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Abstrakt a klicova slova

Dlouhé nekodujici RNA (INncRNA) jsou transkripty o délce vétsi nez 200 nukleotid
s nizkym kodujicim potencidlem. Jedna se o skupinu regulacnich ribonukleovych kyselin
(RNA) zatim v raném stadiu poznani, nicméné s potencialn¢ Sirokou roli napfi¢ organismy a
biologickymi procesy. U Zivoc¢icht bylo popsano nékolik regulaéné vyznamnych IncRNA a
jejich role roste mimo jiné i v souvislost s mnohymi nadorovymi onemocnénimi. Pfestoze
mnohé dlouhé nekodujici transkripty byly odhaleny, jejich konkrétni mechanizmy pisobeni
zustavaji neznamé. U rostlin se vyzkum soustfedi prevdzné na ekonomicky a zemédélsky
vyznamné organismy jako je ryze, kukufice nebo so6ja. Jednd se ale zatim jen o omezené
mnozstvi experimentdlné oveéfenych transkripti. Nicméné se zdokonalovanim sekvenacnich a
bioinformatickych metod zac¢ina byt vyznamnost role INCRNA v mnohych biologickych
procesech (napf. rozmnozovani ¢i rostlinné rezistenci k patogeniim) naprosto zjevna. Tato
bakalaiska prace shrnuje dosavadni znalosti o dlouhych nekodujicich ribonukleovych
kyselinach (IncRNA) s dirazem na jejich roli v rostlinach a taktéz se detailnéji zabyva

soucasnymi problémy a nastifiuje budouci potencial vyzkumu INCRNA.

Kli¢ova slova: nekodujici RNA, IncRNA, krytosemenné rostliny, vyvoj kvétu, regulace genové

exprese, epigenetika






Abstract and key words

Long non-coding RNAs (IncRNA) represent group of transcripts with length greater than 200
nucleotides with low coding potential. It is a group of regulatory ribonucleic acid (RNA) still
not fully understood but with significant potential in many biological processes across different
species. For animals, many important IncRNA regulators and their roles in range of events
including their involvement in carcinogenic diseases have been reported. Yet concrete
mechanisms of functions are often yet to be discovered. Considering plants, economically
important species such as rice, maize or soybean are of particular interest. There is still only a
few fully annotated transcripts. However, with the constant improvement of sequencing and
bioinformatic methods, the importance of IncRNA (for example in pathogen resistance or plant
reproduction becomes clear. This bachelor thesis reviews up to date knowledge about InNCRNA
and its roles in plants. It also describes the difficulties of IncCRNA research and discusses their

future potential.

Key words: INcRNA, non-coding RNA, angiosperms, floral development, regulation of gene
expresion, epigenetics



Seznam pouzitych zkratek

RNA ribonukleova kyselina

NncRNA nekodujici RNA (angl. non-coding RNA)

InNcRNA dlouha nekodujici RNA (angl. long non-coding RNA)

nt nukleotidy

ORF otevieny Cteci ramec (angl. open reading frame)

miRNA mikroRNA

SIRNA malé interferujici RNA (angl. small interfering RNA)

MRNA mediatorova RNA

PollVvV DNA-dependentni RNA polymeraza [V

PolV DNA-dependentni RNA polymeraza V

iIINcRNA  intronové dlouhé nekodujici RNA (angl. intronic long non-coding RNA)
l[incRNA  mezigenové dlouhé nekodujici RNA (angl. long intergenic non-coding RNA)

RepA sekvence A repetic (angl. repeat A sequence)

PRC2 polycomb repressive complex 2

H3K27 histon 3, lysin 27

FLC flowering locus C

DNMT1 DNA methyl transferaza 1

RNAPII DNA-dependentni RNA polymeraza I1

NAT transkript z opa¢ného vlakna (angl. natural antisense transcript)

ARE AU-bohaté elementy (angl. AU-rich elements)

3'UTR 3'nepiekladana oblast (angl. 3 untransiated region)

INOS inducibilni syntaza oxidu dusnatého (angl. inducible nitric oxide synthase)
AS protismysIny (angl. antisense)

IPS1 indukovany nedostatkem fosfatu (angl. induced by phosphate starvation 1)

ceRNA kompetitivni endogenni RNA (angl. competitive endogenous RNA)

MRE elementy odpovidajici na mikroRNA (angl. microRNA response elements)

dsRNA dvouvlaknova RNA (angl. double strand RNA)

LDMAR  RNA asociovana se sam¢i plodnosti za dlouhého dne (angl. long-day -specific
male-fertility-associated RNA)

PSMS sam¢i sterilita citliva na fotoperiodu (angl. photoperiod-sensitive male sterility)

BcMF11  Brassica campestris Male Fertility 11

WT divoka rostlina (angl. wild type)






TE transponovatelné elementy

RBP Proteiny vazajici ribozomy (angl. ribosome-binding proteins)
NSR nuclear speckle RNA-binding proteins

CDS kodujici sekvence DNA

AP2 APETALA 2

ELENA1  dlouha nekédujici RNA indukovana EIf18
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1. Uvod

Ribonukleova kyselina (RNA) je molekula, o které s jistotou miizeme tvrdit hlavné to, ze
o ni zatim nevime zdaleka vSe. Byla objevena na zacatku minulého stoleti P. A. Levenem a
nasledné experimenty vedly az k definovani centralniho dogmatu molekularni biologie
popsanému v roce 1957 Francisem Crickem, stavici RNA do pozice adaptoru mezi DNA a
proteiny (Crick 1958). Dnes se, mimo funkce mRNA jako mediatoru v centralnim dogmatu,
veédecké badani potyka s otazkou komplexity genomu a zejména regulacnich funkci dalSich
typd RNA nekodujicich proteiny.

V roce 1971 postuloval C. A. Thomas takzvany C-value paradox (Thomas 1971), ktery
nemiiZze byt vysvétlen pouze centralnim dogmatem. Vysledky experimentl totiZ naznacuji, ze
komplexita organismu sice koreluje s mnozstvim DNA u bezobratlych, u obratlovcti oviem
takovy trend nabyval spise opacné tendence (Mirsky and Ris April 1951). Dal§imu paradoxu
dala vzniknout prace Friedricha Vogela, ktery se jako prvni pokusil v roce 1964 odhadnout
pocet genll v lidském genomu na zakladé poctu aminokyselin v a a 3 fetézci hemoglobinu. On
sam byl zaskocen poctem pfiblizné 6,7 milionu gentt (Vogel 1964). V pribéhu poslednich
padesati let se na zaklad€ novych objevl a pozdé&ji hlavné diky néstupu sekvenacnich metod
pocet lidskych genu zpiesnoval, tedy klesal (obr 1.). Chybou Vogelova experimentu byla praveé
presumpce kodujiciho potencialu celé DNA. Dnes se predpoklada, Ze ptes 60 procent genomu
je sloZzeno z nekodujicich sekvenci, v Sedesatych letech s popularnim oznacenim ,,junk DNA*,
do ¢estiny volné prelozeno jako ,,zbytecna DNA®. Teorii funkce junk DNA bylo mnoho. Nékteti
zastavali nazor, Ze se jedna jen o zbyly evoluéni odpad s ptipadnou strukturni funkci naptiklad
pro tvorbu oblasti centromer (Ohno 1972). V sedmdesatych letech bylo objeveno, Ze je
transkribovana vyrazné vetsi ¢ast genomu (cca 65%), nez je nutné pro tvorbu bilkovin. Zacaly
se objevovat nazory, ze regula¢ni funkce nekddujicich RNA (ncRNA) by vedle alternativniho
sestiihu mohla byt pravé nositelem vyhody vyssich eukaryot (Mattick 2001). Jednalo by se tak
o dalsi krok k vysvétleni Thomasova paradoxu. Nekodujici sekvence totiz zabiraji vétSinovou
¢ast transkriptomu (Okazaki et al. 2002). V poslednich letech proto doslo k podstatnému
narastu z4jmu o nekddujici slozky genomu a odchyleni od ndzoru zastavajiciho existenci jen

né¢kolika ojedin€lych adaptorovych molekul jako RNA XIST nebo ribozomalni RNA (Bussotti



et al. 2013). Se zlepSovanim metod dochazi i k postupnému experimentalnimu zjistovani
konkrétnich funkei nCRNA.

