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Anotace

AGO-hook domény pritomné u nékterych eukaryotickych proteint slouzi k vazbé proteinti z rodiny
ARGONAUTE (AGO). Proteiny AGO funguji v mnoha procesech regulujicich expresi gent za pomoci
jimi navdzané malé RNA (sRNA). sRNA slouzi k rozpoznani cilového komplementarniho transkriptu.
Tato prace si klade za cil zjistit roli pfedpoklddané AGO-hook domény proteinu SPT6L. SPT6L je
transkripén{ elonga¢ni faktor z komplexu RNA polymerdzy II (Pol 1), kde slouzi jako histonovy
chaperon a ti¢astni se epigenetického znaceni histonil. SPT6L je u Arabidopsis thaliana jednim ze dvou
paralogti proteinu SPT6, ktery je charakterizovan prave piitomnosti AGO-hook domény, coz je ryze
rostlinné specifikum. Funkce této domény neni u rostliny A. thaliana zndmd. Pfesto by se dalo
predpokladat, ze tato doména bude zajistovat navadéni proteind AGO do komplexu Pol II, ¢imz poté
miize umoznit regulaci modifikaci chromatinu, ¢i kotranskripéné ovliviiovat transkripty Pol II cilené

sRINA.

Tato prdce nastinuje funkci AGO-hook domény proteinu SPT6L u rostliny A. thaliana. Ziskané
vysledky ukazuji interakci AGO-hook domény proteinu SPT6L s AGO a jeji vliv na expresi a na

zpracovani transkriptt.

Klicova slova
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Annotation

AGO-hook domains present in some eucaryotic proteins are crucial for a binding family of
ARGONAUTE proteins (AGO). These AGO proteins are essential in many biological processes
regulating gene expression by small RNA (sRNA), which is complementary to the gene that is
supposed to be influenced. This thesis claims to find the function of the putative AGO-hook domain
of the protein SPT6L. SPT6L is an elongation factor and histone chaperon of a complex of RNA
polymerase II (Pol II) where it is acting in the epigenetic marking of histones. SPT6L of Arabidopsis
thaliana is one of two paralogues of SPT6 proteins, that is characteristic of the presence of the AGO-
hook domain. This is a plant specificity of this protein. What’s more, the function of this domain
remains unknown. Despite this, it could be assumed that this domain is necessary for binding of AGO
proteins in the complex of Pol II, and by these interactions, it can enable guidance of regulation of
chromatin modification, or it can co-transcriptionally influence nascent transcripts of Pol II by the

sRNA.

This thesis casts light on the function of the AGO-hook domain of SPT6L in A. thaliana in processes
of gene regulation and protein interactions. It claims to confirm the interaction of the AGO-hook
domain of SPT6L protein with AGO proteins and its influence on gene expression and transcript

processing,.
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1 Seznam zkratek

A3'/5'SS Alternativni 3'/5' sestfihové misto

AGO ARGONAUTE

ATRX ARABIDOPSIS TRITHORAX

BAH Bromo adjacent homology

BES1 BRI1 EMS SUPRESSOR 1

bp par bazi

CLSY SNF2 DOMAIN-CONTAINING PROTEIN CLASSY
CMT CHROMOMETHYLASE

CTD C-terminalni konec

DCL DICER-LIKE

DMS3 DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING 1

DRD1 DEFECTIVE IN RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1
DRM DOMAINS REARRAGED METHYLTRASFERASE
dsRNA dvouvlaknova RNA

ELF6 EARLY FLOWERING 6

ES Exon Skipping

FACT FACILITATES CHROMATIN TRANSCRIPTION
FWA FLOWERING WAGENINGEN

GFP Green Fluorescent Protein

GO Gene Ontology

HEN1 HUE ENHACER 1

htsiRNA siRNA spojené s heterochromatinem

HxKy(me/ac)z z-metylace/acetylace lysinu y na histonu H x

HYL1 HYPONASTIC LEAVES 1

ChIP Chromatinova imunoprecipitace

IDN2-IDP INVOLVED IN DE NOVO 2-IDN2 PARALOGUE
IR Retence intronu

IWS1 INTERACT WITH SPT6



JMJ
LLPS
LT
MET1
MID
miRNA
mRNA
MS
MXE
natsiRNA
NERD
NRPE1
nt

NTD
PAGE
PAZ
PCR
PIWI
Pol
pri-miRNA
PSSM
PTGS
RACE
RdDM
RDM1
RDR
REF6
RIN
RNAI
SDE3

JUMONUJI

liquid-liquid phase separation
laboratorni teplota
METHYLTRANSFERASE 1
Middle

micro-RNA

messenger RNA

hmotnostni spektrometr(ie)
mutually exclusive exons

natural antisense transkript siRNA

NEEDED FOR RDR2-INDEPENDENT DNA METHYLATION

NUCLEAR RNA POLYMERASE E1
nukleotid

N-terminalni konec

polyakrylamidova gelova elektroforéza
Piwi Argonaut and Zwille
polymerazova rfetézova reakce
P-element Induced Wimpy
Polymeraza

primarni miRNA

position-specific score matrix
posttranskripéni uml¢ovani genl
Rapid amplification of cDNA ends
RNA-directed DNA methylation
RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1
RNA-directed RNA polymerase
RELATIVE OF EARLY FLOWERING 6
RNA Integrity Number
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SILENCING DEFECTIVE 3
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SUPRESSOR OF GENE SILENCING 3

Src homology 2

SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOG 1

mala interferujici RNA

SUPPRESSOR OF TY INSERTION 4/5/6(-LIKE)

SET and RING associated
mald RNA

jednovlaknova RNA
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trans-acting siRNA
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transkripéni elongacni faktor
misto konce transkripce
TRANSCRIPT ELONGATION FACTORIIIS
transkripéni uml¢ovani gent
misto pocatku transkripce
VARICOSE

VARIANT IN METHYLATION 1
virova siRNA

Western Blot



2 Uvod

Funkeci Pol II je predev$im zajiStovani transkripce vétsiny genti u eukaryotickych organismd, ale i
ovliviiovani stavu chromatinu. Jednd se o DNA-dependentni RNA polymerdzu a jeji funkce mtze byt
ovlivnéna na mnoha urovnich. Mezi ty nejzdsadnéjsi faktory ovliviiujici funkci této polymerdzy je stav
chromatinu, transkripéni elongaéni faktory (TEF ), ale také i iniciace transkripce, jakozto prvotni krok
pro prepis daného lokusu. Stav chromatinu ovliviiuje aktivitu polymerdzy a efektivitu transkripce a
sestfih poté moduluje, jak vznikajici transkript bude ve vysledku vypadat a jakd bude jeho stabilita.
TEF ovliviiyji funkci a procesivitu samotné Pol II. Jednim z takovych TEF u rostliny Arabidopsis
thaliana je 1 protein SPT6L. Ten je jednim z mnoha eukaryotickych proteinti nesoucich
predpoklddanou AGO-hook doménu (Gu et al., 2012). Jedna se o doménu obsahujici WG/GW motivy,
které jsou zédsadni pro vazbu proteini AGO. Proteiny AGO dokdzi navézdnim sRNA cilit
komplementdrni vldkno RNA a pomoci jeho rozpoznani zplsobit jeho $tépeni a tim posttranskripéni
umlcovdni, nebo dokazi zprostfedkovat uml¢ovani pomoci zmén v chromatinu, jakou je napiiklad

metylace DNA.

SPT6L je konzervovany elongacni faktor z komplexu Pol II a je také histonovym chaperonem, ktery
napomahd v rekonstituci chromatinu za polymerazou po transkripci (Duina, 2011). Vrostliné
A. thaliana jsou ptfitomny dva jeho paralogy SPT6 a SPT6L, avSak pouze protein SPT6L nese AGO-

hook doménu.

Dal$imi proteiny s pritomnou AGO-hook doménou u rostliny A. thaliana jsou napriklad proteiny
NRPE1, nejvétsi podjednotka komplexu Pol V, anebo jeji elonga¢ni faktor SPTSL (Karlowski ef al.,
2010). Oba tyto proteiny jsou zasadnimi hraéi v procesu metylace DNA fizené sRNA (RADM). K jejich
funkci jim napomahaji prave jejich AGO-hook domény, které jim umoznuji zachytdvat proteiny AGO

a skenovat vznikajici transkript.

Tato prdace si klade za cil odhalit roli AGO-hook domény proteinu SPT6L. Tato doména by mohla hrat
roli pfi znaceni chromatinu pomoci sRNA. Méla by mit schopnost privadét efektorové proteiny pro
znaceni chromatinu, tedy proteiny AGO do komplexu Pol II. Tato doména by zdroven mohla mit
specifickou funkci pfi samotné transkripci, kdy by kotranskripéné mohla ovliviiovat vznikajici

transkript.

Pro rostliny je specifickd pritomnost dvou dodate¢nych polymerdz ptibuznych Pol II, jejichz funkce
se samostatné specializovala pravé pro drahu RADM, témi jsou Pol IV a V. Proto pfitomnost domény
AGO-hook proteinu SPT6L, ktery pracuje pravé s Pol II, poukazuje na funkci Pol II v procesech

spojenych s SRNA. Funkce Pol II jakozto efektorového proteinu v RNAi je pomérné neprobddanym a
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poné¢kud kontroverznim tématem. Vyzkum domény AGO-hook v proteinu SPT6L si tak neklade za cil
pouhé popsdani funkce této domény, ale mohl by odpovédét na mnohem $irsi otdzku, jak se Pol II
zapojuje do procestt RNA interference (RNAI) i na jiné Urovni nez na produkci sRNA, kde uz tyto

funkce popsany byly.
2.1 Cile prace

Cilem této price je zjistit funkci AGO-hook domény histonového chaperonu a transkripéniho
elongac¢niho faktoru proteinu SPT6L u rostliny A. thaliana. Cilem je ukdzat dilezitost AGO-hook
domeény v proteinu SPT6L v evolu¢nim i funkénim méritku. Predpoklddanou funkei je vazba proteint
AGO, proto cilem je i potvrzeni této interakce. Dal$im cilem je ukdzat jak se AGO-hook proteinu

SPT6L podili na zméndch v transkriptomu a vyvodit, jak ovliviiuje funkci Pol II.

14



3 Prehled literatury

3.1 RNAI

3.1.1 Historicky ivod RNAI

RNA interference je proces umlcovani genti zprostiedkovany pomoci malych RNA konzervovany
napfi¢ eukaryoty (Cerutti & Casas-Mollano, 2006). Jako prvni se vrostlinném organismu s
fenoménem RNAI setkali dvé prace snazici se navysit mnozstvi pigmentu v kvétech petunii, kde byly
pouzity konstrukty nesouci geny pro enzymy syntézy flavonoidt pod velice silnymi promotory.
Predpoklddanym vysledkem bylo navyseni celkového mnozstvi pigmentd, avsak vysledek ziskany byl
¢asto opacny (Napoli et al., 1990; van der Krol et al., 1990).

Posléze byla za objev RNAi udélena Nobelova cena v roce 2006, kdy bylo ukdzdno, ze pfi doddni
dvouvldknové RNA (dsRNA) dochdzi ke zméndm v translaci homologniho genu a k odchylkam ve
fenotypu Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998). Fire et al. v roce 1998 demonstroval, ze dSRNA v
C. elegans spousti specifickou blokaci exprese homologni RNA a tento fenomén je zndm jako RNAI.
Jen o par mésict pozdéji doSel ke stejnému zavéru i Waterhouse na rostlinném modelu Nicotiana
tabaccum. Ten zjistil, Ze exprese sense a zdroven antisense virové RNA, kterd dokaze tvofit duplex,
vyvold u rostliny rezistenci proti virové nakaze (Waterhouse ef al., 1998). O rok pozdéji byly nalezeny
sRNA zodpovédné za RNAi dlouhé asi 25 nt (Hamilton & Baulcombe, 1999). V roce 2000 se ukézalo,

ze tento fenomén RNAI je pfitomen také u Drosophila melanogaster (Hammond et al., 2000).

Pro definovani funkce RNAi u rostlin, byly zdsadni experimenty s rostlinou A. thaliana. Ty ukdzaly, Ze
zasadnimi proteiny podilejici se na RNAi jsou DCL (DICER-LIKE), RDR (RNA-DEPENDENT RNA
POLYMERASE), AGO (ARGONAUTE) ve spolupraci s malymi RNA (sRNA).

3.1.2 Komponenty RNAi

3.1.2.1 Proteiny v RNAi

Na vzniku sRNA se podili celd fada proteind. Pro jednovldknové sRNA (ssRNA), které nejprve
vyzaduji dosyntetizovani druhého vldkna, je zasadni funkce proteind RDR. RDR jsou dilezité
komponenty ve virech, rostlindch a naptiklad u C. elegans, avSak vétsina zivocichil tyto enzymy v
priibéhu evoluce ztratila. A. thaliana obsahuje celkem Sest genti pro tyto enzymy, které jsou ve dvou
kladech rozdélené podle sekvence jejich katalytické domény na klady RDR1/2/6 a RDR 3/4/5 (Zong et
al., 2009).
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RDR1/2/6 vytvafi dsSRNA z ssRNA prekurzort vzniklych réznymi cestami, které poté mohu byt
procesovany na siRNA. RDR2 specificky zajistuje prepis transkript Pol IV a RDR6 piepis transkriptt
Pol II. Specifické procesy budou popsdny v kapitoldch niZe. Proteiny druhého kladu RDR3/4/5 maji
dosud blize nepopsané funkce, ale v rostlinnych genomech je vzdy alespon jeden gen tohoto kladu
ptitomen (Willmann et al., 2011).

Po dosyntetizovani druhého vldkna jsou dsRNA nastépeny na sRNA pomoci proteintt DCL. Proteiny
DCL jsou homologni k Zivoc¢isSnym proteiniim Dicerl/2 a rostlinné genomy obsahuji alespon ctyti
odli$né DCL proteiny (DCL1-4; Mukherjee et al., 2013). DCL1 je zodpovédny za akumulaci vétsiny
21-nt dlouhych miRNA (Reinhart et al., 2002). DCL4 je producentem 21-nt protivirovych siRNA a
endogennich siRNA. Funkce DCL2 a DCL4 je caste¢né¢ redundantni. DCL2 dokdZe stimulovat
tranzitivitu a vytvafi tasiRNA (Gasciolli et al., 2005; Bouché et al., 2006; Parent et al., 2015). DCL3

produkuje 24-nt dlouhé siRNA asociované s repeticemi a transponovatelnymi elementy (TE) a

uplatiuje se predevsim v drdze RADM pro transkripéni umléovani (TGS; Pontes et al., 2006).

Po $tépeni proteiny DCL vznikaji duplexy sRNA s 2 nt dlouhym pfesahem na 3° konci, kter¢ jsou
rozpoznavany proteinem HEN1 (HUE ENHANCER 1). Tento protein metyluje dvouvldknové miRNA
a siRNA na 2“-OH skupindch ribézy 3¢ termindlnich nukleotiddl. Tato metylace slouZi jako ochrana
pred uridinylaci tohoto konce, kterd je jinak signalem k degradaci dané RNA. Jednd se o univerzalni

krok v biogenezi sRNA (Li et al., 2005; Yu et al., 2005; Yang et al., 2006).

Poté co vzniknou duplexy sRNA pomoci DCL proteinti, které jsou stabilizovany metylaci, je do
komplexu s proteinem AGO pouzito pouze jedno vldkno, takzvany ,guide“. Druhé vlakno takzvany
»passenger” se dalSich procest neucastni. Privodni vlakno neni zfejmé zvoleno ndhodné, ale na
zdklade¢ termodynamickych vlastnosti, podle stability koncti dané SRNA a pfi rozpozndni sSRNA danym
AGO je zdsadni i povaha 5‘-koncového nukleotidu. Proteiny AGO jsou schopné specificky vdzat SRNA
nejraznéj$iho ptvodu a vlastnosti, a tim specifikovat svou funkci (Khvorova et al., 2003; Mi et al., 2008;

Takeda et al., 2008).
3.1.2.2 Druhy sRNA vyuzivané v RNAi

Malé RNA jsou nezbytnym c¢initelem v RNAI, ktery zajiStuje specificitu ptsobeni této drdhy pomoci
komplementarity SRNA s danym cilem. Obecné¢ jsou funkce a druhy sSRNA odliSovany podle zptisobu
jejich vzniku, délky a nasledného efektu. V RNAIi klasicky plisobi sRNA dlouhé 21-24 nt a jsou jimi
microRNA (miRNA) a siRNA (small interfering RNA), v rdmci kterych lze rozliovat déle na tasiRNA
(trans-acting siRNA), htsiRNA (siRNA spojené s heterochromatinem), natsiRNA (natural antisense

trancript siRNA), vsiRNA (virové siRNA) a phasiRNA (phased siRNA; Ghildiyal & Zamore, 2009).

16



Zpravidla plati, Ze miRNA jsou odvozeny z dobfe definovanych genomovych lokust, jsou evolu¢né
konzervované a jejich prirozenou funkci je regulace genové exprese. siRNA na druhé strané jsou ¢asto
produkovény ze sekvenci TE, virti a heterochromatinovymi sekvencemi a jejich prekurzory jsou
riznymi cestami vzniklé dvouvldknové tseky RNA a madlokdy jsou konzervované. Vétsinou

zprostifedkovavaji umléeni téch samych lokust, ze kterych pochdzi, tedy in cis.

Velmi dobfe probadanou skupinou sRNA jsou miRNA (obr. 1A). Jedn4 se o tiidu regula¢nich RNA
dlouhych 20-22 nt, které jsou kodovany endogennimi MIR geny a jsou transkribovany pomoci Pol 11
do takzvanych pri-miRNA. Takto prepsané tvorfi specifickou stem-loop strukturu, kde stem ¢dst je
tvorena na zdkladé vnitini komplementarity dané RNA. Po transkripci jsou tyto pri-miRNA $tépeny
proteinem DCL1, kdy se vy$tépuje duplex miRNA (Reinhart et al., 2002; Dong et al., 2008), z duplexu
je poté zainkorporovéano guide vldkno do komplexu s proteinem AGO (predevsim AGO1) a maze cilit
komplementdrni transkripty. miRNA muze negativné regulovat mnozstvi cilovych proteind riznymi
zpusoby: represi translace (Brodersen et al., 2008), $tépenim cilového transkriptu (Baumberger &
Baulcombe, 2005) nebo v ojedinélych piipadech i pomoci inhibice transkripce metylaci DNA
(Khraiwesh et al., 2010). Pro spravnou tvorbu a zpracovani pri-miRNA jsou zdsadni dva proteiny SE

(SERRATE) a HYL1 (HYPONASTIC LEAVES 1; Dong et al., 2008).

Skupina natsiRNA jsou sRNA, které vznikaji z endogennich transkriptti gend NAT (Natural Antisense
Transkript), a to zejména pfi stresovych situacich. Jejich prekurzory vznikaji parovanim sense a
antisense vldken. Pro jejich vyStépeni z takto vzniklé dsRNA jsou zdsadni proteiny DCL1 a DCL3.
DCL1 je $tépi na 20-22 nt a DCL3 na 23-28 nt dlouhé sRNA. Pfevazné pusobi in cis na geny
posttranskripcné stépenim cilovych sekvenci mRNA. Pro 20-22 nt dlouhé natsiRNA tuto funkci
zastava protein AGO2, av$ak pro del$i natsiRNA o délce 23-26 nt mohou vytvéret komplexy s proteiny

AGO1/4, které jsou typické pro $tépeni transkriptl a pro metylaci DNA (Zhang et al., 2012).

