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Abstrakt

Fenotyp rostliny je ovlivnén genetickou i epigenetickou informaci, protoze epigenetické znacky
jsou schopné regulovat expresi genli. Mnoho genti je béhem Zivota rostliny uml¢ovano, protoze
se uplatiiuji naptiklad pouze v urcité ¢asti vyvoje rostliny ¢i v reakci na stres. Transponovatelné
elementy a jiné repetitivni sekvence jsou také uml¢ovany, jelikoz by mohly ohrozovat stabilitu
genomu. Jednou z epigenetickych znacek je metylace DNA, navazéni metylové skupiny
z donoru na C5 pozici cytosinu v DNA. Metylace DNA je zajiStovdna metyltransferazami a ma
zpravidla represivni vliv na expresi gent diky proteinlim rozeznavajicim metylaci. Kromé
metylace DNA ma na expresi gent vliv i celkovy stav chromatinu, ktery se mtize vyskytovat
jak v rozvolnéném stavu (euchromatin), tak v kondenzovaném stavu (heterochromatin). Geny
nachazejici se v heterochromatinu jsou neaktivni (uml¢ené), protoze heterochromatin je zna¢né
kompaktni a neni ptistupny pro proteiny podilejici se na expresi genli. Kondenzace chromatinu
je Casto pfimo spojena s metylaci DNA. Zaroven je ale kondenzace chromatinu spojena i
s represivnimi histonovymi modifikacemi a represivnimi histonovymi variantami, se kterymi
je Casto svazana i metylace DNA. Cilem této préace je shrnout a propojit znamé vzajemné vztahy
mezi metylaci DNA, histonovymi modifikacemi, histonovymi variantami a stavem chromatinu,
které se spole¢né podileji na regulaci exprese gent.

Klicova slova: metylace cytosinu/DNA, demetylace cytosinu/DNA, MBD proteiny, SUVH
proteiny, H3K9me2, H3K27me3, heterochromatin, euchromatin, H3, H2A.W, H2A.Z



Abstract

Plant phenotype is shaped by genetic and epigenetic information, because epigenetic marks
participate in regulation of gene expression. Many genes are silenced during plant’s life,
because they play a role for example only in a certain stage of plant development or in a stress
response. Transposable elements and other repetetive sequences are also silenced, because they
could threaten the genome stability. One of the epigenetic marks is DNA methylation, transfer
of a methyl group from donor to C5 position of the cytosin in DNA. DNA methylation is
mediated by methyltransferases and usually has repressive effect on the gene expression thanks
to methylation recognition proteins. In addition to DNA methylation, the chromatin state has
also an effect on gene expression and can occur in either a loosened state (euchromatin) or a
condensated state (heterochromatin). Genes located in heterochromatin are not active
(silenced), as heterochromatin is substantially compact and isn’t accesible to proteins involved
in gene expression. Condensation of chromatin is often directly connected with DNA
methylation. Condensation of chromatin is also associated with repressive histone
modifications and repressive histone variants, these histone modifications and histone variants
are also often associated DNA methylation. The aim of this work is to summarize and connect
the known interactions between DNA methylation, histone modifications, histone variants and
chromatin state, which all together participate in regulation of gene expression.

Key words: cytosine/DNA methylation, cytosine/DNA demethylation, MBD proteins, SUVH
proteins, H3K9me2, H3K9me3, heterochromatin, euchromatin, H3, H2AW, H2A.Z
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RDR6 RNA-dependent RNA polymerase 6
RdDM RNA-directed DNA methylation (draha)
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1.Uvod

Pii DNA metylaci dochazi k transferu metylové skupiny z S-adenosylmethioninu (SAM) na C5
pozici cytosinu v DNA zivych organismi. Timto transferem, ktery je katalyzovéan
konzervovanymi enzymy DNA metyltransferdzami, vznika 5-metylcytosin (5-mC) (Zhang et
al., 2018). Metylovany cytosin interaguje s okolim jinymi zpiisoby nez nemetylovany cytosin.
Euchromatin (rozvolnény, transkripéné¢ aktivni typ chromatinu) se mize meénit v
heterochromatin (kondenzovany, transkripéné neaktivni typ chromatinu) béhem procesu
kondenzace chromatinu. Tyto zmény ovSem mohou byt vratné na rozdil naptiklad od zmény v
sekvenci DNA (napiikladi mutace). Epigenetické zmény jsou takové zmény fungovani gent,
které jsou mitoticky ¢i meioticky dédicné, ale nejsou zpiisobeny zménami sekvence DNA.
Hlavni epigenetické mechanismy jsou pro zZivocichy a rostliny stejné, piesto u rostlin najdeme
fadu odlisnosti. Pfikladem toho je RNA fizend DNA metylace (RNA-directed DNA
methylation (RADM) pathway), kterd vyuziva rostliné specifické DNA dependentni RNA
polymerazy Pol IV a Pol V., jez byly odvozeny od DNA dependentni RNA polymerazy Pol
[I(Duan et al., 2018).

Geneticky kod je stejny pro zivocichy i pro rostliny, stejn€ jako pro vSechny ostatni zivé
organismy, avsSak struktura a obsah genomu se znacné 1isi. VétSina rostlinného genomu je
prepisovana do RNA, avSak jen velmi mala ¢ast téchto RNA je kodujici RNA. Z kédujici RNA
nasledné vznikaji proteiny pro potieby rostlinné buniky. Zbyla ¢ast RNA je nekodujici RNA
(ncRNA), jez neni ptekladana na proteiny, av§ak mtize hrat jiné dileZzité role pro rostlinnou
buiiku. Tyto ncRNA mohou nabyvat riznych délek a Gi¢astnit se riznych procesii. Malé ncRNA
(small RNA) obsahuji 18-30 nukleotidi, stfedné velké RNA (medium-sized ncRNA) obsahuji
31-200 nukleotidl a dlouhé ncRNA (long ncRNA) obsahuji 200 a vice nukleotidli. Role ncRNA
obvykle spociva v regulaci genové exprese na transkrip¢ni €1 posttranskripéni trovni (Y. Yu et
al., 2019). Ptikladem jsou malé interferenéni RNA (siRNA) o délce 24 nukleotidi, které se
ucastni RADM drahy, kde urcuji cil pro de novo metylaci DNA na zikladé¢ komplementarity
s cilovou sekvenci (Piibylova et al., 2019). Cilovou sekvenci mohou byt naptiklad
transponovatelné elementy (TE). TE jsou kratké mobilni Gseky ,,parazitické® DNA, které jsou
schopny se pfesouvat ¢i kopirovat sebe sama a zaclefiovat se do genomu. V genomu se
vyskytuji ve zna¢né mite, lidsky (tedy Zivoc¢isny) genom obsahuje kolem 40 % TE, u rostlin
toto vyrazn¢ Cislo Casto stoupa, napiiklad u kukuftice tvoii TE kolem 85 % genomu. Pokud je
TE aktivni, svymi piesuny mtze zpusobovat naptiklad mutace ¢i zlomy chromozomi. Dalsi
z mnoha moznych vlivii TE je alternativni sestiih a zména polyadenylacnich vzort. Hlavnim
ze zpusobu inaktivace TE je metylace DNA, metylovany TE sice stale obsahuje nezménéné
sekvence potiebné pro tvorbu proteind pro transpozici ¢i kopirovani, av§ak neni schopen tyto
proteiny produkovat kvili heterochromatinovému prostfedi, jeZ vzniklo pravé v dasledku
metylace(Slotkin & Martienssen, 2007).

Dalsi odlisnosti vedle mnozstvi ncDNA mezi genomem Zivocichil a rostlin je polyploidie, tedy
kdyz je poéet chromozomovych sad vice neZ 2 sady chromozomii. Zivo&ichové a zejména
obratlovci jsou standardné diploidni (2 sady chromozomil), zatimco rostliny jsou obvykle
polyploidni a mohou dosahovat riznych urovni ploidie. Polyploidie je hojné vyuZivéna
v zemédelstvi, jelikoZ polyploidni rostliny dosahuji vétSich rozméri a vynost, napiiklad



zahradni jahoda je octoploid (obsahuje 8 sad chromozomti). S polyploidii pfichazi ale i nutnost
inaktivovat ty sady chromozomi které rostlina nebude aktivné vyuzivat, neni totiz zddouct, aby
se transkribovaly v§echny geny ze vSech ¢tyi chromozomovych sad najednou. Proto jsou urcité
geny metylovany, aby nedochézelo k nezddouci nadexpresi(Cusack et al., 2021). Polyploidni
organismy maji vy$s$i ndroky na regulaci genomu, dochdzi u nich Castéji k epigenetickym
zménam, postupné piestavbé genomu a reprogramovani. Proto jsou rostlinné (polyploidni)
genomy zpravidla mnohem vice dynamické a rychleji se vyvijejici nez ZivocCisné (savci)
genomy(Duan et al., 2018).

Jelikoz je metylace epigenetickd modifikace, neovliviiuje sekvenci DNA a neni stald. 5-mC
muze byt demetylovan z divodu nedostatku metyltransferazové aktivity ¢i nedostatku donorti
methylové skupiny (pasivhi DNA demetylace), a nebo cilenou enzymatickou aktivitou
komplexu nékolika enzymu (aktivni DNA demetylace (Lloyd & Lister, 2022). Pfi demetylaci
dochazi ke ztraté metylovych skupin 5-mC. Pokud je demetylovan vétsi pocet metylovanych
cytosind, struktura chromatinu se méni z heterochromatinu na euchromatin a je pfistupna pro
transkripci gend. Demetylace miize byt stejné jako metylace indukovana vnéjsimi ¢i vnitfnimi
vlivy. Demetylace indukovana vnéj§imi vlivy postihuje naptiklad stresové geny. Stresové geny
jsou takové geny, které jsou v obdobi ptihodnych podminek neaktivni a nedochazi k jejich
transkripci. Pokud ovSem nastanou neptiznivé podminky, stresovd geny pro danou situaci jsou
aktivovany demetylaci a z nich vzniklé proteiny se zapojuji do biochemickych procesti rostliny,
rostlina se tak miize pfizplsobit nepfiznivym podminkdm. Demetylace indukovand vnitinimi
vlivy se uplatiuje pfi realizaci vyvojového programu rostliny (Lloyd & Lister, 2022).

Spolu s metylaci a demetylaci DNA se na stavu chromatinu také podili modifikace histonti a
zastoupeni histonovych variant v nukleozomech. Tyto epigenetické modifikace zplsobuji
zmény stavu chromatinu a s nim spojenou moznost regulace transkripce gent, coz rostling
umoziuje reagovat na okolni podminky. U rostlin je tato schopnost modulace markantné
vyrazngjsi nez u zivotichi. Zivodichové jsou pohyblivé organismy, pokud se tedy Zivo¢ich
nachazi v neptiznivych podminkach, ma moznost se pfesunout na jiné ptiznivéjsi stanoviste.
Rostliny jsou sesilni organismy a nemaji moznost pohybu na jiné stanovisté (krom vyjimek,
napiiklad stepni bézci (¢i bezcévnaté rostliny - fytoplankton)), proto musi neptiznivé podminky
pfestat. A pravé v tom jim pomaha dynamicka regulace exprese gentl pfi jiz zminéné odpovédi
na stresové podminky.



