NRPE12, NRPB6a/ NRPD6a/ NRPE6a, B&RP NRPD8b/ NRPES8b) jsou
spolg&né i pro Pol | alll (Ream et al., 2009). PodjettgdRPB3, RPB6, RPB7, RPB8 a RPB9 jsou
u Pol IV a/nebo Pol \Arabidopsiszastoupeny vice variantami, u nichZ bylo & Ze mohou byt
z&llerény do Fislusného polymerazového komplexu (viz tabulkakji® se jednd o redundantni
geny (Law et al, 2011; Ream et al., 2009). U pdajgek NRPB9a/NRPD9a/NRPE9a
a NRPB9b/NRPD9b/NRPEY9b v3ak byla zaznamenanafiinkzdilnost. Mutac&RPB/D/E9btotiz
vede kredukci metylace DNA, igstoZze neni naruSena produkce siRNA produkovanych
prostednictvim Pol IV, ani transkripce Pol V, zatimcotaeeNRPB/D/E9anema na metylaci DNA
nebo na funkci Pol IV aV Zadny vliv. Podjednotk&RB/D/E9b by tedy mohla mit regutd roli
(Tan et al., 2012).

Dosavadni porozu#ni struktde a funkci eukaryotnich polymeraz je zaloZetiedpvSim na studiu
polymerdzSaccharomyces cerevisiagtoho divodu se i popisu a porovnavani struktur rostlinnych
Pol II, IV aV budu odkazovat prédvna kvasinkovou Pol Il. Podjednotky Pol Il jsou ogs
konzervované mezi eukaryoty, a proto by struktwasknkové Pol Il rsla byt aplikovatelné na ostatni
eukaryotické RNA polymerazy typu Il (Cramer et 2DQ1).

Jadro enzymu Pol Il fpdstavuji d¥ nejwtSi podjednotky NRPB1 a NRPB2, které mezi sebou
vytvéeji pozitivre nabitou &rbinu (cleft), katalytické centrum a jeho okoli. y@ék komplexu je
prevazié zaporr nabity (Cramer et al., 2000, 2001). Jednou &Eegtich struktur, které jsou tkeny
nejwtsi podjednotkou je oblast zvana ,clamp” nebolirkao Je to mobilni element rozpoznavajici
konformaci DNA-RNA hybridu a oddujici DNA a RNA vlakna v pedni¢asti transkripni bubliny.
Svorka zjedné strany vymezujeériinu, kterou prochazi templatova DNA a s niz byhtao
interagovat. Svorka také hraje ddivou roli v procesivit polymerazy, protoZe ip pohybu svira
templat a transkript. &tinu z druhé strany vymezuje druh& &V podjednotka, jejiz C-koncova
oblast se zarowvespolupodili na tvorbsvorky (Cramer et al., 2000; Gnatt et al., 20@taw tyto dw
hlavni podjednotky jsou u Pol IV a V odlisné opredl Il.

Pol IV a Pol V se liSi ve svych negpsich podjednotkach NRPD1 a NRPEL, zatimco druteputsi
podjednotku  (NRPD2/NRPE2) o molekularni velikos851 kDa sdileji (Pontier et al.,, 2005).
NRPD2/NRPE2 asociuje vivojak s NRPD1, tak s NRPE1 ve stabilnim gom(Pontes et al., 2006).
Fylogeneticky vznikaly podjednotky polymeraz Pol &V postups. Nejdive se ¥ejm¢ vyvinula
NRPD1 duplikaci z NRPB1, nejisi podjednotky Pol II, v dah kdy se oddil spole¢ny predekiadu
zelenych tas Charales a zelenych suchozemskych rostlin od ostatnfels. Naproti tomu
NRPD2/NRPE2 podjednotka, ktera prépddobré vznikla reverzni transkripci z transkriptu NRPB2,
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vznikla az po vytveeni samostatné linie suchozemskych rostlin. Pol &/ wyskytuje jen

u krytosemennychMagnoliophytd, protoZe k duplikaci NRPE1 doSlo az u této skupibuo and
Hall, 2007).

PrestoZe WArabidopsisexistuji 2 geny kodujici druhou néfgi podjednotku NRPD2a a NRPD2b,
funkéni je pouze produkNRPD2a genu, ktery je spotey pro oba enzymy. Tomu odpovida
ptitomnost pedtasného stop-kodonu v prvnim kédujicim exonu (Poetieal., 2005) a skutaost, Ze
naprosta #tSina transkript pochazi NRPD2a(dale jen NRPD2/NRPE2; Herr et al., 2005).