Jednou zrecentné¢ vyclenénych skupin jsou dlouhé nekodujici RNA (IncRNA),
definované jako transkripty s nizkym koédujicim potencidlem a délkou vétsi nez 200 nukleotidi
(nt). Navzdory nedostatku experimentaln¢ ovéienych dat je pravdépodobné, ze zastavaji mnohé
krucialni funkce u celé fady organismii. U ¢lovéka jsou pravé mutace ve funkcich nebo regulaci
IncRNA povazovany za jedny zpotencialné¢ hlavnich pfi¢in onemocnéni, naptiklad
nadorovych (v piehledovém ¢lanku: Wapinski and Chang 2011). U rostlin je cela problematika
mén¢ probadana, zjistilo se ale, ze IncRNA se mohou podilet na mnoha procesech od stresovych
odpoveédi, pres reprodukci az po syntézu dulezitych latek. V této praci bych chtéla vysledky

dosavadniho vyzkumu IncRNA u rostlin shrnout a nastinit jeho problematiku a potencial.
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Obr. 1 vyvoj vyzkumu odhadu poctu genii u clovéka zacinajici Vogelovym vypoctem v roce 1964. Upraveno podle: Pertea and
Salzberg 2010



2. Co jsou IncRNA

LncRNA predstavuji skupinu RNA fadici se do $irsi kategorie nekodujich transkripti,
tzn. téch s nizkym kodujicim potencidlem obsahujici pouze kratké, nebo zadné oteviené Cteci
ramce — ORF (angl. open reading frame). Jednou z moznosti rozdéleni— nekoddujicich
transkriptt je d€leni na zakladé jejich délky, jak ostatné odrazi i jejich nazev. Dlouhé nekodujici
RNA jsou v tomto rozdéleni definovany jako transkripty delsi nez 200 nukleotida (nt). Skute¢na

vypovédni hodnota této charakteristiky
- je ale fadni, jedna se totiz Cisté o uméle
vytvofenou definici platnou do té doby,

@ nez bude nahrazena novou variantou

postavenou na experimentalnich

@ @ ‘ | visledcich (Mattick and Rinn 2015).

_ _ 0 Nebo je pravdépodobné, Ze pojem
D D

IncRNA piestane existovat za vzniku

@ mensich, Iépe definovatelnych skupin.

Vyclenéni vSech IncRNA jednotnou

Obr. 2 Zpusob déleni nekodujicith RNA na zakladé jejich délky, kratké definici je '[Oﬁi, Jak si troufdm usuzovat,
RNA do 200 nukleotidii, dlouhé nad 200 nukleotidii. Skupina, o které

C e L . ,
pojednadva tato prdce je na obrdzku zobrazena jako other ncRNA. PIO variabilitu vlastnosti (at uz se _]edna

Upraveno podle: Fenoglio et al. 2013 i . . ..
o misto vzniku, mechanismus ucinku,

nebo funkci) jednotlivych IncRNA téméf nemozné a S pfibyvajicim mnozstvim
experimentalnich dat casem nepotfebné. Momentalni délkové vymezeni vzniklo kvili
vyc€lenéni riiznych 1épe definovanych skupin kratSich transkriptl, jako jsou naptiklad miRNA
a siRNA. Celkové rozdé€leni typi RNA je uvedeno na obrazku 2. Druhou mozZnosti déleni
transkripti bez kodujiciho potencidlu je konzervativngj$i zpiisob na zakladé miry exprese.
Rozd¢luji se pak na diive probadané regulacni RNA s vice mén¢ konstantni mérou exprese a
regulaéni transkripty s mé€rou exprese proménlivou. Prvni skupina zastava v organismu
udrzovaci funkce (patii sem napt. rRNA nebo tRNA) a zahrnuje RNA esencialni pro zivot.
Naopak proménlivost exprese druhé skupiny casto souvisi se specifickymi podminkami
LncRNA v tomto rozdéleni spadaji do kategorie regulacni.

Jak jsem wuvedla vySe, popis obecnych vlastnosti IncRNA je komplikovany.
Z dosavadnich vyzkumt lze ale vyvodit nékteré obecné platné fenomény, které uvadim
V nasledujicim odstavci. Nakolik jsou tyto vlastnosti platné pro veskeré IncRNA, je

diskutabilni. Jejich souhrn je ale uzite¢ny k pochopeni Siroké diverzity mechanismi a funkci
3



INcCRNA v kontextu srovnani s mRNA. Trankripce IncRNA je zprostiedkovana DNA-
dependentni RNA polymerazou I, II a IIl, u rostlin navic i specifickymi DNA-dependentnimi
RNA polymerazami IV a V (PollV, PolV)?. Bylo zjiiténo, Ze transkripty vzniklé aktivitou pollV
postradaji polyA konec, neobsahuji introny a na 5 konci obsahuji monofosfat (Li et al. 2015).
Tim se odliSuji od od transkriptii polll, které jsou vétSinou polyadenylované s trifosfatovou
¢epickou na 5’konci stejné jako mRNA. Posttransripéni Gpravy se tudiz mezi jednotlivymi
IncRNA muzou liSit. LncRNA maji ve srovnadni s mRNA nizsi obecny stav exprese, jedna se
ale o tranksripty s vyrazné vyssi tkanovou specifitou a se vétsim rozdilem v expresi za
specifickych podminek (Di et al. 2014; Hirsch et al. 2006; H. Wang et al. 2014). Tento fenomén
naznacuje jejich potencialni funkci v regulaci odpovédi na vnéjsi stimuly. Ze strukturni analyzy
je prokazano, ze IncRNA jsou vétSinou krat$i nez mRNA, obsahuji ménég, vétSinou delSich,
exont (Khemka et al. 2016; Yuan et al. 2016; Zou et al. 2016) a mivaji malo homologi mezi
ptibuznymi druhy (Pang et al. 2006). LncRNA jsou navic pravdépodobné piisnéji inhibovany
methylaci, coz dokazuje preciznost jejich regulace (M. Wang et al. 2015). Dale obsahuji hodné
transponovanych elementt, které by potencidlné mohly byt zodpoveédné jak za jejich funkce,
tak evoluci (Kapusta et al. 2013; D. Wang et al. 2017). LncRNA mohou byt lokalizované v jadie
nebo v cytoplasmé, a proto jsou schopné regulovat genovou expresi na vice urovnich. Myslim,
ze souhrnné je mozné IncRNA oznacit jako specificky exprimované, strukturné variabilni,

pfisné regulované transkripty se Sirokym polem G¢inku.