2.Dynamika metylace DNA

Pokud u rostliny dojde ke genetické zméné DNA (tedy zméné sekvence nukleotidi DNA), tato
zména je nevratna. Pokud ale dojde k epigenetické zméné chromatinu (sekvence nukleotidi
DNA ziistava stejna, ale jsou zménény epigenetické znacky na DNA ¢i histonech), tato zména
je vratnd. Proto jsou epigenetické zmény idedlni pro doCasné umlcovani ¢i aktivovani geni
napiiklad pfi zrani plodi rostliny ¢i pfi reakcich na stres(Lang et al., 2017; Rambani et al.,
2015). Toto je pro rostlinu velmi vyhodné, jelikoz umlcenim genu pomoci epigenetickych
znacek se nadobro nevzdava moznosti gen v budoucnu znova vyuzit. Epigenetické zmény
mohou byt i trvalé, coz je zddouci predevSim u transponovatelnych elementd, jez maji pfi
zvysené aktivité negativni vliv na genom. Toto umlceni je obvykle stabilni, mize ale byt
naruSeno a z neaktivniho TE se muze stat TE aktivni, avSak k takovéto aktivaci TE nedochazi
ptilis Casto. Navic obvykle neni naruseni uml€eni prostfednictvim metylaci samovolné a je
protoze by se z n¢j mohla §ifit metylace na ptilehlé geny, které metylované byt nemaji(Tang et
al., 2016)). Epigenetické znacky tedy mohou byt velmi stabilni (zminénd metylace TE) ale i
dynamické(A. Yu et al., 2013)). A pravé diky moznosti aktivni metylace a demetylace,
moznosti ,,vypnout/zapnout®, je metylace DNA jeden ze zptsobt flexibilni reakce na okoli.

2.1. de novo metylace DNA, udrzovani metylace DNA a demetylace DNA

De novo metylace DNA, udrzovani metylace DNA a demetylace DNA jsou procesy, jez
spole¢n¢ tvoii dynamiku metylace DNA. De novo DNA metylace je proces, pfi kterém je
metylova skupina pfenesena na nemetylovany cytosin v useku DNA, ktery nebyl piedtim
modifikovan(Matzke & Mosher, 2014). Timto pfenosem se nové ustanovuje tento typ
epigenetické znacky. Po semikonzervativni replikaci DNA se novd DNA skladé z pivodniho
vlakna (s metylovanymi cytosiny) a z nové syntetizovaného vlakna, které cytosiny metylované
nema, nov¢é vznikla DNA je tedy hemimetylovana. Béhem udrzovaci metylace DNA dojde
k metylaci cytosinli na nové syntetizovaném vlakné€. Demetylace DNA je ztrata metylové
skupiny z 5-mC a mize byt aktivni (diky aktivité néjakého proteinu, naptiklad ROST) ¢i pasivni
(napftiklad kviili nedostatku SAM) (Gong et al., 2002; H. Zhang et al., 2012).

V sekvenci DNA se cytosiny vyskytuji v sousedstvi riznych nukleotidl, tzv. C kontext
popisuje, jaké konkrétni nukleotidy se nachazi v okoli cytosinu (viz Obr.1.). Tento sekvencni
kontext mlize nabyvat tii zdkladnich variant a to CG, CHG a nebo CHH (za pismeno H mohou
byt dosazeny dusikaté baze adenin, thymin ¢i cytosin) (Lister et al., 2008). C kontext je velmi
dilezity, protoze vSechny tfi varianty se liSi funkci a naptiklad pfi udrZzovani metylace
v riznych C kontextech plisobi rizné DNA metyltransferazy. CG kontext je oznacovan jako
symetricky, protoze pokud je na jednom vlakné kontext CG, musi byt v komplementarnim
vlakné DNA také CG, zadné jiné nukleotidy nemohou byt dosazeny kvili komplementarité
bazi. CHG komplex obsahuje mezi cytosinem a guaninem jednu pozici pro dusikaté baze
adenin, thymin ¢i guanin, je tedy mozné ziskat vice variant CHG. CHH kontext ma pevné dany
pouze komplementarni par CG a za H je opét mozné dosadit nukleotidy s vyjimkou guaninu,
CHH kontext je tedy nejvice variabilni. U Zivo€ichll jsou metylovany pfedevsim cytosiny v CG
kontextu, zatimco u rostlin dochazi k metylaci ve vSech kontextech, nejvétsi podil



metylovanych cytosinil se ale stale nachazi v CG kontextu (Cokus et al., 2008; Ehrlich et al.,
1982).

T-T+C-GFT-A-A-G+C-H-GFG-T-A-A-A-T-C-G-TG-D-D-T-C-A-T
A-A-G-C-A-T-T-C:G-D-C-C-A-T-T-A-G-T-C-A:C-H-H-A-G-T-A

CG context CHG context CHH context

Obr.1. Zakladni varianty C kontextu: CG kontext, CHG kontext a CHH kontext(H= adenin, thymin nebo cytisin,
D= adenin, thymin nebo guanin); pfevzato od(Venios et al., 2024).

2.1.1. de novo methylace a RADM draha

De novo metylace je u rostlin uskute¢novana pomoci RNA-directed DNA methylation drahy
(RADM drahy), jez je schopna uml¢ovat iseky DNA. Hlavnim cilem jsou TE a dals$i repetetivni
sekvence DNA (Matzke & Mosher, 2014). K urceni cile metylace jsou vyuzivany siRNA, které
jsou ,,neseny“ proteinem AGO4 a jsou komplementarni k nascentnimu transkriptu Pol V.
Prekurzory pro tyto malé interferencni RNA jsou tvofeny vétSinou Pol IV, prekurzory mohou
byt tvofeny ale i Pol II(Blevins et al., 2015; B. Zheng et al., 2009). Metylazou RADM dréhy je
Domains Rearranged Methylase 2 (DRM2), ktera je schopna metylovat cytosin ve vSech C
kontextech, avSak preferuje asymetrické kontexty v templatové DNA (Cao et al., 2003; Cao &
Jacobsen, 2002; Zhong et al., 2014). U rostlin je popsano nékolik RdADM drah, nekanonickeé
RADM drahy jsou obvykle provazany s posttranskriptnim umlcovanim gentli, zatimco
kanonickd RdDM draha zajiStuje predev§im udrZovani metylace cytosinu po replikaci DNA
v jiz uml¢enych regionech (Cuerda-Gil & Slotkin, 2016).

@ RHA methylation
@ pramerylation

ﬂ Histone methylation

=
=
=
==
=
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Pal IV-dependant siRNA biogenesis Pol V-mediated de nove methylation Chromatin alterations
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Obr.2. ~ Model
kanonické RADM drahy; ptevzato od(Matzke & Mosher, 2014).



V kanonické RADM dréze jsou vyuzivany siRNA produkované z transkripti Pol IV, proto je
Pol IV na pocatku této RADM drahy (Blevins et al., 2015). K DNA je Pol IV pfivolana a
pfipojena pomoci Sawadee homeodomain homologue 1 (SHHI), ktery se vaze na N-konec
histonu H3 obsahujici dimetylovany lysin K9 (H3K9me2) a nemetylovany lysin K4 (Law et
al., 2013). Po navazani Pol IV na DNA jsou Pol IV vytvafeny RNA transkripty. Pol IV
transkript je poté pomoci enzymu RNA-dependent RNA polymerase 2 (RDR2) pfeveden na
dvouvlaknovou RNA (dsRNA), ze které je enzymem Dicer-like 3 (DCL3) nésledné odstépen
duplex 24 nukleotid dlouhé malé interferencni RNA (siRNA) (Xie et al., 2004). S siRNA poté
interaguje protein Hua enhancer 1 (HEN1), jenZ metyluje -OH skupiny na 3" koncich siRNA,
nasledné spolu s navazanim siRNA k proteinu Argonaute 4 (AGO4) dojde k odd¢€leni vldken
siRNA duplexu a jedno z nich je ptes adenosin na 5 konci navazano k AGO4 (alternativné ho
navazuje i AGO9) (Havecker et al., 2010; Mi et al.,, 2008; Qi et al., 2006). AGO4
s metylovanym siRNA vldknem posléze interaguje s nascentnim transkriptem vytvoifenym
PolV(Wierzbicki et al., 2009). Tento nascentni transkript byva také oznacovan jako scaffold
transkript, protoze nekdduje zadné proteiny a slouZzi jen jako ,.leSeni* pro navazani siRNA
nesené AGO4. Je-li siRNA vlakno komplementarni k nascentnimu transkriptu a navéze se na
n¢j, je pfivolana DRM?2, kterd metyluje cytosiny na templatovém vldkn€ DNA v misté, které
sekvenéné odpovida siRNA navazané na nascentni transkript (viz Obr.2.) (Zhong et al., 2014).

Vedle kanonické RADM drahy, kterda zajistuje vétSinu regulace TE, existuje i spoustu
nekanonickych RdADM drah, které¢ se ale od kanonické RADM dréhy li$i, napiiklad se v nich
uplatiiuji paralogy proteinii kanonické RdADM (RNA-dependent RNA polymerase 6 (RDR6)
misto RDR2), nebo tfeba misto 24-nt je siRNA obvykle dlouhd 21-22nt a také miize byt tvofena
tieba pomoci Pol II(McCue et al., 2012; Nuthikattu et al., 2013). Nekanonické drahy jsou také
Casto oproti kanonické RADM draze ,,zkracené* nebo tieba vstupuji do néjakého bodu
kanonické RADM drahy(Nuthikattu et al., 2013; Wu et al., 2010).

V Pol II-DCL3 nekanonické RdADM draze Pol II ptepisuje DNA, v jejiz sekvenci se objevuji
invertované repetice, transkript takovéto sekvence se pak muize samovolné slozit do RNA
vlasenky, kterd mimikuje dsRNA, ktera by jinak v kanonické draze vznikala diky RDR2(Wu et
al., 2010). Tato dsSRNA muiZe byt nasledné zpracovana DCL3 na 24nt dlouhé siRNA, a vstupuji
tak do kanonické RADM drahy a dochézi k metylaci DNA, které mtze vést k transkripénimu
umlcovani genti(Wu et al., 2010).

Pol II-RDR6 dependentni nekanonickd RADM drdha umlcuje piedev§im nové transkripcné
aktivni TE, které jsou ptepisovany Pol II a tak vznikaji jejich RNA transkripty(Nuthikattu et
al., 2013). Tyto transkripty jsou diky RDR6 pievadény na dsRNA, ktera je ndsledné¢ pomoci
Dicer-like 2 (DCL2) a Dicer-like 4 (DCL4) zpracovana na 21-22nt dlouhé siRNA. Tyto siRNA
jsou poté pii vazbeé na AGO1 rozstépeny a jedno vlakno siRNA je navazano na AGO1, avSak
nesméiuje k nascentnimu transkriptu Pol V jako AGO4 u kanonické RdDM drahy, ale cili
transkripty aktivniho TE, ze kterého vzniklo. Po navazani na zakladé¢ komplementarity
s transkriptem s TE dochézi k rozstépeni mRNA, ¢imz je TE transkript zneskodnén(McCue et
al., 2012). K umlcovani genti TE tak dochdzi primarné posttranskripéné. Dulezité ale je, Ze
kromé AGO1 mohou tyto 21 a 22nt dlouhé siRNA interagovat i s AGO6, spolecné se pfesunout
k DNA a Pol V, a nésledné interagovat s transkriptem Pol V, coz ve vysledku vede k metylaci
DNA (kterd muZe vést k transkripénimu umlcovani TE). Podobné jako ostatni nekanonické
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RdDM drahy nema Pol II-RDR6 dependentni nekanonicka RADM draha velky podil na regulaci
TE(Nuthikattu et al., 2013).

2.1.2. UdrZovani metylace DNA

Zpusob udrzovani metylace DNA zdlezi na C kontextu. V CG kontextu je metylace udrzovana
metyltransferazou 1 (MET1) (Jones et al., 2001). MET1 je aktivni piedevsSim pii replikaci
DNA. Nova DNA béhem replikace obsahuje vzdy jedno templatové vlakno DNA, které nese
metylové znacky, a jedno nové vzniklé vldkno bez metylovych znacek. Pokud je na
templatovém vlakné 5-mC v CG kontextu, na noveé vzniklém vlakné se nachazi nemetylovany
cytosin také v CG kontextu. Takovéto hemimetylované CG misto je rozezndno proteinem
Variant in methylation 1 (VIM1) (popf. jeho paralogy Variant in methylation 2 (VIM2) ¢i
Variant in methylation 3 (VIM3)), jenz ptivola MET1 a nésledn¢ dojde k metylaci cytosinu na
nove vzniklém vlakné(Woo et al., 2007, 2008).