Zatimco NRPD2/NRPE2 podjednotka se vygazamoduje se svymi homology Pol |, Il a IHada
aminokyselinovych zbytku NRPD1 a NRPEL1 je substituovana za jiné (Onodegd., 2005). To se
tyka predevsim aminokyselinovych zbyitk okoli aktivniho centra, které jsou v podjednatkdol 1,

Il alll invariantni a #ejm¢ istzejni pro funkci polymerazy (Haag et al., 2009).P&al I
zeS. cerevisiagie aktivni misto vymezeno #mna Md* kationy ozna&ovanymi jako ,metal A

a ,metal B". Metal A je koordinovan naé invariantni aspartatové zbytky D481, D483, D48&j\etSi
podjednotky RPB1 tvidci motiv, ktery je sotasti bakterialnich, archealnich i eukaryotnich RNA
polymeraz (Cramer et al., 2001; Haag et al., 20QBgukaryotnich Pol I, 1l alll je tento motiv
souwasti invariantni sekvence YNADFDGDEMN. AvSak u NRPPodjednotky Pol IV je obsaZzeno
jen jadro sekvence DFDGD. \tipact NRPE1 Pol V je zachovand sekvence ADFDGD. Tato
skute&nost je velmi neobvykla, protoze motiv. NADFDGD bydloposud znam u vSech
vicepodjednotkovych RNA polymeraz. Konsenzus se@ddxDGD se nachazi také v aktivnim raist
RNA-dependentnich RNA polymeraz jako je RDRR RDR6 uArabidopsis NRPD2/NRPE2
obsahuje ugedni motiv ED, ktery se nachazi i v podjednotce IPalslouZi pro koordinaci druhého
Mg** kationu (Haag et al., 2009).

C-terminélni doména (CTD) nejt&ich podjednotek Pol IV aV, NRPD1 a NRPE1, obgamCL-
like * motiv (defective chloroplast and leaves). Jadrénokany DCL protein se podili na processingu
rRNA v chloroplastech (Bellaoui et al., 2003). NRP#ykazuje navic jeStprodlouzeni své CTD
o hydrofobni doménu (Pontier et al., 2005), kteo&kytuje vazebnou plochu pro AGO4 (Li et al.,
2006). AGO4 interaguje s CTD Pol V pridnictvim WG/GW motit, které jsou rozmishy v ramci
této hydrofobni domény. WG/GW motivy jsou nezbypré specifické fungovani Pol V v metylaci
DNA (El-Shami et al., 2007).

NRPD1 (kédujici 150 kDa peptid) a NRPE1 (kédujiBbZDa peptid) jsou exprimovany ve vSech
generativnich i vegetativnicltastech Arabidopsis (Pontier et al.,, 2005). NRPD2/NRPE2 je
exprimovana také po celé rostijmejvyrazgji v kvétech a kdenech (Onodera et al., 2005).

PrestozZe transkripci Pol IV a 'V se pdifia pres\vedéivé reprodukovatin vitro az zcela recendn jiz
diive existovalarada nefimych dikazl swdcicich o tom, Ze oba enzymy syntetizuji RNe&zce.

Napriklad mutace jednoho z aspartatovych zbytk aktivnim mist NRPD1 st& k zastaveni

! Tripismenna zkratka se shoduje s @emém pro odli§né proteiny DICER-LIKE (DCL).
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biogeneze siRNA (Haag et al., 2009) a neporuSetignakmisto NRPEL1 je jgdpokladem syntézy
IGN5 alGN6 RNA, tedy domalych PolV-dependentnich transkripDale Pol V asociuje s lokusy, ze
kterych tyto transkripty vznikaji, a také s tranplyr samotnymi (Wierzbicki et al., 2008). Podeéla
Pol IV piitomna na mistech heterochromatinu, od kterych gatmozeny siRNA (Zheng et al., 2009).
Na druhou stranu, rozdilnost katalytického cent&trbiny (cleft) Pol IV a V oproti Pol Il je tak
vyrazna, Ze lze @kavat také jejich vyraznodliSnou funkci. Nabizi se odliSny templat, hap
metylovand  DNA heterochromatindi RNA (Landick, 2009). Jednim zZikazi, které by
naswdcovaly tomu, Ze templatem pro Pol IV nebo Pol VpeSe RNA neZ DNA, je pozorovaniiip
kterém NRPD1, NRPD2/NRPE2 a NRPEL1 jsou ztracemlérka po pouZziti RNazy A, ale nikolivip
pouZziti DNazy I, i kdyZ NRPE1 a NRPD2 jsou v tonpidpadt ¢ast&né delokalizovany. U Pol Il je
tomu @esré naopak. Tim by bylo moZzné vy&iit i rekrutovani Pol IV do mista teni res aberantni
transkripty Pol I, které by vznikalyipptepisu metylované DNA (Pontes et al., 2006). Neddwia
potvrzena schopnost Pol IV vyuZivatvitro jako templat RNA i DNA (Haag et al., 2012).

A Shared and distinct subunits of Polll vs IV or V B Shared and unique subunits of Pol IV vs Pol V

RNA exit RMNA exit
* subunits shared by Pol |, | and Il in yeast * subunits shared by Pol |, Il and Il in yeast
(O subunits shared by Pol Il, IV and V (O subunits shared by Pol IV and V
(O subunits specific to Pol IV and/or V (O subunits specific to Pol V

Obr. 2. Srovnani slozeni podjednotek RNA polymeraz Il, W A) Podjednotky sdilené Pol Il, IV a V jsou
znazoriny zeler. Podjednotky specifické pouze pro Pol IV a/ nebb\Pjsou znazorény mode.

