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Streszczenie

Wstep. Domeny biatkowe WG/GW ztozone z licznie wystepujacych par tryptofanu (W) i glicyny
(G) sa niezbedne do wigzania biatek Argonaute (AGO) w procesie interferencji RNA (RNAi).
Bardzo niski stopien podobienstwa sekwencji domen WG/GW, ro6zna dlugos$¢ ich sekwencji
(22-700 reszt), zmienna liczba powtorzen motywu WG/GW (1-45) uniemozliwiaja wiarygodne
okreslenie ich relacji homologicznych, a takze sa zrodtem trudnosci podczas ich identyfikacji

tradycyjnymi metodami przewidywania domen 1 motywow biatkowych.

Cel pracy. Celem niniejszej pracy jest identyfikacja nowych biatek zawierajacych domeng
WG/GW  wiazaca AGO oraz zbadanie mechanizméw molekularnych warunkujacych ich

zroznicowanie.

Metody. Stworzone programy adnotacji domen wiazacych AGO zostaly napisane w jezyku
Python. Zakres badan filogenetycznych sprowadzono do konserwatywnych fragmentéw biatek

oddziatujacych z AGO.

Wyniki. Opracowano trzy metody identyfikacji de novo domen WG/GW (Agos, Wsearch,
i-Wsearch) zaimplementowane w formie ogélnodostepnych aplikacji internetowych i programow
przeznaczonych do uruchomienia na lokalnym komputerze, ktore stanowia pierwsze
bioinformatyczne narzgdzia shuzace do adnotacji domen wiazacych AGO. Wynikiem ich
zastosowania sa listy rankingowe nowych genéw kodujacych potencjalne domeny WG/GW
u Eukariota, z ktérych czg$¢ zostala juz potwierdzona eksperymentalnie (WGRP1, SDE3,
hnRNP). Skanowanie genomow Prokariota pozwolito takze zidentyfikowa¢ sekwencje
pierwszych potencjalnych domen WG/GW w tym krdlestwie, ktore w wigkszosci wystepuja

u gatunkow archeondéw 1 bakterii kodujacych biatka Argonaute. Rowniez wsrdd wirusow
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infekujacych rosliny i zwierzg¢ta znalezione zostaty statystycznie istotne motywy WG/GW, ktore
moga oddzialywa¢ z biatkami AGO komorki gospodarza w celu przetamania jego systemu

odpornosci zaleznego od RNAI.

Z rekonstrukcji filogenetycznej 1 analizy poréwnawczej domen WG/GW, przeprowadzonej
w wielogenowej rodzinie biatek hnRNP, wynika, Zze sekwencje genomowe domen wiazacych
AGO stanowia ekstremalny przypadek polimorfizmu genetycznego. Oprocz tandemowych
i segmentowych duplikacji oraz alternatywnego splicingu, fragmenty sekwencji kodujacych
motywy WG/GW znajduja si¢ pod dziataniem pozytywnej selekcji przyspieszajacej utrwalanie
substytucji aminokwasowych, ktore dodatkowo podlegaja licznym przetasowaniom migdzy
paralogami na drodze czgstych rekombinacji i nierdéwnego crossing-over. Przeprowadzajac
wirtualng symulacj¢ eksperymentu polegajacego na wymianie domen WG/GW miedzy
niespokrewnionymi roslinnymi 1 zwierzecymi biatkami wiazacymi AGO wykazano, ze mimo
wysokiego zréznicowania dhugosci i1 stopnia zachowania sekwencji tych domen, ich specyficzna
kompozycja aminokwasowa jest zachowana u wszystkich organizméw eukariotycznych.
Filogenia domen WG/GW oraz analiza ich skladu aminokwasowego sugeruja, ze zar6wno
zwierzgce, jak 1 roslinne domeny wiazace AGO, wystepujace w roznych rodzinach biatkowych,
powstaja z regionéw biatek inherentnie nieuporzadkowanych (IDP, ang. intrinsically disordered
proteins) obejmujacych takze regiony glicynobogate. Ponadto wykazano, Ze uniwersalng cecha
eukariotycznych domen wiazacych AGO sa wielokrotne - najcze$ciej tandemowe - powtorzenia
motywow diugosci 10-20 reszt aminokwasowych, wewnatrz ktorych znajduje si¢ reszta Trp
otoczona hydrofilowymi obszarami o nieskompensowanych ladunkach, co okre§la miejsca

wigzania AGO w ograniczonym podzbiorze mozliwych sekwencji.

Koncowym wynikiem tego projektu jest publicznie dostepny, przyjazny dla uzytkownika portal
internetowy (Whub), ktory oferuje zestaw narzedzi, takich jak: (i) katalog eksperymentalnie
potwierdzonych biatek wiazacych AGO dostarczajacy informacji na temat funkcjonalnych
region6w biatkowych 1 wpltywu mutagenezy na funkcjonowanie domeny oraz fenotyp, a takze
informacji o dostgpnych publikacjach; (ii) interaktywne aplikacje internetowe przeznaczone do
analizy pozycyjnie-zaleznej kompozycji aminokwasowej funkcjonalnych motywow bogatych
w Trp; (iil) wersje on-line programéw Agos, Wsearch 1 i-Wsearch umozliwiajace wizualizacjg
wynikow; (iv) interaktywna gr¢ internetowa, ktéra polega na generowaniu in silico sekwencji
wiazacych biatka AGO lub modyfikowaniu istniejacych sekwencji poprzez wprowadzanie mutacji

lub symulowanie eksperymentow laboratoryjnych zwigzanych z mutageneza tych biatek.



Wstep

Dominujacy postulat biologii molekularnej o jednoznacznosci sekwencji 1 struktury biatka
oraz petnionej przez niego funkcji okazal si¢ fundamentalny w wyjasnieniu funkcji tysigcy
réoznych domen i rodzin biatkowych [1,2]. Ostatnie doniesienia naukowe ujawniaja jednak
przypadki wychodzace poza ten klasyczny kanon. Przykladem sa tu biatka zawierajace domeng
WG/GW (Trp-Gly/Gly-Trp), ktora ztozona jest z licznie powtdrzonych par zawierajacych reszty
tryptofanu W (Trp) 1 glicyny G (Gly). Obecno$¢ tego binarnego kodu jest niezbgdna niemal
u wszystkich organizméw eukariotycznych podczas procesu interferencji RNA (RNAi, ang. RNA
interference) stanowiacego naturalny mechanizm regulacji ekspresji gendéw, w ktorym male
czasteczki RNA znajdujace si¢ w kompleksie z biatkami Argonaute (AGO) i biatkami
zawierajacymi domeng WG/GW, odgrywaja rolg przewodnikow odnajdujacych komplementarne
do nich docelowe sekwencje.