Dalsi dtlezitou skupinou jsou sekunddrni siRNA (obr. 1C), ty vnikaji z transkriptd, které jsou
primdrné cileny jinou sRNA. Proces, kdy sekunddrni SRNA vznikaji z prilehlé oblasti, kterd neni cilena
primdrni siRNA se nazyva tranzitivita. Proces tvorby sekunddrnich siRNA vyzaduje proteiny DCL2/4
a syntéza druhého komplementdrniho vldkna k ssRNA probihd za pomoci proteinu RDR6. Také je
potfeba, aby primdrni sRNA byla dlouhd 22 nt, bud’ jako produkt DCL2 nebo vznikld v procesu
biogeneze miRNA (Moissiard et al., 2007; Sanan-Mishra et al., 2021)

Podskupinou sekundérnich siRNA jsou tasiRNA (obr. 1B). Ty vznikaji z transkript nekddujicich gent
TAS (trans-acting siRNA). TAS transkripty roz$tépené AGO1 skomplementirni miRNA jsou
pfepsany RDR6 a sekunddrni siRNA z TAS dsRNA jsou poté generovany proteinem DCL4. Jak ndzev

napovida tyto transkripty vétSinou ptsobi na dtlezité regulacni geny in trans. Proteinem diilezitym
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pro tvorbu tasiRNA je SGS3 (SUPRESSOR OF GENE SILENCING 3). Tento protein stabilizuje
intermedidty RNA pfi tvorbé tasiRNA (Yoshikawa et al., 2005).

Neméné diilezitou skupinou a také velice pocetnou skupinou sRNA jsou také htsiRNA, ty budou
popsany v kapitoldch nize. V neposledni fadé mohou sRNA vznikat také pomoci exogennich vlivi jako
jsou transgeny ¢i viry. Poté co virus napadne rostlinu, miZe byt jeho RNA prepsidna do dsRNA a
nastépena proteiny DCL2/4 na siRNA, které mohou potlacit infekci danym virem. Mechanismim
RNAi se viry mohou brdnit pomoci supresorti uml¢ovani jako naptiklad P38 u viru TCV, ktery

potlacuje funkci DCL4 (Deleris et al., 2006; review o supresorech uml¢ovéani k nahlédnuti Burgydn &

Havelda, 2011).
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Obrazek 1: Schéma s nékolika pfiklady vzniku riznych druh sRNA. A miRNA vznikaji prepisem MIR
genl a dale se na jejich biogenezi G&astni proteiny SE a HYL1 a jejich §t&peni na efektorové miRNA
zprostfedkovava protein DCL1. B Druhou moznosti vzniku sRNA je pfepis TAS gend, které jsou §tépeny
po rozpoznani jinou sSRNA. Pro jejich biogenezi jsou zasadni proteiny RDR6, SGS3, DCL4, tasiRNA jsou
specifickym typem sekundarnich siRNA. C Sekundarni siRNA mohou vést k amplifikaci signalu, ¢i
rozgiteni cilené sekvence v procesu tranzitivity. Pfepis komplementarniho vldkna zajistuje protein
RDR6 a §tépeni na siRNA se d&je pomoci proteint DCL.
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3.1.3 PTGS

Post-transkrip¢ni umlcovani (PTGS) je proces, kdy se ovliviiuje cilovy transkript v builce poté, co je
pfepsan do RNA. K tomu dochdzi §tépenim cilového transkriptu rozpoznanim komplementdrni SRNA,

kterd je asociovand s proteinem AGO. Druhou moznosti PTGS je blokace translace proteiny AGO.

Stépit cilové RNA dokéz samy proteiny AGO s asociovanymi sRNA, nebot nékteré znich maji
prokazané endonukleolytické vlastnosti. Nejcast¢jsim efektorovym proteinem $tépeni cilové RNA je
AGO1 ¢ AGO7 (Baumberger & Baulcombe, 2005; Montgomery et al., 2008). Stépeni cilového
transkriptu ¢asto muze slouzit i k tvorbé dalSich biogennich siRNA, sekunddrnich siRNA, jejichZ

biogeneze je popsdna vyse.

Druhou moznosti, jak miize PTGS fungovat, je blokovani translace. Tento proces je lépe prostudovany
u zivocichi, kde je vyuzivdno proteind, které nesou AGO-hook doménu, a ty ustanovuji interakci
s poly-A koncem cilové mRNA a odstranénim 5-Cepic¢ky dochdzi k postupné degradaci této mRNA
(Neumeier & Meister, 2021). U rostlin tento jev byl pozorovén také, kdy pfi rozpozndni
komplementdrniho transkriptu malou RNA na proteinu AGO dochdzi k represi translace namisto ke
Stépeni transkriptu. K tomu je vyuzivano dal$ich faktor, jako napiiklad VCS (VARICOSE). Ten je
dtlezity pro odstranéni ¢epi¢ky z RNA (Brodersen et al., 2008). Schopnost reprimovat translaci a
ovliviiovat rist rostliny maji i 22 nt dlouhé siRNA vzniklé aktivitou RDR6 a DCL2 nesené na proteinu

AGO1 (Wu et al., 2020).
3.1.4 TGS

Proces transkripéniho uml¢ovani (TGS) je zména epigenetického znaceni chromatinu, jez vede ke
zménéné (snizené) pristupnosti DNA pro transkripéni faktory a Pol II, ¢imz se mtize ovlivnit mira
exprese dané sekvence/genu. Hlavni modifikaci chromatinu ovliviiujici droven exprese daného lokusu

je metylace DNA a modifikace histont.
3.1.4.1 Metylace DNA

Nékteré rostliny jako napiiklad kukufice (Zea mays) mohou ve svém genomu obsahovat i pres 85 %
TE, které jsou roztrouSené po celém genomu. Ty je potfeba umlcovat, aby byla udrzena stabilita
genomu (Schnable et al., 2009). Metylace DNA (konkrétné cytosini) je obecnym mechanismenm, jak
udrzovat TE/heterochromatin umlcené. K této metylaci mize dochdzet v rdznych sekvenc¢nich
kontextech DNA, a to konkrétné v CG, CHH i CHG (H = A, T, C). Metylace DNA u A. thaliana je
udrzovdna v riznych drahich (obr. 2A). Proteiny zajistujici metylaci DNA jsou
METHYLTRANSFERASE 1 (MET1), CHROMOMETHYLASE 2/3 (CMT2/3) a DOMAINS
REARRAGED METHYLTRASFERASE (DRM1/2). CG kontexty jsou vudrzoviny metylované
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proteinem MET1, zatimco CMT3 primdrné cili metylace na kontextu CHG a kontexty CHH jsou
metylovany proteinem CMT2, popripadé DRM1/2, ktery je schopen de novo metylovat vSechny

zminéné kontexty (Kishimoto et al., 2001; Zemach et al., 2013; Stroud et al., 2014).

MET1 udrzuje metylaci v symetrickém kontextu CG. V udrzovani metylace DNA je dtlezity partner
VIM1 (VARIANT IN METHYLATION 1), ktery navddi MET1 na hemimetylovanou DNA v

symetrickém CG kontextu po replikaci (Kim et al., 2014).

Pro udrzovani metylace v CHG kontextu existuje zpétnovazebnd smycka propojend s histonovou
znackou H3K9me2. CMT3 vaze tuto znackou na heterochromatinu doménou BAH (Bromo adjacent
homology) a chromo-doménou a zavadi zde metylaci DNA v kontextu CHG (Du et al., 2012). Na tuto
metylaci DNA se poté vazi H3K9 methyltransferdzy SUVH4 (SU(VAR)3-9 HOMOLOG 4) a jeji
homology SUVHS5/6 pomoci SRA (SET and RING-associated) domény a mohou dimetylovat H3K9.
Tim se uzavira zpétnovazebna smycka udrzovaci metylace DNA (CHG) a H3K9me2 (obr. 2B; Johnson

et al., 2007; Gouil & Baulcombe, 2016).

Metylace CHH kontextu zavadi na heterochromatinovou DNA u A. thaliana CMT2 a to skrze navazani
na histonové znacky H3K9me2. Homology tohoto proteinu vSak nebyly nalezeny u Z. mays, coz
naznacuje, ze metylace CHH kontextu v téchto rostlinach je plné zavisld na RADM draze popsané nize

(Zemach et al., 2013).

Tyto vy$e zminéné metyltransferdzy spiSe udrzuji stdlou metylaci, na rozdil od drdhy RdDM, kterd je
schopna tyto znacky zavadét i de novo proteinem DRM2. RADM drédha je zdsadni pro udrzenf stability
genomu, tim ze udrzuje metylaci na starych inzercich TE a nové inzerce metyluje de novo. Tato drdha
vyuziva sRNA k navadéni metylacnich znacek na molekulu DNA. Rozdélujeme ji na dva zakladni typy,

a to kanonickou a nekanonickou, podle zptsobu vzniku sRNA (Erdmann & Picard, 2020).
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Obréazek 2: Schémata metylace DNA. A Proteiny metylace DNA pro riizné kontexty. MET1 zajistuje
metylaci CG kontextu DNA, CMT3 na CHG a CMT2 na CHH. Protein DRM2 je zasadni pro metylaci
DNA v procesu RADM. B Zpétnovazebna smycka metylace DNA. Pro jeji fungovani jsou za potfebi
proteiny SUVH4/5/6, které se vazi na metylovanou DNA a navadi dimetylaci na H3K9. H = A, T, C;
D=A,T,G

3.1.4.2 Kanonickad RdDM

Kanonickd drdha je nejlépe charakterizovanou drdhou RADM. Jednd se o drdhu, kterd udrzuje
metylované nejcastéji jiz umlcené sekvence DNA, tedy ty, sjiz pfitomnou metylaci DNA a
heterochromatinovymi znackami ve své sekvenci. Tato drdha se uzce opira o prvotni syntézu htsiRNA.
Ty jsou produkovany specifickou polymerazou Pol IV. Jeji transkripty jsou zpracovany na sRNA, kterée
navadéji metylaci DNA podle nascentniho transkriptu Pol V (obr. 3). Tyto dvé rostlinné specifické
polymerdzy (Pol IV a Pol V) maji podjednotky, které jsou paralogni ¢i totozné s Pol II. Bylo ukdzano,
ze jsou odvozeny od komplexu Pol II a jejich funkce se postupné specializovala na dréhu RADM.
Evoluce téchto dvou polymerdz by mohla byt piikladem ,escape from adaptive conflict“, kdy po
duplikaci doslo k subfunkcionalizaci jednotlivych polymeraz pro funkci v draze RADM (Ream et al.,
2009; Huang et al., 2015).

Pocatek procesu RADM vyzaduje ¢innost Pol IV (Herr et al., 2005) ve spoluprici s RDR2 a ty spole¢né
produkuji dsRNA prekurzory siRNA. Takto vzniklé prekurzory o délce ptiblizné 30-40 bp jsou poté
na$tépeny proteinem DCL3 na 24 nt tseky (Blevins et al., 2015; Li et al., 2015; Zhai et al., 2015;

Singh et al., 2019). Pro spravné navadéni komplexu Pol IV a tvorbu prekurzorti z téchto mist jsou
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zdsadni SHH1 (SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOG 1) a CLSY (SNF2
DOMAIN-CONTAINING PROTEIN CLASSY). Protein SHH1 rozpozndva metylaci histonu H3K9
pomoci své SAWADEE domény a nemodifikované H3K4 (Law et al., 2013; Zhou et al., 2018). Podle
recentni studie je prepis Pol IV zdroven pevné spjat s prepisem do dsRNA proteinem RDR2, a to
nejenom kotranskripcné, ale v ramci jednoho enzymového komplexu. Tyto dvé polymerdzy jsou spolu
propojeny skrze interakce ve specidlnim vazebném misté. Tato interakce vytvari jakysi RNA kandl,

jimz je vznikajici RNA protahovdna a rovnou prepisovdna do dsRNA. Tato interakce je nezbytna pro

spravnou biogenezi siRNA (Huang et al., 2021).

Po vytvoreni 24-nt dlouhych dsRNA dsekil pfepsanych Pol IV-RDR2 a §tépenych DCL3 nésleduje jejich
stabilizace metylaci pomoci proteinu HEN1 (Li et al., 2005; Yang et al., 2006) a navézani jednoho

vlakna z téchto sRNA na proteiny AGO4/6/9 (Duan et al., 2015).

Tyto komplexy AGO s navdzanou sRNA jsou poté rekrutovany na nascentni transkript Pol V. S Pol V
mimo dalsich proteint spolupracuje v navadéni i protein SPT5L (SUPPRESSOR OF TY INSERTION
5-LIKE). Oba proteiny SPTSL i Pol V (na své nejvétsi podjednotce NRPE1) obsahuji doménu
AGO-hook, kterd napomdha interakei s proteiny AGO (Rowley et al., 2011; Lahmy et al., 2016). Déle
se na této interakci podili také komplex IDN2-IDP (INVOLVED IN DE NOVO 2-IDN2 PARALOGUE).
Do komplexu proteint spojenych s nascentnim transkriptem Pol V asociuje i metyltransferdaza DRM2,

kterd pomoci interakce s AGO, IDN2 a Pol V metyluje DNA (Bshmdorfer et al., 2014).

Pro vazbu Pol V na cilovd mista na chromatinu a sprdvnou tvorbu transkriptu jsou zdsadni proteiny z
chromatin remodelujictho komplexu DDR, témi jsou DRD1 (DEFECTIVE IN RNA-DIRECTED DNA
METHYLATION 1), DMS3 (DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING 1) a RDM1 (RNA-DIRECTED
DNA METHYLATION 1; Law et al., 2010; Zhong ef al., 2012). Komplex DDR se véze k homologim
histonovych metyltransferdz SUVH2/9, které vSak postradaji metyltransferdzovou aktivitu. Ty
rozpoznavaji metylovanou DNA a jsou zdsadni pro tvorbu nekddujicich transkriptd Pol V na lokusech
cilenych RADM (Liu et al., 2014). Protein SUVH9 déle interaguje s histonovou deacetyldzou FVE a

tato interakce navadi RADM do specifického subsetu lokustt (Huang et al., 2021).

Pol V na jiz zametylovanych RADM mistech udrzuje spolu se siRNA tyto oblasti ddle umléené. Avsak
m4 schopnost i ndhodného skenovani euchromatinovych oblasti bez metylace, ¢imz umoziuje vznik

transkript( a tim umlcovat reaktivované ¢i nové zainkorporovanych TE (Tsuzuki et al., 2020).

Recentni studie od Sigman et al., 2021 ukazuje, Ze navddéni Pol V do cilovych mist bez existujici
predchozi metylace md na starost n¢ktery protein z kladu AGO4/6/9. Tato studie ukazuje, Ze béhem

iniciace prvniho kola RADM funguje Pol II v produkci prvnich siRNA z nemetylovaného lokusu, které
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jsou zainkorporovany do AGO4/6/9 a ndsledné¢ cileny in cis nebo in trans na transkript Pol II, nacez je
rekrutovdna Pol V, kterd jiz dané misto mdze udrzovat metylované pomoci kanonick¢é RADM

(Sigman et al., 2021).
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Obréazek 3: Schéma kanonické drahy RADM. Pol IV prepisuje cilovy Usek na ssRNA, ktery je
kotranskripéné prepisovan na dsRNA pomoci RDR2. Z ni je vystépena sRNA proteinem DCL3 a
stabilizovana metylaci prostfednictvim HEN1. Jedno vldkno z této sRNA je zainkorporovano do proteinu
AGO. Tento komplex sRNA a proteinu AGO mulze vyhleddvat na nascentnim transkriptu Pol V
komplementarni misto, jehoZz nalezeni spousti DNA metylaci zprostfedkovanou pomoci proteinu
DRM2.

3.1.4.3 Nekanonickda RdDM

V roce 2005 bylo popsano, ze funkce Pol IV navadi uml¢ovani TE, avSak také bylo ukdzdno, ze tato
aktivita neni zodpovédna za aktivitu RADM pfi virovych infekcich, tudiz ze drdha kanonickd neni
jedinou, a tudiZ ze alternativni drahy musi existovat (Herr et al., 2005). Vedle kanonické dréhy RADM,
vyuzivajici 24 nt dlouhé siRNA vzniklé drahou PolIV-RDR2-DCL3, stoji nekanonické drahy. Ty se 1isi
biogenezi a pivodem siRNA, které jsou v nich obsazeny. Kanonickd drdha vyuzivd predevsim 24 nt
dlouhych siRNA, které jsou pro tuto drahu specifické. Naopak nekanonickd draha RADM vyuziva
siRNA z raznych zdrojt a zahrnuje 24 nt a i 21-22 nt dlouhé siRNA, které umoznuji de novo metylaci
DNA. Tyto siRNA nejsou specifické pro tuto drahu, ale maji své funkce zdroven i vrdmci PTGS a pouze
mald ¢dst, kterd se navdze na spravné proteiny AGO (predev$im AGO4/6/9) se mize podilet na

nekanonické RADM (Erdmann & Picard, 2020).
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Stejné jako je tomu u transkripti Pol IV-RDR2, tak i transkripty Pol II mohou byt $tépeny
prostiednictvim DCL3 na 24-nt dlouhé sRNA, které se poté mohou podilet na RdDM, a to i nezdvisle
na aktivit¢ RDR. Dréha Pol II-DCL3 ptispiva k opétovnému uml¢ovani transkribovanych TE (Panda
etal., 2016). Molekuly dsRNA, které v této draze pracuji, jsou odvozeny od invertovanych repetic (IR),

¢i od MIR gent.

Jednou nekanonickou RADM je draha, kdy AGO6 vaze 21-22 nt dlouhé endogenni siRNA specificky i
z aktivnich TE, které jsou pfepsany do RNA pomoci Pol IT a ndsledné mohou navadét RADM (McCue et

al., 2015).

Dalsi nekanonickd drdha RADM, ktera je schopna cilit lokusy mezi geny a vyzaduje aktivitu Pol IV a
Pol V, ale jiz je nezéavisld na RDR2 a AGO4, je takzvand Pol IV-NERD draha. Zdkladem pro tuto drdhu
je protein NERD (NEEDED FOR RDR2-INDEPENDENT DNA METHYLATION). Tento protein
obsahuje AGO-hook doménu, ktera je schopnd vazat protein AGO2. Tato drdha vede k RdDM a

transkripéné represivnimu chromatinu na daném lokusu (Pontier et al., 2012).

Dal3i drdha nekanonické RADM je takzvand Dicer-independent RADM. V ni nenaStépené dsRNA
produkované Pol II jsou inkorporoviny na AGO4 a pozdéji zkrdceny na 3¢ konci na pozadovanou
velikost ¢innosti exonukledz. Tato drdha produkuje siRNA dlouhé 21-24 nt a cili komplementdrni

mista pro metylaci DNA (Ye et al., 2016).

Nekanonickym drahdm je stdle potfeba vice porozumét, nebot je vidét, ze jsou dulezité zejména pro
iniciaci uml¢ovéni a prevedeni aktivity na kanonickou drdhu. Jakmile jsou na takovém misté tyto

znacky ustaleny funkci prevezme kanonicka dréha RADM a transkripéné dané misto drzi umlcené.
3.1.5 Proteiny AGO

Proteiny AGO byly ptivodné¢ jako prvni objeveny u rostliny A. thaliana. Prvnim popsanym proteinem
byl AGOL1. Proteiny byly pojmenovény podle svého mutanta agol, jehoz listy pripominaly chapadla
lodének (Bohmert et al., 1998).

Proteiny AGO jsou zésadni efektorové proteiny pro TGS i PTGS. VSechny eukaryotické proteiny AGO
jsou definovany nékolika doménami. Témi jsou domény PIWI (P-element Induced WImpy), MID

(middle), PAZ (Piwi Argonaut and Zwille) a variabilnif NTD (N-termindlni doména).

Funkce N-koncové domény neni dodnes pfili$ jasnd, ale mohla by se podilet na rozplétani duplext
SRNA a katalytické aktivité¢ AGO (Hauptmann et al., 2013). PAZ doména obsahuje takzvany OB-fold,
ktery je zdsadn{ pro vazbu ssRNA (Song et al., 2003, 2004). MID doména obsahuje rigidni smycku,

oznacenou jako ,nucleotide specifity loop“. Ta je dilezitd pro specifitu daného AGO proteinu a jeho
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preferenci pro odli$né nukleotidy na 5¢konci SRNA (Frank et al., 2012). PIWI doména obsahuje RNase
H-like fold a umoZnuje nékterym proteinim AGO Sstépeni cilového vldkna komplementdrniho k

navazanému (Song et al., 2004).