Udrzovani metylace v CHG kontextu je zajisténo predev§im diky Chromometylaze 3 (CMT3)
(Lindroth et al., 2001). Chromometylazy obsahuji chromodoménu a BAH doménu, které jsou
schopny navazat se na histon H3, ktery je dimetylovany na lysinu 9 (H3K9me2) (Du et al.,
2012). Chromodoména tak navadi chromometylazu k ptilehlé DNA a dochazi k metylaci
cytosinu v CHG kontextu. Metylovany cytosin v CHG kontextu miiZe byt nasledné rozeznan
SET and RING finger-associated (SRA) doménou histonovych metyltransferaz SUVH4 (také
znamé jako histonova metyltransferdza Kryptonite (KYP)), SUVHS a SUVH6 (Ebbs et al.,
2005; Ebbs & Bender, 2006; L. M. Johnson et al., 2007). Tyto histonové metyltransferazy
dimetyluji histony H3 na pozici K9 v okolnich nukleozomech, to opét miize vést k navazani
CMT3 na H3K9me2 a metylaci cytosinu v CHG kontextu, jednd se tedy o pozitivni
zpétnovazebnou smycku(Ebbs et al., 2005; Ebbs & Bender, 2006; Jackson et al., 2002, 2004;
L. M. Johnson et al., 2007; Malagnac et al., 2002). Cytosin v CHG kontextu muze byt
metylovan i chromometyldzou 2 (CMT2) (Stroud et al., 2014).

UdrZovani metylace v CHH kontextu v heterochromatinu s histonem H1 zajist'uje predevsim
chromometyldza 2 (CMT?2), kterd se chromodoménou a BAH doménou vaze na H3K9me2 a
metyluje cytosin v CHH kontextu v okolnim chromatinu(Stroud et al., 2014). Na rozdil od
CMT3, CMT2 rozeznava mono i dimetylovany H3K09, ale preferuje H3K9me2, zatimco CMT3
se muze vdzat na mono, di i trimetylovany H3K9(Du et al., 2012, 2015)). Hlavnim cilem CMT?2
jsou dlouhé TE nachézejici se v heterochromatinu (Stroud et al., 2014). Metylaci cytosinu
v CHH muZe udrzovat také DRM2 v cilovych regionech RADM dréhy, coz jsou ptredevSim
kratké TE v euchromatinu nebo okraje delSich TE(Law & Jacobsen, 2010; Stroud et al., 2014;
Zemach et al., 2013). Udrzovani metylace cytosinu v CHH kontextu miize byt ovlivnéno
aktivitou CMT3, protoze vramci Cinnosti CMT3 a KYP, SUVH5 a SUVH6 dochazi
k dimetylaci H3K9, na ktery se CMT2 vaze (viz Obr.3.) (Stroud et al., 2014).
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Obr.3. Model pozitivni zpétnovazebné smycky mezi metylaci CHG (¢i CHH) a dimetylaci
H3K9me2, CHG metylace ale také muze skrz H3K9me?2 pozitivné ovliviiovat CHH metylaci a
tento vztah funguje i obracenym smérem; pievzato od(Du et al., 2015)

2.1.3.Demetylace DNA

Demetylace DNA je proces, pti kterém dochazi ke ztraté (pasivni demetylace) ¢i odstranéni
(aktivni demetylace) metylovych skupin zcytosint DNA. Pasivni demetylace mlze byt
zpisobena napfiklad nedostatkem donoru metylovych skupin nebo nedostate¢nou aktivitou
DNA metyltransferaz po replikaci DNA, neni pak totiz ,,z ¢eho* nebo ,.kym* zajistit udrzeni
metylace DNA, a dochazi tak ke ztraté (rozfedéni) metylace(H. Zhang et al., 2012). Metylové
skupiny ale mohou byt z cytosini DNA odstranény aktivné, naptiklad kdyz se metylace rozsiti
z metylovanych TE na sousedni gen(Tang et al., 2016).

Aktivni demetylace DNA je u A. thaliana zajistovana skupinou enzymd, pfi¢emz samotné
odstranéni 5-mC je uskute€néno DNA demetyldzami Repressor of silencing 1 (ROSI, také
znam jako Demeter-like 1, DMLI1), Demeter (DME), Demeter-like protein 2 (DML2) ¢i
Demeter-like protein 3 (DML3) v base excision repair draze (BER draze) (Gong et al., 2002;
Choit et al., 2002; Ortega-Galisteo et al., 2008; Penterman et al., 2007). Tyto proteiny mohou
vystfihovat 5-mC z CG, CHG i CHH kontextu (Gehring et al., 2006; Morales-Ruiz et al., 2006;
Ortega-Galisteo et al., 2008; Penterman et al., 2007). Zatimco ROS1 (DML1), DML2 a DML3
jsou exprimovany v mnoha rostlinnych organech, DME je exprimovan piedev§im v souvislosti
s generativnim rozmnoZovanim, u samic¢iho gametofytu v centralni bunice zarode¢ného vaku a
u samc¢iho gametofytu ve vegetativni buiice pylového zrna(Huh et al., 2008). DML2 a DML3
hraji roli v odstranéni nespravné zacilenych metylovych znafek a také v udrzovéni silné
metylace na spravné metylovanych ¢astech chromatinu (Ortega-Galisteo et al., 2008). DML2
také naptiklad reguluje expresi gent nutnych pro zrani plodii rajcete(Lang et al., 2017). ROS1
cili pfedevsim na metylované TE v blizkosti genii kodujicich proteiny, na tyto okolni geny by
se totiz mohla metylace z TE rozsifit a geny transkripéné umlcet. ROS1 demetyluje TE v okoli
histonu H3, ktery je acetylovany na lysinu 18 (aktiva¢ni znacka H3K18Ac) a histonu H3, ktery
je trimetylovany na lysinu 27 (represivni znacka H3K27me3), naopak dalsi represivni varianty
zna¢ek H3K27me a H3K27me2 ROSI neatrahuji(Tang et al., 2016). Increase DNA methylation
komplex (IDM komplex) se zapojuje do navadéni ROS1 na mista genomu s H3K18Ac, protoze
obsahuje histonovou acetyltransferazu Increased DNA methylation (IDM1), kterd v ramci IDM
komplexu rozpoznava metylovanou DNA a acetyluje H3K18 v jeji blizkosti, ¢imz vytvari
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mozny ptistup pro ROS1 (Qian et al., 2012). IDM komplex slouzi k navadéni IDM1
k metylovanym mistim DNA, mimo jiné obsahuje i protein Methyl-CpG-Binding Domain 7
(MBD7), ktery rozeznéava siln¢ metylované useky DNA s vysokym obsahem CG part a spolu
s Harbinger transposon-derived protein 2 (HDP2) navadi IDM komplex(Duan et al., 2017; Lang
etal., 2015).

Metylace DNA obvykle ptlisobi jako represivni epigenetickd znacka, ktera pii lokalizaci
v promotorech zplisobuje uml¢ovani exprese gent, v n¢kterych ptipadech ale naopak muze
transkripci geni posilovat. Takovym piipadem je tieba gen ROSI, ktery koduje DNA
demetylazu ROS1, enzym mimo jiné vyvazujici aktivitu RADM drahy a branici hypermetylaci
DNA. ZvySena aktivita RADM miize byt vyvolana naptiklad zvySenou transkripcni aktivitou
TE, které ohrozuji stabilitu genomu(Williams et al., 2015).

U A. thaliana obsahuje gen ROS! ve svém promotoru Helitron (kopirujici se DNA transpozon),
ktery ma negativni vliv na expresi enzymu ROS1(Lei et al., 2015). Mezi timto helitronem a 5°
UTR ROSI genu se také nachézi jedna z cilovych sekvenci RADM drahy (Lei et al., 2015).
Pokud je tato sekvence metylovana (pomoci RdADM), mlze zabranit snizeni expresi ROS1
zpisobené vlivem helitronu a gen ROS! je exprimovan(Lei et al., 2015). Tato sekvence byla
nazvana DNA methylation monitoring sequence (MEMS) (Lei et al., 2015). Kdyz je MEMS
metylovana, signalizuje zvySenou aktivitu RADM drahy, kterd by mohla zpUsobit
hypermetylaci i v transkripcné aktivnich regionech a nechténé tak umlcet geny, které maji
zUstat aktivni, proto metylace MEMS aktivuje expresi genu ROSI. Enzym ROSI nésledné
zajiStuje demetylaci DNA jakozto odpovéd na zvySenou aktivitu RADM drdhy a udrzuje
rovnovahu mezi metylaci a demetylaci (Lei et al., 2015). Pokud je aktivita RADM drahy
sniZzena, MEMS neni metylovana, a proto je exprese genu ROS! blokovana helitronem. Kdyby
exprese genu ROS! blokovana nebyla, mohlo by dojit k hypometylaci DNA a aktivaci tfeba
stresovych gend, TE a jinych repetitivnich sekvenci, coz by narusilo stabilitu genomu. Tento
mechanismus, fungujici jako indikator aktivity RADM dréhy, se nazyva metylstat a umoziuje
dynamickou koordinaci mezi metylaci RADM drahou a aktivni demetylaci diky ROS1 skrze
regulaci transkripce genu ROSI(Lei et al., 2015). Metylace MEMS mize byt regulovana i
samotnym enzymem ROSI1, ktery mlze demetylovat MEMS a tim zastavit transkripci genu
ROSI (sebe sama), a zplsobuje tak negativni zpétnou vazbu(Lei et al., 2015; Williams et al.,
2015). Regulace exprese genu pro demetylazu prostfednictvim aktivacni metylace se vyskytuje
naptiklad 1 u ryze (Hu et al., 2014) ¢i u kukufice (Erhard et al., 2015). Metylstat by tedy mohl
byt obecny mechanismus pro regulaci dynamiky DNA demetylace rostlin (Lei et al., 2015).



3. Vliv metylace DNA na lokalni stav, sloZzeni a usporadani
chromatinu

3.1. Proteiny rozeznavajici metylaci DNA

Metylace DNA (tedy piitomnost metylovanych cytosinti) vznikad cinnosti proteint
s metyltransferazovou aktivitou, které na cytosin prendseji metylovou skupinu. Takovéto
proteiny ,,zapisuji“ epigenetickou informaci a jsou nazyvany ,,writers®, ptikladem je tfeba
metyltransferaza MET1 (Jones et al., 2001). Oproti tomu proteiny s demetyldzovou aktivitou
zpusobuji demetylaci DNA a tim ,,odmazavaji* jiz vytvofené metylové znacky, jsou proto
nazyvany ,erasers®, piikladem je tfeba demetylaza ROS1 (Gong et al., 2002). Proteiny, které
dokézi rozpoznat metylaci DNA, tedy vazat se specificky na DNA s metylovanymi ¢i naopak
nemetylovanymi cytosiny, se pak nazyvaji ,,readers®, protoze ,,Ctou‘ epigenetickou informaci,
kterd mlze byt tvofena pfitomnosti epigenetickych znacek, ale stejné tak i jejich absenci.
Piikladem readers je tteba MBD?7, ktery rozpoznava metylaci DNA v CG kontextu (Zemach &
Grafi, 2003).