L PollV je také kli€ova pro tvorbu vétsiny siRNA (Zhang et al. 2007), polV figuruje pravdépodobné
v umléovani genti nikoliv pfimo transkripci siRNA, ale pravé mechanismem tvorby dlouhych nekoédujicich
sekvenci fungujicich jako leSeni pro siRNA (Wierzbicki 2008).
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3. Klasifikace IncRNA

Navzdory rychlému nartistu objevii novych IncRNA u nejriznéjsich organismu, je stale
mnozstvi experimentalné oveérenych dat nizké. Existuje mnoho databazi shrnujicich rtzné
informace o INCRNA, v tabulce 1 (Fritah et al. 2014) jsou n¢které uvedeny. ,,The functional
InNcRNA Database*, ktera zahrnuje vyhradné transkripty s experimentaln¢ ovéfenu funkei, ¢ita
pouze 209 zaznam, na rozdil naptiklad od nejvétsi databaze NONCODE (v 3.0) s vice nez
30 000 zadznamt zahrnujicich i IncRNA pouze s ptredpoklddanou funkci. Z vyse uvedenych
davodu proto nelze vytvorit jednotici parametr pro IncRNA a moznosti klasifikace je vice.
Naptiklad na zaklad¢ funkce, délky, asociace S DNA elementy se zndmou funkci, podobnosti
s kddujicimi RNA, stability, struktury a sekvence, na podminkéch exprese nebo genomovém
kontextu (St Laurent et al. 2015). V této praci jsem se rozhodla rozvést rozdéleni na zakladée
genomového kontextu a mechanismu pusobeni. V posledni kapitole dale rozvadim déleni podle
konkrétnich funkci. Rozd€leni na zakladé genomového kontextu je elegantni pro svoji
objektivitu a univerzalitu. Popis na zaklad¢ podobnosti K jiz znamym gentim umoziiuje snadno
navrhnout jasné definovatelné skupiny. Mnohé¢ prace se pak ¢asto zabyvaji jiz jen konkrétnimi
skupinami IncRNA. Na druhou stranu zatim neni prokazana vyznamna spojitost mezi funkci
(nebo jejim mechanismem) aumisténim dané IncRNA v genomu. Divodem muze byt
schopnost INcRNA ovliviiovat i vzdalené lokusy. Proto jsem se rozhodla vénovat vice prostoru
rozdéleni na zakladé mechanismu, které sice neni tak jasné kategorizovatelné, umoziuje ale

lepsi pochopeni vlastnosti IncRNA.

Databaze DIANA- LNCipedia INcRNA Disease | IncRNAdb Noncode The
IncBase v3.0 Functional
INcCRNA
Databse
Pocet 56110 32183 1564 >150 33829 204
INcRNA
Obsah miRNA Struktura, INcRNA Detailni Detaini Popsana
databaze vazebna kédujici asociované popis a popis, bunécéna
mista potencial, se 166 informace potencialni funcke,
mMiRNA onemocnénimi funkce prekurzory
vazebna miRNA,
mista repetice

Tab. 1: Tabulka popisujici nékteré databdaze obsahujici informace o IncRNA s popisem popsanych kritérii. Upraveno

podle: Fritah et al. 2014



3.1  Rozdéleni na zakladé genomového kontextu

LncRNA mohou byt transkribovany zrtznych c¢asti genomu. S vyuzitim jiz
popsanych genli jako markerti je mozné IncRNA rozdé¢lit na zéklad¢ jejich umisténi. LncRNA
mohou pochazet bud’ z intronové oblasti kodujicich gent (intronové INCRNA; iIncRNA),
z mezigenovych nekodujicich oblasti (mezigenové INCRNA,; lincRNA) nebo se muize jednat o
transkripty Uplné ¢&i casteéné prekryvajici kodujici oblasti (prekryvajici IncRNA; angl.
overlapping IncRNA). Jednotlivé IncRNA pak muizou vykazovat funkci jak v trans, tak cis,
ovliviiovat bud’ geny stejného lokusu nebo i1 ve velkych vzdélenostech. Byly prokazany i
transkripty pochazejici z pseudogent, ale jejich detailni analyza musi byt jesté provedena.

Nadrtazenou piedeslému déleni a funkéné vyznamnou skupinu tvoii IncRNA spadajici
do skupiny NAT (pfirozené se vyskytujici protismyslny transkript; angl. natural antisense
transcript). NAT je pfislusny transkript pfepisovany z opa¢ného vlakna, nez patiiény kodujici
gen. Jedna se o heterogenni skupinu kodujicich 1 nekodujcich RNA schopnych zpétné
ovlivitovat expresi svého partnerského genu, pfipadné néjakych dalsich (Khorkova et al. 2014).
NATS je potom mozno rozdé€lit na (1) shodné regulatory, jejichz exprese roste s expresi genu
na komplementarnim vlakné a (2) opaéné regulatory, jejichz exprese roste s klesajici expresi

partnerského genu ¢i obracené (H. Wang et al. 2014).

3.2 Rozdéleni na zakladé molekularniho mechanismu

Molekularni mechanismus ucinku byl prokazan pouze u malého mnozstvi IncRNA,
povétsinou u Zivocichl. Na rozdil od kratkych nekodujicich sekvenci nelze funkce odvozovat
ze struktury transkriptl nebo zplisobu jejich vzniku. Pro svoji délku a variabilitu mohou
INCRNA zastavat mnohé funkce. Mohou pusobit jako signaly v rychlé odpovédi bez nutnosti
translace. Dal§im archetypem jsou IncRNA fungujici jako ndvnady pro RNA-vazebné molekuly
schopné¢ akumulovat molekuly do komplexti, ovliviiovat transkripci vyvazovanim
transkrip¢nich faktor(, nebo naopak adresovat dulezité molekuly do cilovych lokaci jak v cis,
tak trans komplementarité (K. C. Wang and Chang 2011). V nasledujici kapitole rozvadim
konkrétni mechanismy ucinku, nicméné hranice mezi jednotlivymi skupinami jsou fadni a bude

potieba dalSiho vyzkumu pro jasnou kategorizaci.



3.21 Epigeneticka regulace a represe transkripce

Regulace epigenetickych zmén struktury chromatinu jsou tzce spojeny s pusobenim RNA
(Bernstein and Allis 2005). LncRNA se muze podilet vazbou a naslednym shlukovanim faktort
vedoucich k umlceni aktivity cilovych genli. Mechanismus ucinku byl popsan jak u zivocich,
tak u rostlin. Lidska IncRNA Xist je zodpovédné za inaktivaci chromosomu X u samicich
pohlavnich bun¢k. Xist pokryva inaktivovany chromosom a pomoci RepA (repeat A) je na
5"Xist zrekrutovan PRC2 (Polycomb binding complex 2) vazany svoji Ezh2 doménou k RNA
(Chaumeil et al. 2006). Dochazi k rozlozeni PRC2 po celé délce Xist a trimetylaci H3-K27
(histon 3, lysin 27) vedouci k umléeni transkripce?. Mechanismus véetné potencialni regulace
pomoci kratkého transkriptu Tsix je uveden na obrdzku €. 4. Role Xist je ale pravdépodobné
E mnohem komplexnéjsi zastavajici ulohu

P napiiklad pti genové translokaci do

Tsix and RepA
compete for

umléenych ¢asti chromosomu X

PRC2 PRC2 binding.
vedouci k jeho metylaci (Chaumeil et al.
b
Xist Q 1)_(CI onset ) 2006)
o e 7 six suppresse! , . ,
on future Xi. Podobny princip rekrutovani
RepA’ I__I Tsix RepA recruits
b RROZLE PRC2 je nutny pro rostlinnou
¥
5 ) . -3 wr v . C 1
- BD: PRC2 is relayed to vernalizaci ® v pfipad¢ epigenetického
Xis-t'. < § 5' Xist chromatin after prip P12

Tsix is suppressed.
PRC2 methylates
Xist at H3K27 (444).

umlcovani genu FLC (FLOWERING
LOCUS C) braniciho kveteni, pomoci
H3K27m3. Dvé chladem indukované

Xist upregulation
Full-length Xist is
activated, binding

o0 spemsliig;FiR o2 InNcRNA  byly  objeveny v této
vernalizacni draze — COLDAIR a
e ool &5 B i i COOLAIR. Bylo potvrzeno, Ze
Xist __g:---» Xi established o
W/‘%m—g—/ pusobenim chladu dochazi k transkripci
¥ 1,1 kbp dlouhého transkriptu COLDAIR
5 oy z kryptického promotoru ve stejném
during S-phase
% el i sméru (sense) jako FLC. Metylace FLC
i ;

Obr. 4 Mechanismus pusobeni Xist v rekrutovani PRC2 na RepA a je
jeho ndasledné sireni po celé délce Xist. Tsix je blokovany

indukovédna  histon = methyl-

Vv umlcovaném chromosomu, v pripadé aktivace tvori PRC2-Tsix transferazovou doménou PRC2 u

komplex a brani umlcéeni. Upraveno podle: Zhao et al. 2008

ZXist vyfazuje z funkce RNA polymerdzu I1 a brani transkripénim faktortim v iniciaci transkripce. Jednd

se o krok nezavisly na XistRepA sekvenci (Chaumeil et al 2006).