B) Podjednotky sdilené Pol IV aV jsou znazom zeler. Podjednotky specifické pouze pro Pol V jsou
znazorgny mode. Modro-zelené znazami treti nej\¥tSi podjednotky znd, Ze Pol V nize vyuzivat vlastni
NRPEDb, nebo spotaou NRPD3/NRPE3a podjednotkui¢kzato z: Ream et al., 2009)

4.3 Burééna lokalizace Pol IV a V

Dvé nejwtsi podjednotky Pol IV a V jsou lokalizovany v féd Jejich vzajemné rozloZzeni se vsak
v rdmci tohoto kompartmentu liSi. NRPD1 a NRPD2/ERPspolu pesré kolokalizuji, ale narozdil
od NRPE1 se nachazeji pouze mimo jadérko. NRPEgtgkovatelna jak v nukleoplaZntak v jasg
ohran&ené oblasti asociované s jadérkem, v tzv. Cafaélisku (Li et al., 2006; Pontes et al., 2006).

Cajalova tliska se mohou pohybovat v blizkosti jadérka, vsuap do & a zase z & vystupovat
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(Boudonck et al., 1999). iBlizn¢ polovina frakce NRPE1, kterd se nachazi mimo jamér
kolokalizuje s komplexem NRPD1/NRPD2. NRPE1l tedenin zavisld na fftomnosti
NRPD2/NRPE2. Na druhou stranu je lokalizace NRPIRFPHE?2 zavisla mnohem vice na NRPEL nez
na NRPD1, protoZze imunolokalizai signal NRPD2/NRPE2 je mnohem vice redukovamrpel
mutantech neZ mrpd1 (Pontes et al., 2006).

Cast molekul NRPE1, ktera se naléza v jadérku, kdipkje s RDR2, DCL3, AGO4 a s siRNA. 5S
rDNA geny a oblasti NOR s 45S rDNA geny se iedpyvaji s misty vyskytu NRPE1 a AGO4
v jadérku, coZ doklada, Zze Cajalowtigka jsou mistem, kde dochazi ke vzniku dsRNA pradi
SiRNA, k jejich zpracovani a interakci s AGO4 a Rolale nikoliv k DNA metylaci samotné (Li et
al., 2006; Pontes et al., 2006). Naopak lokalizHEPD1, NRPD2 &asti NRPE1 mimo jadérko
koresponduje s polohou repetitivnich IokuUdNOR, 5S geny), ze kterych jsou generovany siRNA
(Pontes et al., 2006).

4.4 Funkce Pol IV aV

Polymerdzy IV aVse @b podili na ustanovende novo metylace DNA ijejim udrZzovani
prostednictvim malych RNA (RdDM), a toiedevsSim v repetitivnich sekvencich, transpozonech
a intergenovych oblastech. Tato metylace vede nskm@pinimu uméeni gislusnych sekvenci
(Onodera et al., 2005). Kazda z polymeraz viakhzelRdDM vykon&va jinou ulohu (Pontier et al.,
2005).

Vice nez 60% produkce 24-nt siRNA je zavislychienPol IV, zatimco jen 18% je vyrazmavislych
také na Pol V (Lee et al.,, 2012). Produkce endogbn@4-nt siRNA odvozenych ze sekvenci
transpozofi (nag. AtSN1, AtCopia2 AtGP1, AtMU1, SIMPLEHAT?Z2 a vysoce repetitivhich
endogennich sekvenci (rfasiRNA1003pochazejici z5S rDNA) je zavisla na fungovani obou
polymeraz (lokusy typu ), zatimco jejich produkcanikatnich intergenovych oblasti (fiagoloLTR

a z endogennich loktiszastoupenych jen v jedné aZkalika kopiich na genom (n&psiRNAO2,
cluster 2, TR2558zavisi pouze na Pol IV (lokusy typu Il; Gao et @D10; Pontier et al., 2005). Ztrata
endogennich siRNA z vysoce repetitivnich sekve&8&i IDNA) a retrotranspozd@n(AtSN) koreluje

i s redukci metylace DNAgthto sekvenci v mutantech v podjednotkach Pol N. &ontes et al.,
2006; Pontier et al., 2005). Podébk redukci metylace DNA a k derepresi lokuypu Il dochazi

u mutant v podjednotkach obou polymeraz, i kdyZz produkd@Ng\ z ©chto lokusi je ovlivrena
pouze u mutaairpdl (Lahmy et al., 2009; Mosher et al., 2008; Zhengl e2009).

Pro drdhu vzniku sekundarnich siRNA je patrnd jgsmdierence kratkych repetic generujicich tyto
siRNA. Tyto siRNA zavislé vyraznna Pol V totiZ pochézejitpvazre ze sekvenci retroelemdrttypu
SINE a RC/Helitron, které se vyzhai obvykle kratSi délkou (SINE v pméru 300 bp a RC/Helitron
asi 1 kbp) oproti napretroelemeriim typu LTR (fFes 2 kbp; Lee et al., 2012). DelSi retrotranspozony
typu LTR WtSinou spadaji do lokdstypu IlI, tedy produkce siRNA z¢hto mist je zavisla jen na
Pol IV (Mosher et al., 2008).
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V nrpd2 mutantech klesa obsah interfazniho heterochromatjproti kontrole a histonova ztia
H3me2K9 chromocenter je rozptylena do velkéhd@tpamalych oblasti (Onodera et al., 2005).
Celkové mnozstvi CHH metylacé&stava u mutaiitv podjednotkach Pol IV nebo Pol V stejné jako

u nemutovanych rostlin, pouze sémhjeji distribuce (Wierzbicki et al., 2012).