U rostliny A. thaliana bylo zaanotovano 10 proteinlt AGO. Tyto proteiny je mozno rozd¢lit na tfi klady,

a to AGO1/5/10, AGO2/3/7 a AGO4/6/8/9 (Vaucheret, 2008).
3.1.5.1 Vétev AGO1/5/10

AGOL1 protein je hlavnim proteinem AGO pro PTGS, nebot u néj byla prokdzdna aktivni schopnost
$tépit mRNA. Jednd se o hlavni efektorovy AGO protein pro miRNA a siRNA, a tak reguluje celou fadu
vyvojovych a fyziologickych procesti. AGO1 také pracuje jako efektorovy protein v obrané proti virdm
(Baumberger & Baulcombe, 2005) . Protein AGO1 je schopen regulovat sam sebe skrze miR168 (Liu et
al., 2020).

AGOS preferenc¢né vaze SRNA s 5-C, které jsou odvozeny z intergenovych sekvenci. AGOS je schopen
véazat virové siRNA (vsiRNA), coz by naznacovalo funkei v antivirové obrané. Na potlaceni virové

infekce spolupracuje s AGO2 (Mi et al., 2008; Takeda et al., 2008; Brosseau & Moffett, 2015).

AGO10 hraje dalezitou roli pfi udrzovani nediferencovanych kmenovych bun¢k apikalnfho meristému
prytu. AGO10 je schopen sekvestrovat miR165/166 a tim blokovat jejich uc¢inky. miR165/166 jsou
miRNA, které standardné s pomoci AGO1 cili transkripty rodiny gentt HD-ZIP III, které jsou potieba

pro udrzovani meristému v nediferenciovaném stavu (Zhang & Zhang, 2012; Zhou et al., 2015).
3.1.5.2 Veétev AGO2/3/7

Protein AGO2 u A. thaliana je zdsadni ve virové obrané a bylo ukdzano, Ze je zdsadni pro rezistenci
proti nékterym virovym onemocnénim (Brosseau & Moffett, 2015). AGO2 véze virovou vsiRNA s 5
koncovym A (Mi et al., 2008). K protivirové aktivité proteinu AGO2 je zapottebi jeho funkéni
katalytickd doména (Carbonell et al., 2012).

AGO3 je fylogeneticky piibuzny AGO2 a md podobnou funkci ve vazb¢ vsiRNA (Minoia et al., 2014).
AGO3 je v8ak schopen predevs$im vazat i 24-nt dlouhé siRNA (stejné jako AGO4), a tak je mozné, ze

by se také mohl podilet na draze RADM (Zhang et al., 2016).

AGO?7 je partnerem pro vazbu miRNA a je dilezitym producentem sekunddrnich siRNA. U A. thaliana
AGO7 specificky vaze miR390, ktera cili transkripty TAS3 a prispiva tak k biogenezi tasiRNA
(Montgomery et al., 2008; Carbonell et al., 2012). Ty cili nékolik AUXIN RESPONSE FACTORS, které

se podileji na regulaci ¢asovani vyvoje a vyvoje lateralnich orgdnt (Fahlgren et al., 2006).
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3.1.5.3 Vétev 4/6/8/9

Proteiny AGO4/6/9 preferencné vazi sRNA dlouhé 24 nt s koncovym 5-A. Odlisnosti ve specifické
vazbé vznikaji tim, Ze jsou jednotlivé proteiny exprimovany rtznych pletivech. Zatimco AGO4 je
exprimovan po celé rostliné, AGO6 je exprimovdn zejména v meristémech kofent a prytu, celkové v
pletivech, ktera jsou bohatd na délici se buniky (Havecker et al., 2010; Eun et al., 2011). VSichni ¢lenové
tohoto kladu z rodiny AGO4/6/8/9 se podileji na specifikaci prekurzorti samiciho gametofytu
(Hernandez-Lagana et al., 2016).

AGO4 a AGOE6 proteiny kolokalizuji s nejvétsi podjednotkou Pol V v jadre, coz ukazuje na to, ze hraji
spole¢né hlavni roli v RADM drdze a na jejich funkci je zavisla metylace lokust cilenych pomoci RADM.
Jejich funkce v metylaci DNA jsou odlis$né, ale vzdjemné propojené a neredundantni. Kanonickd drdha
RADM zahrnuje 24-nt siRNA, které s témito proteiny AGO funguji. Déle jsou také schopné pracovat v
draze nekanonické pomoci 21-22 nt dlouhych tasiRNAs. Metylace cilovych mist takovych tasiRNAs je
zévisl4 spiSe na funkci AGO6 (Duan et al., 2015; Fang & Qi, 2015).

AGO#4 se ddle podili na resistenci proti napadeni bakteriemi, avSak ztrdta ostatnich komponent drahy
RdDM nepostihuje tuto rezistenci, coz naznacuje, ze AGO4 pravdépodobné funguje nezdvisle na
RADM ve zprostiedkovani bakteridlni rezistence (Agorio & Vera, 2007). Déle se AGO4 podili na

obrané rostliny proti DNA virdm, kdy vyléceni rostliny vyZzaduje AGO4 (Raja et al., 2008).

AGO6 funguje ve specifické draze RDR6-RdDM a vaze 21-22 nt dlouhé endogenni siRNA specificky z
aktivnich TE, a tak je povaZovan za hrdce v iniciaci de novo metylace DNA aktivnich TE a mohl by

propojit transkrip¢ni a posttranskripéni umléovani TE (McCue et al., 2015).

AGO8 a AGO9 jsou kédovany pomoci dvou sousednich lokusti v genomu a maji vysokou sekvenc¢ni
identitu. Ackoliv byl AGO8 obecné povazovan za pseudogen, ukazuje se, ze se také podili na specifikaci
gametofytu (Herndndez-Lagana et al., 2016). Protein AGO9 je silné exprimovany ve vaje¢nych
bunikdch a praSnicich. AGO9 preferencné interaguje s 24 nt siRNA odvozenymi z aktivnich i
uml¢enych TE v sami¢im gametofytu a napomahd vjeho spravné formaci (Olmedo-Monfil et al.,

2010).
3.1.6 AGO-hook doména

AGO-hook je proteinovd doména, kterd je vysoce variabilni, avSak md specifické aminokyselinové
slozeni. Obsahuje typické a jako jediné konzervované WG/GW motivy, které jsou dtlezité pro vazbu
proteind AGO. Vedle pritomnych aminokyselin W a G, jsou zde casté N, S, A, D a naopak jsou
znevyhodnény aminokyseliny C, Y, M, I, L. Toto slozeni ukazuje, ze doména AGO-hook preferuje malé

hydrofilni a nabité aminokyseliny, tedy s vyjimkou W (Karlowski et al., 2010). Zaroven se jednd o
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aminokyseliny podporujici neusporddanost dané domény. To naznacuje, Ze se jednd o doménu s

ptirozenou neusporddanosti (,,intrinsically disordered*; Campen et al., 2008).

AGO-hook doména je slozena z tandemovych repetic, které jsou hypervariabilni, kdy se béhem
evoluce substitucemi ptivodni konsensus sekvence méni a zachovava se pouze repetitivni charakter.
Tyto jednotlivé repetice jsou navic i taxonomicky specifické a v ramci evoluce se drasticky méni co do
sekvence, tak i do poc¢tu. Celd AGO-hook doména (konkrétné proteinu NRPE1) se tak muze

kompletné prestavét jiz béhem 35 miliént let evoluce (Trujillo et al., 2016).

Mezi proteiny s AGO-hook doménou u A. thaliana jsou proteiny NRPE1, SPTSL, SDE3 (SILENCING
DEFECTIVE 3) a SPT6L. Doména AGO-hook per se neni v8ak jen rostlinné specifickd a nachazi se v

rdmci vSech eukaryot, a dokonce i u n¢kterych virt. Nejzndméjsim piikladem je ZivociSny protein

GW182/TRNC6A a jemu piibuzné proteiny TRNC6B, TRNC6C (Karlowski et al., 2010).

Protein SPTSL (AT5G04290) typicky pro drahu RADM na rozdil od svych homologti SPT5
(AT2G34210 a AT4G08350) mé na svém C-konci pfitomnou AGO-hook doménu s 44 WG/GW
motivy. Jedna se tak o nejdel$si AGO-hook doménu u A. thaliana viibec. Pfitomné motivy jsou zdsadni

pro vazbu proteintt AGO4 (Bies-Etheve ef al., 2009; Lahmy et al., 2016).

Dal$im proteinem z drahy RADM je nejvétsi podjednotka Pol V, protein NRPEL. Pol V je pfitomna u
vSech suchozemskych rostlin a vechny obsahuji WG/GW repetice (Huang et al., 2015). Tento motiv

je u Pol V potfebny k navdzani interakce s AGO4 (El-Shami et al., 2007).

U A. thaliana byla u proteinu SDE3 identifikovana AGO-hook doména na jeho C-konci obsahujici Sest
motivi WG/GW (Karlowski et al., 2010). SDE3 je obecnou helikdzou, kterd se u krytosemennych
rostlin déli do dvou kladfi. A to na homology AT5G35970, které neobsahuji AGO-hook a na klad
homologli SDE3 s AGO-hook doménou. AGO-hook doména chybi také u nizsich rostlin a musela se
vyvinout u ranych krytosemennych rostlin pred rozstépenim na jednodélozné a dvoudélozné. AGO-
hook proteinu SDE3 je schopen vazat proteiny AGO1/2/4 a tim ptsobit v umlcovani vira skrze PTGS

(Garciaetal., 2012).

Existuji i virové proteiny - supresory umlcovani, které tuto doménu vyuzivaji k potlaceni aktivity AGO
proteind v procesech, kterymi se rostlina proti viraim brani (prost¥ednictvim RNAi). Tim je napiiklad
P1 protein ipomoviru SPMMYV, ktery na svém konci nese AGO-hook doménu vazajici protein AGO1.
Jednd se o tfi tyto motivy v podobném aminokyselinovém kontextu, v jakém se nachdzi i v rostlinnych
proteinech NRPE1 (Giner et al., 2010). Podobné funguje i protein Nef viru HIV, ktery je schopen
WG/GW motivy vychytdvat zivo¢isny protein AGO2 (Aqil et al., 2013).
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Vlidském GW182 (hsGW182) jsou také WG/GW motivy. Ty dokazi vazat proteiny hsAGO1/2. A navic
vazi AGO s navdzanou sRNA s véts$i afinitou (az 8x), jsou tedy selektivni, nebot vazba volného AGO
proteinu bez sRNA je neproduktivni. AGO-hook doména hsGW182 je vdzana do hydrofobnich kapes
PIWI domény proteinu AGO. Pro tuto interakci jsou zdsadnf W. Na hsGW182 jsou ptitomna celkem
tfi AGO vazebnd mista (obr. 4), a z nich kazdé dokaze vazat proteiny AGO samostatné a nezavisle na

ostatnich (Elkayam et al., 2017).

A

Obrazek 4: AGO-hook proteinu hsGW182 A Néazorné schéma vazby proteind AGO na AGO-hook. B
Elektronmikroskopické snimky skute¢né vazby tii AGO proteind na tfi AGO-hook motivy u proteinu
GW182 (pfevzato a upraveno z Elkayam et al., 2017).
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3.2 Faktory ovliviiujici elongaci a transkripty Pol Il

U eukaryotickych organismi jsou hladiny a charakter mRNA ptresné¢ kontrolovany v rdmci jednotlivych
bun¢k vzdvislosti na podminkdch wvnéjSich i wnitinich. Kli¢ovou roli u eukaryot hraje
DNA-dependentni RNA polymerdza II - Pol II. U rostlin se jednd o jednu z péti DNA-dependentnich
RNA polymerdz a jednd se i o polymerdzu, kterd dala v evoluci vznik dvéma rostlinné specifickym

polymerdzdm Pol IV a Pol V.

Exprese eukaryotickych genil je fizena na mnoha drovnich a zajiStuje pfesné mnozstvi a charakter
pritomnych produkttl jednotlivych gentl. Iniciace je prvnim zdsadnim krokem transkripce pomoci
Pol II a dlouho bylo predpokldddno, ze po iniciaci Pol II pokracuje ve vytvareni transkriptu podle
templatu az do doby, nez narazi na misto terminace. Avsak i elongace je zdsadni faz{ ve vytvareni
transkriptu Pol 11, ktera je vysoce Fizend. Odlisné fosforylace na C-termindlni doméné (CTD) Pol II
charakterizuji postupné kroky v pribéhu elongacni fdze, coz umoznuje rekrutovat spravné slozky
histon-modifikujicich faktorti a faktorti upravujicich vznikajici transkript do komplexu Pol II

(Buratowski, 2009).

°r s

3.2.1 Chromatin ovliviujici funkci Pol Il

Zékladni drovni, kde je mozno ovlivnit funkci Pol II je stav chromatinu, ten se obecné délf na dva
zékladni: euchromatin (ptistupny, aktivné transkribovany) a heterochromatin (represivni, umlceny,
netranskribovany). Ac¢koliv toto délenf neni ani zdaleka dostate¢né pro popsani skute¢ného stavu a
dynamiky a vrdmci chromatinu je rozliSovana rada dil¢ich typii chromatinu, bude pro tuto préci

pouzito ddle jen uvedené zakladni ¢lenéni.

Modifikaci histont, které ovliviiuji jeho stav je mnoho a mezi ty nejzndm¢jsi patii acetylace, metylace,

fosforylace a ubiquitinylace.

Acetylace histoni je typickd pro euchromatin. Acetylace H3K%ac je znackou na aktivné

transkribovanych genech a typicky se tedy nachdzi v rdmci euchromatinu (Zhou et al., 2010).

Metylace lysinu je dal$i nejpopsanéjsi znackou. Nejvyznamné;jsi je modifikace na étyfech lysinovych
zbytcich u histonu H3. U téch mize dochdzet k monometylaci az trimetylaci. Metylace na H3K4 jsou
pfitomny pouze v oblasti genfl a jejich promotoril. H3K4me3 je typickd pro euchromatin a hraje
dtlezitou roli v aktivné se transkribujicich genech (Zhang et al., 2009). Tuto zna¢ku mize odstratovat
specifickd Jumonji (JMJ) domain-containing H3K4 demetyldza JMJ14. Tato demetyldza je zdsadni
pro rostlinu v mnoha ohledech, kdy je napriklad pozitivnim reguldtorem v obran¢ proti patogentim a

zaroven muze byt i aktérem v regulaci PTGS (Searle et al., 2010; Li et al., 2020).

29



Metylace lysinu 36 na H3 je dal$i znackou oznacujici zpravidla aktivni transkripci daného genu. Tuto
metylaci zajiStuji metyltranferdzy, jako je napriklad ARABIDOPSIS THRITHORAX-RELATED
PROTEIN 2 (ATRX2). Znac¢ka se nachdzi zpravidla na transkripénim poc¢atku a negativné koreluje

s represivni znackou H3K27me3 (Yang et al., 2014; Lee et al., 2017; Mehraj et al., 2021)

Dalsi znacky oznacujici lysin na H3 jsou metylace na H3K9 a H3K27, které jsou spole¢né znackami
represivnimi. Pro formaci heterochromatinu napomdhd predevsim pritomnost DNA metylace
(naptiklad v oblastech TE), kterou rozpoznavaji proteiny SUVH4/5/6, nacez dimetyluji H3K9 a vice
versa rozpoznanim H3K9me?2 je zavidéna metylace DNA pomoci CMT, jak bylo jiz popsano vyse (viz

kapitola Metylace DNA).

Druhd represivni znacka je H3K27mel, kterd je znackou primdrné nezdvislou na metylaci DNA.
Monometylaci H3K27 obstaravaji proteiny se SET doménou ATRX5/6. H3K27mel je zasadni pro
uspé$né umlcovani a represi gent a TE a udrzovani stability genomu (Jacob et al., 2009; Potok et al.,

2022).

H3K27me3 je represivni znacka spojovand s represi danych gend, a to i v euchromatinovych oblastech,
a tak hraje dulezitou roli ve vyvoji, a to nejenom u rostlin. Tato znacka je deponovdna pomoci
Polycomb repressive complex 2 (PRC2), ktery ovliviiuje celou fadu vyvojovych pfechod v rostliné
(Chanvivattana et al., 2004; H. Wang et al., 2016; Yan et al., 2018). Odstranovan{ této znacky maji na
starost JMJ histonové demetyldzy REF6 (RELATIVE OF EARLY FLOWERING 6), ELF6 (EARLY
FLOWERING 6) a JMJ13, které jsou zdsadnimi vyvojovymi reguldtory s pleiotropnimi t¢inky a které

kontroluji tkdnové-specifickou aktivaci gent reprimovanych skrze PRC2 (Yan et al., 2018).

Dalsi drovni, jak ovlivnit vlastnosti chromatinu, je zatfazenim nekanonickych histonovych variant, kdy
kazdd varianta je schopna regulovat chromatin jinym zptsobem. Naptiklad histonovd varianta H2A.-W
podporuje heterochromatinizaci dané sekvence. Zatimco téla aktivné transkribovanych gent maji
nabohaceni pro kanonickou formu H2A a formu H2A.X a zacdtky takovych gend jsou nabohaceny

H2A.Z (Yelagandula et al., 2014).
3.2.2 Alternativni sestfih

Alternativni sestfih je dtlezitou kotranskripcni upravou transkriptu a regula¢nim mechanismem,
ktery je schopen navysit diverzitu proteinti a ovlivnit stabilitu mRNA. Mezi zdkladni typy
alternativniho sestfihu patii vynechdn{ exonu (ES), alternativni 53 misto sestfihu (A5SS, A3SS),
retence intronu (IR) a navzdjem se vyluCujici exony (MXE). Pro prehled ptsobeni jednotlivych
uddlosti alternativniho sestfihu viz obr. 5. Priblizné¢ asi jedna pétina vSech gend je alternativné

sestfihovana, pricemz nejcastéjsi uddlosti v rostlinach je IR. Ackoliv jsou faktory a procesy u eukaryot
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znac¢né podobné, maji i rostliny svd specifika. Rostliny maji, nejspiSe diky genomovym duplikacim,
vétsi mnozstvi proteint spliceosomu (Wang & Brendel, 2006). Zaroven jsou procesem alternativnfho
sestfihu schopny odpovidat na vnéjsi vlivy a stres, jako je napriklad teplotni stres. Vystaveni
teplotnimu Soku a vytvoreni pamétové stopy je tak ovlivnéno i alternativnim sestiihem. To by mohlo
byt ¢aste¢né zaptic¢inéno i modulaci aktivity Pol II pomoci teploty (Ling et al., 2018; Kindgren et al.,
2020). Recentni studie ukdzala, ze by se vrostlindch na procesech alternativniho sestfihu mohly

podilet i proteiny AGO cilené do p¥islusnych gent nejspise vazbou miRNA (Meng et al., 2022).

i - ES Obrazek 5: Schémata jednotlivych udalosti
alternativniho sestfihu. Poté co je vytvofena mRNA
pomoci Pol Il, prochazi zna¢na cast procesem

_ - alternativniho sestfihu. Proces ES, kdy se dany

- A5SS intron  ztranskriptu  Gplné  vystfihuje, je

nejcastéjs$im u zivocich(, kdezto u rostlin pfevazuje
IR. Jednad se o proces, kdy se v transkriptu
ponechava intron mezi dvéma exony, ktery by byl
za normalnich okolnosti vystépen. MXE je pomérné
- A3SS vzacnou udalosti, kdy se ve findlnim transkriptu
vybira ze dvou exon, které se nemohou vyskytovat
spole¢né. Posledni udalosti je A3/5SS, kdy se

E " : posouva misto sestfihu na 3 nebo na 5° misté
- - - MXE sestfihu.

— IR

- Alternativné sestfihovany exon

Konstitutivni exon

3.2.3 Transkrip¢ni elongaéni faktory Pol Il

Mezi proteiny ovliviiujici funkei a procesivitu Pol II patfi celd fada transkrip¢nich elongacnich faktor,
které jsou potfebné v nejruznéjsich situacich. TEF jsou u rostlin obycejné konzervované a je Casty
jejich cross-talk v ramci odpovédi na nejriznéjsi stimuly, at uz z prostredi ¢i vyvojovych. Nékolik
zndmych TEF asociuje s Pol IT v rostlinnych bunikdch a tvorfi zde transkripcni elonga¢ni komplex, mezi
tyto faktory pati{ napiiklad TFIIS, FACT, SPT4/SPT5, SPT6(L) a dale také PAF1C a Elongator
(Antosz et al., 2017).