3.1.1. MBD proteiny

MBD proteiny obsahuji kromé jinych domén i tzv. ,,Methyl-CpG-Binding* Domain (MBD),
kterd je schopna se vazat na metylovany cytosin v molekule DNA (Fournier et al.,
2012).0Obecné plati, ze pokud se MBD protein navédze na specifickou metylovanou sekvenci
DNA, je schopen nasledné navadét ¢i piivolavat dal§i vykonné proteiny a tim naptiklad
iniciovat tvorbu komlexti pro remodelaci chromatinu vedouci zpravidla ke vzniku represivniho
chromatinového prostiedi, ¢i navadét a pfivolavat komplexy pro represivni modifikaci
histon(Bird & Wolffe, 1999; Wade, 2001). Existuji ale 1 vyjimky, naptiklad protein MBD7,
ktery zabranuje hypermetylaci DNA a uml¢ovani genti(C. Wang et al., 2015). MBD domény
se obecné vazi na 5-mC v CG kontext (naptiklad MBD2, MBD5, MBD6, MBD7) (Scebba et
al., 2003; S. Wang et al., 2024; Zemach & Grafi, 2003)), avSak existuji i vyjimky (napiiklad
MBDS5 se vaze na metylovanou DNA i v sekvencénim kontextu CHH) (Ito et al., 2003; Scebba
et al., 2003; Zemach & Grafi, 2003).

Pocet MBD proteinii mize byt rizny podle druhu rostliny, genom A. thaliana kdéduje 13 MBD
proteini (AtMBD). U A4. thaliana se vétSinou jednd o pomérné malé proteiny s vyjimkou
AtMBDO, ktery je ndsobné vEtsi nez ostatni MBD proteiny (Berg et al., 2003). V jednom MBD
proteinu se mize nachazet i vice MBD, ptikladem toho je AtMBD7 ktery (kromé¢ jinych domén
asociovanych s chromatinem) obsahuje tfi MBD (Berg et al., 2003). I kdyZ je vétSina MBD
proteind schopna vazat predevsim CG kontext, kazdy MBD protein plsobi spolu s odlisnymi
proteiny (existuji ale vyjimky, treba AtMBD2 1 AtMBD6 interaguji s chromatinovym
remodelatorem Decrease in DNA methylation (DDM1) (Fournier et al., 2012; Zemach et al.,
2005). Oproti tomu SUVH proteiny mohou puisobit spolu, napiiklad SUVH4 a SUVH6 c¢i
SUVH4 a SUVHS spolu zajist'uji udrzovani metylace v CHG kontextu (Ebbs et al., 2005; Ebbs
& Bender, 2006). I rizné MBD proteiny ale mohou plsobit v jedné draze, nejsou ale pfitom
vzajemné zastupitelné, coz lze demonstrovat na piikladu demetylace DNA za pomoci IDM
komplexu (viz Obr. 4) (Nie et al., 2019).
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Obr.4. Model zapojeni IDM komplexu a SWR1 komplexu v aktivni demetylaci DNA diky ROS1, (i) IDM komlex
acetyluje H3K18, (ii) pfivolani SWR1 komplexu, (iii) vyména histonu H2A za H2A.Z histonovou variantu, (iv)
aktivni demetylace diky ROS1; pievzato od(Nie et al., 2019).

IDM komplex byl charakterizovan jako komplex proteint, které zajistuji pfivolani ROS1
pomoci acetylace H3K18(Duan et al., 2017). IDM komplex je navadén pomoci proteinit MBD7
a HDP2, které rozeznavaji metylaci v okoli nukleozomu. Nésledné dochdzi k acetylaci H3K18
pomoci acetylazy IDM1 (Duan et al., 2017). Pfed ptfivolanim ROSI se ale zapojuje jesté
chromatin remodelujici komplex SWR1, ktery mimo jiné obsahuje proteiny AtMBD9 a NPX1,
které rozpoznavaji acetylové znacky a navad&ji SWRI1 komplex k nukleozomu. SWRI
komplex poté vyméni pivodni histonovou variantu H2A za H2A.Z. Nukleozom tedy obsahuje
H2A.Z, ale zaroven se v jeho okoli nachazi metylovana DNA. K nukleozomu je tak pomoci
H2.Z ptivolan ROS1, ktery nasledné demetyluje okolni DNA (viz Obr.4.) (Nie et al., 2019).
AtMBD?9 hraje klicovou roli v navadéni SWR1 komplexu diky schopnosti rozeznavat acetylové
znacky pomoci své bromo domény (Peng et al., 2006). Zaroven ale neni schopny rozeznavat
metylaci DNA, pfestoze obsahuje MBD (Berg et al., 2003).

3.1.2 Proteiny se SRA doménami

Dal$im typem domény, ktery je schopny se vazat na metylovanou sekvenci DNA, je SET and
RING finger—associated domain (SRA doména), ktera je také n¢kdy nazyvana YDG doména a
u rostlin se vyskytuje u dvou proteinovych rodin (VIM a SUVH) a u zivocicht u jedné
proteinové rodiny (UHFR), (L. M. Johnson et al., 2007). Oproti MBD, ktera obecné& preferuje
CG kontext, se SRA doména muze vazat na DNA v CG, CHG nebo CHH kontextu (CG
napiiklad VIM1(L. M. Johnson et al., 2007; Woo et al., 2007), CHG naptiklad SUVH4,
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SUVHS, SUVH6(Ebbs et al., 2005; Ebbs & Bender, 2006; L. M. Johnson et al., 2007), CHH
napiiklad SUVH9(L. M. Johnson et al., 2008). Riizné¢ SRA proteiny s riznymi preferencemi
k C kontextu proto plni rizné funkce, zaroven ale mohou ptsobit i spolecné v jedné draze, jako
tteba SUVH2 a SUVH? pfi udrzovaci metylaci predev§im v nesymetrickych kontextech(L. M.
Johnson et al., 2008).
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Obr.5.Fylogenetickd analyza a mapa domén proteinti, které¢ obsahuji SRA domény; pfevzato
od(Vaughan et al., 2019)

3.1.2.1.VIM proteiny

Rodina proteini Variant in methylation (VIM) obsahuje kromé SRA domény i jednu Plant
homeodomain (PHD) a dvé Really Interesting New Gene (RING) finger domény, oproti SUVH
proteinlim jim tedy chybi samosta

tnd SET doména(Woo et al., 2007). VIM proteiny se vazi na metylovany cytosin predevs§im v
CG kontextu, mohou se ale vazat i na CHG ¢i CHH kontext(L. M. Johnson et al., 2007; Woo
et al., 2007). U 4. thaliana najdeme celkem pét VIM proteini, pficemz funkce VIMI (také
znadm jako ORTH2), VIM2 (ORTHS) a VIM3 (ORTH1) se prekryvaji, ale existuje mezi nimi
hierarchie, ve které¢ ma hlavni funkci VIM1(Woo et al., 2008). VIM proteiny se zapojuji do
udrzovani metylace v CG kontextu pfi replikaci DNA, dokaZzi totiz vazat metyltransferdzu
MET]1 a navadét ji k hemimetylovanym CG pobliz replikacni vidli€¢ky(Jones et al., 2001; Woo
et al., 2008). K VIM rodin¢ rostlin je homologni rodina Zivocisnych proteinit Ubiquitin-like
PHD and RING finger domain (UHRF).
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3.1.2.2. SUVH proteiny

Rodina proteinti Suppressor of variegation 3-9 homolog (SUVH) je druhou z rostlinnych
proteinovych rodin obsahujicich SRA domény (viz Obr. 5.). SUVH proteiny neobsahuji PHD
a RING finger domény jako VIM proteiny, obsahuji ale SET doménu, kterd je schopna
metylovat histon H3 na pozici K9(Baumbusch et al., 2001; Dillon et al., 2005). SUVH proteiny
tedy mohou pomoci SRA domény rozpoznat metylaci DNA a zaroveit mohou diky SET doméné
umistit metylové znacky na histon H3. SUVH proteiny tedy maji potencial byt ,,readers*
metylace DNA a zaroven ,,writers* histonovych modifikaci, a propojovat tak metylaci DNA
s histonovymi modifikacemi(L. M. Johnson et al., 2007). SUVH proteiny se déli na
podskupiny, které sdruzuji SUVH proteiny s podobnou funkci i doménovou strukturou.

Podskupina SUVH4 a SUVHS5 obsahujici proteiny SUVH4 (KYP),SUVHS a SUVHS6, se
nepiimo podili na udrZzovani metylace v CHG kontextu(Ebbs et al., 2005; Ebbs & Bender, 2006;
Jackson et al., 2002, 2004; L. M. Johnson et al., 2007; Malagnac et al., 2002). Udrzovani
metylace v CHG kontextu zajiStuje chromometylaza CMT3, kterd rozeznavda H3K9me2 a
metyluje cytosiny v CHG kontextu(Du et al., 2012; Lindroth et al., 2001). Proteiny SUVH4,
SUVHS a SUVH6 naopak diky své SRA doméné rozeznavaji metylované cytosiny a SET
doménou tvoii nové metylové znacky na histonu H3 na pozici K9. SUVH4, SUVHS a SUVH6
jsou tedy typické histonové metyltransferazy(Ebbs et al., 2005; Ebbs & Bender, 2006; Jackson
et al., 2002, 2004; Malagnac et al., 2002). H3K9me2 pak mize byt opét rozeznan CMT3, ¢imz
vznikd pozitivni zpétnovazebna smycka a H3K9me2 mize rozpoznat i chromometylaza CMT2,
ktera metyluje cytosiny v CHH kontextu (vice v podkapitole 2.1.2. Udrzovani metylace DNA)
(L. M. Johnson et al., 2007; Stroud et al., 2014).

Druhé podskupina SUVHI zahrnuje proteiny SUVH1, SUVH3, SUVH7 a SUVHS. Piestoze
SUVHI, SUVH3, SUVH7 i SUVHS obsahuji funkéni SET doménu, nebyla u nich zatim
prokdzana metyltransferazova aktivita ani zmény v metylaci H3K9me2 u mutant téchto
metyltransferaz, a proto nemohou byt povazovany za funkéni histonové metyltransferazy jako
SUVH4,SUVHS a SUVH6(Harris et al., 2018; Q.-Q. Zhao et al., 2019). Pro SUVHI bylo
prokézéano, Ze funguje jako antisilencingovy faktor a spolu se SUVH3 a DNAJ proteiny tvofi
komplex, ktery je nutny pro expresi genll s metylovanymi promotory, aniz by doslo ke zméné
metylace DNA(S. Lietal., 2016; Q.-Q. Zhao et al., 2019). SUVH1, SUVH3, SUVH7 a SUVHS
jsou také zapojeny v aktivni demetylaci pomoci ROSI, protoZe rozeznavaji metylaci v
metylované MEMS (sekvence monitorujici metylaci) v promotoru ROSI genu a ptivolavaji
transkripéni aktivatory (DNAJ domain proteiny), které aktivuji expresi ROS! genu(X. Xiao et
al., 2019). Demetylaza ROS1 poté demetyluje geny vcéetné svého vlastniho, ¢imz z MEMS
sekvence odstranuje metylové znacky a SUVHI1, SUVH3, SUVH7 nebo SUVHS ji proto
nemohou rozpoznavat (vice v podkapitole 2.1.3.Demetylace DNA) (X. Xiao et al., 2019).