3 Vernalizace je proces nutny pro vykveteni rostliny na jafe, pti némz musi byt rostlina po del§i dobu

vystavena chladu.



zivocichli nazyvanou E(z), u rostlin zastupovana 3 homolognimi doménami (CLF, SWN,
MEDEA). Pomoci RNA interference bylo potvrzeno, ze COLDAIR je nutny pro represi FLC a
indukci kveteni pravdépodobné pravé mechanismem rekrutovani CLF k FLC vedouci k jeho

umléeni metylaci (Heo and Sung 2011).

3.2.2  Aktivace transkripce

Funkce IncCRNA v aktivaci transkripce mize byt provedena né€kolika mechanismy
Casto vyuzivajicich proteinovou afinitu k RNA ¢i opét chromatinovou remodelaci. Prikladem
je inaktivace metylace promotoru daného genu pomoci RNA interagujicich s DNMT1 (DNA
metyl transferaza 1) (Di Ruscio et al. 2013). Vyzkum byl proveden na modelovém genu
CEBPA, jehoZ exprese je metylacné sensitivni a inaktivovana pomoci DNMT 1. Sense upstream
INCRNA nazvana ecCEBPA vaze DNMT1 na specifickou sekundarni sekvenci, coZ umoziuje
zahajeni transkripce CEBPA genu. DNMT]1 totiz prokazuje vyssi vazebnou afinitu kK RNA nez
k DNA. Povedlo se prokazat, ze podobny mechanismus funguje i u dalSich lokust, mtze se
tedy jednat o zakladni princip regulace transkripce ovlivnénim metylace (Di Ruscio et al. 2013).

Ve vyzkumu transkripce genu fbpl* indukovaném pii glukozovém hladovéni u
Schizosaccharomyces pombe bylo objeveno, ze sense upstream nekodujici transkripty jsou
potiebné pro chromatinovou remodelaci umoznujici RNA polymeraze 11 (RNAPII) transkripci
genu fbpl™ za pkitomnosti transkripénich faktord (Atfl a Rst2) nutnych mj. pro odstranéni
represort (tupll a tupl12) (Hirota et al. 2008). Mechanismus téchto a dalSich mechanismu

aktivu;icich transkripci je uveden v obrazku ¢. 5!5

uIsayo?d

A
mc) (e

@ :
. . _RNAPII®
ecCEBPA
DNMT1

Obr. 5 Mechanismy piisobeni IncRNA v aktivaci transkripce.a) ncRNA (eRNA) slouzi jako piimé propojeni medidtoru a
zesilovace (angl. enhanceru) pomoci tvorby smycky za pritomnosti kohesinu. b) IncRNA je nutnd k aktivaci RNAPII a
ndsledné remodelaci chromatinu pro prepis fbpl genu u Schizosaccharomyces pombe. ¢) IncRNA umoZiuje hypometylaci
promotoru vyvazanim RNA afinitniho represoru DNMTI. d) INCRNA interaguje s proteiny stimulujicimi transkripci a vdze
je do komplexu. Upraveno podle: Bonasio and Shiekhattar 2014
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3.2.3  Post-transkrip¢ni regulace

Zpusobt, kterymi IncRNA mitize post-transkripéné ovliviiovat mRNA je vice, obecné
IncRNA vétSinou opét umoznuje vazbu mezi cilovym transkriptem a regula¢nimi
elementy, nebo ji naopak brani. NejstarSim znamym mechanismem je piekryv
sestiihovych mist NATS vedouci ke zméné v alternativnim sestiihu, nebo piima
interakce se sestfihovymi faktory* (Kung et al. 2013; Morrissy et al. 2011; Munroe
1988). Dalsi moznosti regulace je stabilizace mRNA zabranénim vazby
destabilizujicich faktori na AU bohaté elementy (angl. AU-rich elements — ARES)
v 3’UTR transkriptu. Jednim z popsanych mechanismii je stabilizace iNOS (inducibilni
syntaza oxidu dusnatého, angl. inducible nitrit oxide synthase) pomoci jejiho NAT.
V ptipadé obsazeni 3'UTR sense oligonukleotidy, které soutézi o vazebna mista pro
antisense (AS) transkript dochazelo k rychlejsi degradaci iINOS. Naopak v ptipadé over-
exprese AS transkriptu dochazelo k vétsi stabilité¢ iNOS méfené pomoci reportérové
luciferazy na 3'UTR mRNA (Matsui et al. 2008). Dal$i moznosti ovlivnéni je
rekrutovani stabilizujicich ARE vazebnych faktori pomoci AS transkriptu na 3'UTR
MRNA (Matsui et al. 2008).

3.2.4  Maskovani cili miRNA

1 2 LncRNA muze obsahovat

A
N e~ sekvenci homologni  k mnohym
kratsim regulacnim transkriptiim,

B B
S napiiklad miRNA a zaroven dokaze
byt imunni k jejich §tépné aktivite.
sl wwi—

Funguje potom jako falesny cil,

c ktery vyvazuje danou miRNA a

@ S — ﬁ bréani ji v regulaci jejiho piivodniho
mm .

cile. Ptikladem IncRNA, fungujici

Obr. 6 Mechanismus degradace PHO2 pomoci miRNA-399.V dradze ¢. timt hani . IPS1
1 je IPS1 (Cerné) medegradovatelna diky neparové smycce, na ni Imto  mechanismem,  je
navazana miRNA-399 proto nemiize Stépit PHO2 mRNA
(¢tvereckovand) a dochazi k translaci. V draze ¢. 2 IPSI neobsahuje
smycku a je diky navdzani miRNA-399 rozstépena. Nasledné je

rozstépena i PHO2 mRNA a nedochdzi k translaci. Upraveno podle: angl' INDUCED BY
Franco-Zorrilla et al. 2007

(indukovany nedostatkem fosfatu ,

4Jednd se naptiklad o savéi IncRNA MALAT1 a Gomafu/MIAT exprimované v jadfe, pficemz obé
potencialné souvisejici s rakovinnymi onemocnénimi.
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PHOSPHATE STARVATION 1). IPS1 obsahuje motiv komplementarni k miRNA-399 a
Vv ptipad¢ nedostatku fosfatu vaze miRNA-399. V ptipad¢ vysoké exprese miRNA-399 totiz
dochazi k snizeni akumulace PHO2, mRNA zodpovédné za pokles koncentrace fosfatu
V kotenovych vlascich a jeho ptipadnou translokaci v ptipadé jeho nedostatku. U experimenta
se zvysSenou expresi IPS1 dochazelo k zdbran¢ v degradaci PHO2 vedouci ke stejnému
fenotypu, a proto se piedpoklada, ze IPS1 funguje jako pseudosubstrat miRNA-399 (Franco-
Zorrilla et al. 2007). Mechanismus funkce je uveden v obrazku ¢. 6 s popisem potencialni
obrany IncRNA proti Stépeni komplementarni miRNA pomoci neparové smycky
V nekonzervované struktuie IncRNA.