Jednim z nejlépe popsanych TEF je transkripcni faktor IIS (TFIIS), ktery je schopen ovliviiovat
vlastnosti komplexu Pol II. U A. thaliana bylo ukdzdno, Ze TFIIS nenf esencidlni, nebot jeho mutace

nemd zadny zjevny fenotyp za normdlnich podminek. Avsak, i pfes normalni vzezieni téchto rostlin je
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u mutantl efekt u dormance semen (Grasser et al., 2009). Tento protein je také zasadni pfi zvladani
nejriiznéjsich strest, jako je teplotni Sok, kde je i navySena hladina jeho transkriptu. Je poté schopen
ovliviiovat regulaci genti pro prislusnou odpoveéd’, a i spravnou expresi proteinti teplotniho Soku. Tato
funkce je konzervovand vrameci rostlinné riSe. TFIIS vtomto procesu hraje roli pfi ovliviovani

alternativniho sesttihu (Szddeczky-Kardoss et al., 2022).

Dal3i moznosti, jak mohou TEF ovliviiovat transkripci Pol II je pomoci zpfistupnéni chromatinu pro
transkripci ¢i jeho prestavbami. To zajistuje naptiklad komplex FACT (FACILITATES CHROMATIN
TRANSCRIPTION). FACT je heterodimerni komplex slozeny z proteintt SPT16 a SSRP1 (Antosz et
al., 2017). FACT je zasadni histonovy chaperon, ktery je schopen interagovat s komponentami
nukleozomd i volnych dimert H2A/H2B, ale i H3/H4. Je zdsadn{ pro iniciaci transkripce, ale i pro jeji
elongaci, protoze funguje pii rozkldddni a opétovné skldddnfm histonli v pribéhu elongace
transkriptu. Je dtlezity naptiklad pfi viméné histonovych variant (jako H2A.X) za varianty kanonické

(Belotserkovskaya et al., 2003; Heo et al., 2008).

Dal$imi zminénymi TEF jsou SPT4/SPTS, které byly plivodné charakterizovdny jako supresory
elementu Ty (Spt) v Saccharomyces cerevisiae (Winston et al., 1984). Jednd se o heterodimerni TEF.
Snizend exprese SPT4 zplsobuje rozséhlé ristové a reproduktivni defekty, které jsou odvislé od
funkce tohoto proteinu, ktery je schopen regulovat naptiklad geny spojené sauxinem. SPT5 byl
zdroven detekovan asociovany s euchromatinem. Rostliny s redukovanym mnozstvim SPT4 maji ¢asté

defekty v elongaci transkripce, stejné jako jeji celkovou snizenou uroven (Diirr et al., 2014).
3.2.3.1 Protein SPT6L

Mezi TEF komplexu Pol II patfi i protein SPT6. Protein Spt6 byl ptvodné anotovan jako supresor
elementu Ty (Spt) v S. cerevisiae. Po pivodnim objevu proteinu se ukdzalo, %e protein Spt6 hraje
dalezitou roli v transkripci (Duina, 2011). Jednd se totiz o konzervovany transkripéni faktor,
podporujici elongaci transkriptu Pol 11 (Ardehali et al., 2009). Proteiny homologni k Spt6 obsahuji
tandemovou doménu SH2, kterd je schopna vazat CTD Pol II na zdklad¢ interakce s fosforylovanymi

Ser (Sun et al., 2010; Brazda et al., 2020).

Protein SPT6 je obecnym histonovym chaperonem, ktery je schopen vdazat histony H3/H4 a
kotranskripéné je znovu ustanovovat na puvodnich pozicich. Béhem elonga¢ni faze transkripce je
SPT6 nezbytny pro zachovani struktury chromatinu, a tim prevence za¢atku transkripce z kryptickych
promotorti a z intragenovych oblasti, a to zejména v genech s vysokou mirou exprese. Pro prestavbu
histonti spolupracuje spolu s histonovym chaperonem FACT, ktery je schopen vdzat histony

H2A/H2B. Typickd struktura proteinu SPT6 obsahuje také zdporné nabity N-konec, pomoci n¢hoz

32



muze interagovat i s proteinem IWS1 (INTERACT WITH SPT6), ktery je zasadni pro spravnou funkci
tohoto komplexu (Duina, 2011).

U rostliny A. thaliana jsou anotovany dva homology SPT6, a to SPT6 (AT1G63210) a SPT6L
(AT1G65440). Protein SPT6 neni téméf transkribovany, avSak i ten byl nalezen v
imunoprecipitovnych komplexech Pol II. Naproti tomu SPT6L je siln¢ji transkribovany (Antosz et al.,
2017) a obsahuje AGO-hook doménu, ve které se nachdzi 12 WG/GW motivi. Tento homolog
s AGO-hook doménou je konzervovany v rdmci vSech cévnatych rostlin. SPT6L je aktivné
transkribovan predevs$im v mladych a vyvojové dillezitych a aktivné se délicich rostlinnych ¢astech.
Mutace proteinu SPT6L je letlni, nebot je nezbytny pro ustaveni apikdlné-bazalni osy embrya rostliny

(Guetal., 2012).

SPT6L je jaderny protein a je pfitomen v aktivné transkribovanych genech, tedy v téch s pfitomnymi
znackami aktivni transkripce, jako je H3K36me2 a acetylace histondl. Zdroven SPT6L na chromatinu
koreluje s pfitomnosti Pol II a mnozstvi SPT6L je korelovano s aktivitou transkripce v daném miste.
To naznacuje, Ze protein SPT6L u A. thaliana ma stejné funkce jako SPT6 u ostatnich organismu (Chen

et al., 2019).

Pro interakei proteinu SPT6L s Pol II je zasadni doména SH2, avSak tato interakce neni potfebna pro
vyskyt SPT6L v mistech poc¢dtku transkripce (TSS) gentl, nebot SPT6L nasedd na DNA nezdvisle na
Pol 11. Pro nabohaceni SPT6L na potfebnd mista v genomu jsou diilezité HtH a YqgF domény tohoto

proteinu (Chen et al., 2019).

Znamym interak¢nim partnerem proteinu SPT6L je IWS1. Protein IWS1 je schopny interagovat s
proteinem BES1 (BRI1 EMS SUPPRESSOR 1), ktery je schopen interagovat s REF6 a ELF6, a tim
regulovat metylaci H3K27me3 (Li et al., 2010). Lidsky protein IWS1 je centralnim proteinem
zprostredkovavajicim interakce mnoha rdznych faktort véetné SPT6. Tato interakce je umoznéna
pfirozen¢ neusporddanymi doménami IWS1 a vazebnymi motivy, které tyto domény rozpozndvaji.
Tyto interakce neuspotddanych domén jsou zdsadni pro spravnou funkci Pol 11 (Cermakova et al.,

2021).

Protein SPT6L obsahuje AGO-hook doménu, kterd by méla byt schopnd véazat proteiny AGO. Navic
podle analyz provedenych nasi skupinou, je protein SPT6L kolokalizovan také s Pol V, coz ukazuje, ze
by tento protein mohl mit svou specifickou funkci i v komplexu Pol V (Cermak, nepublikovano).
SPT6L je kandiddtnim proteinem, ktery by mohl zprostfedkovdvat regulaci exprese pomoci sSRNA jak

v komplexu Pol II, tak i Pol V.
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4 Material

4.1 Prace s rostlinnym materidlem

Rostliny A. thaliana byly péstovany na raselinovych peletdch (Jiffy) v kultivaéni mistnosti podle
potteby s dlouhodenni periodou 16 h svétlo/8 h tma, ¢i s krdtkodenni 8 h svétlo/16 h tma pri teploté

22 °Cve dne a 19 °C v noci. Ozafenost byla pfiblizné 100 pmol-m™ -s™.

Pro sklizeni semen byl pouzit ARA systém (Betatech), ktery snizuje ztraty semen a zdroven zabranuje

kontaminaci semeny z okolnich rostlin béhem péstovani

Jako material slouzily rostliny A. thaliana ekotyp Col-0, SALK mutant nrpel-11 (SALK_022919),
spt6l (SAIL_569_E05) komplementovani mutanti SPT6L-GFP a SPT6LAAh-GFP, kde je protein
SPT6L zkraceny o AGO-hook doménu, tedy 217 (1430-1647) aminokyselin a CRISPR/Cas9 mutanti
spt6lAAR o stejné délce delece. Tyto rostliny mi byly poskytnuty od Vojty Cermdkem a Magdalény

Metlickové.

4.1.1 KFizeni rostlin

Pro kifiZeni rostlin byly pouZity rostliny s mladymi kvétenstvimi, z nichZ byly nejprve ostfihdny
vSechny SeSule a jiz rozvinuté kvéty. Kvéty pouzité pro vzdjemné kiiZeni byly jesté nerozvinuté.
Z takovych kvétil byly odstranény veskeré kvétni obaly a nedozralé tycinky a za pomoci pinzety byly
pestiky takovych kvétii opyleny z dospélych kvétil jiné rostliny majici pozadovany genotyp, ktery byl

ovéren genotypovanim.

4.2 Chemikalie

Agar (pro elektroforézu): Gibco Isopropylalkohol: LachNer s. r. o.
Amonium persulfat: USB 76322 Kyselina boritd: LACHEMA
Bromfenolova modi: LACHEMA Kyselina octova: PENTA

EDTA: Sigma Metanol: LachNer s. r. 0.

Etanol: LachNer s. r. o. Monomery akryl-amid (30%): Sigma
Formamid: Serva NaCl: LACHEMA

GelRed: Biotinum PMSF: Serva

Glycin: Serva SDS: MP Biomedicals

Chloroform: LachNer s. r. o. TEMED: Serva
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TRI Reagent: Sigma-Aldrich Triton-X-100: Merck
TRIS baze: Serva Xylen cyanol FF: Sigma

TRIS-HCI: Serva

4.3 Protilatky

ADI-SAB 100 anti-Mouse HRP: ENZO

Goat Anti-Rabbit IgG-HRP: ENZO

Monoclonal ANTI-FLAG® M2 F1804: ThermoFischer

Polyclonal ANTI-GFP AS15 2987 Rabbit: Agrisera

4.4 Pristroje

Centrifugy: Hattich centrifuge universal 32 R, Cleaver centrifuge C1301P. Heraeus Biofuge 13
G:BOX (Syngene) program GeneSnap (verze 7.09, Syngene)
Homogenizér: Retsch MM301

Nanodrop 2000: Thermo Sciences

PCR cyklery: Biorad T-100 Thermal cykler, MS Reasearch PTC-200 cykler
pH metr: Microprocessor pH 539

Rotétor: FALC F205

Semidry-blot: Biometra Semidry

Ttepacka: Biometra WT 17

Vortex: Gense 2 Scientific Industries

Zdroje: Biometra P30, Pharmacia GPS 200/400, E-C Apparatus Corporation 250-90
4.5 Dalsi material

1,5 ml Protein LoBind: Eppendorf®
6x LD Ro611: Thermo Fischer
Arasystém: Aracons 720, Aratubes 360

DreamTaq PCR Master Mix K1071: ThermoFischer
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GelRed™: Biotum

GeneRuler 100 bp Plus: Thermo Sciences
GeneRuler 1 kbp: Thermo Sciences

GFP-Trap Magnetic Particles M-270: Chromotek

Kazeta pro vyvoj WB: CAWO ABS Casette

Komory pro gelovou elektroforézu nukleovych kyselin: Wide Mini-Sub Cell GT Cell: Bio-Rad

Laboratories

Komory pro gelovou elektroforézu: Biometra minigel G41 a minigel twin G42
Kristalon: LACHEMA

Laktino (susené mléko, odtu¢néné): Artifex Instant, s. r. o.
Nitrocelulose NCz2 71224: SERVA

PageRuler Plus Prestained Ladder 10-250 kDa: Thermo Fisher
Pierce™ ECL WB substrat: Thermo Fisher

Primery: GeneriBiotech

Protease inhibitor coctail P9599: Sigma

Raselinové pelety: Jifty

Rentgenové filmy: Agfa CP-BU M 100 NIF 18x24cm

Ustalova¢: MOFA

Vyvojka: MOFA
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5 Metody

5.1 Genotypovani rostlin A. thaliana

5.1.1 lzolace rostlinné DNA

Z trftydennich semendckd byl odebran jeden listek, ktery byl po pfiddni 400 pl extrakéniho pufru
(tab.1) a 400 pl chloroformu homogenizovan v2 ml mikrozkumavce pomoci dvou ocelovych
nerezovych kuli¢ek v kolovém mlynku (Retsch MM301) po dobu 1 min a pfi frekvenci 30 Hz.
Homogenizovany vzorek byl centrifugovan 3 min 14000 g. 330 pl horni vodné faze bylo preneseno do
¢isté 1,5 ml mikrozkumavky a smichdno s 330 pl isopropanolu. Po 2 min inkubace byl vzorek
centrifugovan 5 min 14000 g. Supernatant byl odstranén a peletka DNA ponechdna vyschnout 10 min.

DNA byla nésledné rozpusténa ve 100 pl 2ZmM TRIS pH 8,5.

Takto pripravend DNA byla bud’ skladovana pfi -20 °C anebo nésledné ihned pouzita pro PCR.

Tabulka 1: Slozeni extrakéniho pufru pro izolaci DNA

Nazev Koncentrace
Tris-HCI pH 7.5 200 mM
NaCl 250 mM
EDTA 25 mM
SDS 0,5 %
5.1.2 PCR

Smés pro PCR byla pripravena na ledu. Do 1,5 ml mikrozkumavky byla namichdna smeés pro dany pocet

vzorkl podle tabulky ¢. 2 a za pouziti primert uvedenych v tabulce ¢. 3.

Z takto pripravené smeési bylo odebrdno 9 pl do 0,2 ml PCR mikrozkumavek a do nich byl pfidan 1 pl
vyizolované DNA.
Takto pripravené reakcni smési se vzorky byly poté vlozeny do cykleru a byl spustén program PCR

popsany v tabulce ¢. 4.
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Tabulka 2: SloZzeni PCR smési

Nazev Mnozstvi (na 10 pl)
DreamTaq PCR Master Mix K1071 5l

Primery 0,4 pl (2 uM)
Templat 1ul

miliQ H0O 3,6 ul
Tabulka 3: Tabulka pouzivanych primerd.

Nazev Sekvence 3°-5°

NRPE1-11_LP TTTTCCTCCAAGTTGTGATCG

NRPE1-11_RP GTTTTCCCCAAGAACAAGACC

pROK2_R_022062

SPT6L - SI_R

SPT6L_S6

SPT6L_R2

ACAACACTCAACCCTATCTCG

AAATGTTAACCTGAGCACTTGTTG

GAGGACATTGATCGGCTTGT

AAAGGCATTTAGGGAGAAAG

Tabulka 4: Program PCR; Ta — odpovida teploté nasedani primer(, kteréd je o 5 °C nizsi nez jejich
teplota tani Ty. Teplota tani byla pfiblizZné odhadnuta dle vzorce: Ty = 2% (A+T) + 42(G+C).

Nazev Teplota [°C] Cas Opakovani kroku
Pocate¢ni denaturace 94 3 min 1x

Denaturace 94 20s

Nasedani primer( Ta 30s 30x

Syntéza DNA 72 1 min

Finalni syntéza 72 5 min 1x

Chlazeni 12 oo 1x
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5.1.3 Elektroforéza DNA

Produkty PCR byly ndsledné analyzovany pomoci elektroforézy v TAE pufru (tab. 5) v elektrickém
poli o intenzité 5 V/cm. Pouzivany byly 1,2 % agar6zové gely s 0,01 % GelRed™. Vzorky byly smichany
s 6x LD Thermo Fischer RO611 a naneseny do jamek v gelu. Pro odecteni délky fragmentt byl pouzit

1kbp nebo 100bp marker GeneRuler. Gel byl ndsledné zdokumentovan na zafizeni G:BOX.

Tabulka 5: Priprava 50x TAE pufru

Nazev Mnozstvi
EDTA 50 mM
TRIS 2M
Kyselina octova 1M

5.2 Fylogeneticka analyza

5.2.1 Vyhledavani sekvenci

K ziskani sekvenci proteinit homolognich k SPT6L (NC_003070.9) a SPT5L (NC_003076.8) z A.

thaliana byl vyuzit program BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Bylo ponechano

zakladni nastaveni programu s PSSM (position-specific scoring matrix) BLOSUMG62 a vyhledavén{

byla postupné provedena pro oba proteiny pro zdstupce Archaeplastida.
5.2.2 Vyhledavani AGO-hook domén

K identifikaci AGO-hook domén v jednotlivych sekvencich proteint ziskanych pomoci programu
BLAST byl vyuzit program Wsearch (Zielezinski & Karlowski, 2015). Byla pouzita PSSM pro rostlinné
AGO-hook domény.

>> python wsearch.py -q protein_seqs.fasta -p pssm/ago-plants.pssm

Vystupem programu jsou predikované AGO-hook domény jednotlivych proteinti spolu s jejich skdre a
sekvencemi. Pro nasledujici postup byly jako proteiny obsahujici AGO-hook doménu zaanotovany ty,
které maji alespon tfi takové motivy se skére alespon 6, takové proteiny poté byly oznac¢eny W1 (s
AGO-hook doménou). Proteiny, které kritéria nesplnovaly byly oznac¢eny WO (neobsahujici AGO-

hook doménu).
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5.2.3 Tvorba fylogenetickych stromi
Vyse zminéné ziskané sekvence poté byly ddle zpracovavany v programu Geneious Prime v. 2021.2.2.

Nejprve byly tyto sekvence alignovany pomoci algoritmu MAFFT s nastavenim FFT-NS-1 PSSM a
200PAM |/ k =2. Z téchto alignovanych sekvenci byly vyrazeny zkrdcené proteiny a ponechdny pouze
ty, které splnuji podminky pro spravnou funkci daného proteinu. Témito kritérii je jejich délka a
pfitomnost esencidlnich domén. Mezi esencidlni domény patfi jiz v literdrnim tivodu zmitiované SH2
domény a pak také stfedni ¢dst proteinu SPT6L Tex obsahujici domény HtH a YqgF. Ocekdvdna byla
variabilita proteintt SPT6 (L) na jeho N-konci, kde je pfitomna N-terminalni doména obsahujici kyselé
aminokyseliny, ta chybi i u proteinu SPT6 u A. thaliana. (Close et al., 2011). Stejné tak variabilita je

oc¢ekdvéana na C-konci, kde mohou a nemusi byt piitomny AGO-hook domény.

Po tomto filtru byly ziskané sekvence alignovany znovu nyni jiz za pouziti algoritmu MAFFT

s nastavenim E-INS-i PSSM a 200PAM / k =2.

K sestaveni fylogenetickych stromd byl poté vyuZzit program Geneious Tree Builder s modelem

Jukes-Cantor a metodou budovani Neighbor-Joining.
5.3 Priprava RNA pro analyzu transkriptomu

5.3.1 lzolace rostlinné RNA

Izolace RNA byla provedena za pomoci TRI Reagentu (Sigma-Aldrich, T9424). Protokol je pfevzat
z oficidlniho technického bulletinu a byl optimalizovdn. Celd prace s RNA probihala ve sterilnich

podminkdch se zvldstnim dlrazem na cistotu prace kvali RNdzam.

100 mg semenacktl bylo zmrazeno v tekutém dusiku a homogenizovano 1 min s frekvenci 30 Hz na
mlynku (Retsch) v2 ml zkumavkich se zdmkem a se dvéma nerezovymi kuli¢kami. K takto
homogenizovanym stdle zmrazenym vzorkdm byl pfiddn 1 ml TRI Reagent a obsah zkumavek byl
michdn na vortexu dokud plné nerozmrzl. Nésledné byly vzorky ponechédny ve stojanku pfi LT po dobu

5 min.