Tteti podskupina SUVH proteinti obsahuje SUVH2 a SUVHO, kter¢ postradaji post-SET cast
SET domény (viz Obr. 5.) (L. M. Johnson et al., 2008, 2014). Diky SRA domén¢ ale rozeznavayji
metylaci v CG (SUVH2) ¢i CHH (SUVH9) kontextu a ucastni se udrzovaci metylace DNA.
SUVH2 a SUVHY se vaZzou na DNA a spolu s DDR komplexem a MORC proteiny zajistuji
piivolani Pol V (vice v podkapitole 2.1.1. de novo methylace a RdADM draha) (L. M. Johnson
et al., 2008; Liu et al., 2014).
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Tabulka 1. Vybrané proteiny s doménami rozeznavajicimi metylované cytosiny (uvedeny jsou

1épe probadané proteiny s vétsim mnozstvi dostupnych informaci)

Nazev Doména | Proteinova | C kontext Interakéni Funkce citace
rodina partneri
MBD5 MBD MBD 1.mCG 3.AtRAN3 (Ran | 6.ucast na 1.(Zemach &
proteiny 2.mCHH GTPéza) formovani Grafi, 2003)
4.molecular biokondenzatl 1.,2.(Scebba
chaperone heterochromatinu, | et al., 2003)
complex regulace exprese | 2(Ito et al.,
(MBD-MCC rDNA 2003)
complex) 3.(YANO et
5.ACDI15.5, al., 2006)
ACD21.4 4.(Feng et al.,
2021)
5.,6.(Ren et
al., 2024)
MBD6 MBD MBD 1.mCG 3.molecular 6.ucast na 1.(Scebba et
proteiny 2.mCHG,mCHH | chaperone formovani al., 2003;
complex biokondenzatl Zemach &
(MBD-MCC heterochromatinu, | Grafi, 2003)
complex) regulace exprese | 2.(Ito et al,
4. DDM1 rDNA 2003)
5.ACD15.5, 3.(Feng et al.,
ACD21.4 2021)
4.(Zemach et
al., 2005)
5.,6.(Ren et
al., 2024)
MBD7 MBD MBD 1.mCG 2.IDMI1(ROS4), | 4.aktivni 1.(Zemach &
proteiny IDM2(ROSS), | demetylace Grafi, 2003)
IDM3 2.(Lang et al.,
3. HDP1,HDP2 2015)
3.(Duan et
al., 2017)
2.4.(C.
Wang et al.,
2015)
MBD9 MBD MBD 1. ¢ kontext 3.SWRI1 5.aktivni 1.(Berg et al.,
proteiny (2.acetylové komplex demetylace 2003)
znacky histonil) | 4.NPX1 2.,3.,4.,5.(Nie
etal., 2019)
SUVHI SRA SUVH 1.mDNA 2.SUVH-SDJ 3.transkripcni 1.,2.(Harris et
proteiny (mCG,mCHG, komplex aktivace beze al., 2018)
mCHH) zmény DNA 2.(Q--Q.
metylace Zhao et al.,
2019)
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3.1.napt. u ROS1

3.(S. Lietal.,

-aktivni 2016; Q.-Q.
demetylace Zhao et al.,
2019)
3.1.(X. Xiao
et al., 2019)
SUVH2 SRA SUVH 1.mCG 2.DDR komplex | 4.navadéni .4(L. M.
proteiny 3.MORC6 PolV v RADM Johnson et
draze al., 2008)
2.,3.,4.(Liu et
al., 2014)
3.(Liu et al.,
2016)
SUVH3 SRA SUVH 1.mDNA 2.SUVH-SDJ 3.transkrip¢ni 1.,2.(Harris et
proteiny (mCG,mCHG, | komplex aktivace beze al., 2018)
mCHH) zmény metylace | 2.(Q.-Q.
DNA Zhao et al.,
3.1.napi.(u 2019)
ROSI1 -aktivni 3.(Q.-Q.
demetylace Zhao et al.,
2019)
3.1.(X. Xiao
etal., 2019)
SUVH4/KYP | SRA SUVH 1. mCHG,mCHH | ------ 2.histonova 1.(L. M.
proteiny methyltransferaza | Johnson et
(H3K9me2), al., 2007)
udrzovani 2.(Jackson et
metylace DNA al., 2002;
v CHG kontextu | Malagnac et
al., 2002)
SUVHS5 SRA SUVH 1.mCHG,mCHH | 2. FRF2, FPF1 | 3.histonova 1.,3.(Ebbs &
proteiny methyltransferdza | Bender,
(H3K9me2), 2006)
udrzovani 2. (IntAct -
metylace DNA v | Search
CHG kontextu Results, b.r.)
SUVH6 SRA SUVH 1.mCHG,mCHH | 2.ARIDS, 3.histonova 1.(Ebbs et al.,
proteiny ARID6 methyltransferaza | 2005)
(H3K9me2), 2. (IntAct -
udrZovani Search
metylace DNA v | Results, b.r.)
CHG kontextu 3.(Ebbs &
Bender,
2006;
Jackson et al.,
2004)
SUVH7 SRA SUVH 1.mCHH 2.SUVH-SDJ 3.transkripcni 1.(J. Wang et
proteiny (OsSUVH7 komplex aktivace pomoci | al., 2020)
ryze) ROS1-aktivni 2.,3.(X. Xiao
demetylace et al., 2019)
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SUVHS8 SRA SUVH | -—--- 2.SUVH-SDJ 3.transkripéni 2.,3.(X. Xiao
proteiny komplex aktivace pomoci | et al., 2019)
ROS1-aktivni
demetylace
SUVH9 SRA SUVH 1. mCHH 2.DDR complex | 5. navadéni 1,5L. M.
proteiny 3.MORC1,2,6 Pol Vv RdDM Johnson et
4.SWI3B/C/D | draze al., 2008)
2.,3.,5.(Liu et
al., 2014)
4.(Liu et al.,
2016)
VIM1 SRA VIM 1.mCG 2.METI 3.udrzovani 1.(L. M.
proteiny imCHG a CHH metylace Johnson et
al., 2007,
Woo et al.,
2007)
2.,3.(Woo et
al., 2008)
VIM3 SRA VIM 1. mCG 2.MET1 3audrzovani  CG | 1.(L. M.
proteiny 1 mCHG a CHH metylace Johnson et
al., 2007)
2..3.(Woo et
al., 2008)
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3.2. Modifikace histonii a jejich vliv na strukturu chromatinu

Kondenzace chromatinu je jednim z hlavnich zptsobt transkripéniho uml¢ovani, protoze DNA
v kondenzovaném chromatinu neni tak snadno pfistupna pro proteiny zajistujici expresi gentl,
z aktivniho euchromatinu se tak kondenzaci stdva heterochromatin(Richards & Elgin, 2002).
Konstitutivni heterochromatin obvykle setrvavd v kondenzovaném stavu a nepiechazi
vyskytuji predevsim TE a jiné repetetivni sekvence, které musi byt stdle umlceny, aby
nedochazelo k jejich samovolné aktivaci a mozné destabilizaci genomu. U A. thaliana se
vyskytuje konstitutivni heterochromatin v pericentromerickych oblasech, kde se také nachazi
velké mnozstvi TE, jez musi byt umlCeny,konstitutivni heterochromatin se také muze
vyskytovat v telomerach(Richards & Elgin, 2002). Druhy typ heterochromatinu je
heterochromatin fakultativni, ktery je naopak od konstitutivniho dynamicky a mize prechazet
nejsou umlceny trvale. Ve fakultativnim heterochromatinu se typicky vyskytuji tieba geny
stresové odpovédi ¢i vyvojové geny, u kterych neni tieba, aby byly aktivni béhem celého zivota
rostliny, ale zaroven také nemaji byt stale umlcéeny.

Zda bude chromatin v kondenzovaném ¢i rozvolnéném stavu je uréeno mimo jiné histonovymi
modifikacemi. Na N konce histont nukleozémového jadra (H2A, H2B, H3 a H4) mohou byt
na rizné aminokyseliny na riiznych pozicich piidany naptiklad metylové ¢i acetylové skupiny
¢1 ubiquitin. Nékteré histonové modifikace mohou byt aktivacni a podporovat rozvolnéni
chromatinu (naptiklad H3K18ac, vice v podkapitole 2.1.3.Demetylace DNA a 3.1.1. MBD
proteiny) a naopak nékteré histonové modifikace podporuji vznik ¢i udrzovani represivniho
chromatinu jako naptiklad H3K9me2, ktera je provazana s CHG a CHH metylaci, a H3K27me3
(vice v podkapitolach 3.2.1. Dimetylace histonu H3 na pozici K9 (H3K9me2) a 3.2.2.
Trimetylace histonu H3 na pozici K27 (H3K27me3)) (Du et al., 2015).

3.2.1. Dimetylace histonu H3 na pozici K9 (H3K9me2)

Dimetylace histonu H3 na pozici K9 (H3K9me2) je epigeneticka znacka, kterd se typicky
vyskytuje v konstitutivnim heterochromatinu(Du et al., 2015). Histon H3 miize byt na pozici
K9 i monometylovany ¢i trimetylovany, pficemz H3K9me ma stejné jako H3K9me?2 represivni
ucinky. Metylace histonli je zajiStovdna histonovymi metyltransferazami, které metyluji
histony diky SET doméné. U A. thaliana se vyskytuje celkem 15 proteinii obsahujich SET
doménu, avSak ne vSechny jsou histonové metyltransferazy (vice v podkapitole3.1.2.2. SUVH
proteiny) (Baumbusch et al., 2001; L. M. Johnson et al., 2008, 2014)

SUVH rodina obsahuje ti1 histonové metyltransferazy pro metylaci H3K9 a to SUVH4, SUVHS
a SUVH6(Ebbs & Bender, 2006; Jackson et al., 2002, 2004; Malagnac et al., 2002). VSechny
tyto tii proteiny obsahuji SRA doménu, kterd rozeznava metylovanou DNA a jsou schopné se
vazat na metylovany CHG kontext (a do jisté miry i CG a CHH kontext), jejich aktivace je tedy
zavisla na ,,signalu“ metylovaného cytosinu(Ebbs et al., 2005; Ebbs & Bender, 2006; L. M.
Johnson et al., 2007). Chromometylazy CMT3 a CMT2 jsou zodpovédné za metylaci v CHG
¢i CHH kontextu a oznacuji tak DNA pobliz nukleozom, které maji byt metylované pomoci
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SUVH4, SUVHS a SUVH6(Law & Jacobsen, 2010; Lindroth et al., 2001; Stroud et al., 2014;
Zemach et al., 2013). Proteiny SUVH4,SUVHS a SUVHG6 také interaguji s histonovou
deacetylazou HDA6 a spoleéné zajistuji kompakci chromatinu, HDAG6 totiz odstrafiuje
aktivacni acetylové znacky z histonu H3 a SUVH4,SUVHS a SUVHG6 zaroven metyluji H3KO.
Muze tak dochazet k umléovani TE. Interakce HDA6 a SUVH4,SUVHS5 a SUVH6 se také
uplatnuje pii vyvoji listi(Hung et al., 2023; Yu et al., 2017).

Druha rodina H3K9 metyltransferaz je SU(VAR)3-9 Related (SUVR) rodina obsahujici celkem
pet proteini. SUVR proteiny nemaji SRA doménu ani MBD, kterymi by mohly rozpoznavat
metylaci DNA, piesto jsou dva proteiny SUVR4 a SUVRS schopné zacilit H3K9. SUVR4
rozeznava ubiquitinovou znacku na histonu H3 pomoci WYILD domény a nésledné zajistuje
zménu H3K9mel na H3K9me3, kterd mtze vést ke vzniku biokondenzat (Thorstensen et al.,
2006; Veiseth et al., 2011; S. Zhao et al., 2019). Dalsi zptisob je u proteinu SUVRS, ktery
rozeznava specifické motivy v TE pomoci tfi C2H2 zinc finger domén a navozuje H3K9me2,
coz by se mohlo dit nezavisle na zpétnovazebné smycce mezi metylaci CHG a CHH a
H3K9me2, protoze SUVRS nerozeznava metylaci DNA(Caro et al., 2012).

3.2.2. Trimetylace histonu H3 na pozici K27 (H3K27me3)

Trimetylace histonu H3 na pozici K27 (H3K27me3) je epigenetickd znacka, kterd se vyskytuje
pfedev§im ve fakultativnim heterochromatinu, tedy heterochromatinu, ktery mize byt
rozvolnén do euchromatinového stavu a umoznit expresi gent, které se Casto uplatiiuji jen
v urcité fazi vyvoje organismu. Pfi zméné z euchromatinu na heterochromatin nejprve dochazi
k trimetylaci H3K27, tyto znacky mohou byt rozpoznany dal$imi proteiny nebo odstranény
histonovymi demetyldzami. Po rozpoznani dochazi naptiklad k ubiquitinaci histonu H2 na
pozici K119 (H2K199ub), coz je také represivni znacka. Cely tento d¢j je realizovan mnoha
proteiny (Polycomb Group (PcG) proteiny), které se sdruzuji do dvou komplexti Polycomb
repressive complex 1 (PRC1) a Polycomb repressive complex 2 (PRC2).