Na tomto principu je zalozena teorie kompetitivnich endogennich RNA
(ceRNA). Podle této teorie je dvojice miRNA a k nim komplementarni MRE (MicroRNA
response elements — elementy zodpovédné za komunikaci mezi transkripty) sekvence danych
kodujicich i nekddujicich RNA zakladem v komunikaci a vzajemné regulaci mezi jednotlivymi
transkripty (Salmena et al. 2011). Na zaklad¢ této teorie je pak podobnost MRE mezi
jednotlivymi transkripty pojitkem mezi jejich funkci a regulaci, a tudiz by z toho bylo mozné

usuzovat i vzajemné ovlivnéni kodujicich a nekodujicich sekvenci (obr. 7).

A
Conventional miRNA logic ceRNA logic
AAA AAA
~ =~ ~ ™
~ - ~ e
B AAA
AB D
99O
MRE = the letters of the code
W Competing RNAs
MRE string = the words
NS cPbe &
D
(@ Conventional ceRNA
UTR function function
CIs TRANS

WM“A

Obr. 7 Principy fungovani ceRNA jako jazyka transkripti. A) piisobeni mezi mRNA a miRNA je reciproké, tudiz za vyuziti
miRNA jako prostiednika mize mRNA ovliviiovat jinou mRNA. B) MRE funguji jako pismena kédu skladajiciho se v sekvenci
., slov™. Z miry jejich shody mezi jednotlivymi transkripty Ize vyvozovat podobnost jejich regulace. C) MRE v UTR oblasti
mohou regulovat RNA v cis a pomoci miRNA by mely byt schopny regulovat i v trans. Upraveno podle: Salmena et al. 2011
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3.25 miRNA prekurzory

Kratké transkripty s délkou 21-24 nt oznacované jako miRNA funguji nejen u rostlin
jako duleziti transkripéni i post-transkripéni regulatory vznikajici sestfihem dvouvlaknové
RNA (dsRNA angl. double-stranded RNA). Jako matrice pro vznik kratkych RNA mohou
slouzit jak kodujici, tak dlouhé nekodujici sekvence asociaci se svym NAT (natural-antisense
transcipt) pomoci alternativniho sestfihu. Tento fenomén byl popsan u rostlin i zivocichu a
S pfibyvajicim mnozstvim genomovych analyz nabyva prekurzorovd funkce IncRNA na

vyznamu (Florez-Zapata et al. 2016; Hirsch et al. 2006; JX Tian et al. 2016b).
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4. Identifikace IncRNA

Jednim ze zakladnich kament vyzkumu nejen IncRNA, ale i obecné nekodujicich
transkriptdl, je problematika jejich odliseni od mRNA a jejich identifikace v genomu. Na rozdil
od MRNA neni primarni struktura nekddujicich transkripti dostate¢né informativni a statisticky
vyznamna. Neexistuje zde totiz rozsahly kéd jednotlivych aminokyselin, pro popis si musime
vystacit pouze se ¢tvetici bazi a to komplikuje i ur¢eni homologie mezi jednotlivymi transkripty
(Bussotti et al. 2013). Za zminku stoji i komplikace pii ur¢ovani sekundarni struktury RNA.
Kvilli chemickym vlastnostem je narocné urcovani struktury RNA metodou krystalizace
narocné, vyzkum se proto vétSinou uchyluje jen k bioinformatické piedpovédi struktury.
Ackoliv zatim neni dostatek dat k tomu, aby se na zaklad¢ znalosti sekundarni struktury
IncRNA ptredpovidala jejich funkce, jedna se o dalsi aspekt slozitosti vyzkumu nekodujicich
RNA v porovnani s t¢émi kodujicimi Vlastnosti nekodujicich sekvenci svoji identifikaci dale
komplikuji napiiklad nizkou expresi a malou mérou vzajemné homologie, vysokou tkanovou a
podminkovou specifitou nebo pfilisSnou podobnosti s mMRNA danou moznym spoleénym
puvodem.

K presnosti identifikace INCRNA ptispél rozvoj sekvenovacich metod umoziujicich
popis celého transkriptomu. Jednou z metod, kterd je hojné¢ vyuzivana v celogenomovych
analyzach IncRNA (Kang and Liu 2015; Kwenda et al. 2016; Y. Zhang et al. 2014) je
sekvenovani nové generace (NGS, angl. next generation sequencing), kterou je mozné
detekovat kratké exony, neptekladané oblasti (UTR), nebo nekonzervované oblasti. Na rozdil
od DNA mikrocipu je naptiklad také schopna rozlisit i drobné rozdily v sekvencich a ptesné
ohrani¢eni 5’a 3" hranic exonu (Nagalakshmi et al. 2008). Jedna se také o metodu schopnou
zachytit transkripty s nizkou expresi (Bussotti et al. 2013).

S jiz zminovanym nedostatkem experimentalné ovérenych IncRNA se stale objevuji
pfipady chybné interpretace a Spatného zafazeni né€kterych transkriptl, takZze je vzdy nutné
k vysledkiim pfistupovat s jistym nadhledem. Chybné zatfazeni se mtize objevit i v jednotlivych
databazich (v ptehledovém ¢lanku: Bussotti et al. 2013; Dinger et al. 2008), ze kterych potom

vychazi dalsi vyzkumy.

41  Celogenomova analyza

Konkrétni postupy jednotlivych vyzkumnych skupin se lisi, princip metody detekce
novych IncRNA zustava ale podobny. Obecné vychazi analyza z puvodnich dat, vétSinou velmi
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rozsahlych , prevzatych z databazi. V prvnim kroku jsou data analyzovana pomoci dostupnych

softwarl na analyzu hrubych RNA-seq dat. Dale jsou transkripty vyfazovany na zaklad¢ kritérii

pro konkrétni vyzkum. Vysledkem je zisk potencialnich IncRNA exprimovanych za danych

podminek v ur€itych tkanich. Pro pozdéjsi vyzkum tak vznikéa databaze kandidath ovliviujicich

danou drahu.

a 74 RNAseq libraries, b
~2.1 billion raw reads

6,226 unigenes from
Fragaria ESTs

1. Length > 200 bp
2. Coding potential (CPC) < -1
3. No conserved domains
(Pfam, E-value < 0.001)
4. Remove known functional RNAs
5. BLAT against Fvesca_v1.1

lUniquew mapped reads

Potential IncRNA: 9,028 loci,
15,027 transcript isoforms
(class-code: u, 0, X, i)

1. Length > 200 bp
2. Coding potential (CPC) < -1
3. No conserved domains
(Pfam, E-value < 0.001)
4. Remove known functional RNAs

‘ 335 unigenes ‘

C LncRNA-loci | .
Unigene

3,862 loci,
5,884 isoforms

2705
FPKM<2

3179
FPKM>=2

3247
No Repeat

2191
SmallRNA|

3693
No smallRNA

Obr. 8 Postup v identifikaci /nmcRNA u genomové analyzy
jahodniku obecného (Fragaria vesca). Upraveno podle: Kang

and Liu 2015

Nasledovalo uziti raznych softwarovych programi,
data z RNA-seq.

uzivany protokol

které sefadily a rozdéliy hruba
V tomto ¢lanku byl pouzit hojné
Tuxedo, skladajici se z TopHat a Cufflinks analyzy.
TopHat ma na starosti alignment jednotlivych sekvenci
podle osekvenovaného genomu daného zastupce (téZ
mapovani)®. Tophat je déle schopny rozeznat settihova
mista, takZe spravné pfirovna sestiihnuté sekvence
zRNA-seq knesestfihnuté genomové sekvenci.
Cufflinks nasledné spoji segmenty ziskané z RNA-seq
do znamych i novych transkriptd a zméti miru jejich
exprese. Pokud ale exituje piili§ velka variace
alternativnich sestfihii jednoho genu, snizuje se
ptesnost tohoto kroku. Pomoci Cuffmerge (spolu

s Cuffcompare jsou soucasti programu Cufflinks) jsou

obecného

ziskano 74

Jako priklad uvadim postup u

vybraného c¢lanku zabyvajicich se globalni

analyzou a identifikaci IncRNA u jahodniku

(Fragaria vesca) V prub¢hu

kveteni a vyvoje plodi (Kang and Liu 2015),

zobrazano na obrazku 8. Na zacatku bylo

soubori dat z RNA-seq

pochazejicich z pletiv 37 rtznych jedinct.