Po rozmrznuti bylo ke kazdému vzorku priddno 200 pl chloroformu a vzorky byly ihned po dobu 15

sekund promichdvdny na vortexu a ndsledné ponechdny 15 minut stat pti LT.

Nésledné byly vzorky centrifugovany pti 12 000 g, 15 min pti 4 °C. Pro izolaci RNA se odebrala horni
vodni fize do nové 1,5 ml zkumavky. K té bylo pfiddno 0,5 ml izopropanolu a opét byly vzorky

promichédny na vortexu a ponechdny 10 minut pfi LT.
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Poté byly vzorky stoCeny pti 12000 g a 4 °C po dobu 10 minut. Supernatant byl po centrifugaci
odstranén a peletka na dné ndsledné¢ promyta pomoci 1 ml 75 % ethanolu. Obsah zkumavek byl
vortexovan a centrifugovan pti 7500 g a 4 °C po dobu 5 minut (pokud se pfi promyti peletka uvolnila
ode dna probiha centrifugace pfi 12000 g). Supernatant byl poté odstranén a peletka ponechdna na

vzduchu v horizontalni poloze schnout po dobu 10 minut.

Po vysuSeni peletky byla RNA rozpusténa ve 25 pl RNase-free vody a inkubovdna 10 minut pti 60 °C.
Po inkubaci je vzorek pipetou jesté jednou promichan. Vzorky poté byly zamrazeny a skladovany

pti -80°C.
5.3.2 Elektroforéza RNA

Pro kontrolu kvality izolované RNA byla provedena RNA elektroforéza na agarovém gelu. Rozdéleni
vzorkll probihd na 1,2 % agardzovém gelu (0,5x TBE; slozeni vtabulace ¢. 6). Do vymyté
elektroforetické komory do 0,5x TBE pufru byl vloZen gel a jednotlivé vzorky nandseny do jamek ve

mnozstvi 2 pl smichané s 2 pl FDA nand$eci barvy (tab. 7).

Tabulka 6: Slozeni 5x TBE pufru

Nazev Mnozstvi (na11)
TRIS 54

Kyselina borita 27,59

EDTA 0,5 M pH 8.0 20 ml

Tabulka 7: Slozeni FDA nanéseci barvy

Nazev Mnozstvi (na 10 ml)
Deionizovany formamid 9,8 ml
EDTA 200 pl
Xylen cyanol FF 10 mg
Bromfenolova modf 10 mg
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5.3.3 Dodatec¢né kontroly RNA

Kontrola integrity RNA (RIN) byla provedena pomoci pfistroje 2100 Bioanalyzer (Agilent) v
Laboratofi sekvenace DNA - Pfirodovédeckd fakulta UK. Jako vzorky dostatecné cisté byly

v

povazovany ty, u kterych byla hodnota vyssi nez 6,3.

Dodate¢nd kontrola kvantity a Cistoty byla provedena pomoci Nanodropu (Thermo Sciences), kde u

¢istych vzorkl je pomér absorbance vinovych délek 260/280 blizky hodnot¢ 2.
5.4 Bioinformaticka analyza transkriptomickych dat

Priprava knihovny a NGS sekvenovani bylo provedeno firmou Novogene. mRNA byla separovana
poly-T magnetickymi kulickami a po fragmentaci bylo vytvofeno prvni vldkno ¢cDNA pouzitim
ndhodnych hexamert jakozto primerti. Druhé vldkno cDNA bylo nasyntetizovdno pomoci dUTP
namisto dTTP. Nésledné byly opraveny konce ptiddnim 3“A a na konce byly zaligovany adaptory.
Posléze byla knihovna nastépena enzymem USER s naslednou amplifikaci a precisténim. Po ziskani
této smeérove specifické knihovny sekvenovani probihalo na Illumina NovaSeq 6000, cteni bylo parové

o délce 150 nt (PE150) a o hloubce éteni 40M.

RNA-seq
Raw reads (.fastq files)

Mapped reads
(.bam files)

[ 1 ! DESeq2 |
! IMATS
Annotated DE genes Griphs R :

with normalised counts

v

Alternative splicing,
Heatmaps
. and exon usage
Venn diagrams

analysis

Profiles

Obrazek 6: Schéma analyzy transkriptomickych dat. V plnych obdélnicich jsou vyznaceny vystupy a v
pferu$ovanych pouzité metody.
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Analyza transkriptomickych dat vyzaduje pomérné¢ dost nastroji a jeji zdkladni pribéh je nastinén ve
schématu (obr. 6). Kjejich zpracovini byl ¢asteéné vyuzit vypoletni server Galaxy

(https://usegalaxy.eu/) a z ¢4sti programy volné dostupné z repozitaft github a pouzity v prostied{

Ubuntu 20.04 LTS (GNU/Linux 5.10.16.3). Programy jsou uvedeny v tabulce ¢. 8.

Tabulka 8: Programy pouzivané pfi analyze transkriptomickych dat.

Nazev programu Verze Reference Platforma
FastQC Galaxy Version 0.73 (Andrews et al., 2010) Galaxy
MultiQC Galaxy Version 1.1 (Ewels et al., 2016) Galaxy
RNA STAR Galaxy Version 2.7.8a (Dobin et al., 2013) Galaxy
featureCounts Galaxy Version 2.0.1 (Liao et al., 2014) Galaxy
DESeq2 Galaxy Version 2.11.40.7 | (Love et al., 2014) Galaxy
DEXSeq Galaxy Version 1.28.1 (Anders et al., 2012) Galaxy
rMATS rMATS turbo v4.1.2 (Shen et al., 2014) Ubuntu

Po obdrZeni transkriptomickych dat je potfeba ziskané sekvence (ready) zamapovat na referenéni
genom TAIR10. Jako anotace slouzil Araportll (Cheng et al., 2017). Mapovani bylo provedeno

programem STAR s nésledujicimi pozménénymi parametry:

>> STAR --sjdbOverhang 149 -twopassMode Basic --outFilterMultimapNmax 100
-- OoutBAMsortingBinsN 50 --winAnchorMultimapNmax 100

Ze ziskanych readii byly nésledné ziskdny pocty readll pro jednotlivé geny programem featureCounts

s nasledujicimi upravenymi parametry:
>> featureCounts -s 2 -t 'exon' -g 'gene id' -M

Z tabulky po¢tl readll pro jednotlivé geny (features) poté byla ndstrojem DESeq2 ziskdna statistika

diferencidlné exprimovanych gent se zdkladnim nastavenim.
Pro zjiSténi rozdild v alternativnim sestfihu a ve vyuziti exonti byly pouzity ndstroje DEXSeq, rMATS.

>> python rmats.py --gtf Araportll.gtf -t paired --readlLength 150 --
novelSS --allow-clipping
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>> dexseq.R -c 0.05
Jednotlivé formdty anotaci Araport11 byly ziskdny ndstroji gtfToGenePred, gtf2bed.

Pro konverzi formdtl soubord BAM byly pouzity ndstroje bamCoverage, bedGraphToBigWig,

samtools depth.

Ze sady ndstroji deepTools byly vyuzity ndstroje computeMatrix a plotProfile pro vytvoreni profilti
pokryti chromatinovych znacek z volné dostupnych ChIPSeq dat. Data byla pfepracovdna Vojtou
Cermékem. Datové sety: GSE108673, GSE38286, GSE165877, GSE100010, GSE124546, GSE111813,
GSE28398, GSE108960.

5.5 Proteomika

5.5.1 lzolace rostlinnych proteint

Prevzato a upraveno podle Chen et al., 2019: 250 mg rostlinného materidlu bylo spolu se dvéma
nerezovymi kulickami vloZeno do 2 ml ependorfek se zamkem a okamzité zmrazeno v tekutém dusiku
a nasledné rozdrceno na kulovém mlynku po dobu 1,5 minuty s frekvenci 30 Hz. Ndsledné¢ do
zkumavek bylo pfiddno 750 pl extrakéniho pufru podle tabulky ¢. 9 a obsah byl ponechédn na ledu,
dokud se vzorky kompletné nerozpustily. Poté byly odstranény nerezové kulicky pomoci magnetu a

vzorky byly poté centrifugovany 14 000 g, 10 min pti 4 °C.

Odd¢leny supernatant byl poté pfenesen do novych 1,5 ml mikrozkumavek. Pokud proteiny slouzily
pro ndslednou proteinovou elektroforézu, byly ihned denaturovdny pfiddnim 4x SDS nand$eciho pufru
(tab. 9) a zahfdtim pii 95 °C po dobu 5 minut a nésledné naneseny na SDS-PAGE. Pokud byly pouzity
pozdéji byly skladovany v -80 °C.
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Tabulka 9: Tabulka slozeni extrakéniho pufru pro izolaci protein(; tuéné vyznaéené slozky pufru se

pridavaji az tésné pred pouzitim.

Nazev Koncentrace
Tris-Cl pH 8 20 mM

NaCl 100 mM
EDTA 2,5 mM
Triton X-100 0,1% (V/V)
DTT 1mM

PMSF 0,1mM
Protease inhibitor cocktail (Sigma, P9599) 1% (V/V)

Tabulka 10: Tabulka slozeni 4x SDS vzorkového pufru.

Nézev Koncentrace
Tris-HCI 200 mM
DTT 04M

SDS 8%
Bromfenolova modf 6 mM
Glycerol 4.3 M

5.5.2 Koimunoprecipitace

Koimunoprecipitace byla provedena pomoci GFP-Trap® Magnetic Particles M-270 a byl pouzit

protokol od firmy Chromotek.

Kulicky byly promichdny v zasobni nddobce jejim otocenim a ndsledné bylo 10 pl magnetickych

kuli¢ek pfeneseno do 1,5 ml Eppendorf® Protein LoBind zkumavky. Ke kulickam bylo ptidano 500 pl
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vychlazeného (4 °C) promyvaciho pufru (tab. 11). Po promichani byly kulicky separovany pomoci

magnetu, dokud nebyl supernatant ¢isty, ten byl ndsledné odebran.

Ktakto pfipravenym kulickdm bylo pfiddno 750 pl roztoku izolovanych proteintl. Inkubace
s kulickami probihala pti 4°C na oto¢ném rotatoru po dobu 1 hodiny. Po inkubaci s proteiny byl izoldt
proteinti odebran a kuli¢ky 3x promyty promyvacim roztokem (tab. 11). Pokud byly vzorky ur¢eny
pro analyzu na hmotnostnim spektrometru (MS), tak posledni promyti probihd bez ptiddni
detergentu (Triton-X). Takto pfipravené kulicky s navazanymi proteiny jsou ptipraveny pro analyzu

MS/MS.

Pokud byly vzorky déle analyzovany na western blotu, byly nejprve imunoprecipitované proteiny
z kulicek eluovany. Kulicky byly z roztoku vychytdny magnetem a resuspendovany v 50 pl 1x SDS-
extrakénim pufru (tab. 10). Poté byly vzorky zahfdty 5 min na 95 © a supernatant
s imunoprecipitovanymi proteiny byl pfenesen do novych 0,5 ml zkumavek. Tento eludt poté mohl

byt nandSen na SDS-PAGE a ndsledn¢ analyzovan na western blotu.

Tabulka 11: SloZzeni promyvaciho pufru.

Nazev Mnozstvi (pro 11 promyvaciho pufru)
Tris-Cl pH 7.5 (pH upraveno p¥i 4°C) 10 mM

NaCl 150 mM

Triton-X 0.05 %

EDTA 0.5 mM

5.5.3 Detekce proteinli na western blotu

5.5.3.1 SDS-PAGE

Smés pro délici gel se ptipravi podle nivodu v tabulce 12. AP (amonium persulfit) a TEMED
(tetra-metyl-etylen-diamin) se ptiddvaji aZ tésné pred nalivanim gelu. Smés je téeba promichat a poté
bez bublin nalit gel zhruba 2 cm od horniho okraje a opatrné prevrstvit vodou. Gel polymerizuje asi

45 minut, kdy je poté mozno horni vrstvu vody slit a gel osusit.

Poté lze nalévat i zaostiovaci gel, ktery se smichd opét podle tabulky 12. Smés se ndsledné nalije do
formy po okraj a vlozi se hiebinek a tento gel poté tuhne 30 minut. Po zatuhnuti gelu 1ze opatrné

odstranit svorky a tésnéni a pokracovat s gelem na vlastni elektroforézu.
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Tabulka 12: Priprava SDS-PAGE gelu. TEMED a AP pridat az tésné pred nalévanim gelu.

Néazev

10% délici gel

8% délici gel

4% zaostrovaci gel

Monomery akryl-amid

a bis-akryl-amid (30%)

Tris-HCI

dH20

10% SDS

40% AP

TEMED

Takto pripravené gely byly vlozeny do elektroforetické komory, zality elektroforetickym pufrem (tab.
13) a vzorky naneseny do jamek. Jako marker byl pouzit PageRuler Plus Prestained Ladder 10-250

2ml

1,5M pH 8,8 1,5 ml

2,4 ml

60 pl

7,5 pl

2 ul

1,6 ml

1,5 M pH 8,8 1,5 ml

2,8 ml

60 pl

7,5 ul

2l

350 pl

0.5M pH 6,8 625 yl

1,5 ml

25 ul

5ul

1,25 pl

kDa, 26619 o objemu 5 pl. Proteinova elektroforéza trvala zhruba 3 h pfi 100 V a 25 mA/gel.

Tabulka 13: Navod pro pfipravu 10x elektroforetického pufru.

Nazev Mnozstvi (pro 11 pufru)
Glycin 144,4 g

Tris-baze 30,39

SDS 10g

5.5.3.2 Western blot

Pokud byl gel urcen pro detekci na western blotu (WB), byl nejprve vloZen pro ekvilibraci do
transferového pufru (tab. 14). Do tohoto pufru byly namoceny i filtra¢ni papiry (Whatman) a
membrany (pokud byla pouZita PVDF membréna byla nejprve na 5 minut poloZena na hladinu

metanolu pro jeji aktivaci (smocenf) a az poté do transférového pufru).
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Tabulka 14: Navod pro pfipravu transferového pufru (1L)

Néazev Mnozstvi (pro 11 pufru)
Glycin 14,49

Tris-béaze 12,19

Metanol 200 ml

Pro ptipravu blotovaciho sendvi¢e pro ,semi-dry“ blotovani se nejprve vlozili 3 namocené filtra¢ni
papiry na katodu, na ni poté pfipravend membrana, gel a opét 3 filtra¢ni papiry. To celé se zalilo malym
mnozstvim transferového pufru. Sklenénou tyc¢inkou byly vélenim odstranény pfipadné bubliny, a
nakonec se cely sendvic priklopil druhou elektrodou a spustil se pfenos proteinti z gelu na membranu
s hodnotami 300 V, 300 mA, 10 W po dobu 3 h. Takto pfipravené bloty byly bud’ ihned pouzity pro

detekci, ¢i byly skladovény po zaschnuti mezi filtra¢nimi papiry.
5.5.3.3 Imunodetekce

Pro imunodetekci WB je prvnim krokem je blokovani membrany. Blokovani probihalo ve zhruba 30
ml TBS pH 7.4 bez Tritonu (tab. 15) s 5% su$enym odtu¢nénym mlékem po dobu 1 h pti LT na
kyvacce.

Po zablokovani membrdny se navdzala primarni protildtka, kdy se membrana nechd po dobu 1 h na
tfepacce v roztoku TBS (s pH dle dané protildtky) s protildtkou. Pro detekci FLAG-tagu se pouzila
protildtka Sigma F1804 anti-FLAG v TBS pH 8,0 s 0,5% suSenym mlékem, fedéni protilatky je 1:1000.
Pro detekci GFP se pouzila Agrisera AS15 2987 Rabbit anti-GFP v TBS pH 7,4 s 0,5% suSenym mlékem,
fedéni protilatky 1:4 000.

Membrana se poté 3x promyla po dobu 10 min v TBS-T na kyvacce pri LT.

Poté se navazala sekunddrni protildtka. Membrdna byla 1 h pfi LT na kyvacce inkubovana v TBS pH
7.4 se sekunddrni protildtkou. Pro detekei primdrni protilatky anti-FLAG se pouzila Sigma anti-Mouse
HRP v TBS pH 7,4 s 0,5% suSenym mlékem s fedénim 1:1000. Pro detekci primarni protilatky anti-
GFP se pouzila Goat Anti-Rabbit IgG-HRP pH 7,4 s 0,5% suSenym mlékem s fedénim 1:5 000.

Poté byla membrdna promyta 3-4x na 10 min v TBS-T na kyvacce. Na takto pripravené membran¢ se

navazané protilatky ihned detekovaly pomoci ECL.
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Tabulka 14: Slozeni TBS pufru, potazmo TBS-T pfidanim detergentu — zvyraznéno tucné.

Nazev Mnozstvi
Tris 20 mM
NaCl 150 mM
Triton-X 0,1%

5.5.3.4 ECL systém

Na rovné sklo byl napipetovatovan 1 ml reakéni smési 1 a 1 ml reakéni smési 2 (Pierce™ ECL Western
Blotting Substrate 32106) a smési byly promichdny pipetovidnim na skle. Membrana byla poté
ponofena stranou s proteiny do této smési a ponechdna 1 minutu inkubovat. Poté byla vlozena do

eurofolie a do kazety.

Poté se luminiscence detekovala exponovanim rentgenového filmu. Do kazety s WB v temné komore
byl ptilozen film. Pro potfeby této prace se vytvarely dva snimky o rtzné dlouhé expozici, prvni

kontrolni s expozici 15 minut a druhy s expozici 1 hodiny.

Po expozici se film v temné komote ponofil nejprve do vyvojky, dokud nebyly vidét obrysy membrény,
poté byl oplachnut v destilované vodé a nasledné v ustalovaci zhruba jednu minutu a opét oplachnut

v destilované vod¢ a ndsledné ususen.

5.5.4 Analyza proteini pomoci MS

Analyza MS/MS byla provedena Karlem Harantem v Laboratoti hmotnostni spektrometrie BIOCEV.
Data byla zpracovina v programu Perseus v2.0.3.0 (MaxQuant).

Detekované proteiny byly vzdy pro jednotlivd porovnani vyfiltrovany na signifikantné zménéné a déle
na proteiny, které jsou anotovany jako jaderné. K tomu byla pouzita anotace Gene Ontology (GO)

Term Enrichment dostupnd z portalu TAIR (https://www.arabidopsis.org/).

GO enrichment analyzy byly provddény za pomoci webové aplikace ShinyGO v.0.75 (Ge et al., 2020).
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5.6 Dalsi doplnujici materialy a metody

Pro béznou préci s tabulkami byl vyuzit kanceldrsky balicek Microsoft Office 365. Pro Upravy a praci
s tabulkami byly pouzivany ndsledujici jazyky: Python 3.9.5, R a pro findlni préci s grafy byl pouzivan
program GraphPad v. 8.0.1, tabulka ¢. 15 ukazuje hodnoty statistickych signifikanci. Ke zpracovani
NGS dat byla vyuzita webova aplikace Galaxy (https://usegalaxy.eu/). Statistika byla provddéna v

programu GraphPad a pfipadné v jazyce R. Pro prohlizeni genomickych dat byl pouzit program IGV v.
2.11.3.

Tabulka 15: Tabulka statistickych signifikanci.

Oznaéeni Hodnota P Vysledek

* 0,01-0.05 Signifikantni

*x 0,001 - 0,01 Velmi signifikantni

*kk <0,001 Extrémné signifikantni
ns >0,05 Nesignifikantni
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6 Vysledky

Experimentdlni prdce byla navrzena tak, aby byla schopna postihnout funkci AGO-hook domény
proteinu SPT6L porovnanim jeho nativni formy a formy s deletovanou AGO-hook doménou spt6IAAh.

Tato porovndni by méla ukdzat, na jakych procesech se doména podili.