3.2.2.1. Polycomb repressive complex 2 (PRC2)

Polycomb repressive complex 2 (PRC2) byl poprvé popsan u Drosophila melanogaster, jejiz
PRC2 se sklada ze ctyt zakladnich funkéné odliSnych podjednotek Enhancer of zeste (E(z)),
Suppressor of zeste 12 (Su(z)12), Extra sex combs (Esc) a nucleosome-remodeling factor
(Nurf55). Rostlinny PRC2 také obsahuje ctyfi funkéné odlisné podjednotky, avSak tyto
rostlinné homology jsou zmnozené. U A.thaliana se vyskytuji tfi histonové metyltransferazy
Medea (MEA), Curly leaf (CLF) a Swinger (SWN), které jsou homologni k (E(z) podjednotce
a zajistuji trimetylaci H3K27(Goodrich et al., 1997). Su(z)12 podjednotka je v rostlinach
reprezentovana tfemi homology Fertilization independent seed 2 (FIS2), Embryonic flower 2
(EMF2), a Vernalization 2 (VRN2) (Gendall et al., 2001; N. Yoshida et al., 2001). Proteiny
PRC2 tak mohou tvofit tfi zdkladni typy PCR2, a to VRN2-PRC2, EMF2-PRC2 nebo FIS2-
PRC2 (viz Obr.6.). VRN2-PRC2 komplex reguluje vernalizaci, protoze pii dlouhodobém
vystaveni nizkym teplotam umlcuje gen FLC (Flowering locus C), ktery brani kveteni, podobné
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EMF2-PRC2 komplex se zapojuje do regulace vyvoje reprodukénich organt(Helliwell et al.,
2006; N. Yoshida et al., 2001). FIS2-PRC2 reguluje produkci semen a pokud dojde ke ztraté
jakékoli podjednotky FIS2-PRC2 komplexu, dochézi k aborci semen(Guitton et al., 2004).

Arabidopsis Arabidopsis Arabidopsis
EMF-PRC2 VRN-PRC2 FIS-PRC2
EMF2 i VRN2 s @MSH
FIE FIE FIE
CLF/ CLF/
SWN SWN MEA

Obr.6.T1i typy PRC2, EMF2-PRC2-regulace vyvoje reprodukénich organti, VRN2-PRC2-vernalizace, FIS-
PRC2-regulace produkce semen; pfevzato od(Shen et al., 2021).

Ptivoldvani PRC2 komplexu k DNA je zprostiedkovano piedevSim transkripénimi faktory,
které rozpozndvaji specifické motivy sekvence DNA (PRE). Transkripéni faktory Basic
pentacysteine 1 (BPC1) a Azoospermia Factor 1 (AZF1) rozeznavaji GAGA motiv a telobox
motiv a navadéji FIE k DNA(J. Xiao et al., 2017). Telobox je také rozeznavan proteiny
telomere-repeat-binding factors (TRBs), které fyzicky interaguji s CLF/SWN piivadéji
CLF/SWNa s nimi i zbytek PRC2 do pfislusné oblasti chromatinu(Y. Zhou et al., 2018).
Transkripéni faktor Superman (SUP) se vaze na YUCI1/4 regiony, interaguje s komponenty
PRC2 a zprosttedkovava tak trimetylaci H3K27me(Y. Xu et al., 2018).

Trimetylace na H3K27 miize byt odstranéna pomoci demetylaz Early flowering 6 (ELF6, také
znam jako Jumonji domain-containing protein 11 (JMJ11)), Relative of ELF6 (REF6, také
Jumonji domain-containing protein 12 (JMJ12)), Jumonji domain-containing protein 13
(JMJ13), Jumonji domain-containing protein 30 (JMJ30) a Jumonji domain-containing protein
32 (JMJ32) (Crevillén et al., 2014; Cui et al., 2016; Gan et al., 2014; Lu et al., 2011; Yan et al.,
2018). VSechny tyto proteiny obsahuji Jumonji-C (Jmj-C) doménu, kterd ma demetylazovou
aktivitu(Tsukada et al., 2006). ELF6, REL6 a JMJ13 patii do KMD4 proteinové rodiny a jsou
si i strukturné podobné, piesto maji rozdilny zpiisob privolavani k H3K27me3) (Lu et al., 2008).
REF6 osahuje ¢tyfi C2H2 zinc finger domény, diky kterym rozpoznava konzervovany motiv
CTCTCYTY (kde za Y muze byt dosazen T nebo C, avSak cytosiny v ramci motivu
CTCTCYTY musi byt pro vazbu REF6 hypometylované, metylace totiZ brani navazani REF6).
REF6 nasledné demetyluje H3K27me3 a chova se tak jako antagonista k PRC2 a zabrafuje
nekontrolovanému Sifeni metylace ¢innosti PRC(Cui et al., 2016; Lu et al., 2011). Tyto
hypometylované ¢asti DNA obsahujici CTCTCYTY motiv se tak diky REF6 ,,brani* repesivni
histonové metylaci H3K27me3. Podobny vztah je t¢Z u jiz zminéné RADM drahy a demetylazy
ROSI1, kde v8ak nedochéazi k metylaci a demetylaci histonti, ale DNA. REF6 by ale také mohl
byt rekrutovan pomoci transkripcnich faktort obsahujicich MADS domény(Yan et al., 2018).
JMJ13 naopak ptimo rozpoznava trimetylaci na H3K9me3, ktery ndsledné demetyluje(S. Zheng
etal., 2019). IMJ30 je k demetylaci H3K27me3 rekrutovan pomoci transkripcnich faktort a to
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konkrétné ARF7 a ARF19, se kterymi fyzicky interaguje a které ho navade¢ji k promotorim
(Lateral organ boundaries-domain) LBD genti(Lee et al., 2018).

3.2.2.1. Polycomb repressive complex 1 (PRC1)

Polycomb repressive complex 1 (PRC1) zajiStuje ubiquitinaci histonu H2 na pozici K119
(H2K199ub) pomoci proteinli Really interesting new gene 1A (AtRING1A), Really interesting
new gene 1B (AtRINGIB), Polycomb complex protein 1A (AtBMI1A, také znam jako
DREB2A-interacting protein 2 (DRIP2)), Polycomb complex protein 1B (AtBMIIB) a
Polycomb complex protein 1C (AtBMI1C), které dokazi monoubiquitinovat histon H2(Bratzel
et al., 2010, 2012; L. Xu & Shen, 2008). PRC1 mize byt navadén transkripcnimi faktory
Viviparous1/ABI3-like (VAL 1/2), které rozpoznavaji Sph/RY motiv (naptiklad CATGCA
motiv) a mohou fungovat jako platforma pro pfivolavani PRC1 komplexii(Sasnauskas et al.,
2018; Suzuki et al., 2007). PRC1 muze byt navadén ale i pomoci ALFIN1-like (AL) proteint
konkrétné AL7 a AL2), které PAL doménou interaguji s AtRING1A a AtBMI1 a svou PHD
doménou dokdzou rozpoznavat H3K27me3(Molitor et al., 2014; Peng et al., 2006). Protein
Like-heterochromatin protein 1 (LHP1) sice také rozpoznavda H3K27me3 a vyskytuje se
v blizkosti H3K27me3, ale neni soucasti PRCI1, Podobné byl i protein Embryonic flowerl
(EMF1) povazovan za soucast PRC1 (Calonje et al., 2008; Turck et al., 2007; X. Zhang et al.,
2007). LHP1 a EMF1 interaguji s PRCI1 proteiny RING1 a BMI1 (Bratzel et al., 2010; L. Xu
& Shen, 2008). Zaroven ale LHP1 interaguje naptiklad i s MSI1 z PRC2 a ptivolava PRC2 na
mista s jiz ustanovenou znackou H3K27me3, ¢imz vznika pozitivni smycka(Derkacheva et al.,
2013). LHP1 a EMF]1 tak stoji ,na pomezi'mezi PRC1 a PRC2 a zajimavé je, Ze oba proteiny
asi hraji roli ve formovani a stabilizaci biokondenzati, které pravdépodobné rekrutuji PRCI a
PRC2 represivni komplexy. EMF1 se totiz vyskytuje pouze v jadie a navic v podobném
prostorovém uspotadani, jako se vyskytuji biokondenzaty polycomb bodies u zivocichd.
Neuspotadana ¢ast proteinu LHP1 je klicova pro stabilitu polycomb bodies (vice v kapitole 3.4.
Lokalizace v jadie) (Berry et al., 2017; Calonje et al., 2008).

3.3. Zastoupeni histonovych variant a jejich vliv na strukturu chromatinu

Nukleozomy jsou oktamery sloZené z core histontt H2A, H2B, H3 a H4, histon H1 se poté
pfipojuje k nukleozomim v heterochromatinu, které tak ¢ini méné pfistupnymi pro fadu
proteinli podilejicich se na expresi a managementu genetické informace(Luger et al., 1997,
Zemach et al., 2013). VétSina histond existuje v nékolika histonovych variantach, coz jsou
isofomy, které se mirné li$i sekvenci, strukturou a z toho plynoucimi vlastnostmi (pfikladem je
tteba prodlouzeny C konec s SPKK motivem u histonové varianty H2A.W) (Bonisch & Hake,
2012). Diky vzdjemnym odliSnostem maji histonové varianty jiné vlastnosti, jiné interakce
s proteiny a nasledné 1 jiny vliv na nukleozomy, ve kterych se nachazi. Histonové varianty jsou
tak dalSim zptsobem, jak je moZné regulovat stav chromatinu a s nim 1 expresi gentll. Histonové
varianty navic mohou byt do nukleozomt aktivné dosazovany i z nukleozomt odstraiiovany,
coz umoziuje dynamickou odpovéd’ rostliny na okoli(Osakabe et al., 2021; Stroud et al., 2012;
Tagami et al., 2004; Zhou et al., 2023). Nejvice histonovych variant nalezneme u H2A a H3.
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Histonové varianty riznych histonli mohou interagovat spolu navzajem (naptiklad H2A.W a
HI(Bourguet et al., 2021)) ¢i byt funkéné spjaté s urcitymi histonovymi modifikacemi
(naptiklad H2A.W a H3K9me2(Yelagandula et al., 2014)).

3.3.1. Varianty histonu H2A
3.3.1.1. Histonova varianta H2A.W

Histonova varianta H2A.W se vyskytuje pfedevSim v konstitutivnim heterochromatinu ma
represivni vliv na stav chromatinu, mize se ale vyskytovat i v euchromatinu v ostrovech
heterochromatinu (Yelagandula et al., 2014). H2A.W se proto u A. thaliana vyskytuje spolu
s H3K9me?2 ptedevsim v pericentromerické oblasti, ktera je typicka pravé pro konstitutivni
heterochromatin. H2A.W 1 H3K9me?2 zde zptsobuji uml¢ovani TE, av§ak H2A.W neni zavisla
na H3K9me2(Yelagandula et al., 2014). Oproti histonové varianté H2A.Z, ktera mize byt
represivni i aktivaéni, ma H2A.W represivni vliv na chromatin a zpisobuje long-range
interakce vlaken DNA a kondenzaci chromatinu(Sura et al., 2017; Yelagandula et al., 2014).
Vci ostatnim H2A variantam se H2A.W vyznacuje piedevsim prodlouzenym C koncem (C-
terminal tail), ktery obsahuje specificky SPKK motiv, diky kterému mtze H2A.W interagovat
s linker DNA (DNA, ktera neni navinuta na nukleozomech a nachazi se mezi nimi) i s histonem
H3, nachéazejicim se ve stejném nukleozomu(Bonisch & Hake, 2012; Osakabe et al., 2018,
2024; Yelagandula et al., 2014). Ostatni H2A varianty nemaji SKPP motiv a nemaji takové
represivni U€inky jako H2A.W(Bourguet et al., 2021). VSechny H2A varianty obsahuji L1 loop
doménu (pro stabilizaci nukleozomu skrz interakci s druhou H2A podjednotkou nukleozomu)
a docking doménu (docking domain — stabilizace skrz interakci s H3-H4 tetramerem), které
také prispivaji k odlisSnym vlastnostem histonovych variant. U H2A.W L1 domény zptisobuji
vetsi tepelnou stabilitu nukleozomu obsahujiciho H2A.W, zatimco nukleozomy obsahujici
H2A.Z jsou citlivé na teplotu a pii zvySené teploté¢ dochazi k odstranéni H2A.Z z téchto
labilnich nukleozomi, které se nachdzeji v chromatinu genli odpovédi na zvySenou
teplotu(Bonisch & Hake, 2012; Cortijo et al., 2017; Osakabe et al., 2018).