Domeny WG/GW, nie tylko charakteryzuja si¢ r6zna dtugoscia 1 bardzo niskim stopniem
podobienstwa sekwencji, ale takze nie posiadaja uporzadkowanej struktury przestrzenne;.
Wyjatkowo zmienny charakter tych domen sprawia zatem, Ze ich identyfikacja 1 klasyfikacja
wykraczaja réwniez poza ramy klasycznej bioinformatyki, ktérej metody adnotacji
- tJ. przypisywania funkcji regionom sekwencji - opieraja si¢ w duzej mierze na iloSciowym
podobienstwie do znanych juz funkcjonalnie spokrewnionych sekwencji. W zwiazku z tym
w praktyce badawczej, nieskuteczne okazuja si¢ przeszukiwania podobnych sekwencji
z wykorzystaniem tradycyjnych programéw opartych na przyréwnywaniach sekwencji
(np. BLAST [3]) czy algorytmach rozpoznajacych motywy (PSI-BLAST, HMMER [4]).

Z uwagi na wysoki poziom dywergencji sekwencji domen WG/GW, ich przyrownywanie
uniemozliwia wiarygodne okreslenie ich relacji homologicznych. Totez mimo zwigkszajacej si¢

liczby zidentyfikowanych bialek o doswiadczalnie potwierdzonej aktywnos$ci wiazania AGO,
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nadal bez odpowiedzi pozostaja pytania dotyczace powstawania i réznicowania tych ekstremalnie
zmiennych, a mimo to funkcjonalnych domen biatkowych. Ponadto domena WG/GW, ze wzgledu
na niejasne kryteria klasyfikacji, nie zostata zdefiniowana w publicznie dostgpnych bazach
danych motywow 1 domen biatkowych (np. Pfam [1], PROSITE [5], InterPro [6]). Dodatkowo
utrudnione jest znalezienie pelnej listy biatek wchodzacych w interakcje z biatkami AGO
w oparciu o gtowne bazy danych sekwencji biatkowych (UniProt, RefSeq), poniewaz domena
WG/GW wystepuje w wielu niespokrewnionych rodzinach biatkowych charakterystycznych tylko
dla niektorych grup systematycznych, np. biatko Tas3 wystepujace jedynie u drozdzy z gatunku
S. pombe [7,8], podjednostka NRPE1 polimerazy V u ro$lin wyzszych [9] czy biatka WAGI1
1 CnjB orzeska T. thermophila [10].

W niniejszej pracy zaprezentowane zostana trzy podej$cia komputerowe przeznaczone
do przewidywania de novo domen wiazacych biatka z rodziny AGO w zadanym przez
uzytkownika zestawie sekwencji. Wykorzystanie opracowanego oprogramowania umozliwia
identyfikacjg - wraz z ocena wiarygodnosci przewidywan - genéw eukariotycznych, ktére koduja
funkcjonalne motywy oddziatujace z biatkami AGO. Nastgpnie przedstawiona zostanie analiza
poréwnawcza biatek wiazacych AGO, podczas ktérej zbadane zostana zwiazki filogenetyczne
kodujacych je genow oraz mechanizmy molekularne zapewniajace wysokie zroznicowanie
wystgpujacych w nich domen WG/GW. W ostatniej czg$ci tej pracy zostanie zaprezentowany
publicznie dostgpny portal internetowy, ktory z jednej strony stanowi repozytorium informacji na
temat krotkich motywow zawierajacych tryptofan zaangazowanych w proces RNAI,
a jednoczesnie oferuje spolecznosci naukowej komplet sieciowych aplikacji wspomagajacych

eksperymentalne badania nad tego typu domenami.

1.1. Bialka WG/GW w procesie RNAi

Interferencja RNA jest naturalnym mechanizmem funkcjonujacym w komorkach
eukariotycznych polegajacym na regulacji ekspresji gendw przy udziale matych regulatorowych
czasteczek RNA (stRNA, ang. small regulatory RNA) o sekwencji identycznej lub podobnej do
sekwencji DNA docelowego genu. Sposrod wielu klas srRNA, rozrdéznia si¢ dwa gltéwne typy
tych czasteczek: mikroRNA (miRNA, ang. microRNA) oraz mate interferujace RNA (siRNA, ang.
small interfering RNA) [11]. Czasteczki miRNA sa krotkimi jednoniciowymi RNA kodowanymi
przez genom komorki, ktére odpowiadaja za regulacj¢ ekspresji gendw podczas rozwoju
1 funkcjonowania organizmu. Funkcja ta zwykle realizowana jest przez czasteczki miRNA
wykazujace czesciowa identyczno$¢ do docelowej komplementarnej sekwencji mRNA [12].

Natomiast male siRNA powstaja z dlugich dwuniciowych czasteczek (dsRNA, ang.
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double-stranded RNA) syntetyzowanych przez polimeraz¢ RNA zalezna od RNA (RdRP, ang.
RNA-dependent RNA polymerase) na jednoniciowej matrycy RNA transpozonow, elementéw
powtarzalnych oraz niektorych wiruséw. Czynnikiem decydujacym o uruchomieniu takiego
obronnego mechanizmu przeciwwirusowego 1 kontroli ekspresji materialu genetycznego
zawartego w transpozonach jest catkowita komplementarno$¢ interferujacego RNA do sekwencji
podlegajacej wyciszeniu [13].

Zaréwno siRNA jak i miRNA sa produktem katalitycznej aktywnosci endorybonukleazy
Dicer, ktéra rozcina dwuniciowe czasteczki RNA (rys. 1). Tak powstale niskoczasteczkowe
miRNA/siRNA sa bezposrednimi mediatorami kierujacymi procesem RNAI, ktéry moze dziatac
na dwoch poziomach: (i) DNA, poprzez transkrypcyjne wyciszanie gendéw (TGS, ang.
transcriptional gene silencing) oraz (i1) RNA, na drodze post-transkrypcyjnego wyciszania genow
(PTGS, ang. post-transcriptional gene silencing). Kontrola ekspresji gendOw na poziomie

transkrypcji zostala zaobserwowana u drozdzy, ros$lin oraz muszek owocowych i odbywa sig

T dsRNA o """'""JLO

\J \
SIRNA v wouun MiRNA
N 4

Efektorowy kompleks RNAI

v d \
RNA
genom I 3 s JTITITI [T 3 mRNA
metylacja DNA/histonéw degradacja mRNA blokowanie translagji
TGS PTGS