Experimenty byly rozdéleny do tfi samostatnych pracovnich blokl. Nejprve analyza fylogeneze
AGO-hook domény proteinu SPT6L, kterd je schopna ukazat a podchytit evoluéni vyvoj této domény
u proteind rodiny SPT6/SPT6L v rostlindch. Druhym pracovnim blokem byla proteomicka analyza
interak¢nich partnertt SPT6L. Ta by meéla ukdzat nativni interaktory proteinu SPT6L a porovndnim
s mutantnim proteinem s deletovanou AGO-hook doménou ukdzat i partnery, jejichz vazba je na této
doméné zdvisld. Témi by mély byt zejména predpoklddané proteiny AGO. Ttetim bali¢kem je analyza
transkriptomu. Porovnanim transkriptomt u mutantti s deletovanou AGO-hook doménou ukaze, jak
je tato doména zapojend do procestl transkripce a zpracovani RNA. Do tohoto bloku byly jesté pridani
mutanti nrpel-11 a nrpel-11 x spt6lAAh. Ty by meély ukdzat pripadnou funkci této domény proteinu
SPT6L vkomplexu Pol V. Pfi porovndni imunoprecipitovanych proteint byli pouziti
komplementovani mutanti SPT6L-GFP a SPT6LAAh-GFP, pro analyzu transkriptomu pak byl
zakladem crispr mutant spt6lAAh.

U proteinu SPT6L zaroven predpokldddme interakci s Pol V na zdklad¢ analyz provedenych nasi
skupinou (Cermak, nepublikovino). Proto byly experimenty upraveny tak, aby ndm poskytly vice
informaci o funkci SPT6L vkomplexu Pol II, ale i vkomplexu Pol V, kdy transkriptomicke

experimenty byly obohaceny o mutanty nrpel-11 a nrpel-11 x spt6lAAh.

6.1 Fylogeneze SPT5L a SPT6L

AGO-hook doména je dulezitd pro rekrutovani proteintt AGO. U zivocicht proteiny SPT6 interaguji
s dal$imi proteiny jako jsou RPB1 a SPTS. Tyto proteiny jsou vSak u rostlin diverzifikované a
v komplexu Pol V maji své vlastni unikatni homology. Naptiklad SPT5L je zndmym homologem SPTS5,
ktery funguje jako TEF Pol II. AvSak SPTSL, ktery se odliSuje ptitomnosti AGO-hook domény, pracuje
v komplexu Pol V. Stejné tak jsou u rostliny A. thaliana pritomny dva homology SPT6, ktery maji také
rozdilné doménové slozeni, kdy SPT6L md navic AGO-hook doménu. Z toho divodu nds zajimala

fylogeneze téchto proteinti u rostlin, zdali je zde podobna diverzifikace jako je tomu u SPT5L a SPTS.

Pro porovnani fylogeneze SPT6(L) v zavislosti na pfitomnosti domény AGO-hook domény byly
vybudovany fylogenetické stromy proteintt SPT5(L) a SPT6(L). Z vysledného stromu pro SPT5(L)
je vidét, Ze protein diverzifikoval v pribéhu evoluce na dvé samostatné vétve (obr. 7). Jedna vétev

SPT5, je tvofena proteiny bez pritomné AGO-hook domény, které se ziejmé Ucastni elongace
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transkripce v komplexu Pol II. Druhd vétev proteintit SPT5L s AGO-hook doménou obsahuje proteiny,
které se ucastni procestt RADM v komplexu Pol V (Lahmy et al., 2016). Tato diverzifikace proteinu

SPTSL prob¢hla jiz v rané fazi vyvoje cévnatych rostlin, ale mechorosty jest¢ proteiny SPTSL nemaji.

Tak tomu vS$ak neni u rodiny proteinti SPT6, kde podle provedené analyzy nejsou u vétsiny druht
pritomné obé verze proteinu, které by divergovaly na SPT6L s AGO-hook doménou a SPT6 bez této
domény, které by mohly zastdvat specifické role vkomplexech Pol II a Pol Vjako SPTS/SPTSL.
Z fylogenetického stromu je vidét, Ze existence SPT6 bez AGO-hook domény je spiSe vyjimkou,
zatimco vSechny vyssi rostliny z naseho vybéru (s vyjimkou Carica papaya) maji ve svém genomu
alespon jeden gen pro protein SPT6L, ktery ve své sekvenci obsahuje AGO-hook doménu (obr. 8).
Protein SPT6L, ktery ma AGO-hook doménu je pfitomen jiz u mechorostd (Physcomytrium patens).
Je vidét, ze domény AGO-hook jsou kratsi, nez je tomu u proteinu SPT5SL a obsahuji i méné WG/GW

motivi, avsak jsou i vyjimky, které maji pocty podobné, jako je tomu tfeba u Ananas comosus, ktery ma

46 takovych motivil.

Celkové bylo pro tvorbu stromt vyuzito 176 sekvenci proteini SPTSL a 124 SPT6L a tyto stromy ddle

potvrzuji rozlozeni fylogeneze téchto proteint (piilohy 1a 2).
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Obrazek 7: Zjednoduseny strom fylogeneze rodiny proteinG SPT5, kdy byl ndhodné vybran jeden
zastupce na &eled. Cervené vyznadené jsou proteiny s pfitomnou AGO-hook doménou, modie
oznacené bez AGO-hook domény. Nazvy proteint jsou sloZzeny nasledovné: nejprve latinské rodové a
druhové jméno, poté kod pouzité sekvence a nakonec W0/1-X, kde WO oznacuje proteiny bez AGO-
hook domény a W1s AGO-hook doménou a &islo X znaé&i po¢et WG/GW motivl v daném proteinu.
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Obrazek 8: Zjednoduseny strom fylogeneze SPT6L, kdy byl ndhodné vybran jeden zastupce na celed.
Cerve-né vyznadené jsou proteiny s pfitomnou AGO-hook doménou, modie oznadené bez AGO-hook
domény. Nazvy proteind jsou slozeny nasledovné: nejprve latinské rodové a druhové jméno, poté kéd
pouzité sekvence a nakonec WO0/1-X, kde WO oznacuje proteiny bez AGO-hook domény a W1
s AGO-hook doménou a ¢islo X znaéi pocet WG/GW motivi v daném proteinu.
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6.2 Proteomika

Predpoklddanou funkci AGO-hook domény proteinu SPT6L je vazba nékterého z proteinti rodiny
AGO. Stejné tak jako jiz bylo prokdzdno u proteintit NRPE1 a SPT5L, ¢i u hsGW182 a mnoha dalsich
proteinll s potvrzenou AGO-hook doménou. Pro potvrzeni této interakce byly vytvoreny v rdmci
difvéjsi prace V. Cermika a M. Metlickové konstrukty pro koimunoprecipitaci SPT6L s jeho
interak¢énimi proteiny. U téch proteint, které jsou schopné se vazat na protein SPT6L nezdvisle na
AGO-hook doméné¢, by se mohlo jednat o potenciondlni interak¢ni partnery SPT6L jakozto
elongac¢niho faktoru (jako napiiklad proteiny komplexu Pol IT). U proteint, kde se interakce ztrati pri
deleci AGO-hook domény, by se mohlo jednat o predpoklddané interakéni partnery, jejichz vazba na

protein SPT6L je odvisla pravé od této domény (napiiklad néktery protein AGO).
6.2.1 Western-blot

Pro ovéreni pritomnosti proteinu SPT6L v izoldtu proteinti bylo nejprve zZddouci jej detekovat na WB.
Pro detekci proteinu SPT6L byly dostupné dvé linie (obr. 9). Prvni linie znacend dudlnim

StreplI--FLAG tagem a druhd linie znacend fuzi s GFP, v obou pfipadech na C-konci.

A B
ol
B co‘énq é‘Q
SPT6L e SPT6L —
o &
§ I g &
SPT6LAAR ~_* SPT6LAAR
100_AA 100 AA

Obrazek 9: Schéma proteint SPT6L v pouzivanych linii v proteomickych experimentech. A prvni linie
nese dualni tag Strepll a FLAG tag B druha pouzivana linie ma na svém konci GFP protein.

Jako prvni byla detekce provadéna na mutantech s dudlnim tagem, kde i pfes Cetné iterace a Gpravy
protokolu nebyl protein uspésné detekovan. Pri optimalizacich bylo vyzkouseno Siroké spektrum
variaci protokolu, kdy byla vyzkous$ena specificita protildtek za riznych podminek (¥edéni, teplota,
slozeni pufru). Protokol byl ménén i pomoci zmény intenzity (stringence) jednotlivych promyti,
vyménou membran (PVDF/nitroceluléza) i zpisoby blokovani membrany. Déle byly zmény v izolaci
proteind, ve slozeni transferového pufru a délce expozice. Bylo vyzkous$eno i barveni stifbrem a dot-

bloty, avSak bez tspéchu.

Z dtvodu pretrvavajicich neuspéchii s proteinem znacenym dudlnim tagem, byla ndsledné pouzita
linie s komplementujicim proteinem SPT6L a SPT6LAAh znatenym pomoci GFP. Zde byl protein

SPT6L-GFP tspésné identifikovan na WB, a to jak ve své nativni formé¢, tak i ve zkracené formé
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SPT6LAAO-GFP (obr. 10). Optimalizovany protokol, ktery byl uspésné schopen detekovat protein

jako je SPT6L na WB, vyuzil jako vstupni materidl SeSule a kvéty a stringentni promyvani pii

imunodetekci. Ddle, transfer na membrdnu trval po dobu 3 h a doba expozice vysledného WB na film

byla 1h.

K+ SPT6L- SPT6LAAhI-
bZIP18-GFP GFP GFP

M

250 kDa

130 kDa

100 kDa

Obrazek 10: WB s Gspésné detekovanym proteinem SPT6L s dobou expozice 1 hodina. K+ znaéi
pozitivni kontrolu, kterou je zde bZIP18-GFP (Wiese et al., 2021), M zna&i marker, kterym je
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa. Sipka oznaduje pfibliznou polohu
detekovaného proteinu SPT6L nativniho i zkraceného o AGO-hook doménu ve fuzi s GFP. Na blotu je
znatelny i drobny posun ve velikosti mezi jednotlivymi verzemi proteinu SPT6L zplsobeny deleci AGO-
hook domény.

Na blotech je také patrny rozdil ve velikostech obou proteint. Nativni protein SPT6L je velkym
proteinem o molekulové hmotnosti 185 kDa, na WB je protein SPT6L ve fuzi s GFP o priblizné
velikosti 27 kDa. To dohromady ddvad protein o velikosti zhruba 212 kDa a deleci AGO-hook se

hmotnost sniZi zhruba o 20 kDa, tedy na 192 kDa.

6.2.2 Koimunoprecipitace

Po tspésné detekei proteinu SPT6L na WB a Uspésném ovéreni funkénosti tagu i protildtek byla
provedena koimunoprecipitace pomoci GFP-Trap magnetickych kulicek. Jako negativni kontrola
slouzily rostliny s exprimovanym volnym GFP, jejichZ proteinovy izoldt byl 20x nafedén izoldtem
proteint z rostlin WT, kviili vysoké expresi volného GFP. Tato kontrola by méla byt vhodnd pro

nalezeni (a nésledné odfiltrovani) proteini nespecificky navdzanych na GFP.
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Ve vzorcich byl dspésné detekovan protein SPT6L-GFP i SPT6LAAh-GFP a s nimi i jejich interakéni
partneri. Interakénich partnert, kteti byli signifikantné nabohaceni ve vzorku SPT6L-GFP oproti
negativni kontrole, bylo 216. Proteiny, u kterych je interakce nabohacena u kontrolnich vzorka
volného GFP, jsou odfiltrovany jako kontaminace, jednd se o proteiny, které interaguji bud’
s proteinem GFP nebo s magnetickymi kulickami a protildtkami na nich. Ponévadz je SPT6L
proteinem jadernym, byly identifikované proteiny ddle filtrovdny na proteiny jaderné, takovych zde
ztistalo 103. Mezi témi nejzasadnéjs$imi a jiz zndmymi je 11 podjednotek komplexu Pol II (Antosz et

al., 2017), ve kterém je predpokladéna funkce proteinu SPT6L.

Mezi dal$imi vyznamnymi koimunoprecipitovanymi interak¢nimi proteiny bylo i SPT5L, protein
z komplexu Pol V obsahujici nejvétsi AGO-hook doménu v rostliné A. thaliana. Proteiny, které maji
interakci s proteinem SPT6L, podle GO (obr. 11) patti do skupiny protein spolupracujicich na
zpracovani RNA, v transkripci, v alternativnim sestfihu a v regulaci téchto procest, ddle pracuji na
umlcovani genti pomoci sRNA. Déle byly spolu s SPT6L koimunoprecipitovany histony H4, H1.2 a

H2AW.7.

MRNA cis splicing, via spliceosome - .
Regulation of alternative mRNA splicing, via spliceosome - .
Alternative mRNA splicing, via spliceosome - .
Regulation of RNA splicing - .
Regulation of mRNA processing - .
Regulation of mMRNA metabolic process - .
Gene silencing by RNA - .
RNA splicing, via transesterification reactions - °
RNA splicing, via transesterification reactions with bulged adenosine as nucleophile - .
Gene silencing - .
MRNA splicing, via spliceosome - L)
Fold Enrichment RNA splicing - -
40 Response to cadmium ion - °
MRNA processing - °
30 MRNA metabolic process - L]
Response to metal ion - L
20 Negative regulation of gene expression - L]
Response to cold - L]
10 Response to temperature stimulus - ®
RNA processing - [ ]
Translation -
Peptide biosynthetic process -
N. of Genes Response to inorganic substance -
Amide biosynthetic process -
10 Peptide metabolic process -
20 Cellular amide metabolic process - [
Gene expression -
RNA metabolic process -
40 Response to stress -
Nucleic acid metabolic process -

30

10 20 30 40
Fold Enrichment

Obrazek 11: GO enrichment proteind interagujicich s nativni SPT6L i s SPT6LAAh. Nejvétsi nabohaceni
proteinl je v procesech sestfihu mRNA, ale i v rdmci uml¢ovani gent pomoci sRNA.

Pro ovéfeni funkce AGO-hook domény byly mezi sebou porovnany vzorky SPT6L-GFP a SPT6LAAN-
GFP. Proteint, u kterych vymizi signél (tedy i pfedpoklddana interakce) v z4vislosti na p¥itomné
AGO-hook doméné bylo signifikantné nabohaceno u SPT6L-GFP 92 a ztoho 33 jadernych. Mezi

témito proteiny byly i proteiny AGO4 a AGO9 (obr. 12).
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Obrazek 12: Grafy intenzity MS signalu pro proteiny AGO u jednotlivych koimunoprecipitovanych
vzorkd. Jako negativni kontrola slouzi volné GFP. U vzorkl s SPT6L proteinem tagovanym pomoci GFP
(SPT6LAAR-GFP a SPT6L-GFP) ukazuji AGO4/9 signifikantni interakci s SPT6L zavislou na pfitomnosti
AGO-hook domény proteinu SPT6L. AGO1 ma nabohaceni pouze pfi porovnani negativni kontroly a
SPT6L-GFP. Signifikance byly vypocitany z pomoci neparového t-testu.

Z téchto vysledkd je tedy patrné, Ze protein SPT6L interaguje s proteiny AGO4/9 a tato interakce je
z4visld na pritomnosti AGO-hook domény. Dalsim AGO proteinem identifikovanym na MS je AGO1.

Protein SPT6L v nativni formeé by s timto proteinem mohl interagovat, avSak zdvislost této interakce

na doméné AGO-hook, nebyla prokdzéna jako signifikantni.

GO enrichment jednotlivych proteint, kde je interakce zdvisla na pritomnosti AGO-hooku je uveden

v priloze 3.
6.3 Transkriptom

Analyza transkriptomu umozni podivat se, jak ovliviiuje podobu a hladinu vznikajicich transkript
AGO-hook doména proteinu SPT6L. Zaroven diky zjisténi, Ze by protein SPT6L mohl spolupracovat
v komplexu Pol V, byly analyzy rozsifeny o mutanta podjednotky komplexu Pol V, ktery by mohl

ukdzat, jakym zpiisobem se na funkci SPT6L podili Pol Va jak tato mutace interaguje s mutaci

AGO-hook SPT6L.

Pro experiment byly vybrany rostliny WT, nrpel-11, spt6lAAh a dvojity mutant nrpel-11 x spt6lAAh.
Jako WT byl pouzit ekotyp A. thaliana Col-0, jednoduché mutanty, spt6lAAh a nrpel-11 jsem ziskal od
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Vojtécha Cerméka. Dvojitého mutanta nrpel-11 + spt6lAAh jsem Gispésné ziskal kifzenim predeslych
zminénych mutantt. Mutace v obou genech jsem ovéfil genotypovanim (obr. 13).
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Z téchto mutantt byla izolovdna RNA a jeji kvalita byla prekontrolovdna na elektroforéze. Na gelu

7 N

nebyly patrné Zadné vétsi kontaminace ¢i degradace (obr. 14). Koncentrace byly téZ naméfené na
Nanodropu, namétené hodnoty 260/280 na byly v normé okolo hodnoty 2 (nejniz$i 1,89). Vzorky byly
jesté premeéreny pomoci Agilent 2100 Bioanalyzer, kde hodnoty RIN odpovidaly pozadovanym
standarddm pro RNA-seq, tedy alesponl 6.3 (nejniz$i hodnota byla 7,6). Hodnoty jsou k nahlédnuti

v doplijicich datech 2.

Obrazek 14: Kontrola integrity RNA na

elektroforézovém gelu. Pouzity marker je 1 M WT  spt6IAAh  nrpel  spt6IAAh
kbp GeneRuler (DNA). Na gelu jsou jasné +
prouzky 25S rRNA, 18S rRNA a mensi nrpet

prouzky pro rRNA rostlinnych organel ¢i
5.85 a 55 rRNA. (Gel byl rozdélen kvali
pfitomnosti nerelevantnich vzork()
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6.3.1 Diferencialni exprese gent

Pro zjisténi role AGO-hook domény SPT6L v transkripci byla takto vyizolovand RNA posldna na
sekvenovani NGS (Illumina NovaSeq 6000). Kvalita RNA byla znovu ptekontrolovéna a opét vzorky
spliiovaly doporucené standardy. Souhrnna statistika vystupt sekvenovani a mapovani je k dispozici
k nahlédnuti v piiloze 4. Vysledny transkriptom byl podroben analyze diferencidlni exprese ndstrojem

DESeq2.

Z heatmapy diferencidlni exprese genti 1ze vidét, Ze spolu klastruji WT s spt6IAAh a dvojity mutant

s jednoduchym mutantem nrpel (obr. 15).

Color Key
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Obrazek 15: Heatmapa véech signifikantné DE geni od v8ech genotypu. Triplikaty jednotlivych poétl
readl normalizovanych nastrojem DESeq2 jsou spojeny do spole¢ného priiméru. Genotypy byly
klastrovany pomoci metody hierarchického klastrovani.



Tato podobnost se dd predpoklddat i na zakladé poctl diferencidlné exprimovanych gent, nebot u
mutanta spt6IAAh jsou diferencidlné exprimované jen 4 geny a dva z toho specifické pro deleci AGO-
hook domény, témito geny jsou AT2G34600, AT5G11330, AT4G04223, AT2G06995. Jedna se o dvojici
gent pro nekddujici RNA a dva protein-kédujici (obr. 16A).

A B
nrpet
spt6lAAh 8
2
1
2
spt6lAAh
X nrpet
nrpel 70 9 spt6IAAh WT
52 15 i 35

Obréazek 16: Vennovy diagramy s podéty diferencialné exprimovanych genl u rznych kombinaci
porovnani genotypl. A Vennlv diagram DE gen( pfi porovnani oproti WT. B Venn(v diagram DE genl
pfi porovnani oproti dvojitému mutantovi spt6/AAh x nrpel.