4.4.1 RNA polymeraza IV

Presnd molekularni podstata biogeneze siRNA pedsictvim Pol IV neni dosud znama. Podle
jednoho modelu Pol IV fepisuje heterochromatin do jednovlaknovych tramskrikteré jsou dale
zpracovavany RDR2 za vzniku dsRNA molekul. Podhe jifedstavy slouZi jako templat pro Pol IV
pitimo dsRNA produkovand RDR2. Jevi se vSak pfpodobrjSi, Ze RDR2 nasleduje v draze
procesu vzniku siRNA az za Poal IV, protoZze v mueghinrpdl je RDR2 v jade delokalizovana, ale
v opaném gipad tomu tak neni (Pontes et al., 2006). Pol IV a RBR@&lu v jade kolokalizuji jen
casténg; zatimco NRPD1 se nachazi #epré vymezenych oblastech nukleoplazmy, RDR2 ma
silngjSi vyskyt uvnit jadérka a v jeho okoli, tedy je s@sti centra zpracovavajiciho siRNA (siRNA-
processing center; Pontes et al., 2006; Smith.eP@D7). Toto je v souladu $gaistavou, Ze dsRNA
produkty RDR2 jsou dale zpracovavany enzymy DCLABGD4, které se také vyskytuji v oblasti
jadérka (Pontes et al., 2006). V tomto kontextw3ek zarazejici zjihi, Ze RDR2 a Pol IV spolu
fyzicky asociuji, coz potvrdily dva nezavislé te§ijaag et al., 2012; Law et al., 2011). Navic s&, zd
Ze RDR2 pro svoji enzymatickou aktivitu asociadPd IV (nebo alespo s faktorem spjatym

s Pol IV) vyZaduje (Haag et al., 2012).

Stejné prace tak&iphazi se zji¥nim, Zze Pol IV je schopna transkripce DNA temphajfitomnosti
RNA primeru a RDR2n vitro. Nabizi se tedy vysWeni, Ze slabd katalyticka aktivita Pol IV by
mohla byt kompenzovana amplifikaci jejich transKriprostednictvim RDR2 (Haag et al., 2012).
Tomu ale neodpovida rozdilna lokalizace RDR2 a¥woljadre.

Vedle RDR2 s Pol IV také interaguji proteiny CLASBEYCLSY1) a SHH1/DTF1 (SAWADEE
HOMEODOMAIN HOMOLOG 1/DNA-BINDING TRANSCRIPTION FAQOR 1; Law et al.,
2011). CLASSY1 je chromatin remodelujici faktoredikhzovou a SNF2 doménou, ktery jighbuzny

s proteinem DRD1 nutnym pro transkripci Pol V. Rosliruktury se zda, Zze by mohl vazat DNA nebo
RNA. CLASSY1 v jade kolokalizuje s RDR2, ale nikoliv s Pol IV. Jehautace vede k poklesu
produkce siRNA a ma také silny vliv na poruSenialatace RDR2, ale jen mirny vliv na vyskyt Pol
IV. Soudi se tedy, Ze CLASSY1 funguje na draze pkod siRNA mezi Pol IV a RDR2 (Smith et al.,
2007).

SHH1 se podili na akumulaci siRNA &$iny lokusi a na CHH metylaci DNA (Law et al., 2011).
Jeho SAWADEE doména se vaZze na mono- di- a trimeipé H3K9in vitro, ale tato interakce je
blokovana metylaci H3K4. SHH1 také&impo interaguje s CLASSY1 a s Pol IV. V navrhovaném
modelu by tak SHH1 spolu s CLASSY1 mohla slouzigkéaéni Pol IV na cilové sekvence, protoze
H3K9 metylace a RADM jsou spodasto spjaty (Zhang et al., 2013).

20



4.4.2 RNA polymeraza V

Pol V prepisuje mezigenové a nekddujici oblasti za vznilARranskripti (long non-coding RNA;
IncRNA), které jsou alespo200 bp dlouhé, na 5° konci maji trifosfat nebo &tyfguanosinovou
¢epicku, nejsou polyadenylovany na 3" konci a mohouitigiovany z vice mist. Transkripce Pol V je
nezavisla na biogenezi malych RNA nebo metylaci DR#Sak biogeneze siRNA spolu s transkripci
Pol V zprostedkuje vznik heterochormatinu a wahi ilehlych gerti (Wierzbicki et al., 2008).

RNA transkripty Pol Vjsou nutné pro navedeni AG@4 cilovA mista chromatinu. AGO4
imunoprecipituje spot@é sIncRNA, nelze v3ak jednozftg urtit, zda s nimi interaguje
prostednictvim komplementarnich siRNA, nebo se dadze pimo a siRNA vyZaduje jen pros svoji
stabilizaci (Wierzbicki et al., 2009). Prvni mozhss v3ak jevi fijatelna, protoZze zatim neni znamo,
jakym jinym mechanismem by mohl byt AGO4-siRNA kdepnavadn k mistu transkripce Pol V.
AGO4 se vaze tak&imo na Pol V progednictvim WG/GW motit, jak jiz bylo zmigno vyse.

Pol V je nutna pro unieni i metylaci DNA na lokusech typu | ill a na obge fyzicky gitomna,
avSak jeji transkripce byla prokazana pouze z lbkypu | (Kim et al., 2011; Zheng et al., 2009).
O nutnosti transkripce Pol V k zaji§i jeji ulohy v modifikacich chromatinu &ki irozptyleni
H3K9me2 a metylace cytosire heterochromatinovych chromocenter gisgbeni RNazy (Pontes et
al., 2009).