Rys. 1. Schemat szlakéw RNAi w komodrce. Krotkie regulatorowe RNA (strRNA), siRNA, miRNA, sa
produktem katalitycznej aktywnos$ci endorybonukleazy Dicer, ktéry rozcina dwuniciowe czasteczki RNA
(dsRNA). sRNA wraz z AGO i bialkiem zawierajacym domeng WG/GW tworza rdzen
wielopodjednostkowych kompleksow efektorowych, np. RITS (ang. RNA-induced transcriptional gene
silencing) lub RISC (ang. RNA-induced silencing complex). Kompleksy moga dziala¢ na dwodch
poziomach: (i) transkrypcyjnym (TGS), indukujac wyciszanie epigenetyczne towarzyszace modyfikacji
chromatyny, oraz (ii) potranskrypcyjnym (PTGS) degradujac komplementany mRNA lub blokujac jego
translacje.
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przez epigenetyczne modyfikacje materiatu genetycznego. Interferujacy RNA oddziatujac z RARP
1 z metylotransferaza histonowa promuje metylacj¢ histonow prowadzac do wyciszenia
centromerowego DNA i/lub formowania heterochromatyny [14]. Z kolei efektem regulacji na
poziomie potranskrypcyjnym moze by¢ enzymatyczne rozcigecie 1 degradacja mRNA lub
zahamowanie translacji wynikajace z bezposredniego wiazania mRNA przez kompleks
efektorowy RNAI [15], cho¢ w pewnych warunkach oddzialywanie z miRNA prowadzi¢ moze do
wzmozenia translacji [12].

Rézne mechanizmy wyciszenia docelowego mRNA, operujace zarowno w szlaku TGS, jak
1 PTGS, determinowane sa rodzajem efektorowego kompleksu biatkowo-rybonukleinowego
(RNP, ang. ribonucleoprotein), z ktérym dana klasa srRNA oddziatuje. Na przyktad, rozcigcie
docelowej nici RNA odbywa si¢ z udziatem kompleksu RISC (ang., RNA-induced silencing
complex), zahamowanie translacji wymaga kompleksu miRNP (ang. microribonucleoprotein),
a regulacja ekspresji przez wplyw na struktur¢ chromatyny jest realizowana przez kompleks RITS
(ang. RNA-induced transcriptional gene silencing) [16]. Rdzen tych kompleksow stanowia biatka
z rodziny Argonaute (AGO) zwiazane z czasteczkami srRNA oraz biatkami zawierajacymi
domene WG/GW.

Czlonkowie rodziny AGO posiadaja trzy charakterystyczne, zachowane ewolucyjnie domeny
- sasiadujaca z domena N-koncowa domeng PAZ oraz srodkowa MID, odpowiadajace za wiazanie
odpowiednio 3’ i 5’ konca interferujacego RNA oraz domeng C-koncowa, PIWI, wykazujaca
aktywno$¢ RNazy H [17]. W toku ewolucji biatka Argonaute podlegaly licznym duplikacjom,
szczegolnie u roslin 1 zwierzat, ktére prowadzily do specjalizacji ich funkcji. Na przyktad
w genomie Arabidopsis, ktory koduje 10 przedstawicieli AGO, regulacja ekspresji na drodze
miRNA zalezy gtownie od udziatu AGO1, a takze AGO2 1 AGOS, natomiast czasteczki siRNA
zostaja przytaczone do biatek AGO4 lub AGO6 prowadzac do metylacji de novo sekwencji DNA
w procesie metylacji DNA kierowanej przez RNA (RdDM, ang. RNA-directed DNA methylation).
W badaniach D. melanogaster, zawierajacej dwoch przedstawicieli rodziny AGO, wykazano, ze
miRNA sa preferencyjnie wigzane przez AGO1 wplywajac na supresj¢ translacji, natomiast
siRNA uruchamiaja degradacje¢ mRNA dzigki oddziatujacemu z nimi AGO2 [18]. U ssakow,
u ktorych rodzina Argonaute obejmuje czterech cztonkoéw, siRNA sa preferencyjnie wiazane przez
AGO1 lub AGO2, natomiast miRNA wykorzystywa¢ moze kazde z czterech AGO [19]. Z kolei
genom C. elegans koduje przynajmniej 26 biatek Argonaute, z ktorych ALG-1 1 ALG-2 wiaza
miRNA, natomiast SAGO-1, SAGO2, RDE-1 oddzialuja z siRNA. W przypadku drozdzy
S. pombe, w szlakach TGS 1 PTGS zaangazowany jest jeden przedstawiciel biatek AGO, podobnie
jak u orzeska T. thermophila, ktory posiada jedna kopig¢ biatka Argonaute (Twil) zaangazowana

W rearanzacj¢ materialu genetycznego prowadzaca do eliminacji czgsci sekwencji DNA [17].
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Jednak bez wzgledu na rodzaj biatka AGO, wspolna cecha efektorowych komplekséw RNA1
jest obecnos¢ biatek zawierajacych domeng WG/GW bezposrednio zwiazang z domena PIWI
réznych przedstawicieli rodziny AGO. Domena WG/GW zlozona z funkcjonalnych powtorzen
Trp 1 Gly stanowi przedmiot niniejszej analizy 1 bedzie szczegotowo opisana w dalszych
czesciach pracy. Terminy: motyw i powtorzenie WG/GW, odnosza si¢ do wystapienia takiego
uktadu aminokwaséw w sekwencji biatka, za§ domena rozumiana jest jako dluzszy odcinek
sekwencji wyodrgbniony ze wzgledu na niezalezna od reszty biatka zdolno$¢ zachowania

aktywnoS$ci wigzania biatek AGO.