Prestoze ma H2A.W represivni ucinky na stav chromatinu a vyskytuje se ve stejnych
nukleozomech spolu s histonem HI1, jejich vztah by se dal popsat jako antagonisticky,
predevsim z hlediska vazby na linker DNA(Bourguet et al., 2021). Linker histon H1 obsahuje
motiv velmi podobny SPKK (SPKK-like) motivu H2A.W a je tak schopny interagovat s linker
DNA, ¢imz zplisobuje silnou kondenzaci chromatinu, zatimco kondenzace diky H2A.W neni
tak silna(Bourguet et al., 2021; Zemach et al., 2013). H2A.W a H1 svymi SPKK a SPKK-like
motivy kompetuji o linker DNA, ve vysledku ¢ast interakci ziska H1 1 H2A.W a jejich pomér
je vyvazeny. Pokud ale H2A.W chybi, vesker¢ interakce ziskava H1 a zptlisobuje velmi silnou
kompakei chromatinu, kterd zabraiiuje pfistup proteinti k DNA (naptiklad i chromometylazdm
CMT2 a CMT3, metyltransferaze MET1 a proteint RADM drahy, které jsou potieba pro
udrzovani metylace DNA) (Bourguet et al., 2021; Zemach et al., 2013). Pokud naopak chybi
H1 histon, H2A.W je schopny ,,sdm“ udrzet dostatecnou kompakci heterochromatinu,
k heterochromatinem zplsobené represi genli navic pfispivaji i CMT3,CMT2a METI1
udrzovanim metylace DNA. Kompetice o DNA tak vyvazuje pomér mezi H2A.-W a Hl atim 1
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miru kondenzace heterochromatinu, pfitomnost H2A.W umoziiuje ,,nucleosome breathing*
(oscilace v interakci mezi DNA a histonovym core, které docasné castecné zptistupniuji DNA
vstupujici a vystupujici z nukleozomu), tedy ¢asteénou pristupnost heterochromatinu pro mimo
jiné¢ i CMT3,CMT2 a MET1 pro udrzovani metylace DNA (viz Obr.7.) (Bourguet et al., 2021).
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Obr.7. Piitomnost H1 a H2A.W v nukleozomech a jejich vliv na stav chromatinu, WT - pfitomnost H1 i H2A.W,
heterochromatin je ¢asteéné pristupny pro proteiny udrzujici metylaci DNA, h1-H1 -chybi histon H1, H2A.W
udrzuje dostate¢nou kompakci chromatinu, heterochromatin je vice pfistupny pro proteiny udrzujici metylaci
DNA, h2a.w-2 - chybi histonova varianta H2A.W, histon H1 zptsobuje silnou kompakci chromatinu a téméf
blokuje ptistup proteint udrzujicich metylaci DNA, h1 h2a.w-2 - chybi H1 i H2A. W, nukleozomy obsahuji pouze

RdDM
(DRM2) |_

histon H2A a histonovou variantu H2A.X, z nichz ani jedna neni represivni a nezptisobuje kondenzaci chromatinu,
chromatin je pfistupny pro proteiny udrzujici metylaci; ptevzato od(Bourguet et al., 2021)

Histonova varianta H2A.W mize byt do nukleozomii umistovdna pomoci chromatin
remodelujiciho faktoru Decrease in DNA methylation 1(DDM1), ktery vaze H2A.W pies N-
terminal tail na H2A.W, DDMI1 tak skrze H2A.W zptsobuje kompakeci heterochromatinu a
umlc¢ovani TE. DDM1 muzZe interagovat i histonovou variantou H2A.Z, odstranovat ji
z nukleozom (pfedevsim v pericentromerické oblasti) a nahrazovat ji H2ZA.W (Osakabe et al.,
2021, 2024; Zhou et al., 2023). DDMI je také schopny zptistupfiovat heterochromatin pomoci
posunuti DNA kolem nukleozomu (nucleosome sliding), ¢imz se odkryje ¢ast DNA, ktera byla
puvodné obtocena kolem nukleozomového core (Osakabe et al., 2024). DDM1 také vyvazuje
silny kondenza¢ni efekt histonu H1, protoze zpftistupiiuje heterochromatin obsahujici H1
(mimo jiné inkorporaci H2A.W, jak bylo zminéno vyse), a tim umozZiuje udrZzovani metylace
DNA naptiklad diky CMT3 a RdDM draze, které¢ zde umlcuji predevsim TE. Bez aktivity
DDMI tyto proteiny nemohu udrzovat metylaci a dochdzi ke ztrat€ metylace DNA (odtud
jméno Decrease in DNA methylation 1), coz se projevuje naslednou aktivaci a transpozici
TE(Zemach et al., 2013).
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3.3.1.2. Histonova varianta H2A.Z

Histonova varianta H2A.Z je strukturné podobna H2A a histonové variant¢ H2A.X, jelikoz
neobsahuje SPKK motiv ani nemé prodlouzeny C konec (C-terminal tail) (Bourguet et al.,
2021). Stejn¢ jako H2A se vyskytuje v euchromatinu a téméf vibec v konstitutivnim
heterochromatinu(Yelagandula et al., 2014). Je umistovana SWR1 komplexem (konkrétné
proteinem Photoperiodic independent early flowering 1 (PIE1)), ktery brani hypermetylaci a
umlcovani genti(Carter et al., 2018). Na H2A.Z je zavislé pfivolavani demetyldzy ROSI1 a
obecné se nevyskytuje spolecné s metylaci DNA(Nie et al., 2019; Zilberman et al., 2008).
Zaroven se ale vyskytuje i1 ve fakultativnim heterochromatinu s PRC2 a pokud dojde k mutaci
v PIE (ktery ma hlavni roli v umistovani H2A.Z varianty v SWR1 komplexu), dojde ke snizeni
jak mnozstvi H2A.Z variant v nukleozomech tak i znacky H3K27me3. Trimetylace H3K27
histonovou metyltransferazu CLF (PRC2) je tedy zavisla na ptitomnosti H2A.Z (Carter et al.,
2018; Sarcinella et al., 2007). H2A.Z také muze byt ubiquitinovan diky PRC1(Gomez-
Zambrano et al., 2019). H2A.Z se vyskytuje pfedev$im na TSS (transcription start sites )
exprimovanych genli, na 5’konci exprimovanych gent, a také v ,gene bodies®,
transkribovanych usecich gend, které jsou aktivovany pii odpovedi na podnéty zvenci (response
genes) (Coleman-Derr & Zilberman, 2012; Yelagandula et al., 2014; Zilberman et al., 2008).
Na takovychto ,,gene bodies” se nevyskytuje CG metylace DNA, zifejm¢ diky aktivit¢ ROSI
(vice v podkapitole 3.1.1. MBD proteiny) (Zilberman et al., 2008).

Represivni ¢i aktivacni efekt zalezi na umisténi H2A.Z, pokud je o H2A.Z obohacen TSS/
5’konec genu ¢i +1 nukleozom genu (prvni nukleozom transkribované oblasti genu), H2A.Z
podporuje transkripci(Sura et al., 2017; Yelagandula et al., 2014; Zilberman et al., 2008). Pokud
se H2A.Z vyskytuje v ,,gene body* genu, reprimuje transkripci, pfi odstranéni H2A.Z z gene
body (na zakladé néjakého podnétu) se ale geny exprimuji (Coleman-Derr & Zilberman, 2012;
Sura et al., 2017). Tato moZnost zaktivovat gen na zikladé¢ podnétu zvenci se uplatiiuje
pfedevSim u gent odpovédi na stres, napiiklad v reakci na sucho nebo na zvysenou
teplotu(Coleman-Derr & Zilberman, 2012; Cortijo et al., 2017; Sura et al., 2017). Nukleozomy
obsahujici H2A.Z jsou méné stabilni ve vys$sich teplotach pravé kvili pfitomnosti H2A.Z, jejiz
2018). Transkripcni faktor Heat shock factor 1 (HSFA1) hraje roli v reakci na zménu teploty,
protoze je schopen aktivovat expresi dal§ich TF Gcastnicich se odpovédi na zménu teploty, které
nasledn¢ aktivuji response geny (Cortijo et al., 2017; Schramm et al., 2008; T. Yoshida et al.,
2011). HSFAL1 se také podili na odstraiovani H2A.Z z nukleozomt v reakci na zvySenou
teplotu, ¢imz dochazi k aktivaci response geni uml¢ovanych pomoci H2A.Z(Cortijo et al.,
2017). Pii nizké teploté tedy H2A.Z udrzuje response geny umlcené, jelikoz neni tfeba jejich
exprese, pii zméné teploty jsou ale H2A.Z odstranény a response geny jsou aktivovany, takze
rostlina reaguje na okolni prostfedi. Diky antagonistickému vztahu HSFA1 a H2A.Z je proto
mozna velmi rychld reakce na okoli, prvni aktivace geni pii vystaveni zméné teplot (z 17°C na
27°C ) se projevila uz po 15 minutach, tyto zmény ale nejsou trvalé a H2A.Z mlze byt pii
poklesu teploty opét umistén do nukleozomu(Cortijo et al., 2017).

22



3.3.2. Varianty odvozené od histonu H3
3.3.2.1. Histonova varianta H3.1

Histonova varianta H3.1 ma represivni vliv na chromatin a vyskytuje se proto v konstitutivnim
i fakultativnim heterochromatinu, ¢imz udrzuje umlceni gent. Spolu s ni se vyskytuji i
histonové represivni modifikace H3K9me2 a H3K27me3 a metylace DNA(Stroud et al., 2012;
Tagami et al.,, 2004). Epigeneticka znacka H3K9me2 je udrzovana pomoci histonovych
metyltransferaz SUVH4, SUVHS a SUVHG6, zatimco H3K27me3 je ustanovovana pomoci
PRC2(Ebbs & Bender, 2006; Jackson et al., 2002, 2004; Malagnac et al., 2002).

H3.1 varianta je nékdy nazyvana kanonickym histonem H3, protoze je umistovana do
nukelozomi chaperonem Chromatin assembly factor-1(CAF1) uz béhem S-faze bunécéného
cyklu a je tak obsazena v nov¢ sestavenych nukleozomech, oproti tomu histonova varianta H3.3
je do nukleozomii v euchromatinu pfidavana (nahradou za H3.1) pozdéji v souvislosti s
transkripci(Stroud et al., 2012; Tagami et al., 2004). Histonové varianty H3.3 a H3.1 si jsou
sekvenéné velmi podobné a lisi se jen ve Ctyfech aminokyselinach, které jsou obsazeny na
pozicich 31,41 na N konci a v Histone folding domain (HFD) na pozicich 87 a 90(Shi et al.,
2011).