Dvojity mutant md diferencidné exprimovano 124 gend. Ztoho 52 gent neni diferencidlné
exprimovano v zadném jiném mutantovi, tyto geny jsou specifické pro deleci AGO-hook domény na
pozadi mutanta nrpel (obr. 16A). P# porovnani dvojitého mutanta oproti mutantovi nrpel je
diferencidln¢ exprimovdno 9 genl. Jednim z téchto gend je protein SPT6L, kvlli porovnani WT
proteinu a proteinu s deletovanou doménou AGO-hook. Zbylych osm gent je specifickych pro toto
porovnéni. Ty jsou az na jeden vice exprimovdny u dvojitého mutanta. Pfi porovndni miry exprese
téchto gentl u dalich genotypi je vidét, ze tato specificita byla ddna tim, Ze se jedna replika u WT a
spt6lAAh silné odliSuje expresi téchto gent od zbylych dvou replik a nelze je tedy povazovat za

relevantni (obr. 17).
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Obrazek 17: Heatmapa miry exprese pro DE geny z porovnénl'vmutanta nrpel a dvojitého mutanta
spt6l2Ah x nrpel (stejné geny jako na obr. 16B v zeleném kruhu). Sedé oznadeny je protein SPT6L.
Diferencidlné exprimované geny specifické pro mutaci nrpel a geny v dvojitém mutantovi piekryvajici
se nrpel mutantem (viz obr. 16A zeleny kruh) maji nabohacen{ na chromatinu pro Pol V, AGO4 a
AGO9 (obr. 18). Podobné nabohaceni je i u 2 gent u mutanta spt6lAAh, které tvoti prekryv
s mutantem nrpel, avsak jiz se ztraci u zbylych dvou genti a u gend specifickych pouze pro dvojitého
mutanta. Geny specificky diferencidlné exprimované pouze v dvojitém mutantovi maji zvySenou

uroven CG metylace v téle genu a mapuji do nich SRNA (obr. 18 a 19 zluta linka).
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~——— DE geny: nrpel vs spt6/AAh x nrpet (9)

Obrazek 18: Profily pro proteiny ¢i chromatinové znacky z dostupnych ChlPSeq dat vytvofené pro sady
diferencialné exprimovanych genl ziskanych z transkriptomickych dat. Profily pro proteiny AGO jsou
vytvofeny z datasetu ChIPSeq dat z epimutanta fwa (flowering wageningen) ostatni ChlPseq data jsou na
WT pozadi. Linie v grafu ukazuji primé&r dané zna&ky/proteinu pro sady diferencialné exprimovanych (DE)
genl vypsanych v legendé. Vystinované oblasti poté dopliuji linie a udavaji standartni chybu priiméru.
Profily jsou vytvareny z oblasti gend, které jsou vztazeny a prolozeny do oblasti grafu odpovidajici velikosti
500 nt a jsou doplnény oblastmi + 1kbp upstream a downstream od mista transkripé&niho po&atku (TSS) a
mista ukon&eni transkripce (TES). Poéty gend pro dané linky nabohaceni jsou uvedeny v legendé za
popisem genotypu.
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Obréazek 19: Profily sRNA (20-25 nt dlouhych) mapovanych do diferencialné exprimovanych (DE) gen(
uvedenych v legendé. Linie zna¢i median pro sRNA. Profily jsou vytvafeny z oblasti gen(, které jsou
vztazeny a prolozeny do oblasti grafu odpovidajici velikosti 500 nt a jsou doplnény oblastmi = 1kbp
upstream a downstream od mista transkripéniho po&atku (TSS) a mista ukoné&eni transkripce (TES).
Poéty genl pro dané linky nabohaceni jsou uvedeny v legendé za popisem genotypu.
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6.3.2 Analyza vyuziti exonu

Ponévadz je protein SPT6L dtlezitym elonga¢nim faktorem komplexu Pol II a z imunoprecipitacnich
dat vyplyva, Ze interaguje s proteiny spliceosomu, dalsi analyza se soustfedila na zmény v jednotlivych
transkriptech na trovni exontl. Pro zjisténi diferencidlniho vyuziti exont u jednotlivych genotypi byl

pouzit ndstroj DEXSeq.

U mutanta spt6lAAR je vidét obrovsky narist genti, u kterych dochazi k rliznému vyuziti exontl, naopak
u dvojitého mutanta tento jev vymizi, a to i pod hladinu jednoduchého mutanta nrpel (obr. 20A).
Navic md tato zména u mutanta spt6IAAh specificky priibéh v rdmci jednotlivych gend, kdy se vyrazné

méné vyuzivaji exony, které jsou blize u TES oproti exontim pfiléhajicim k TSS (obr. 20B).
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Obrazek 20: Obrazky ukazujici zménu ve vyuziti exonl u jednotlivych mutantl pfi porovnani s WT
A Vennlv diagram s geny se zménou mirou vyuziti exonu u jednotlivych genotypl pf¥i porovnani s WT.
B Profily vyobrazujici zmény ve vyuzivani exont podél gend. Linie ukazuji miru, s jakou exony dany set
genu vyuziva ve srovnani s WT. Hodnoty pro dané geny jsou pfevzaty z vystupu programu DEXSeq pro
porovnani genotypl, které jsou napsany v nadpisu pro dany graf. Jsou zde ukazany tfi sady gena ve
dvou relevantnich porovnanich genotypl. Prvni sadou gend, oznaéenych &ervenou linkou jsou geny se
signifikantni zménou ve vyuziti exonl u mutanta spt6/AAh, ten je vyobrazen v prvnim grafu pouze. Poté
jsou tmavé zelenou linkou vyneseny dva grafy pro geny se signifikantni zménou ve vyuzivani exonl u
gend, které maji spole&ny pfekryv u mutantl spt6/AAh a nrpel (na Vennové diagramu piekryv tvofen 81
geny) a hodnoty vyuziti exond jsou vyneseny pro porovnani obou relevantnich genotyp(, tedy WT vs.
spt6/AAh i nrpel. Posledni sadou gent jsou geny se signifikantni zmé&nou ve vyuziti exonl u mutanta
nrpel (pouze) na pozadi porovnani WT x nrpel. Profily pro dvojitého mutanta neukazany pro maly pocet
genl. Geny jsou normalizovéany na délku odpovidajici 500 bp od po&atku transkripce (TSS) aZ po konec
(TES). Poéty genl pro dané linky nabohaceni jsou uvedeny vlegendd za popisem genotypu.
Vystinované oblasti poté doplnuji linie a udavaji standartni chybu priméru.
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6.3.3 Analyza alternativniho sestfihu

Ponévadz DEXSeq je schopen ukdzat pouze vyuziti jednotlivych exontl, a jiz ne dynamiku s jakou tato
zména nastava, byl vyuzit program rMATS, ktery je schopen odhalit zmény v alternativnim sestfihu u

téchto gentl.

Tento ndstroj dokdze odlisit i jednotlivé typy uddlosti: exon skipping, alternativni 5‘ nebo 3 misto
sestfihu, retence intronu nebo navzdjem se vylucujici exony (graficky prehled v kapitole alternativni

sesttih v literdrnim ptehledu), a to pfimo z NGS readtl i véetné nové zjisténych mist sesttihu.

Z obrazku 21 je vidét, Ze signifikantné zménéné uddlosti byly zaznamendny pii porovnani danych
mutantt oproti WT byly zaznamendny u véech mutantt. Jak se dalo oc¢ekdvat nejvétsi zastoupeni maji
udalosti RI (retence intronu), které jsou u rostlin nej¢astéj$i, naopak nejméné bylo zaznamendno
udédlosti MXE (navzdjem se vylucujici exony). Celkem 126 udalosti bylo zaznamendno pro A5SS
(alternativni 5¢ misto sesttihu) u spt6lAAh, u kterého tato udélost vychdzi signifikantné rozdilnd. Jak
je vidét z grafu je zde pritomnd populace gent, u kterych se pfi porovnani s WT ztraci udalosti ASSS.
Priklad takové signifikantni uddlosti je mozné vidét na obrdzku 22, kdy se u mutanta spt6lAAh vytraci

ready specifické pro tento alternativni sestfih.

Podobny, avSak opa¢ny trend pro dané uddlosti ASSS je signifikantn{ i u mutanta nrpel. Kde je jesté

navic signifikantni navySeni pro MXE udalosti, které jsou vSak vzacné a jejich Cetnosti jsou tak nizké.

U dvojitého mutanta se kompletné vytrdci signifikantni zmény pro ASSS uddlosti a zlstavaji zde

signifikantni pouze udélosti MXE.
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Obrazek 21: Grafy s vysledky analyzy alternativniho setfihu z programu rMATS pro
porovnani mutanta vs WT. Jednotlivé udalosti jsou filtrovany p <0.05; FDR <0.05. Na svislé
ose je vyobrazeno AW spolu se standartni chybou priméru. AW (PSI = percent spliced in
index) vyjadfuje rozdil v Eetnosti dané udalosti alternativniho sestfihu p¥i porovnani dvou
danych genotypl, kdy kladné &islo tedy Fika, Ze je udalost Casté&jsi u WT a vice versa.
Signifikance byly vypoéteny za pomoci t-testu. Poéty zaznamenanych udaélosti pfi dané
hladiné vyznamnosti jsou zaznamenéany pod grafem.

Obrazek 22: Sashimi plot se
zamapovanymi ready vygenerovany
pomoci programu IGV pro gen
AT1G22640 (MYB3), ktery vysel se
signifikantni  zménou  A5SS  pfi
porovnani WT vs. spt6/AAh. Sipka
ukazuje na alternativni 5’ sestfihové
misto pro tuto konkrétni udalost. Pod
sebou jsou ukazany jednotlivé repliky
pro dany genotyp.
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7 Diskuze

Protein SPT6L je esencidlnim proteinem, ktery rostlina potfebuje ke svému zivotu, nebot mutace
v tomto genu je letdlni (alespon u A. thaliana). Naproti tomu homolog tohoto proteinu SPT6 u A.
thaliana neni svou mutaci pro rostlinu letdlni, ackoliv byl také nalezen (koimunoprecipitovan)
v komplexu Pol IT (Antosz et al., 2017). To poukazuje na dtleZitost SPT6L proteinu nesouciho AGO-
hook doménu vkomplexu Pol II a naznacuje to, Ze protein SPT6 by mohl byt potenciondlnim
pseudogenem, zdroven je i mozné, ze md regula¢ni tlohu specifickou pro A. thaliana, i kdyz je mutace
bez fenotypového projevu. To podporuje i fylogenetickd analyza, kde takové proteiny SPT6 bez AGO-
hook domény jsou v rdmci rostlinné fiSe spiSe vyjimecné a kazdd rostlina, jiz v€etné bezcévnych kdduje
protein SPT6L s pritomnou AGO-hook doménou. U Brassicaceae je patrnd diverzifikace proteint

SPT6(L), kdy kazdy tvofi samostatnou vétev (pfiloha 1). Je tedy mozné, Ze protein SPT6 vznikl

recentni duplikaci v rameci tohoto taxonu.

Jedinou vyjimkou z fylogenetické analyzy vysel protein SPT6 u Carica papaya, ktery nema AGO-hook
doménu a jsou zde pritomné pouze dva WG/GW motivy. I ty by v8ak mohly byt dostate¢né pro vazbu
proteinu AGO, ponévadz u proteinu GW182 se kazdé takové vazebné misto schopné vazat protein
AGO sklad4 ze dvou WG/GW motivh (Elkayam et al., 2017). Neni tedy zatim zcela jasné, zdali doména
tohoto SPT6 je funkéni ¢i funkeci AGO-hook domény proteinu SPT6 u této rostliny pfejimd jiny
protein, nebo tuto doménu v proteinu SPT6 viibec nepotifebuje. Také je mozné, ze protein homologni

k SPT6L u C. papaya nebyl jesté anotovan.

Evoluce AGO-hook domény SPT6L u rostlin se objevuje paralelné se vznikem drahy RADM a vznikem
dvou specifickych polymerdz Pol IV a Pol V, kde Pol V md na své nejvétsi podjednotce také piitomen
AGO-hook. Protein SPT6L s AGO-hook doménou je pfitomen jiz u kapradin a vraneckli a nachdzi se
uz i v rdmci taxonu Bryophyta. Vznik AGO-hook domény proteinu SPT6L lze tedy datovat podobné
jako vznik rady proteintt RADM: RDR2, AGO4, DCL3, NRPE1 a je tak dokonce i vyvojové star$i nez

AGO-hook doména proteinu SPT5L, kterd je ptitomna az u Angiosperm (Pei et al., 2019).

Fylogenetickd analyza tedy ukazuje, Ze AGO-hook doména proteinu SPT6L je jeho zdsadni soucasti.
Tato doména sice z¥ejmé souvisi s RADM drdhou, coZ ukazuje i analyza ChIP dat (Antosz et al., 2017,
Cermak nepublikovédno), ale rostliny maji potfebu mit stejny protein jak v komplexu Pol II, tak i
v komplexu Pol V. Podobné je tomu i u proteinu SPT4, ktery je také nediverzifikovany a objevuje se
v komplexech obou polymerdz (Kollen et al., 2015). Kdyby byla AGO-hook doména potteba jen
v komplexu Pol V, pak by proteiny SPT6 diverzifikovaly na protein SPT6L ticastnici se procesil v rdmci

komplexu Pol V a SPT6 v komplexu Pol II podobné jako je tomu v pfipadée proteinu SPT5L a SPTS.
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Ze je protein SPT6L soucdsti komplexu Pol IT bylo zndmo jiz d¥fve ze studie Antosz et al., 2017 a bylo
to potvrzeno i nasim koimunoprecipita¢nim experimentem, kde se podarilo spolu s proteinem SPT6L
precipitovat i proteiny z komplexu Pol 11, celkem jejich 11 podjednotek. S proteinem SPT6L se také
podatilo koimunoprecipitovat tfi histonové jednotky H4, H1.2 a H2A.W.7. To jenom potvrzuje
interakci SPT6L s chromatinem. Zajimavé je specifické nabohaceni histonové varianty H2A.W.7, kterd
je typickd pro heterochromatin. Jednd se o histonovou variantu, kterd je deponovdna nezdvisle na
metylaci DNA ¢i H3K9me2. Tento histon je schopen spolupracovat s histonem H1 a spolu reguluji
ptistupnost heterochromatinu a metylaci DNA (Yelagandula et al., 2014; Bourguet et al., 2021).
Pritomnost téchto dvou specifickych histont by mohla poukazovat na vyskyt SPT6L

v heterochromatinovych sekvencich.

Didle se podaftilo pfi imunoprecipitaénim experimentu zaznamenat i signifikantni navySeni proteinu
SPT5L, ktery je specifickym proteinem z komplexu Pol V. Tento interakcni partner je tak jedinou
neptimou indicii, k ji# pozorovanému faktu, Ze se protein SPT6L nachézi i v komplexu Pol V (Cermak,
nepublikovdno), ale muze i znamenat, ze protein SPTSL se nachazi i v komplexu Pol II. Je to pravé
Pol V, kterd je zasadni pro udrzovani metylace a de novo metylace rady lokust (pfedevsim TEs), a to
za pomoci navadéni proteiny AGO. Ty byly také pri koimunoprecipitaci zaznamendny. Protein SPT6L
interaguje s proteiny AGO4 a 9, kter¢ se podileji na uml¢ovani TE a AGO4 je zdsadni pro kanonickou

RdADM drahu.

Sigman et al., 2021 ukazuje, Ze Pol V do mist bez predchozi existujici metylace je navddéna nékterym
proteinem z kladu AGO4/6/9. SPT6L je zajimavym hrdc¢em, ktery je schopen okupovat mista na DNA

nezgvisle na Pol IT (Chen et al., 2019) a zdroven véazat vy$e zminéné potfebné proteiny AGO.

Trochu jiné ne vSak navzdjem se vylucujici vysvétleni je, ze Pol Vje schopna ndhodné skenovat
euchromatinové oblasti bez predchozi metylace DNA a dokdze tak umlcovat nové reaktivované ci
zainkorporované TE (Tsuzuki et al., 2020). Opét je zde SPT6L vhodnym proteinem, ktery by mohl na
takova mista Pol V privadét a zprostredkovavat navigaci komplexu Pol V pro toto ndhodné skenovani
euchromatinovych lokust. A to at uz vySe zminénym atrahovanim proteiny AGO, ¢i diky obojené
funkci vobou polymerazach by mohl protein SPT6L sam sobé¢ mohl takova mista okupovat a
napomadhat interakei s Pol V. Protein SPT6L by jiz pozorovanou nespefickou vazbou transkripcénich
pocéatk (Chen et al., 2019) mohl navadét nejenom Pol I ale i Pol V. Kdy po trankripci tohoto Gseku
by mohl protein SPT6L ziistavat navazany na daném lokusu a pomoci vazby proteinu AGO4, do tohoto

lokusu naseldné atrahovati Pol V.
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Zaroven bylo ukdzano, Ze protein AGO4 zprostiedkovavd bakteridlni rezistenci u rostliny A. thaliana,
a to nezdvisle na drdze RADM. AGO4 je v této rezistenci zasadni v aktivaci efektivni obrany rostliny za
pomoci zmény v metylaci na specifickych lokusech (Agorio & Vera, 2007). Je tedy mozné, Ze by
protein SPT6L s navdzanym AGO4 cilil do specifického subsetu lokustl v ndvaznosti naptiklad na

bioticky stres, jakym je i bakterilni infekce a zde by mohl ovlivnit droven metylace.

Jedna z nekanonickych drah, takzvand dicer-independent drdha, tvrdi Ze k proteinim AGO se
ptidruzuji dlouhé transkripty Pol II (autofi ¢ldnku samy polemizuji, Ze transkript Pol II by mohl byt
pfepsan do dsRNA pomoci proteinu RDR6), a ty jsou poté zkracovany od koncii funkei specifickych
endonukledz exosomu (Ye et al., 2016). Recentni studie, ktera studovala velké mnozstvi komplext u
mnoha riznych rostlinnych druht, ukdzala, ze protein SPT6L byl pfitomen v komplexu proteint
exosomu (McWhite et al., 2020). Tim by se protein SPT6L mohl stdt velice dobrym kandiddtnim
proteinem, ktery by mohl privadét transkripty Pol II pfimo na proteiny AGO, nebot pfedstavuje
protein z komplexu této polymerdzy a zdroven interaguje s proteinem AGO4, ktery je v této draze
popsédn, a navic je zndmo, Ze protein AGO4 kolokalizuje sPol II (Duan et al., 2015). Avsak

koimunoprecipitace nezaznamenala zddné proteiny z komplexu exosomu.

To vSak neznamend, Ze by se nemohl vtomto komplexu nachdzet, vzhledem k tomu, Ze nebyl
koimunoprecipitovan ani znamy interakcni partner proteinu SPT6L IWS1. Prave ten jak bylo ukazano,
je centralnim proteinem, ktery udrzuje transkrip¢ni faktory v interakci, a to véetné SPT6 v lidskych
bunkach (Cermakova et al., 2021). Tato interakce je zprostfedkovand doménami s vnitini
neuspofadanou strukturou. Takové domény, které postradaji stabilni uspofddanou strukturu jsou

bézné pro eukaryotické TF.

Mnoho takovych neusporadanych struktur (véetné domény AGO-hook) napomdha k fazovému
oddéleni, takzvanym ,liquid-liquid phase separation® (LLPS). Takové LLPS kompartmenty jsou ¢asto
definovany pomoci RNA, specidlné hlavné dlouhych nekédujicich RNA (Guo et al., 2021). Ty zde maji
dualezitou funkci, kdy rekrutuji proteiny jakozto molekuldrni leSeni, které pak dokdzi zprostredkovat
LLPS. U hsAGO2 a proteinu hsGW182 dochazi k LLPS pomoci pritomné AGO-hook domény. Toto
fazové pridruzeni spolupracujicich proteinti poté podporuje tvorbu komplexu proteinu hsAGO2 a
miRNA (Sheu-Gruttadauria & MacRae, 2018). Jednim z rostlinnych proteint, ktery vytvaii
kompartmenty procesem LLPS je i protein SE, ktery vytvafi dicing-bodies, do kterych je schopen

kondenzovat proteiny DCL1, HYL1 a pri-/pre-miRNA, které jsou zde zpracovany a transportovany

déle (Xie et al., 2021).
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Je tedy velmi pravdépodobné, Ze se i SPT6L svou AGO-hook doménou muize podilet na LLPS, ¢imz
muze napomdhat cilené lokalizaci AGO a dal$ich proteinti na chromatin a k nascentnimu transkriptu,
tam kde je jich potfeba, a to vkomplexu Pol Vnebo Pol II. Tak by mohl napomdhat sdruzovani
potfebnych faktort, do jiz zndmych télisek jako jsou napiiklad P-bodies pro zpracovani mRNA, ¢i do
uplné odlisnych novych kompartmentti ovliviiujicich procesivitu a transkripci Pol 11, ¢i shromazd’ujici

faktor pro specifické Cinitele v komplexu Pol V.