1.2. Rola domeny WG/GW w wigzaniu bialek z rodziny Argonaute

Powtorzenia WG/GW zaobserwowano po raz pierwszy w ludzkich komorkach w biatku
GW182, ktore zidentyfikowano jako antygen rozpoznawany przez surowicg pacjenta chorego na
neuropati¢ motoryczng i sensoryczng [20]. Jednak ich zwiazek ze szlakiem RNAI zostat odkryty
w kolejnych badaniach doswiadczalnych, podczas ktoérych biatka GWI182 izolowano
w kompleksach z biatkami AGO lub wykazywano ich kluczowe znaczenie w szlakach
regulacyjnych realizowanych z udzialem miRNA u zwierzat. Eksperymenty te obejmowaty
badania genetyczne u C. elegans, badania przesiewowe za pomoca RNAi (ang. RNAi screening)
u D. melanogaster oraz oczyszczanie i analiz¢ biochemiczna kompleksow zawierajacych biatka
AGO pochodzace z komorek cztowieka [21-25]. Rodzina GW182 skiada si¢ z trzech paralogow
genu GW182 (TNRC6A/GW 182, TNRC6B 1 TNRC6C) u kregowcow i niektorych owadow [26],
z wyjatkiem muszki owocowej, ktora koduje jedna kopig tego genu (DmGWI182) [27].
Charakterystyczna cecha bialek GW182 jest obecno$¢ dwodch dobrze zachowanych domen
o zdefiniowanej strukturze przestrzennej obejmujacych: centralnie potozona domen¢ UBA (ang.
ubiquitin-associated domain) 1 domeng¢ wiazaca RNA (RRM, ang. RNA-recognition motif)
zlokalizowana na C-koncu biatka (rys. 1A). Te dwie globularne domeny otoczone sa regionami
sekwencji, ktore na podstawie analiz komputerowych przewidziane zostaly jako fragmenty
nieustrukturyzowane [25,27]. Sekwencje te obejmuja trzy czesci biatka, N-koniec (N-term),
srodek (Mid) i1 C-koniec (C-term), zawierajace liczne powtorzenia par WG/GW, a takze region
bogaty w reszty glutaminy (Q-rich) znajdujacy si¢ miedzy domenami UBA i RRM [20,25,27,28].
Chociaz liczba motywow WG/GW znajdujacych si¢ w regionach N-, Mid- i C- rézni si¢
w obregbie paralogéw grupy biatek GW182, najwigcej powtdrzen wystepuje w regionie N-konca
u wszystkich przedstawicieli tej rodziny, podczas gdy regiony Mid 1 C-term zawieraja znacznie
mniej lub pozbawione sa powtdrzen par tryptofanu i glicyny. Metody koimmunoprecypitacji

przeprowadzone w komorkach D. melanogaster wykazaty, ze obecnos¢ N-koncowego regionu
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biatkka DmGWI182 jest zarowno krytyczna, jak 1 wystarczajaca do bezposredniej asocjacji
z biatkami AGO [25]. Zastosowanie ukierunkowanej mutagenezy w celu oceny wkiadu
poszczegolnych reszt aminokwaséw w oddziatywanie z AGO pozwolito zidentyfikowaé motywy
WG/GW jako miejsca kontaktu, wewnatrz ktérych tryptofan odgrywa krytyczna roleg [7,9,29-31].
Obecnos¢ 1 utozenie pewnych reszt aminokwasowych znajdujacych si¢ w lokalnym otoczeniu
zdefiniowanego motywu WG/GW ma rowniez wplyw na stabilno$¢ kompleksu GW182-AGO.
Nie wszystkie dwuliterowe powtdrzenia tryptofanu i glicyny wykazuja bowiem jednakowa
specyficznos¢ podczas asocjacji  [30,32]. Ponadto mutageneza reszt znajdujacych sig
w najblizszym otoczeniu motywow WG/GW wptywata na sitg wigzanie biatek AGO [7].

Obok rodziny GWI182, w tym samym czasie domeng wiazaca AGO zaobserwowano
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Rys. 2. Architektura domen w doswiadczalnie potwierdzonych biatkach wiazacych AGO u Eukayota.
Domena WG/GW oznaczona zostala czerwonym prostokatem. Wystapienia motywow WG/GW
wyrozniono pionowa linia. A. Rodzina GW182 (TNRC6A, TNRC6B, TNRC6C). Hs (H. sapines), Dm (D.
melanogaster). B. Inne rodziny biatkowe. Ce (C.elegans), At (A. thaliana), Sp (S. pombe), Tt (T.
thermophila).
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u Arabidopsis w obrgbie C-konca podjednostki NRPE1 polimerazy V (polV) (rys. 3A).
Ta domena, podobnie jak w przypadku biatka GW182, sktada si¢ z licznie wystgpujacych
powtérzen WG/GW, ktére tworza molekularng platforme¢ niezbedna do wiazania biatek AGO4
podczas szlaku RADM. Mutanty polV wewnatrz powtorzeh WG/GW, w ktorych jeden tryptofan
zostal zastapiony réznymi pod wzgledem fizykochemicznym resztami aminokwasowymi,
np. znacznie mniejsza alaning czy fenyloalaning bedaca duzym aromatycznym aminokwasem
o podobnych wiasciwosciach do tryptofanu, sa niezdolne do wiazania biatek AGOA4,
co w konsekwencji prowadzi do obnizenia poziomu metylacji DNA elementow powtarzalnych
[9]. Sekwencja domeny wiazace] AGO w biatku NRPEI oprocz konserwatywnych powtorzen
glicyny 1 tryptofanu wykazuje niski stopien podobienstwa nawet migdzy blisko spokrewnionymi
ro§linami np. A4. thaliana i V. vinifera (rys. 3A). Tak wysoki poziom kumulowania mutacji
w obrgbie domeny WG/GW migdzy ortologicznymi sekwencjami NRPE1 oraz paralogicznymi
sekwencjami GW182 (rys. 3B) przy jednoczesnym zachowaniu wysokiego podobienstwa
sekwencji pozostalych czgsci biatka sugeruje, Zze domena wiazaca AGO moze podlegac¢ silnej

presji selekcyjne;.
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Rys. 3. Poré6wnanie metoda dot-matrix sekwencji bialek wiazacych AGO. Mato zachowany region
odpowiadajacy domenie WG/GW zostal obramowany czerwonym prostokatem. A. Ortologi podjednostki
pol V NRPEL1 A.thaliana i V.vinifera. B. Paralogi TNRC6A i TNR6B H. sapiens.

W celu zbadania wptywu mutacji na funkcjonowanie domeny wiazacej AGO, El-Shami wraz
z zespotem (2007) przeprowadzit spektakularny eksperyment polegajacy na wymianie domen
WG/GW pomigdzy dwoma niespokrewnionymi biatkami NRPE1 Arabidopsis, a GW182
cztowieka. Powstale w tym doswiadczeniu chimeryczne biatka, mimo braku jakiekolwiek
podobienstwa sekwencji oprocz par WG/GW, byly nadal zdolne do wiazania zarowno AGO?2

cztowieka, jak i AGO4 Arabidopsis [9]. W tym samym czasie odnotowano takze funkcjonalne
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zachowanie motywoéw WG/GW migdzy organizmami, ktore dzieli jeszcze wigkszy dystans
ewolucyjny: migdzy biatkiem AGO prokariotycznego archeonu A. fulgidus, a domena wiazaca
AGO ludzkiego biatka GW182 [7].