Condition A Condition B

.. N

Mapped
reads '\ f’—
-

Assembled \

transcripts
Cuffmerge

Final
transcriptome
assembly

=

Differential
expression results

Expression
plots
obr. Y POStup Vprovadeni bioinformaticke

analyzy za pouziti Tuxedo protokolu. Upraveno
podle: Trapnell et al. 2012

Step 1

Mapped
reads

Step 2

Assembled
transcripts

Steps 3—4

Mapped
reads

Mapped
reads

Step 5

Steps 6-18

8 Existuji i softwary schopné tzn. de novo alignmentu, bez potfeby templétu, napt. software Trinity
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transkripty jednotlivych zastupci spojeny v jeden a s pouzitim Cuffcompare porovnany
sanotacemi a charakterizovany. V tomto kroku je mozné selektovat transkripty podle
potfebnych podminek, napiiklad program Cuffdif méfi a statisticky vyhodnocuje rozdily
exprese V uréenych podminkach, nicméné v piipadé vySe uvedeného ¢lanku nebyla tato
diagnoza provedena. CummerBund je pak vizualiza¢ni krok protoku, ktery utvofi potiebné
grafy (Trapnell et al. 2012). Cely proces protokolu Tuxedo je jesté znazornén v obrazku 9.

Vyuzitim protokolu Tuxedo bylo ziskano 15 027 kandidati na ncRNA u jahodniku
obecného. Dalsi selekce byla provedena tak, aby byly splnény podminky IncRNA, takze byly
z analyzy vytazeny transkripty krat$i nez 200 nt, transkripty s kédujicim potencidlem vétSim
nez -1 (za pouziti Coding potential calculator) a trankrtipty obsahujici konzervované
proteinové domény (na zaklad¢é databaze Pfam), pfipadné v§echny RNA se znamou funkci. Na
zaklad¢é této selekce zbylo 5884 potencialnich IncRNA. Dalsi selekéni krok je ukazkou
specifického pfistupu u tohoto konkrétniho ¢lanku, kdy autofi dale vyradili prekurzory
znamych miRNA, transkripty obsahujici repetice a transkripty s pfili§ nizkou expresi, v ¢lanku
oznacované jako hc-INCRNA (high-confident InNCRNA).

Na zaklad¢ takovéto celo-genomové analyzy je mozné zkoumat vlastnosti IncRNA
jako je naptiklad rozmisténi v genomu, korelace exprese se sousednimi nebo vzdalenymi geny,
délka exontl a intronti, druhova specifita ¢i konzervovanost.

Jednotlivé kroky analyzy maji stile své
hranice a spole¢n¢ s experimentalni anotaci IncRNA je 80(25.97%)IncRNAs overlapping
k postupu V jejich vyzkumu nutné i zdokonalovani l
metod za ucelem jejich identifikace. Dulezitym krokem
je 1 aktualizace existujicich databdzi na zakladé

nejnovejsich metod a sjednoceni pouzivanych metod, Novel InchNAs

aby nedochazelo kmylnym anotacim.  Na  to Obr. 10 Srovndni mnozstvi IncRNA vloZenych

V databazi NONCODE 3.0 (36991 zapisii k datu)
S IncRNA objevenymi bioinformatickou analyzou
(308 transkriptit) pri identifikaci novych IncRNA
mutovanych v genu KIfT u mysich linii. Upraveno
podle: Sun et al. 2012

poukazuje i Sun a kol. (2012), kde byl popsan nizky
piekryv mezi nové¢ identifikovanymi IncRNA a t€émi

vlozenymi v databazi (obr. 10).
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5. Funkce IncRNA u rostlin

Jen omezené mnozstvi rostlinnych IncRNA ma experimentalné prokdzanou funkeci.
S postupem casu je ale provadéno ¢im dal vice bioinformatickych analyz vedoucich k odhaleni
funk¢éniho potencidlu IncRNA v riznych biologickych procesech. V nésledujici kapitole
uvadim dosavadni vysledky predikei a experimentl zabyvajicich se funk¢ni analyzou IncRNA

u jednotlivych rostlinnych organismu.

5.1 Reprodukce

Reprodukce organismil je velmi komplexni proces s mnohymi stupni regulace, kdy
Z ptivodniho organismu vznikd dals$i generace. Rostliny jsou schopné jak pohlavniho, tak
nepohlavniho rozmnozovani, ob¢ varianty jsou detailn¢ studovany nejen kvitli ekonomickému
vyznamu. Byla objevena fada miRNA podilejicich se na riznych fazich ontogenetického
vyvoje a rustu rostlin, jako je naptiklad vyvoj tapeta ¢i tvorba a uvoliiovani pylu. LncRNA
COOLAIR, antisense transkript FLC genu, a COLDAIR, intronovy transkript FLC genu, byly
objeveny jako prvni dlouhé transkripty regulujici vernalizaci pies supresi FLC (viz
Epigeneticka regulace a represe transkripce).

Vysoce vyznamna pro vyzkum plodin a Slechténi je 1 236 bazi dlouhda LDMAR (long-
day-specific male-fertility—associated RNA). Pravdépodobné se jedna centralni regulator u
mutantd s fenotypem samci sterility v zavislosti na osvétleni (PSMS angl. photoperiod-
sensitive male sterility). U mutantd se spontanni G—C mutaci v promotorové oblasti RNA
dochazelo k poklesu tvorby LDMAR a nasledn¢ k pfed¢asné programované bunééné smrti u
prasniku za dlouho-dennich podminek a tudiz k sam¢i sterilité¢ (Ding et al. 2012).

Dalsim objevem ucinénym na Cinském zeli (Brassica campestris) je BcMF11
(Brassica campestris Male Fertility 11) o délce 828 bazi (Song et al. 2007). Bylo zjisténo, ze
mutanti se snizenou expresi BcMfl1 vykazuji mnohé aberace ve vyvoji prasnikli, dozravani
pylu (obr. 11 a celkové plodnosti (Song et al. 2013). Stejny fenomén u vyvoje mikrospor byl
pozorovan i u transgennich rostlin kukufice seté (Zea mays) se snizenou transkripci Zm401 (Ma
et al. 2008), 1,4 kilobazi dlouhou nekodujici RNA specifickou v kvétech. Podobny fenotyp byl
pozorovan i prasnikii a vyvoje kvétu. U obou mutanti bylo dokazano, Ze po zkfizeni mutantni
samice s divokym samcem nedochazi ke snizeni samici fertility, mutace pravdépodobné

ovlivituji pouze vyvoj u samcich linii. Ani u jedné IncRNA nebyl zatim prokdzdn mechanismus
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funkce, jedna se ale o mezidruhové konzervované sekvence. U Zm401 bylo dokazano, Ze se
nepodili na vzniku miRNA, naopak u mutantd dochazi ke zméné v transkripci gent

esencidlnich pro vyvoj pylu. Vedle vyznamu pro sterilitu samcl byla specificky u

apomiktickych rostlin rodu Boecherra identifikovana INCRNA BspUPG2, potencialné kli¢ovy

¥ I L. o il

ERL e z B OSSR . -4 - _ LSS E =

Obr. 11 Mikroskopické snimky srovndvajici vyvoj prasnikii u transgenniho cinského zeli (mutant v dolni radé). A, F)
archespory. Bez rozdilu mezi transgenni rostlinou a WT. B, G) meoticka telofdze I. Nerovnomérnd tvorba a uspordddni tapeta
u transgenniho prasniku. C, H) tetrddova fize. U transgennich rostlin nebylo mozné pozorovat tetrady a dochdzelo ke
zvétSovani tapeta. D, 1) pozdni jednojaderna faze. U transgennich rostlin nedochdzelo k rozpadu tapeta, mikrospory byly
deformované a bez cytoplasmy. E, J) zraly pyl. U transgenni rostliny se pylova zrna nedokdzala od sebe rozdélit a ziistavala
Vv pylovém vaku spolu se zbytky tapeta. Ar — archeosporotickd bunka, T—tapetum, Te — tetrada, Msp — mikrospory, PG — pylové
zrno. Méritko 20 Im. Upraveno podle: Song et al. 2013

faktor pro drahu neredukovaného vyvoje pylu (Mau et al. 2013).