V ptipact nrpelmutanti je pericentromericky heterochromatin vyr&zozvolren a z chromocenter je
casteéné rozptylena znéka H3K9me2 ¢imz fenotyp pipomind mutacimetl K tomu ale nedochazi
v piipact mutacinrpdl ani dalSich mutaci porusujici biogenezi 24-nt $R{fPontes et al., 2009).
V mutantech Pol V a chromatin-remodelujiciho faultelRD1, ktery s Pol V asociuje (Kanno et al.,
2004), také dochazi naditych pericentromerickych repeticich k derepresdgimre jako umetl
addmyl u nichZ je dereprese provazena poklesem tvoRMAI Prekvapiv¥ u mutant biogeneze 24-
nt siRNA nrpdl, rdr2 a dcl3 s Uplnou ztratou produkce siRNAistavaji tyto repetice urgné.

Z uvedenych poznatkvyplyva, Zze Pol V #&jmé funguje i v jiné drdze nezavislé na produkci 24-nt
siRNA prostednictvim Pol IV (Pontes et al., 2009). DalSitikazem, ktery podporuje moznost, Ze
Pol V mé ijinou roli nez bezprasdre v RdDM, je jeji lokalizace, ktera se zvice nez %0

negrekryva ani s misty vyskytu CHH metylace, ani s 24iRNA (Wierzbicki et al., 2012).

4.5 Proteiny tvarici komplex s Pol V

4.5.1 Komplex DDR

DRD1, DMS3 a RDM1 spolu vytwéji komplex nazvany DDR, nezbytny pro produkci staipti
Pol V. DRD1 interaguje s NRPE1 a vyi/& Pol V uZsi asociaci oproti DMS3. Naopak RDMEijge
souwtasti komplexu, ale s NRPE1imo neasociuje (Law et al., 2010).

DMS3 (DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING 3) vykazujeopobnost se SMC proteiny pro

udrZeni struktury chromatinu (structural maintergan€ chromosome proteins; Kanno et al., 2008),
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které tvdi klicovou sloZzku kondenzinovych a kohezinovych komplexeukaryot (Hirano, 2006).
DMS3 obsahuje doménu funguijici jako pant mezinaw coiled-coil doménami (Hirano and Hirano,
2002), které v fipadt DMS3 nejsou kompletni (Kanno et al., 2008), taspaadani by vSak o byt
dost&ujici pro dimerizaci a vazbu na DNA (Chiu et aD02). DMS3 je nutny pro transkripci Pol V
a pro jeji asociaci s chromatinem (Wierzbicki et 2009), v souladu s tim je i fakt, Ze viilms3
mutanfi na metylaci DNA je shodny s mutacemi v gen®fRPE1 a NRPD2/NRPE@anno et al.,
2008).

RDM1 (RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1) je poatebny pro vznik transkriftPol V (Law et
al., 2010) a tim také pro produkci 24-nukleotiddvigRNA zavislych na Pol IV iV (typ ). RDM1
ziejme vaZze metylovanou ssDNA. Mutaecdml redukuje CHH metylaci DNA, coZ nazhge, Ze
RDM1 se @astni de novo metylace DNA. RDM1 ko-imunoprecipituje s AGO4, DRK

a s podjednotkou NRPB1 RNA polymerazy Il (Gao et2010).

DRD1 (DEFECTIVE IN RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1)je nezbytny prode novo
metylaci fizenou siRNA (Kanno et al., 2005). Naproti tomu éemliv na metylaci rDNA

a centromerickych opakovani v jakémkoliv sekirdm kontextu (Kanno et al.,, 2004). Jedna se
o protein paici do rodiny SWI/SNF2-like protein(Kanno et al., 2004), jejiz s&asti je i chromatin-
remodelujici protein DDM1 (Jeddeloh et al., 199%edpokladd se tedy, Ze jeho funkci je
zpristupréni heterochromatinu enzymm drahy RADM nebo rekrutovani Pol V na chromafienjach

et al., 2013). V souladu s tim je skiriest, Ze kolokalizuje &sti molekul NRPDE1 (Pontes et al.,
2006) a je nutny k jejich asociaci s wavanymi lokusy (Wierzbicki et al., 2008).

4.5.2 Proteiny KTF1 a IDN2
DalSim proteinem ifitomnym v komplexu Pol Vje KTF1/SPT5-like KOW DOMAIN-

CONTAINING TRANSCRIPTION FACTOR 1)ktery je podobny SPT5 transkéigmu faktoru
RNA polymerazy Il, ale na rozdil odjmbsahuje na svém C-kondigs 40 opakovani WG/GW (He et
al., 2009b). Res tuto doménu je schopen interagovat s AGO4 (Bikeve et al., 2009; He et al.,
2009b). Déale se fize vazat na chromatin (Rowley et al., 2011) a jBINA vazebna doména vaze
jednaettzcovou RNA ¥etns transkripfi Pol V. KTF1 kolokalizuje s AGO4 &sténé is Pol V

v nukleoplazm (He et al., 2009b). Jeho stabilitatajmé i schopnost vazat chromatin je zavisla na
Pol V, naopak neni zavisla na produkci 24-nt siRWAitacespt5l ma podobny efekt jako mutace
ago4 tedy dochazi k poklesu metylace DNA ad&aia H3K9me2. Podle soasné pedstavy je
KTF1/SPT5-like rekrutovan na chromatin vazbou aaskripty Pol V, kde pak interaguje s AGO4, se
kterym vytvai platformu pro vazbu dalSich enzgnpodilejicich se na represivnich modifikacich
chromatinu (Rowley et al., 2011).