Od momentu odkrycia dwoéjkowego kodu aminokwasow WG/GW w rodzinie GW182
1 NRPEI, funkcjonalne powtérzenia WG/GW zostaly zaobserwowane rdéwniez w innych
rodzinach biatkowych we wszystkich czterech krolestwach Eukariota: protista, grzyby, rosliny
(tabela 1). dwa biatka, WAGI
1 CnJB, nalezace do réznych rodzin biatkowych (rys 2B) zawieraja powtorzenia WG/GW, ktore

1 zwierzgta U orzeska Tetrahymena thermophila
wiaza biatko z rodziny Argonaute (Twil) podczas metylacji reszty lizyny histonow H3 [10].
U drozdzy, wchodzaca w sktad kompleksu RITS podjednostka Tas3 posiada domeng dtugosci 50
aminokwaséw zawierajaca dwa powtorzenia, WG i GWG, ktore bezposrednio oddziatuja
z biatkiem AGOI1 prowadzac do transkrypcyjnego wyciszenia rejonéw okotocentromerowych.
Doswiadczenie ukierunkowanej mutagenezy w obrgbie jednego z dwoch powtorzen WG,
polegajace na zamianie tryptofanu na alaning lub fenyloalaning i glicyng na alaning, wykazato, ze

pojedynczy motyw jest niezbedny i wystarczajacy do asocjacji biatka Tas3 z AGO1 [7,8].

Tabela 1. Eksperymentalnie potwierdzone biatka wiazace AGO.

Organizm Wirus®  Biatko (motywy™) Funkcja AGO Literatura
A. thaliana NRPEI (17) RdDM AGO4,6,9 [9,33]
A. thaliana SPT5/KTF1 (44) RdDM AGO4 [34,35]
A. thaliana SPT6/GTB1(12) - - [9]
A. thaliana TCV P38 (2) mimikra- wigzanie AGO AGO1,4 [36]
S. tuberosum  SPMMV P1 (3) mimikra- wigzanieAGO1 AGO1 [37]
N. benthamiana TSWV NSs (1) mimikra- wigzanieAGO1 AGO1 [38]
TNRCO6A (39),
H. sapiens TNRCG6B (34), PTGS AGO1,2,34 [27]
TNRC6C (34)
C.elegans AIN1/AIN2 (7/4) PTGS AGO1 [39]
D. melanogaster DmGW182 (15) PTGS AGO1 [25,29]
T. thermophila WAGTI (27) rearanzacja genomu Twil [10]
T’ thermophila cnjB (18) rearanzacja genomu Twil [10]
S.pombe Tas3 (3) TGS AGO1 [7,8]

*TCV (ang. Turnip crinkle virus), SPMMYV (ang. Sweet Potato mild mottle virus), TSWV (ang. Tomato
spotted wilt virus) **liczba motywow WG/GW w biatku

Z kolei u A. thaliana czynnik elongacyjny transkrypcji KTF1/SPTS5, oprocz domeny KOW

zawiera na swoim C-koncu ponad 40 powtorzen WG/GW rozciagajacych si¢ w sekwencji na
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dlugo$¢ 700 aminokwasoéw, a mutacje w jego obregbie uniemozliwiaja wiazanie bialek AGO4
[34,35]. Genom nicienia C. elegans koduje dwa biatka, AIN-1 i AIN-2, zawierajace domeng
sktadajaca si¢ odpowiednio z 7 i 4 powtdérzen motywoéw WG/GW, ktore oddziatuja z biatkami
AGO oraz sa kluczowe w szlaku miRNA [21,39,40].

W ostatnim czasie odnotowano réwniez trzy przypadki wirusow infekujacych rosliny, ktore
koduja biatka mogace funkcjonalnie upodobni¢ si¢ do domen WG/GW gospodarza i dzigki temu
przetamac jego naturalny system obronny i zainicjowac infekcje¢ [36—38]. Na przyktad biatko P38
kapsydu wirusa TCV (ang. Turnip crinkle virus) uzywa powtorzen WG/GW jako przyngty
rekrutujacej biatka AGO, przetamujac w ten sposob system obronny RADM Arabidopsis [36].
Rowniez w biatku proteazy serynowej P1 wirusa SPMMYV (ang. Sweet potato mild mottle virus)
powtdrzenia WG/GW sa niezbedne podczas wiazania i supresji biatek AGO1 [37]. Niedawno
wykazano, ze mutacja w obrebie pojedynczego motywu WG/GW biatka supresorowego NSs
wirusa TSWV (ang. Tomato spotted wilt virus) calkowicie pozbawia funkcji supresorowych tego
bialka, co sugeruje potencjalng interakcje migdzy motywem WG/GW a AGO1 [38]. Sekwencje
WG/GW stanowia zatem uniwersalne narzedzie wykorzystywane przez komorke do rekrutacji
1 wigzania biatek AGO podczas realizacji r6znych procesow RNAi zachodzacych w organizmach

znajdujacych si¢ na r6znych poziomach organizacji zycia.

1.3. Specyfika domen WG/GW

Domeny wiazace AGO wyrdzniaja si¢ pigcioma charakterystycznymi wlasciwosciami, ktore
sprawiaja, ze procedura ich identyfikacji stanowi bardzo trudny element adnotacji oraz analiz
poréwnawczych sekwencji biatkowych.

Po pierwsze, poziom identycznosci sekwencji domen WG/WG, nawet w obrebie blisko
spokrewnionych organizmoéw (rys. 3), miesci si¢ w zakresie od 20% do 35%. Ten przedziat
nazywa si¢ "strefa mroku" przyrownan sekwencji (ang. twilight zone) [41], gdzie spokrewnione
sekwencje mieszaja si¢ z niespokrewnionymi sekwencjami, ktérych podobienstwo jest
przypadkowe. Z kolei stopien identycznosci sekwencji domen WG/GW pochodzacych z réznych
rodzin biatkowych spada ponizej 20%, tym samym przenikajac do tzw. "strefy ciemnos$ci" (ang.
midnight zone), gdzie wigkszo$¢ sposrod przyrownywanych sekwencji catkowicie nie jest ze soba
spokrewniona. Uniemozliwia to wiarygodne okres§lenie relacji homologicznych biatek
oddziatujacych z AGO [41]. Z tych wlasnie wzgledow nie mozna odnalez¢ pokrewienstw
funkcjonalnych bialek wiazacych AGO wsrdd wynikéw prostych przeszukah baz danych
programami BLAST [3] lub FASTA [42]. Brak mozliwosci wyznaczenia wiarygodnego

przyréwnania dwoch sekwencji domeny WG/GW stanowi powazne ograniczenie komputerowe;j
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procedury klasyfikacji motywdéw i domen biatkowych. U podstaw tych metod, lezy bowiem
zatozenie, ze w obrgbie dopasowan wielosekwencyjnych mozna identyfikowac¢ konserwatywne
odcinki sekwencji, ktorych istnienie ma uzasadnienie strukturalne lub funkcjonalne. Takie czg$ci
dopasowan stuza nastgpnie jako cechy diagnostyczne danego zestawu sekwencji, ktore z kolei
zostana wykorzystane do wykrywania nowych cztonkéw odpowiednich rodzin biatek. A zatem w
przypadku biatek WG/GW nieskuteczne okazuja si¢ klasyczne metody przewidywan domen
1 motywdéw, ktore obejmuja stosowanie: (i) pojedynczych motywdéw zapisanych w formie
wyrazen regularnych (np. PROSTE [5]), (i) wielu motywow reprezentowanych w postaci
"Sladow sekwencyjnych" rodzin biatek (ang. fingerprint) (np. PRINTS [43], BLOCKS) czy
calych domen reprezentowanych jako profile (PSI-BLAST, PROSITE), modele HMM
(PFAM [44], InterPro [6]).