Na H3.1 se mlze nachéazet represivni histonova modifikace H3K27mel, kterd je vytvaiena
monometyltransferazami Arabidopsis trithorax-related protein 5 (ATXRS5) a Arabidopsis
trithorax-related protein 6 (ATXR6) (Jacob et al., 2009, 2014; L. Johnson et al., 2004). Tyto
monometyltransferdzy jsou pfivolavany k replikacni vidli¢ce béhem S-faze bunécného cyklu a
monometyluji za ni nové inkorporovanou histonovou variantu H3.1. Represivni znacka
H3K27mel je tak znovu ustavena na hodnoty pted replikaci prakticky ihned po vytvotreni
novych nukleozoml a neztraci se tak kvili replikaci(Jacob et al., 2009, 2014). ATXRS a
ATXR6 specificky rozeznéavaji alanin na pozici 31 histonové varianty H3.1 a monometyluji
H3.1, histonové varianta H3.3 ale na pozici 31 obsahuje threonin a proto ji ATXRS5 a ATXR6
nemetyluji a na H3.3 se represivni znatka H3K27mel nenachazi(Jacob et al., 2014). Diky
tomuto malému rozdilu ve struktufe histonovych variant H3.1 a H3.3 je tak H3K27mel
umistovana pouze na H3.1 a blokovana na H3.3, tvoii se tak hranice mezi represivnim
prostfedim H3.1 a aktivaénim prostiedim H3.3(Ahmad & Henikoff, 2002; Jacob et al., 2014;
Stroud et al., 2012).

3.3.2.2. Histonova varianta H3.3

Histonova varianta H3.3 mé aktivacni vliv a nachdzi se proto v transkripéné aktivnich
regionech a nese aktiva¢ni modifikace H3K4me1-3 a H3K36me2-3(Stroud et al., 2012; F. Zhao
et al., 2021). Zaroven se také nachazi spolu s CG metylaci na 3 "konci genti (také transcription
end sites (TES)), zatimco s CHG a CHH metylaci nekoreluje(Stroud et al., 2012). Piestoze se
H3.3 obvykle vyskytuje na 3" koncich gent, dokaze s dal§imi proteiny podporovat takzvany
,»-gen looping®, pfi kterém se pfibliZi 5 konec a 3 ’konec genu a H3.3 tak miZe interagovat s TSS
na 5" konci genu a zpiisobovat umistovani aktiva¢nich histonovych znacek, ¢imz podporuje
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expresi genu(F. Zhao et al., 2021). Varianta H3.3 je do nukleozomti umistovana chaperonem
Histone regulatory homolog A (HIRA), ktery je schopny H3.3 variantu inkorporovat mimo S-
fazi nezavisle na syntéze DNA(Tagami et al., 2004).

Nukleozomy, které obsahuji H3.3 a H2A.Z varianty jsou velmi nestabilni a pfitomnost H3.3 i
H2A.Z je naptiklad nutna pro expresi Flowering locus C genu (FLC) (Jin & Felsenfeld, 2007;
F. Zhao et al., 2021). Pokud nukleosomy s H3.3 a H2A.Z ztrati H3.3 ¢i H2A.Z, nukleozom se
tak stane stabiln¢jSim, zaroven dochdzi ke sniZzeni exprese FLC. Stabilita nukleozomt
obsahujicich H3.3 a H2.A by tak mohla ovliviiovat expresi FLC, méné stabilni nukleozomy by
mohly umoziovat expresi FLC, zatimco stabilni nukleozomy by expresi FLC tlumily(F. Zhao
etal., 2021)

3.4. Lokalizace v jadie

Kompartmentace buniky je velmi dilezita, jelikoz vytvaii riznd oddé€lend prostiedi, ve kterych
probihaji rizné biochemické procesy. Kromé organel, které jsou od okoli oddéleny
membranami, mohou vznikat i takzvané biokondenzaty, které takovéto membrany nemaji a
rozhrani mezi okolim a vnittkem biokondenzatd tvofi proteiny asociujici
s biokondenzaty(Banani et al., 2017; Hyman et al., 2014). Biokondenzaty vznikaji diky procesu
Liquid-liquid phase separation (LLPS), béhem néhoz dochédzi k samovolné kondenzaci
proteini a RNA (popt. i DNA) do ,.kapicek* (,,droplets®),které obsahuji tyto proteiny a RNA
ve zvySené koncentraci oproti okoli(Alberti et al., 2019; Banani et al., 2017). Biokondenzaty
mohou byt pomérné stabilni, ¢asto jsou ale i dynamické a fuzuji, vznikaji ¢i zanikaji na zakladé
riznych podnéti, takovyto podnét mize byt napiiklad bioticky ¢i abioticky stres(Chen et al.,
2022; Semashko et al., 2012; Shin et al., 2018; L. Wang et al., 2020; Zhu et al., 2021). Pfikladem
jsou biokondenzaty zavislé na fotoreceptoru phytochrome B (phyB), ktery dokaze podporovat
vznik biokondenzath a rekrutaci TF spolu s dalSimi proteiny pii vystaveni svétlu. Pokud ale
dojde ke zvySeni teploty, phyB ptfechazi do neaktivni formy a na ném zavislé biokondenzaty
zanikaji. Tyto biokondenzaty jsou tedy senzory svétla i teploty a jsou velmi dynamické(Chen
et al., 2022; Legris et al., 2016).

Metylace DNA mtze byt s LLPS spojena nékolika moznymi zpiisoby. Proteiny zapojujici se
do LLPS mohou rozeznavat metylaci DNA, jako napiiklad MBD5 a MBD6. MBDS5 a MBD6
se vazou na metylovanou DNA v CG kontextu a spolu s proteiny Alpha-crystallin domain
protein 15.5 (ACDI15.5) a Alpha-crystallin domain protein 21.4 (ACD21.4) tvoti komplex,
ktery je schopen podporovat vznik biokondenzati a také ptrivolavat dalsi proteiny, ¢imz reguluji
expresi 45S rRNA genti(Ren et al., 2024; Scebba et al., 2003; Zemach & Grafi, 2003).

Proteiny zapojujici se do LLPS také mohou rozeznavat histonové modifikace, naptiklad
H3K9me2, ktera je udrZovana pomoci histonovych metyltransferaz SUHV4, SUVHS a SUVH6
v pozitivni zpétnovazebné smycce s CHG a CHH metylaci. Agenet domain containing protein
1 (ADCP1) je specificky ,,reader” histonové modifikace H3K9me2 a zaroven je schopen
podporovat LLPS a vznik bikondenzati, které by mohly pfivolavat SUVH4 a CMT3 a tak
udrzovat metylaci H3K9 a DNA metylaci(S. Zhao et al., 2019). Timto je udrZovan
heterochromatin, coZ zajistuje stalé umlceni v ném obsazenych TE, pokud dojde k naruSeni

24



ADCPI1 (mutant adcpl), dochazi ke snizeni metylace H3K9me2 a metylace DNA v CHG a
CHH kontextu, coz vede k aktivaci TE(S. Zhao et al., 2019). Dal$im proteinem, ktery se
zapojuje do LLPS a rozeznava histonovou modifikaci H3K27me3 je LHP1(Berry et al., 2017;
Turck et al., 2007). LHP1 interaguje s proteiny PRC2 i PRCI a je dulezity pro stabilitu
polycomb bodies(Berry et al., 2017; Derkacheva et al., 2013; L. Xu & Shen, 2008).

Navic i samotna kondenzace chromatinu, které je dtilezita pro vznik biokondenzatd, je pozitivné
ovlivnéna metylaci DNA, jelikoz DNA s metylovanymi cytosiny kondenzuje sndze nez DNA
s nemetylovanymi cytosiny(Kang et al., 2018).
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Obr.8. Cajal body (znaceno fialoveé) vytvaii prostiedi pro zpracovani RNA transkriptu Pol IV v RdDM draze;
pfevzato od(Q. Li et al., 2024).

Biokondenzaty také mohou vytvatet prostfedi pro zpracovavani a ukladani RNA, a to tfeba i
siRNA, které jsou obsaZeny jak v kanonické RdADM draze i ¢i siRNA nekanonickych RdADM
drah. Cajal bodies (CB), které obvykle zpracovavaji jaderné sSRNA, mohou zajist'ovat prostiedi
pro vznik 24-nt siRNA kanonické RADM drahy, obsahuji totiz RDR2, DCL3, AGO4,
podjednotku Pol V NRPEI a Pol IV RNA transkripty, které jsou v CB zpracovavany na 24-nt
dlouhé siRNA. Tyto siRNA jsou nésledné pomoci AGO4 piivadény k DNA, kde dochazi
k metylaci DNA, mohou byt ale také transportovany do cytoplasmy a az poté byt sparovany
s AGO4 (viz Obr.8.) (C. F. Li et al., 2006). V biokondenzatech mohou byt zpracovavany i Pol
II transkripty novych transkripéné aktivnich TE, ze kterych jsou nasledné vytvoteny siRNA pro
Pol II-RDR6 dependentni nekanonickou drahu(Kim et al., 2021)
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4. 7.avér

Béhem metylace DNA dochazi k umistovani metylovych skupin na DNA, které mohou byt
rozeznavany ruznymi proteiny. Tyto proteiny mohou mit piimy efekt na stav chromatinu,
naptiklad SUVH4, SUVHS5 a SUVH6se vazi na metylovanou DNA a zaroven maji histon
metyltransferazovou aktivitu, udrzujici represivni epigenetickou znacku H3K9me2, a tim
pfispivaji  k tvorbé heterochromatinu. H3K9me2 mize byt zarovenl rozeznadna
chromometyldzami CMT2 a CMT3, které¢ udrzuji CHG a CHH metylaci, ¢imz se vytvari
pozitivni zpétnovazebnd smycka mezi metylaci DNA a represivni histonovou modifikaci
vedouci ke kondenzaci chromatinu. Proteiny rozeznavajici metylaci mohou interagovat i
s jinymi proteiny ¢i komplexy proteind a tim ovliviiovat stav chromatinu, napiiklad AtMBD6
interaguje s chaperonem DDMI, ktery je schopen rozvolniovat chromatin. DDMI1 totiz
interaguje s histonovou variantou H2A.W, kter4 je sice represivni, ale diky interakci s DDM1
se chromatin obsahujici H2A. W stava piistupnéj$i mimo jiné i pro cytosinové metyltransferazy,
které tak udrzuji metylaci DNA na TE obsazenych v tomto heterochromatinu. Histonové
modifikace také mohou ovliviiovat stav chromatinu i metylaci DNA, tfeba histonova
modifikace H3K27me3 fakultativniho heterochromatinu je provazana s histonovou variantou
H2A.Z, kterda mize byt represivni i aktivaéni a obvykle se nevyskytuje spolu s metylaci DNA.
H3K27me3 je rozeznavana pomoci PRCI, ktery ubiquitinuje histon H2A, PRC1 je ale schopen
ubiquitinovat 1 histonovou variantu H2A.Z. Ta je umistovdna do nukleozomii diky IDM
komplexu, jez je navadén k nukleozomiim s metylovanou DNA proteinem MBD7. H2A.Z také
rekrutuje demetyldzu ROSI1, ktera aktivné demetyluje DNA u téchto nukleozoml a brani
nadbytecné metylaci DNA. Histonova varianta H3.3 podobné jako H2A.Z umoziiuje rozvolnéni
chromatinu a piistup regulacnich proteini k DNA, zatimco histonova H3.1 je striktné
represivni. Metylace DNA také mize piimo ¢i nepfimo (napf. ptes histonové modifikace)
zpisobovat vznik biokondenzati, které sdruzuji a organizuji rizné ¢asti chromatinu s dalSimi
vykonnymi proteiny a ptidavaji tak dalsi aroven regulace exprese gentl. Pfestoze je mozné mezi
metylaci DNA, histonovymi modifikacemi, histonovymi variantami a stavem chromatinu najit
ruzné regulacni vztahy a zavislosti, tyto vztahy jsou Casto seskladany z mnoha molekularnich
drah a procest, u kterych napiiklad neni zcela jasny molekuldrni mechanismus, zapojeni a
funkce proteinti, proto tyto vztahy pfedstavuji bohaty cil dalsiho vyzkumu.
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