Vedle KTF1 a AGO4 asociuje s transkripty Pol V tadétein IDN2 (INVOLVED IN DE NOVO 1;
Zhu et al., 2013), ktery j@ vitro pies svoji XS doménu schopen vazat dsRNAesaghem na 5° konci
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(Ausin et al., 2009). Pragdnictvim své coiled-coil domény je schopen vigtehomodimer, ale
pravadEpodobré také ges tuto doménu interaguje s dalSimema jemu blizce fibuznymi proteiny
IDN2-like 1 a 2 (IDNL1 a IDNL2), se kterymi vyt¥komplex fungujici na draze RdDM (Ausin et
al., 2012). IDN2 fyzicky interaguje prdetnictvim podjednotky SWI3B se SWI/SNF chromatin
remodelujicim komplexem. Mutace¢kterych podjednotek tohoto komplexu vedou k dergpre
uréitych lokusi umiéenych pomoci RADM. Podle

A
DMS4
g navrhovaného modelu tedy dimer IDN2 spolu
BT Polvi s IDNL1 a IDNL2 slouzi jako adaptor pro vazbu
P N — _ chromatin remodelujiciho komplexu do mist
P Pol 1V transcript
cLsY l transkripce Pol V (Zhu et al., 2013).
dsRNA Pt
B
—_ IDN2  DMS3
. 74 K7
SiRNA  — — Pol V transcript
l HEN1
DMS3 SUVH
2/9

Methylated ~ ®—— °©
SANA  @=——9 == i et a

-
—® DRM3
Silencing effector complex w

Obr. 3. Navrhovany model RADMA) Transkripty Pol 1V jsou fepisovany do dsRNA enzymem RDR2, které
jsou Stpeny DCL3 na 24-nt duplexy siRNA. Ty jsou metyloyadrma 3" konci HEN1 a jedno z vldken asociuje
s AGO4. Chromatin remodelujici faktor CLSYfepn¢ umoziuje transkripci Pol IV a RDR2. SHH1 by se
mohlo &astnit navedeni Pol IV na heterochromatin.

B) Nekddujici transkript Pol V slouzi k vazbsiRNA-AGO4 komplexu, pravgpodobré prostednictvim
komplementarity mezi siRNA a IncRNA. DRD1 a DMS3nashuji transkripci Pol V. IDN2 vaze IncRNA
a slouzi pro vazbu dalSich protiirPodobnou Glohuigjmg zastavé také KTF1. Timto &gobem by mohla byt
navedena DRM1/2 na cilovou sekvenci. Protoze RDMZevAGO4 a DRM1/2, mohla by se podilet na
stabilizaci vazby DRM1/2 s celym komplexemiepoklada se, Ze DMS4 funguje jako transkmipfaktor.
Metylované cytosiny jsou znazamy jako Zluta koleka.

(Prevzato z: Saze et al., 2012)

4.5.3 Proteiny AGO4, AGO6 a AGO9

AGO4 véze prefereme 23-24-nt sSiRNA a z maléasti (3%) asociuje i s miRNA (Qi et al., 2006).
Oproti AGO1 vaze AGO4 vyznamné mnoZstvi siRNA odroxch z repetitivnich sekvenci, tomu
odpovida jeho asociace s velkym mnozZstvim siRNA&ricpntromerickych oblasti. Asociuje ale také
s siRNA odvozenymi z transponovatelnych eleregéni, pseudogeia intergenovych oblasti (Qi et
al., 2006). AGO4-siRNA komplex je pakerme na zaklad komplementarity SiIRNA s nascentnimi
transkripty Pol V navésh na cilové sekvence (Qi et al., 2006; El-Shanail.e2007; Wierzbicki et al.,
2009). Zda se, Zagimejmensim pro zacileni do genovych oblasti nétéqmnost odpovidajicich 24-nt
SiRNA jedinou podminkou. Nezbytna pro vazbu AGO4tgké transkripcei transkripty Pol V na
odpovidajicich lokusech, a to z vice nez 9@¥paxh (Zheng et al., 2013).

AGO4 se kromy jadra vyskytuje také v cytoplazimspolu s 21-nt a 24-nt siRNA, které jsou zde

prevazrg ve forn® duplexu. Na zaklad provedenych experimdntziejmé AGO4 v cytoplazm
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asociuje sdmito duplexy, ze kterych &enim odstrani ipbyte&né vidkno RNA za vzniku zralého
AGO4-siRNA komplexu. Tato interakce pak vede k aysni jaderného lokalizaiho signélu (NLS),
diky ¢emuz je zaji¥no, Ze do jadra vstoupi jen AGO4 s navdzanou mtdeksiRNA. V souladu
stim je skuténost, Ze v cytoplazénprevazna frakce AGO4 molekul neni s siRNA asociovana,
zatimco v jaée je tomu pesré naopak (Ye et al., 2012). Vznik zralého komplexa@4 a navazanou
siRNA vyZaduje chaperon HSP90, ktery se tohotogsodatastni i u jinych organistn(lwasaki et al.,
2010; Ye et al., 2012).