Drugi problem identyfikacji domen wiazacych AGO wynika z diametralnie zr6znicowanych
dlugosci ich sekwencji, ktore w potwierdzonych biatkach wahaja si¢ od 22 do ponad 700
aminokwasow. Brak jednoznacznie zdefiniowanej dtugos$ci domeny nie uzasadnia rowniez w tym
przypadku zastosowania metod, ktore zamiast przeprowadzania przyréwnania sekwencji,
wykorzystuja algorytmy kombinatoryczne np. probkowanie Gibbsa [45] (Gibbs Motif Sampler
[46]) lub maksymalizacje wartosci oczekiwanej (MEME [47]) oraz rozmaite warianty podejs$¢
dystansowych (ang. alignment-free methods) opierajace si¢ na analizie skladu krotkich wyrazow
sekwencyjnych [48]. Poniewaz programy te wymagaja dysponowania informacjami o dtugosciach
domen, ich zastosowanie podczas identyfikacji domen WG/GW nie przynosi zadowalajacych
rezultatdow, nawet pomimo zastosowania technik przesuwajacego si¢ okna, z uwzglednieniem
réznych jego wielkosci.

Po trzecie, jak dotad nieokreslona jest liczba powtdrzen WG/GW definiujaca domeng wiazaca
AGO. Biorac pod uwage fakt, ze w biatkach o potwierdzonej funkcji wiazania, liczba wystapien
WG/GW wabha si¢ od dwoch w domenie biatka Tas3 do 45 kopii u SPT5/KTF1, szukanie biatek,
w ktorych wystepuja powtorzenia WG/GW rowniez nie jest skutecznym rozwigzaniem. Mimo, ze
tryptofan jest najrzadziej wystgpujacym aminokwasem w biatkach eukariotycznych (1.78% [49]),
to sekwencja WG lub GW pojawia si¢ $srednio w co drugim biatku. Tak wiec samo rozpoznanie
motywow WG/GW nie jest wiarygodne, z uwagi na ich niska specyficzno$¢, a przy braku
dodatkowych informacji sam fakt wystapienia ich w sekwencji niczego nie oznacza, bowiem
motyw jest zbyt krotki, by mogt by¢ specyficzna cecha pozwalajaca odrozni¢ biatka wiazace
AGO od innych sekwencji.

Czwartym utrudnieniem procesu identyfikacji domen WG/GW jest ich wystgpowanie w wielu
niespokrewnionych rodzinach biatkowych charakteryzujacych si¢ odmienna architektura domen

(rys. 2). Brak przestanek dotyczacych jakichkolwiek korelacji wspotwystgpowania domen
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WG/GW w sasiedztwie innych motywow uniemozliwia rowniez prowadzenie przeszukiwan baz
sekwencji w oparciu o inne dobrze zakonserwowane fragmenty sekwencji biatka. Z tego wzgledu
roéwniez zastosowanie ostatnio rozwijanych programéw przeznaczonych do odnajdywania biatek
o najbardziej podobnej architekturze domen (RADS/RAMPAGE [50] DoMosaics [51]) jest
nieskuteczne w przypadku biatek wiazacych AGO.

Ostatnia, piata charakterystyczna wlasciwos¢ domen WG/GW utrudniajaca proces adnotacji
biatek, wynika z faktu, ze domeny wiazace AGO nie posiadaja uporzadkowanej struktury
przestrzennej. Przewidywania elementéw struktury drugorzedowej bialek GW182 sugeruja,
ze motywy WG/GW wystgpuja w regionach nieustrukturyzowanych. Uniemozliwia
to prowadzenie porownan strukturalnych tych biatek, a takze klasyfikacj¢ domen na podstawie
odpowiedniej klasy zwojow.

A zatem na podstawie opisanych powyzej pieciu cech domen wigzacych AGO, stanowiacych
zrédto problemoéw ich identyfikacji 1 analiz pordwnawczych, konieczne stato si¢ utworzenie
nowych metod bioinformatycznych ktore pozwalaja uzyska¢ bardziej wiarygodne adnotacje

domen WG/GW.
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ROZDZIAL,

Cel pracy

Celem niniejszej pracy jest realizacja trzech gtéwnych zadan:

1.

Opracowanie oraz implementacja nowej metody obliczeniowej, ktora umozliwi

identyfikacje 1 adnotacj¢ domen WG/GW.

Zaprojektowanie 1 przeprowadzenie analizy porownawcze] biatek wigzacych AGO, ktora
pozwoli pozna¢ specyficzne mechanizmy molekularne odpowiedzialne za powstawanie

1 roznicowanie si¢ domen WG/GW.

Stworzenie ogolnie dostgpnego portalu internetowego poswigconego badaniom nad
domenami zaangazowanymi w procesy RNAI, ktory oprocz systemu informacji na temat
biatek wiazacych AGO, zawiera¢ bedzie komplet aplikacji internetowych umozliwiajacych

uzytkownikom analizowanie i1 przewidywanie domen WG/GW.
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ROZDZIAL,

Metody

3.1. Metody identyfikacji domen WG/GW

Metody identyfikacji domen wiazacych AGO zostaly zaimplementowane w jezyku
programowania Python. Wigkszo$¢ operacji numerycznych, np. obliczanie warto$ci punktacji
przewidywanej domeny lub wyznaczanie warto$ci prawdopodobienstw dla odpowiedniej oceny
punktacji, przeprowadzono przy uzyciu dwodch bibliotek numpy (1.6.1) i scipy (0.9),

przeznaczonych do obliczen matematycznych i zastosowan naukowych [52].