Ackoliv byly potvrzeny interakce AGO4/9 s AGO-hook doménou proteinu SPT6L, tak interakce zavisld
na této doméné nebyla signifikantni u AGO1, ackoliv je u néj signifikantni navySeni u nativniho
proteinu SPT6L-GFP oproti negativni kontrole. Je ale mozné, ze AGO1, pfitomny v relativné vysokych

hladindch, mohl byt na AGO-hook SPT6L navazan az v prubéhu izolace.

Interakci s proteiny AGO je proto v planu déle ovéfit in vivo znacenim bioID (Roux et al., 2018) a
nasledné koimunoprecipitace (ke stejnému ticelu by ptipadné $lo vyuzit crosslinkovani). Tato metoda
by méla byt schopna dale potvrdit pozorovanou interakci proteind AGO s AGO-hook doménou
proteinu SPT6L. Koimunoprecipita¢ni experimenty je ddle pldnovano rozsitit o dvojité mutanty nrpel
x SPT6L-GFP a nrpel x SPT6LAAh-GFP. Ty by mohly rici vice o interakcich proteinu SPT6L

v komplexu Pol V a funkci jeho AGO-hook domény v komplexu této polymerdzy.

Protoze pripojené GFP je pomérné velky protein pouzity jako tagk proteinu SPT6L, mohlo by stericky
zabranovat nékterym interak¢nim partneriim navézat se na protein SPT6L. Proto by do budoucna bylo
pripadné i vhodné jesté vylepsit protokol izolace proteinu SPT6L znaceného dudlnim tagem StreplI-
FLAG, ktery je mnohondsobné¢ mensi nezli pouzité GFP, a opét provést koimunoprecipitaci s timto

proteinem.

Z vysledkll analyz transkriptomu je vidét, ze AGO-hook doména nema zasadni dopad na genovou
expresi, a samostatnd delece této domény vede k diferencidlni expresi pouhych 4 gend. Jednim
z téchto gend, specifickym a nesdilenym s jinymi zde studovanymi mutacemi je ale gen JAZ7. Ten je u
mutanta spt6lAAh upregulovany. Jednd se o gen zjasmondtové drdhy, ktery je schopen ovliviiovat
alternativni sestfih regulovany pomoci miRNA (Feng et al., 2020). Specifita zmény exprese tohoto
diferencidlné exprimovaného genu by odpovidala i specificité zménéného poctu uddlosti AS, ¢i vyuziti
odlisnych exonti u spt6IAAh mutanta ukdzané ndstrojem DEXSeq. Mezi imunoprecipitovanymi
proteiny byl u nativni formy SPT6L signifikantné navySen i protein AGO1, ktery je hlavnim
reguldtorem v procesech spojenych s miRNA. AvSak jeho interakce nebyla signifikantné zdvisld na

pfitomnosti AGO-hook domény.
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Geny, které jsou diferencidlné exprimované u mutantl nrpel x spt6lAAh a nrpel, maji ve svém
chromatinu pfitomné Pol IV a Pol Vsproteiny AGO, coz naznaluje, Ze jsou tyto geny
regulovany procesy spojenymi s RADM. Tato data odpovidaji jiz dfive publikovanym vysledkiim pro

jednoduchého mutanta nrpel (Zhong et al., 2012).

Gent, které byly diferencidlné exprimovany pti porovnani nrpel mutanta s nrpel x spt6IAAh je celkem
8, které jsou specifické pro toto porovndni. Tyto geny nebyly nalezeny diferencidlné exprimované u
zadnych jinych porovndnich dvou genotypli. To znamend, Ze se jednd o geny specificky ovlivnéné
nepiitomnosti AGO-hook domény proteinu SPT6L na pozadi nrpel mutanta. Tyto geny maji
specifické nabohaceni pro SPT6L a Pol II, coz ukazuje na jejich aktivni transkripci. Zéroven viak je do
sekvenci téchto genli zamapovano vysoké mnozstvi sRNA. Je mozné, ze protein SPT6L do takovych
gent privadi protein AGO, ktery je poté schopen podpofit miru transkripce takovych genti. Tento jev
je znam u proteinu AGO1, ktery interakci s chromatinem dokaze pozitivné ovlivnit transkripci. Ve
vazbé na chromatin mu navic napomahd chromatin remodelujici komplex SWI/SNF. Takto AGO1
dokaze regulovat i geny, které jsou zodpovédné za odpoveéd’ na nekteré biotické stresy v odpovédi

zprostredkované pomoci fytohormont, napfiklad i jasmonaty (Liu ef al., 2018).

U dvojitého mutanta nrpel x spt6IAAh bylo diferencidlné exprimovano vicero genti nez u samostatného
mutanta nrpel. Genl specifickych pro tohoto mutanta, u kterych neni prekryv s zadnymi jinymi
sadami diferencidln¢ exprimovanych gend, je celkem 52. Tyto geny nemaji specifické nabohaceni na
chromatinu jako je vidét u gend, které md tento mutant spolecné s mutantem nrpel. Chybi zde
nabohaceni pro Pol V, Pol IV a proteiny AGO4/9. To znamend, Ze se jednd o geny, jejichZ exprese neni
ovlivnéna drahou RdDM, alespon ne napfimo. U téchto gend je vSak typické nabohaceni CG metylace
v ramci téla gend, takzvand ,,gene body methylation®. Funkce této metylace po délce gent je doposud
pomérné nezndmd, avSak existuje hypotéza, ze funguje pfi stabilizaci transkripce na daném miste,
napomdhd spravnému sesttihu transkriptQ a zabrariuje aberantni iniciaci transkripce. (X. Wang et al.,
2016; Horvath et al., 2019). To také miize souviset s typickou vylu¢nosti metylace DNA s histonovou
variantou H2A.Z. Tato histonova varianta je obecné spojena s méné stabilnimi nukleozomy a tim i

aktivni transkripci (Zilberman et al., 2008).

Z transkriptomickych dat je déle vidét, ze protein SPT6L je dilezity v nékterych z mnoha krokd pri
zpracovani mRNA. To podporuji koimunoprecipitované proteiny pro nativni SPT6L-GFP, které
ukazuji nabohacen{ pro proteiny, které se ucastni zpracovani a sestfihu mRNA. Na tomto procesu by
se mohla podilet i samotnd AGO-hook doména, skrze proteiny AGO, u kterych bylo ukdzano, Ze hraji
svou roli v sestfihu intront (Meng et al., 2022). Ale je i mozné, Ze se jednd o sekundarni efekt

diferencidlni exprese proteinu JAZ7.
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Analyza sekvenacnich dat ndstrojem DEXSeq ukdzala na ddlezitost tohoto proteinu v procesech
ovliviwyjicich findlni podobu transkriptu, nebot je zde vyrazné nabohaceni gend, u kterych je
diferencidlni vyuziti exonli pozorovano. Tento trend vSak znatelné vymizi u dvojitého mutanta nrpel
x spt6lAAh, a to dokonce pod Uroven samotného mutanta nrpel. Pro tyto geny byly také vytvoreny
profily sumarizujici zménu vyuzivani danych exonti podél téchto genfi. Ta md u genti zménénych u
mutanta spt6IAAh specificky priib¢h, kdy na pocdtku genil je jejich exprese navySena a tento trend

postupné klesa k jejich konci.

Tato zména by mohla znamenat sniZené vyuzivani téchto exontl, zdroven vSak diky povaze programu
DEXSeq by se mohlo jednat o zménu zplisobenou pied¢asnou terminaci. Mohlo by to tedy znamenat,
ze Pol II vyzaduje funkci AGO-hook domény k uspésnému dokonceni prepisu nékterych gentl. To, ze
tento trend vymizi u dvojitého mutanta v Pol V je prozatim nejasné, ale mohlo by souviset napt.
s cflenim uvedenych gent pomoci RADM nebo tim, Ze RADM je zdrojem sRNA, které transkripci
téchto gent ovliviuji.

Vysledky ziskané z programu rMATS ukazuji, Ze delece AGO-hook domény md znacné ucinky na
procesy alternativniho sestfihu. Ovlivnén je zejména alternativni sestfih 5 mista. Podobny, avsak
opacny trend je vidét i mutanta nrpel. U dvojitého mutanta prestdvd tento efekt mutaci byt
signifikantné zménény a nejspiSe se nejednd o pouhé spojeni efektlh obou mutaci, kviili zménénému

poctu gentl a vymizen{ populace patrné na grafu pro mutanta spt6lAAh.

Podobn¢ se v procesech alternativniho sestfihu chovaji i homology TRNC6, které jsou schopny vézat
proteiny hsAGO2 a skrze miRNA ovliviiovat procesy alternativniho sesttihu (Chu et al., 2021). Tak se
protein SPT6L nabizi jako faktor, ktery by mohl kontrolovat sestfih transkript Pol II a ovliviovat
findIni vystup transkriptu svou AGO-hook domény a na ni navdzaného proteinu AGO. Mezi geny, které
jsou ovlivnény v alternativnim sestfihu u téchto mutantt jsou i cile miRNA (z rodiny miRNA169).
Tomu by napovidalo nabohaceni AGO1 proteinu, ktery je hlavnim aktérem pro miRNA, avsak je také

castym polutantem v koimunoprecipitacnich experimentech.

Vysledky zndstroje DEXSeq a rMATS ukazuji, ze delece AGO-hook md zna¢ny vliv na podobu
findlniho transkriptu. Pozorovand zména ve vyuzivadni jednotlivych exoni by mohla odpovidat
zménam v ramci alternativniho sestfihu, ackoliv jsou prekryvy mezi témito datasety genti malé, kdy
pouze 10% genti md prekryv pri porovnani signifikantné zménénych gent pii pouziti ndstroju rMATS
a DEXSeq, avsak takto malé prekryvy pro tyto néstroje jsou typické (Mehmood et al., 2020). Tento
maly prekryv miize byt zplisobeny tim, Ze ndstroj rMATS dokdze efektivnéji podchytit zmény v AS,
které uz nemusi byt dostatecné pro zaznamendnim nastrojem DEXSeq. Zaroven také ne vSechny

zménéné geny pii pouziti ndstroje DEXSeq vznikaji podstatou z alternativniho sesttihu, ale napiiklad
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vznikajicimi aberantnimi transkripty, kdy AGO-hook doména miZe byt kritickd pro spravnou

procesivitu Pol II zejména ke konci transkripti.

Nebot je zndmo, Ze Pol IV a V dokazi ovliviiovat 3‘ konce/hranice pro transkripci pomoci Pol II, kdy
zpracovani téchto koncti u mutantt je méné efektivni a zdroven také ovliviuji zpracovani a efektivitu
alternativniho sesttihu pre-mRNA (McKinlay et al., 2018). Podobné trendy jsou pozorovatelné i u
rostlin s deletovanou AGO-hook doménou, avsak spolecny efekt této delece s mutaci nrpel je opacny.
Je tedy mozné, Ze AGO-hook doména interaguje s Pol V a spole¢né definuji 3¢ hranice pro transkripci

Pol II, coz by vysvétlilo pokles procesivity u 3¢ koncti, pozorovany ndstrojem DEXSeq.

Co se tyce transkriptomickych dat, jednd se o data velikd a ndro¢nd na zpracovani, zejména z ¢asového
hlediska. V ndvaznosti na predchozi analyzy je pldnovano dodate¢né zjisténi alternativnich mist
polyadenylace, pred¢asné terminace transkriptl a zjiSténi vyuzivani kryptickych promotort. Tyto

procesy je nasledné planovano ovérit pomoci 5¢a 3 RACE ¢i RT-PCR.
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8 Zaver

Cilem této prace bylo ziskat nové poznatky o funkci AGO-hook domény histonového chaperonu a
transkripéniho elonga¢niho faktoru SPT6L u rostliny A. thaliana, a to za pomoci tff metodickych

bali¢kli: koimunoprecipitace, fylogenetickd analyza a analyzy transkriptomickych dat z mutantii.

Podatilo se sestavit fylogenetické stromy rodiny proteintt SPT5(L) a SPT6(L), které umoznily hlubs{
ndhled do diverzifikace a evoluce téchto proteinti u rostlin. AGO-hook doména je u rostlin nezbytnou

soucasti proteinu SPT6L.

Koimunoprecipitace proteinu SPT6L potvrdila jeho pritomnost vkomplexu Pol II. Zaroven se

podatilo urdit, ze predpokladanymi interagujicimi AGO partnery této domény jsou AGO4/9.

Analyza transkriptomickych dat (spolu simunoprecipita¢nimi) naznaluje, %e protein SPT6L je
dilezitym proteinem pii zpracovani mRNA a ze se podili na findlni podobé vzniklych transkriptt.
Zaroven bylo ukazano, Ze na pozadi mutanta v Pol V je dopad mutace AGO-hook domény pozménén.
Kdy mutace AGO-hook domény na pozadi mutanta nrpel utlumuje dopad alternativniho sestfihu a
diferencidlniho vyuziti exont. Naopak zvysuje pocet diferencidlné exprimovanych gent specifickych

pro kombinaci téchto dvou mutaci.
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Ptiloha 1: Strom fylogeneze SPT6L obsahujici 124 proteind. Z prostorovych divodd nejsou ukazany
viechny. Cervené vyznadené jsou proteiny s pfitomnou AGO-hook doménou, modfe oznagené bez
AGO-hook domény. Nazvy proteinl jsou slozeny nasledovné: nejprve latinské r rodové a druhové
jméno, poté kod pouzité sekvence a nakonec W0/1-X, kde WO oznacuje proteiny bez AGO-hook
domény a W1 s AGO-hook doménou a ¢&islo X znaé¢i po¢et WG/GW motivl v daném proteinu.
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Pfiloha 2: Strom fylogeneze SPT5L obsahujici 176 proteind. Z prostorovych diivodl nejsou ukazany
viechny. Cervené vyznadené jsou proteiny s pfitomnou AGO-hook doménou, modie oznagené bez
AGO-hook domény. Nazvy proteind jsou sloZzeny nasledovné: nejprve latinské r rodové a druhové
jméno, poté kdd pouzité sekvence a nakonec WO0/1-X, kde WO oznacuje proteiny bez AGO-hook
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Pfiloha 3: GO enrichment molekularnich funkci koimunoprecipitovanych proteint. A Graf pro geny,
které interaguji s proteinem SPT6LAAh-GFP (n=58). B Graf pro geny, u nichZ se specificky ztraci
interakce s SPT6L proteinem pfi deleci AGO-hook domény (n=33). Mezi t&mito proteiny jsou i AGO
proteiny jakozto interakéni partnefi AGO-hook domény.
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Piiloha 4: Kontrola kvality a vysledky sekvenovani RNA pro jednotlivé vzorky vyizolované RNA. Raw reads ukazuje pocet vSech readl ziskanych ze
sekvenovani. Sloupeé&ek Effective ukazuje (clean reads/raw reads)*100%. Error ukazuje zakladni chybovost sekvenovani. Q20 a Q30 ukazuji hodnoty pfesnosti
mapovani a GC ukazuji po¢et GC nukleotidl v readech. Posledni tfi sloupecéky tabulky Fikaji Uspes§nost mapovani a podet unikatné& zamapovanych a
multimapujicich readd.

Uniquel . .
Genotype r'::‘c';'s Effective [%] Error [%] Q20[%] Q30[%] GC[%] 260/280 260/230 RIN ma:pe;l U":';:::ed Mu'tr':;'zp'"g
reads
WT 435M 99,2 0,03 97,42 9244 4685 1,91 23 79 93,87% 1,21% 4,91%
WT 41M 99,17 0,03 9776 9327 4658 191 209 8  9673% 1,16% 2,1%
WT 39,8M 98,47 0,03 9773 9317 4641 1,94 189 77  96,25% 1,62% 2,13%
stp6IAA x nrpet | 477M 98,87 0,03 9776 9325 4719 194 202 81  9322% 1,38% 5,4%
stp6IAAh x nrpe2 | 30M 99,2 0,03 97,69 93,06 4648 1,94 22 7,6 9670% 1,18% 2,12%
stp6IAAh x nrpe3 | 40.2M 99,13 0,03 971 91,88 4644 1,91 21 8  96,56% 1,47% 1,97%
sptelnah - | 3o9M 9917 0,03 97,38 9247 4699 195 196 81  93,38% 1,37% 5,25%
spt6lrah - | 39.6M 99,25 0,03 97,62 9291 4672 192 223 8  96,74% 1,23% 2,02%
spteinah - | as7m 99,18 0,03 o761 9281 4677 192 213 81  93,68% 1,27% 4,87%
nrpet 4,4M 99,06 0,03 97,68 9303 4641 191 227 81  96,86% 1,26% 1,88%
nrpe2 46,8M 99,09 0,03 97,65 9292 4679 192 213 83  96,80% 1,30% 1,90%
nrpe3 446M 99,16 0,03 9774 9309 4661 1,89 198 83  9629% 1,52% 2,18%

89



	Prohlášení
	Poděkování
	Anotace
	Klíčová slova
	Annotation
	Keywords
	1 Seznam zkratek
	2 Úvod
	2.1 Cíle práce

	3 Přehled literatury
	3.1 RNAi
	3.1.1 Historický úvod RNAi
	3.1.2 Komponenty RNAi
	3.1.2.1 Proteiny v RNAi
	3.1.2.2 Druhy sRNA využívané v RNAi

	3.1.3 PTGS
	3.1.4 TGS
	3.1.4.1 Metylace DNA
	3.1.4.2 Kanonická RdDM
	3.1.4.3 Nekanonická RdDM

	3.1.5 Proteiny AGO
	3.1.5.1 Větev AGO1/5/10
	3.1.5.2 Větev AGO2/3/7
	3.1.5.3 Větev 4/6/8/9

	3.1.6 AGO-hook doména

	3.2 Faktory ovlivňující elongaci a transkripty Pol II
	3.2.1 Chromatin ovlivňující funkci Pol II
	3.2.2 Alternativní sestřih
	3.2.3 Transkripční elongační faktory Pol II
	3.2.3.1 Protein SPT6L



	4  Materiál
	4.1 Práce s rostlinným materiálem
	4.1.1 Křížení rostlin

	4.2 Chemikálie
	4.3 Protilátky
	4.4 Přístroje
	4.5 Další materiál

	5 Metody
	5.1 Genotypování rostlin A. thaliana
	5.1.1 Izolace rostlinné DNA
	5.1.2 PCR
	5.1.3 Elektroforéza DNA

	5.2 Fylogenetická analýza
	5.2.1 Vyhledávání sekvencí
	5.2.2 Vyhledávání AGO-hook domén
	5.2.3 Tvorba fylogenetických stromů

	5.3 Příprava RNA pro analýzu transkriptomu
	5.3.1 Izolace rostlinné RNA
	5.3.2 Elektroforéza RNA
	5.3.3 Dodatečné kontroly RNA

	5.4 Bioinformatická analýza transkriptomických dat
	5.5 Proteomika
	5.5.1 Izolace rostlinných proteinů
	5.5.2 Koimunoprecipitace
	5.5.3 Detekce proteinů na western blotu
	5.5.3.1 SDS-PAGE
	5.5.3.2 Western blot
	5.5.3.3 Imunodetekce
	5.5.3.4 ECL systém

	5.5.4 Analýza proteinů pomocí MS

	5.6 Další doplňující materiály a metody

	6 Výsledky
	6.1 Fylogeneze SPT5L a SPT6L
	6.2 Proteomika
	6.2.1 Western-blot
	6.2.2 Koimunoprecipitace

	6.3 Transkriptom
	6.3.1 Diferenciální exprese genů
	6.3.2 Analýza využití exonů
	6.3.3 Analýza alternativního sestřihu


	7 Diskuze
	8 Závěr
	9 Reference
	Přílohy