AGO4 se podili na vzniku siRNA a ustanoveni mewgyl&NA jen na utitych lokusech, kde jeho
mutace vede k vyrazné redukci CHG a CHH metyladtbdeman et al., 2004). Schopnost AGO4
Stepit RNA vyzname prispiva k produkci siRNA zé&kterych lokus a k jejich metylaci MEA-ISR,
SIMPLEHAT?2, zatimco v pipac AtMul aSUP lokusi viastni katalyticka aktivita AGO4 nema na
metylaci DNA vliv (Qi et al.,, 2006). Zda se ale, BektSiny AGO4-dependentnich lokiuge
enzymaticka &pici aktivita pro akumulaci sSiRNA vyZadovana (Hakexcet al., 2010). Speni AGO4
by mohlo aktivovat vznik, nebo byt ststi procesu vzniku sekundarnich siRNA. Naproti tom
nekatalyticka funkce AGOA4itejmé souvisi sroli AGO4 jako platformy nawfiti chromatin-
remodelujici faktory na cilové lokusy (Qi et al00B).

Vyskyt AGO4 na genomovych sekvencich sekpyva s misty zvySeného vyskytu CHH metylace,
ktera je nejsilgjSi v promotorovych oblastech zahrnujicich trangmatelné elementy. Tyto
promotory nalezi z vyznamriésti gerim, jejichZ exprese sedmi v odpo¥di na biotické a abiotické
stresy. Po vystaveni streswtkolikanasobg vzrostla mira CHH metylace préwa &chto lokusech
v porovnani se zbytkem genomu (Zheng et al., 20IR)to zjiS€ni ukazuje na vyznam
transponovatelnych eleméntpro epigenetickou kontrolu exprese @eprostednictvim siRNA
(Havecker et al., 2010).

Jednim z moznych aAdodreni specifické aktivity AGO4 protzné lokusy je &ast jinych AGO
proteiri. AGO6 a AGO9 jsou nejblizSimi paralogy AGO4 (Moetlal., 2002), které také vazi t&m
vyhradré 24-nt siRNA a upednostiuji na jejich 5 konci adenosinovy zbytek (Havec&eal., 2010).
V8echny ti uvedené AGO jsou asociovany s siRNA pochazejicpigdevsim z transpozon
tandemovych repetic, ale také gkterych lokug kddujicich miRNA. Avsak v rdmci jednotlivychid
se mezi sebou AGO proteiny liSi v zastoupeni. NépboEjSi v zastoupeni lokusasociovanych
s siRNA jsou si AGO4 a AGO6 (Havecker et al., 20k@ré majicasténé redundantni funkci. Byly
ale zaznamenany idité rozdily, nap. mutaceago6 nema oprotiago4 vliv na metylaci 5S rDNA
(Zheng et al., 2007; Zilberman et al., 2004).

Rozdily mezi populacemi siRNA vazanych na AGO4, AG®OAGO9 jsou dany do zé&reé miry
rozdily v jejich expresi. AGO4 je exprimovan v etyilsh, listech, v kétech a v SeSulicArabidopsis
thaliana AGOG6 je lokalizovan do vzrostnych vrchostonku, kdene a vodivych pletiv. AGO9 je

zastoupen ve vyvijejicim se w&§u a v oblasti stonkového meristému embrya (Haveekal., 2010).
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DalSim AGO proteinem, ktery se dccité miry podili na transkrimim umEovani spolu s AGO4 je
AGOL1. Nas¥deuji tomu vysledky sekvenovani, které odhalily, Ziblgneé 30% malych RNA, které
asociuji s AGO1 tvd 24-nt siRNA. Tyto 24-nt siRNA pochéazeji z rozmgoh sekvenci, ato
predevSim z intergenovych oblasti, které secténegekryvaji s misty fvodu 21-nt malych RNA
asociovanych také s AGO1. Naopakiippd 21-nt siRNA asociovanych s AGO4 je jedna pouze
o0 ,sestihové varianty” 24-nt siRNA. Oproti siRNA asociovwan typicky s AGO4 obsahuji 24-nt
SsiRNA asociované s AGO1 na 5  konci uridinovy zhy{®ang et al., 2011). Byla také zjiga
asociace AGOL s siRNA odvozenymi z invertovanygletie (Mi et al., 2008).

Interpretace role AGOL v transk&ipim umEeni neni jednoduchafgstoZze v mutantedgoldochazi

k aktivaci exprese gkterych transpozan (ATCOPIA4, ATENSPM5doprovazené ztratou H3K9me2
a vytvaenim H3K4me2, metylace jejich DNAgtava zachovana (Lippman et al., 2003).