3.1.1. Metoda kompozycyjna I i II generacji

Zestaw sekwencji Zrodiowych

Zestaw sekwencji, ktory postuzyt do budowy matryc dos 1 ics obejmowat w pierwszej wersji
metody 26 biatek roslinnych zawierajacych domeng WG/GW: NRPE1 u A. thaliana (NCBI GI:
79571777), V. vinifera (225465870), S. Ilycopersicum (68300841), S. oleracea (59939212),
S. lycopersicum (68300841), O. sativa (222622188; blednie opisane w bazie jako podjednostka
pol 1), P. patens (168027477), Z. mays (zidentyfikowana przez TBLASTN na sekwencji
genomowej), Arabidopsis SPT5 (15237667) 1 SPT6 (42562972). W drugiej wersji metody zestaw
zroédlowy zostat rozszerzony do 38 sekwencji uwzgledniajac dodatkowe biatka eukariotyczne
o potwierdzonej funkcji wiazania AGO: WAG1 (213054510) i cnjB (161752) T. thermophila,
Tas3 S. pombe (19112427), WGRP1 A. thaliana 1 GWI182 D. melanogaster (24638679),
cztowieka (116805348, 241982729, 119609886) 1 ortologow ssakow: B. taurus (119916998,
194676322), M. mulatta (109094291), E. caballus (194219119), P. troglodytes (114661685), C.
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familiaris (73964979). Sekwencje zostaly znalezione w publicznie dostgpnych bazach danych
w oparciu o program PSI-BLAST oraz procedur¢ dwukierunkowego przeszukiwania BLAST

(ang. reciprocal best-hits BLAST) uzywana podczas identyfikacji ortologéw [53].

Przygotowanie matrycy punktacji dos

Macierz punktacji dos zostala obliczona w oparciu o analiz¢ sktadu aminokwasowego
w zestawie zrodtowych sekwencji 1 nastgpnie uzyta zostala podczas automatycznej detekcji
przewidywania miejsca poczatku i konca domeny w sekwencji zapytania. Macierz punktacji
w pierwszej generacji metody zawiera warto$ci logarytmoéw ilorazu szans (ang. log odds ratio)
czgstosci wystgpowania kazdego aminokwasu. Warto$ci te odzwierciedlaja stosunek szans
wystapienia danego aminokwasu w domenie WG/GW do wystapienia tego samego aminokwasu
w innej czgsci biatka nie wykazujacej aktywnosci wiazania AGO. Logarytm ilorazu szans

wyrazony jest wzorem:

P.
D,=2xlog(") (1)

ip
gdzie:
i - dany aminokwas,

Piy 1 Py, - czgstoSci wystepowania aminokwasu i odpowiednio w sekwencjach domeny oraz

pozostatych czg$ciach biatka.
W drugiej wersji metody macierz dos zawiera warto$ci log odds ratio czgsto$ci wystgpowania
wszystkich 400 mozliwych kombinacji dipeptydéw obecnych w domenie WG/GW w poréwnaniu

do czgstosci pojawiania sig tych sekwencji w odpowiadajacych im proteomach.

Obliczanie punktacji ics

Na procedurg¢ obliczenia warto$ci punktacji ics sktadaja si¢ dwa kroki: (i) utworzenie tablicy
zawierajacej wartosci log odds ratio dla wszystkich 200 kombinacji par aminokwasow
w analizowanej domenie, oraz (ii) obliczenie r6éznic tych warto$ci miedzy tablica uzyskana dla
rzeczywistych domen wiazacych AGO, a tablica obliczona dla analizowanej domeny. Koncowa
warto$¢ ics jest suma wartosci bezwzglednych wszystkich 200 réznic. W odrdznieniu od
parametru dos, gdzie wyzsze wartosci reprezentuja wyzsza ocen¢ przewidywanej domeny,
w przypadku ics, warto$ci blizsze zeru wskazuja na wigksza zgodno$¢ zalezno$ci migdzy
aminokwasami w stosunku do sekwencji domen WG/GW o potwierdzonej funkcji. Warto$ci

zawarte w macierzy ics wyznaczone dla kazdego aminokwasu opisane sa wzorem:
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I,= )

Ni
lng(F)

1

gdzie:
i, j - dwa aminokwasy znajdujace si¢ w domenie,

Ni, Nj - iczba aminokwasow i oraz j znajdujacych si¢ w domenie.

Ocena istotnosci statystycznej punktacji dos

Modelowanie funkcji opisujacej rozktad prawdopodobienstw punktacji dos przeprowadzono
w programie EasyFit firmy Mathwave Technologies [54]. Procedura ta obejmowata analizg
dopasowania empirycznych rozktadéw punktacji dos (ang. Distribution fitting) do ponad 50
modeli teoretycznych, oraz ocen¢ zgodnosci kazdego z dopasowan (ang. Goodness of fit). Test
Kotmogorowa-Smirnowa (KS) [55] =zostal wykorzystany do sprawdzenia odleglosci
empirycznego rozktadu wartosci dos z dystrybuantami teoretycznych modeli. Dodatkowo do
oceny zgodnosci dopasowania modeli wykorzystano metody oparte na teorii informacji (SIC,

AIC, HQIC) [56].

Wyznaczenie wartosci granicznej ics

Zrédlowy zestaw 26 sekwencji domen WG/GW zostat podzielony na dwie grupy: sekwencje
testowe uzyte do obliczenia wartosci oceny ics oraz sekwencje referencyjne uzyte do zbudowania
macierzy punktacji ics, ktéra z kolei postuzyta do oceny zestawu testowego. Pi¢¢ rund obliczen
zostato przeprowadzonych odpowiednio dla r6éznej liczby sekwencji referencyjnych w zakresie od
21 do 25. W kazdej serii uwzgledniano wszystkie kombinacje sekwencji. Przy uzyciu liniowej
regresji maksymalnych warto$ci ics uzyskanych w analizowanych pigciu punktach wyznaczono
oczekiwang warto$¢ ics jako graniczng warto$¢ identyfikujaca domeny WG/GW. W drugiej
generacji metody zrodlowy zestaw sekwencji obejmowal 38 biatek, a pig¢ serii obliczen

prowadzonych byto dla r6znych kombinacji sekwencji referencyjnych w zakresie od 33 do 37.

3.1.2. Metoda profilu PSSM

Zestaw sekwencji zrodtowych

Zestaw sekwencji zrodlowych stuzacy do budowy pozycyjnie-specyficznej macierzy
wartosciujacej (PSSM, ang. Position-specific scoring matrix) obejmuje 195 ortologicznych bialtek

wiazacych AGO u Eukariota (http://www.comgen.pl/whub/download/files/). Z tego zbioru

wyodrebniono 6999 nienaktadajacych si¢ sekwencji motywow zawierajacych pojedyncze
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wystapienie Trp. W motywach tych, dlugosci sekwencji flankujacych reszt¢ Trp odpowiadaja
potowie odleglosci do kolejnej najblizszej reszty Trp na N- i C-koncu. W przypadku braku
kolejnego wystapienia Trp na N- i/lub C-koncu, pobrana zostaje sekwencja odpowiednio, od

poczatku i/lub do konca biatka.