LncRNA miizou byt i potencidlni klicovi hraci v regulaci vyvoje meiocytd a zaroven
by mohly byt faktorem genomového rozdilu divokych a domestikovanych rostlin ¢i zivoc¢icht
(Florez-Zapata et al. 2016). U vyzkumu provadéném na sluneénici (Helianthus annus), bylo
zjisténo, ze rozdil v expresi IncRNA je vyrazné vyssi nez rozdil v expresi u kodujicich sekvenci
praveé mezi domestikovanymi a divokymi druhy. Tento jev by mohl byt i ddvodem rozdilu ve
frekvenci homologni rekombinace. Jeden z faktor hypoteticky zodpovédny za tento trend by
mohl ptedstavovat vysoky obsah transponovatelnych elementt (TE) v sekvencich IncRNA.
Integrace TE do kddujicich sekvenci mize naruSovat integritu genomu. Naopak integraci do
sekvenci IncRNA nedochazi k ohrozeni organismu a TE jsou schopné se udrZet a zachovat si
funkci podminujici potencialni rozdil mezi domestikovanym a divokym jedincem. Jedna se ale
zatim pouze o hypoteticky ucinek IncRNA na vyvoj meiocyt a jejich vyznam pro vlastnosti
domestikovanych druht (Florez-Zapata et al. 2016).

Jasny mechanismus pusobeni a pfesna funkce musi byt opét teprve objeveny, na
zékladg jiz zjisténych dat je ale s urCitosti mozné usoudit, ze podil dlouhych nekddujicich RNA

na vyvoji kvétl a celkové reprodukei u rostlin je zasadni a budouci vyzkum INCRNA muize vést
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ke zdokonaleni zemédé¢lské produkce a celkovému porozuméni komplexity celého

rozmnozovaciho procesu.

5.2 Nedostatek fosforecnanii, vyvoj korenti a prytu

Fosfor je kli¢ovy prvek pro vétSinu organismu podilejici se na mnohych energetickych
a metabolickych procesech. Jeho pfijem a vydej je regulovan slozitou siti faktor jejichz
nedilnou soucast tvoii pravdépodobné¢ i IncRNA. MiR399 je jeden z hlavnich post-
transkripénich regulatort fosfatové homeostaze (Fujii et al. 2005), jehoz aktivita je ovlivnéna
dvéma IncRNA (IPS1 a AT4) vySe zminénym mechanismem maskovani cilovych miRNA. Xu
a kolektiv provedli celogenomovou analyzu potencialnich INCRNA u rostlin trpicich
nedostatkem fosfore¢nanti. Za predpokladu kompetice jednotlivych IncRNA (pfipadné i
mRNA) o regula¢ni miRNA a jejich analyzou rozd¢lili kompetentni endogenni RNA do skupin
a pomoci RNA seq odhalili vice nez 1000 lincRNA souvisejicich s nedostatkem fosfore¢nanti.
Podobna analyza byla provedena i u Arabidopsis thaliana a vedla k objevu 227 novych IncRNA
indukovanych ¢i reprimovanych v ptipadé nedostatku fosfore¢nant (Xu et al. 2016; Yuan et al.
2016).

Mechanismus U¢inku byl objeven u dlouhych nekodujicich sekvenci ENOD40 a
ASCO-RNA (pivodné Inc351). ENOD40 je mimo jiné exprimovan v hlizkach tvofici se
v kofenech rostlin se symbiotickymi bakteriemi fixujicimi dusik (Campalans et al. 2004). Jeho
uc¢inek je mj. translokace RBP (proteint vazajicich ribozom, angl. ribosome binding proteins),
MtRBP1, v diferencujicich bunkach. ASCO-RNA ovliviiyje alternativni sestiih u auxinem
indukovaného riistu laterarnich kofeni mechanismem vyvazovani regulacnich proteint,
konkrétné NSR (nuclearspeckle RNA-binding proteins). V pfitomnosti ASCO-RNA je NSR

Vyvazovan a tvori se isoforma mRNA nepodporujici rist laterarnich kofenti, zobrazeno v obr.

AUXIN o L, v o
| 12. (Bardou et al. 2014). Rust laterarnich kotent
‘|‘ |‘ @E{) . ‘I J _ je totiz v ptipad¢ nedostatku fosforu podpoten
S S T , o . , NV
| T ~ POmRNA l = na ukor ristu kofené hlavniho a umoZiuje vétsi
/ | [ »—ll | | ‘
| | o absorp¢ni plochu.
|| T AT Pemp
|‘ | (- O—C1 T |
\
| l_l_—|_ F-box ‘
U T pre-mRNA
— mmmmmmn INCRNA Obr. 12 Regulace ristu laterarnich korenii mechanismem
((NSR IASCOHRNE) alternativniho sestiihu. Upraveno podle: Kornblihtt 2014
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5.3  Abioticky stres

Na zdklad¢é genomové analyzy bylo odhaleno, ze abiotickym stresem (sucho, teplo, zasoleni,
zima, osviceni) dochazi k vétsimu rozdilu v sile exprese IncRNA neZ je rozdil v expresi mRNA
(Di et al. 2014) a nékolik RNA bylo i funk¢éné ovéfeno v podilu na stresové odpovédi (Ben
Amor et al. 2009). Mnoh¢ IncRNA by navic mohly byt potencialnimi cili stresem indukovanych
transkripnich faktord, coz by mohlo vést k objevu novych regulac¢nich drah ve stresové
odpovédi obecné. V letosni studii vysla identifikace IncRNA exprimovanych ve stresovych
podminkach (chlad, sucho) a povedlo se analyzovat 318 potencialnich transkriptii a na zdkladé
srovnavani se zndmymi geny, které jsou zaroveil exprimovany, byly odvozeny i pfipadné
mechanismy funkce, které potvrdily pravdépodobnou vSestrannost pulsobeni IncRNA
v regulacnich drahdch — tvorba miRNA, inhibi¢ni funkce miRNA mechanismem maskovani
cild, tvorba siRNA, trans a cis regulace transkripce (Li et al. 2017). LncRNA by tudiz mohly
byt klicovou cestou ke zvySovani odolnosti plodin k abiotickym stresiim, a tak ke zlepSeni

zemédélskych produketi.

5.4 Bioticky stres

DalSim jevem, ovliviiujicim produkci s potencidlnim rizikem v pfipad¢ epidemii, je nakaza
plodin virovymi, bakterialnimi nebo houbovymi infekcemi. Opét byli objeveni mnozi kandidati
mezi nekodujicimi RNA s potencialni roli v regulaci obrany rostliny proti patogenu. Vyzkum
byl proveden na houbovych infekcich pSenice zptsobujici padli (Blumeria graminis f. sp.tritici)
odhalujici 71 potencialnich IncRNA se zvySenou expresi V ptipadé infekce (Xin et al. 2011).
Jako zajimavou hypotézu dale uvedli, Ze dvé INCRNA by mohly pisobit jako prekurzory stejné
mMiRNA v rozdilnych pletivech, naznacujici tizce propojeny regulaéni systém. Podobny vyzkum
byl proveden u nakazy rzi plevové (Pucciniastriiformis f. sp.tritici) napadajici také pSenici.
Odhalil 3 IncRNA indukované patogenem (H. Zhang et al. 2013). Dalsi vyzkumy byly
provedeny u houbovych infekci Fusarium oxysporum a Sclerotinia sclerotiorum u husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana) a brukve fepky (Brassica napus) odhalujici jak prekursory
mIiRNA, tak antisense pary IncRNA-mRNA (Joshi et al. 2016; Zhu et al. 2014).