5. Role RNA polymeréazy Il v RADM

Mechanismus, jakym je Pol IV, resp. Pol V schopaeilit de novometylaci DNA na ufité lokusy,
stale neni zcela jasny. Ulohu by zde v3ak mohla RMA polymeréaza Il (Pol Il), finejmensim

u lokugi typu Il. Pol 1l totiz generuje transkripty komplemtarni k oblastem uviiifokusi typu |l

a k gilehlym oblastem. ftom nedochézi k poklesédhto transkripi navadjicich komplex siRNA-
AGO4 k mistu metylace DNA u mutdntrpel, ale dochazi kému u mutani nrpb2-3polymerazy 1.
Pol Il je Zejm¢ schopna rekrutovat AGO4-siRNA komplex do oblastiuk1 typu I, protoze
lokalizace AGO4 v mutanteatrpb2-3je v €chto mistech sniZzena. V souladu s tim je i exigtéty
GW/WG motivi v NRPB2 podjednotce, které je myc-AGO4 schopemtvfz pull-down eseji. Navic
pozadavek DRD1 pro transkripci lokug/pu 1l neplati pouze pro Pol V, ale také pro P¢Zheng et
al., 2009). Zajimavé je, Ze RDM1 nutny pro transiriPol V imunoprecipituje s Pol Il, tedy ji
pravdEpodobré vaze, ale nikoliv s Pol V (Gao et al., 2010).

Pritomnost Pol IV iV je v oblastechifehlych k lokusim typu Il snizena u mutaihtrpb2-3 Mutace

v Pol Il ma stejy jako mutace v Pol V vliv na metylaci DNA a H3K9mea &chto lokusech, coz
nazn&uje, Ze transkripce Pol Il by mohla na¥t&ol V za @elem ustanoveni DNA metylace (Zheng
et al.,, 2009). Otazkouagtava, pro to neni rovnou Pol I, kterd by nawda metyla&ni faktory na
lokusy typu I, je-li schopna vazat AGOA4.

RNA polymeraza Il se také podili na biogenezi 24iRINA z lokusi typu Il. MoZnym mechanismem
je zptnovazebné zvySovani produkce siRNA, podojatko se pedpoklada u Pol V vifpad lokusi
typu |. Tomu nas¥déuje i mirné snizeni mnozstvi siRNA z lokiutypu I, jejichZ produkce je zavisla
pouze na Pol IV, ale nikoliv na Pol V, isledku mutacarpb2-3(zZheng et al., 2009).

Daldim dikazem, ktery ssd¢i pro gimou &ast Pol Il v drdze RdDM, je vyznam Mediatoru v této
dradze. Mediétor je vicepodjednotkovy komplex, kteeypodili na aktivaci transkripce Pol Il (Kelleher

Il et al., 1990). Mutace jeho podjednotky vede dd@Zeni vyskytu Pol V na lokusech typu I ill
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a snizuje se i produkce nawgidich transkriph z lokusi typu Il, jeZ je zavisla na Pol Il. Zarove
dochézi k derepresi transkripce z obouitigkusi v téchto mutantech. NejjednodusSim v§tbenim,
které se nabizi, jecast Pol Il v transkrignim umtovéani také na lokusech typu I. Tomu odpovida
i ptitomnost Pol Il na lokusech obou fygKim et al., 2011). V rozporu s touto moznostiusale
diivejSi vysledky prace B. Zhenga ajeho kdiedkteri piitomnost Pol Il na lokusech typu |
nepozorovali (Zheng et al., 2009).

Nepimé dikazy @inasi také zji%ni, Ze z vnesené homologni sekvence ¢emé in trans
prostednictvim 24-nt siRNA vznikaji transkripty Pol IV liniich, které nemaji tuto sekvenci
umiéenou, pitom ke vzniku &chto nekodujicich transkript nedochazi, festoze i zde vznikaji
sekundarni siRNA z homologniho konstruktu éeniéhain cis(You et al., 2013).

Vedle DRD1 je dalSim proteinem, ktery interagufeas V i Pol 1| RDM4/DMS4 (RNA-DIRECTED
DNA METHYLATION 4/DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING 3 vykazujici sekveni
podobnost s kvasinkovym IWR1, ktery t¥okomplex s Pol Il a&kterymi jejimi obecnymi
transkrignimi faktory (He et al., 2009c; Krogan et al., 2p0OBlutacerdm4 vede k redukci 24-nt
SsiRNA a transkript generovanych Pol V. Zarovema vliv na expresi génodpovdi na stres

a rezistence&i patogerim, jejichz exprese je zpraéstlkovana Pol Il (He et al., 2009c).

6. Zaver

Problematika metylace DNA malymi RNA je v sasnosti pedntem intenzivniho zamu a studia,
coz v nedavné deébvedlo k zodposzeni rekterych stZejnich otdzek tykajicich se RdADMilkadem
miZe byt objeveni nové CHH metyltransferazy CMT2 npluké&zani transkripce Pol IV aiW vitro
(Haag et al., 2012; Zemach et al., 2013). Z&tade zbyv&ada otdzek, které stalekaji na vyeseni.
Velmi zajimavym a také nesnadnym ukolem bude objdsilohy Pol Il v této draze, kterd by mohla
rekrutovat Pol V aipadré i Pol IV na cilové lokusy. S postupujicim poznarsenvSak vyniuji také
nové otazky a perspektivy. Aktu&lk nim pribyla funkce proteinu SHH1, ktery interaguje s Rol

a zarové je schopen vazat histon H3 s metylovanym lysinenpazici 9 (Zhang et al., 2013). Velky
potencial pro daldi vyzkumfiipesla také rozsahla analyza metyloitabidopsisu 86 mutant
G¢astnicich se v draze transkmpho uméeni (Stroud et al., 2013). Mame tedy dobrvat se
domnivat, Ze v blizké budoucnosti se pddsestavit mnohem komple§si obraz procesu RdDM

a s ni souvisejicich regulaci u rostlin.
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