U bakterialnich infekci Kwenda et al. (2016) provedli genomovou analyzu lincRNA u
lilku bramboru (Solanum tuberosum) v odpovédi na infekci enterobakterii P. carotovorum
subsp. brasiliense. Opét potvrdili funkci IncRNA jako prekurzoru miRNA a regulatoru mRNA.

Dale objevili 17 potencidlnich lincRNA, jejichz exprese byla vysoce asociovana s CDS geny
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(Kwenda et al. 2016). U studia genové exprese APETALA2 (AP2) v piipadé virové infekce
mozaiky vodnice (Turnip crikle virus) byla zjisténa zaporna korelace v expresi AP2 a
sousediciho transkriptu nazvaném Linc-AP2, jehoz pfepis je v pfipad¢ infekce indukovan a
mohl by byt potencidlni regulator jak tvorby kvétu, tak obrany proti virovym onemocnénim
(Gao et al. 2016).

Mezi konkrétni ptiklady patii v letosSnim roce identifikovand 589 bazi dlouhd IncRNA
ELENAI (EIf18-induced long-noncoding RNAT1). Rostliny se sniZzenou expresi ELENA1 byly
nachylnéjsi k bakterialnimu patogenu Pseudomonas syringae. Také u nich dochazelo k poklesu
exprese genu PR1 (Patogenesis-related genel). Zvysena exprese ELENA1 vedla k opa¢nému
fenotypu a dochazelo ke zvyseni exprese dalSich genti indukovanych expresi EIf18. Jednim
z pravdépodobnych mechanismil funkce je aktivace transkripce asociaci s mediatory. ELENA1
patii k IncRNA ovliviiujici nejen geny v blizkosti svého lokusu, potvrdilo se i jeji pusobeni

v trans (Seo et al. 2017).

55 Dalsi funkce

Analyzy zabyvajici se objevem potencidlnich IncRNA jsou provadény na spektru,
Casto zemédelsky ¢i ekonomicky vyznamnych zastupcl. Mezi rostliny, na které se vyzkum
IncRNA soustiedi, patii kupiikladu bavina (Gossypium sp.), topol ¢erny (Populus tomentosa)
nebo aktinidie lahodna (Actinidia deliciosa, kiwi). Bylo objeveno nékolik kandidati INCRNA
podilejicich se na tvorbé vlaken baviny mechanismem prekurzorti miRNA nebo aktivatort
spolu exprimovanych geni (M. Wang et al. 2015; Zou et al. 2016). Ve vyzkumu IncRNA
indukovanych giberelinovou stimulaci u topolu byly navrhnuty hypotetické funkce jako tvorba
bunécné stény, laterarnich kotent, podil na auxinové signalizaci (kyselina giberilinova a auxin
interakce) nebo syntéza pektinu a celulozy mechanismem ovlivnéni cilovych gent a stresovych
odpovédi v pripadé miRNA prekurzori (J. Tian et al. 2016a). U topolu Populus tomentosa byly
dale vybrany IncRNA zastavajici funkci v metabolismu ligninu (Chen et al. 2015). Jako
konkrétni zastupce byla objevena 2 286 bazi dlouhd IncRNA NERDL. Jeji funkce musi byt
jeste plné€ potvrzena, nicméné spolu s transkriptem PtoNERDL z cis lokusu tvofi regulaéni
dvojici s vysokou expresi ve floému a xylému. Pravdépodobné se jedna o regulaci sekundarniho

tloustnuti (Shi et al. 2017).
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Délka

ZKkratka Nazev (bp) Funkce/mutace Mechanismus model
p
cold induced long Chladem ) )
) ) ) . Interference Arabidopsis
COOLAIR antisense intragenic 700 indukované ] )
transkripce (?) thaliana
RNA umicovani FLCA1
Cold assisted intronic Umic€ovani FLC Epigeneticka Arabidopsis
COLDAIR ) 1100 o .
noncoding RNA po vernalizaci represe thaliana
long-day—specific
LDMAR male-fertility— 1236 PSMS neznamy Oryza sativa
associated RNA
Boecherra spp. Iniciace premiRNA(?),
BspUPG2 UPGRADE 2 3156 | neredukovaného zména DNA Boecherra sp.
vyvoje pylu metylace(?)
Brassica campestris Vyvoj pylu a o Brassica
BcMF11 . 828 neznamy )
Male Fertility 11 prasnikud campestris
Vyvoj pylu a o
Zm401 Zea mays 401 1400 Lo neznamy Zea mays
prasnikud
) ] ] Fosfatova Maskovani cill Arabidopsis
At4 Arabidopsis thaliana 4 750 ) )
homeostaze miRNA thaliana
PS1 Induced by phosphate 540 Fosfatova Maskovani cilt Arabidopsis
starvation 1 homeostaze miRNA thaliana
Inhibice ristu
) o laterarnich )
Alternative splicing ) ) ) Medicago
ASCO-RNA ) kofenl u Auxin- | Alternativni sestfih
competitor RNA . . truncatula
indukované
odpovédi
] Lokalizace RNP Medicago
Enod40 Early nodulin gene 40 ) neznamy
Castic truncatula
Long intergenic non- Tvorba kvétu, ) )
] ) ] o Arabidopsis
Linc-AP2 coding RNA obrana proti neznamy
thaliana
APETALA2 patogeniim
Rezistence k Aktivace
Elf18-induced long- patogenu transkripce
ELENA1 ) 589 Tomato sp.
noncoding RNA1 Pseudomonas asociaci s
syringae mediatorem
Sekundarni Populus
NERDL NERD 2 286 neznamy
tloustnuti (?) tomentosa

Tab. 2: Shrnuti IncRNA rozebiranych v této kapitole.
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6. Zavér

Cilem této bakalafské prace bylo shrnout dosavadni znalosti a vysledky vyzkumu
tykajiciho se dlouhych nekdédujicich RNA se specializaci na rostliny. Ackoliv jesté¢ neni
objeveno a funkéné analyzovano takové mnozstvi IncRNA jako u zivoc€ichd, je jasné, Ze jejich
role v rostlinach je kli¢ova. Pro svou tkanovou specifitu a moznost rychlé a piesné regulace se
IncRNA podileji na odpovédi na stresové podminky, a to jak biotické, tak abiotické. Funguji
jako regulatory drah odpovidajici vliviim prostiedi a jsou klicovymi hraci v reprodukci rostlin.
Mohou pusobit na nékolika trovnich, pocinaje regulaci transkripce, post-transkripénich
procest, translace a kon¢e samotstabilitou samotnych proteinti. Dale mohou fungovat jako
prekurzory kratkych nekodujicich RNA, taktéZ krucidlnich elementd regulace genové exprese
u rostlin.

Momentalnim cilem a budoucnosti vyzkumu IncRNA je experimentdlni analyza
funkcei jednotlivych transkripti vedouci k vét§imu porozuméni mechanismu jejich G¢inku. Na
zaklad¢ dalSich dat bude mozné sestavit piesnéjsi klasifikace a parametry definujici tuto
skupinu. Nedilnou soucasti postupu je i vyvoj metod pro rozliSeni nekodujicich sekvenci od
kodujicich a zpresnéni jejich bioinformatické analyzy. Myslim, Ze nejen IncRNA, ale
nekodujici sekvence obecné, ptfesahuji svym potencidlem v celkové komplexité regulace

organismu veskeré dosavadni znalosti a pfinesou mnohé nové objevy.
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