Budowa macierzy PSSM

Na podstawie sekwencji motywow utworzone zostaje przyréwnanie, ktdre jest pozbawione
przerw (ang. ungapped alignment). W takim przyroOwnaniu, zachowany we wszystkich
sekwencjach Trp znajduje si¢ w pozycji centralnej, a otaczajace go inne reszty aminokwasowe
rozchodza si¢ w dwoch kierunkach N- 1 C-konca. Nastepnie zliczane zostaja czgstosci
wystgpowania poszczegodlnych aminokwasow na kazdej pozycji krotkiego fragmentu, zgodnie ze

wzorem:

pia: (3)

=

seq
gdzie:

pia - obserwowana czgstos¢ wystgpowania aminokwasu a na pozycji i,

nia - obserwowana liczba wystapien aminokwasu a w dostgpnym zbiorze motywoOw na pozycji i,
nseq - liczba sekwencji motywow.

W ten sam sposob obliczona zostaje warto$¢ gia, rozumiana jako Srednie czgstoSci
wystgpowania aminokwasow w zestawie motywOw bialek eukariotycznych zawierajacych
w centrum powtorzenie Trp. Nastgpnie zostaje skonstruowany profil PSSM, ktorego komorki
wypetnione sa ocenami punktowymi logarytmow ilorazu szans wystgpowania danego
aminokwasu na okreslonej pozycji w motywie:

Dia:210g2(&)

1a

(4)

Wowczas dodatnie wartosci Dia 0znaczaja, ze aminokwas znajdujacy si¢ na pozycji i jest
z wigkszym prawdopodobienstwem elementem domeny wiazacej AGO niz fragmentem

niefunkcjonalnego powtorzenia zawierajacego Trp.

Identyfikacja rodzin biatkowych zawierajqcych potencjalng domene WG/GW

Aminokwasowe sekwencje, ktore postuzyly, jako sekwencje zapytania podczas identyfikacji
domen WG/GW u Eukariota, Prokariota 1 wiruséw, zostalty pobrane z bazy UniProt (wersja:

2013 11). Przynalezno$¢ zidentyfikowanych sekwencji do odpowiednich rodzin biatkowych
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zostata wyznaczona w oparciu o podobienstwo sekwencji 1 sktadu domen biatkowych. Program
Cd-hit [57] zostal wykorzystany do utworzenia grup podobnych sekwencji, ktorych procent
identycznos$ci wynosi powyzej 50% i obejmuje przynajmniej 40% dlugosci krotszej sekwencji.
Badanie sktadu domen biatkowych przeprowadzane zostalo w oparciu o pakiet HMMER3 [58]
1 bazg rodzin 1 domen biatlkowych Pfam-A (wydanie 26.0) [44]. Analiza regionow
nieuporzadkowanych w zidentyfikowanych biatkach przeprowadzona zostala przy uzyciu

programu [UPred [59].

3.1.3. Metoda wykorzystujaca nauczanie maszynowe

i-Wsearch realizowany jest przez algorytm lasow losowych (ang. Random forest) [60]
1 wykorzystuje klasyfikacj¢ binarna, ktéra okresla czy dana reszta Trp nalezy do klasy sekwencji
wiazacych AGO. Korzystajac z techniki przesuwanego okna kazdy aminokwas otaczajacy
srodkowa reszt¢ Trp kodowany jest za pomoca 6 wilasciwosci fizykochemicznych: indeksu
hydrofobowosci [61], elastycznosci [62] 1 hydrofilowosci [63], masy, objetosci [64] oraz
wzglednej dostgpnosci na powierzchni (w ukladzie G-X-G, gdzie X jest analizowanym
aminokwasem) [65]. Jednocze$nie dla analizowanego Trp brane sa pod uwage odlegtosci
w sekwencji do najblizszych reszt Trp na N- i1 C-koncu. Zatem o przynaleznosci danej reszty
tryptofanu do klasy motywow wiazacych AGO decyduje kontekst fizykochemiczny
oskrzydlajacych go sekwencji oraz kontekst wystegpowania innych motywow sasiadujacych.
Proces klasyfikacji motywéw przeprowadzano w $rodowisku Python, korzystajac
z zaimplementowanego algorytmu laséw losowych, dostgpnego w pakiecie do uczenia

maszynowego scikit-learn [66].

Ewaluacja metody

Do wytrenowania metody uzyto dwoch zbiorow uczacych liczacych po 6779 motywow
znajdujacych si¢ w sekwencjach kazdej z dwoch klas: sekwencji wiazacych AGO oraz sekwencji
nie wykazujacych takiej aktywnos$ci. Podczas budowy klasyfikatora lasow losowych uzyto 100
drzew. Skuteczno$¢ rozpoznawania motywow zostata zbadana w oparciu o 10-krotny sprawdzian
krzyzowy (ang. 10-fold cross validation). W technice tej zbidr uczacy zostaje podzielony na 10
réwnych podzbiorow. Jedna z wydzielonych czg$ci stanowi zbior testowy, natomiast zbior
obejmujacy pozostate 9 czgsci shuzy do wytrenowania klasyfikatora. Algorytm dokonuje wyliczen
wskaznikow trafno$ci przewidywan. Analiza wykonywana jest 10-krotnie, a wskazniki trafnosci
sa nastgpnie usredniane w celu uzyskania jednego wyniku.

Liczbowe wskazniki skuteczno$ci dzialania klasyfikatora, takie jak czuto$¢ (SN),
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specyficznos¢ (SP), trafthos¢ (ACC) 1 warto$¢ F wyliczono na podstawie ponizszych wzorow.

P
SN =
TP+FN (3)
TN
SP= TN +FP ©)
TP
PPV =
TP+FP )
ACC= TP+TN ®
TP+FP+TN+FEN
wartos¢ F = 2XSNXSP 9)
SN +SP

gdzie TP, TN, FP, FN sa liczbami wynikéw, odpowiednio, prawdziwie dodatnich, prawdziwie
ujemnych, fatszywie dodatnich i falszywie ujemnych. Warto$¢ F, bgdaca harmoniczna $rednia
czulo$ci 1 specyficzno$ci zostala wybrana, podobnie jak w innych pracach [67], jako gléwna
miara skutecznosci algorytmu.

Oceny skutecznosci algorytmu przeprowadzono dla réznych wielkosci przesuwajacego si¢
okna (od 3 do 25) i wszystkich kombinacji siedmiu zmiennych opisujacych wiasciwosci

fizykochemiczne aminokwasow.

3.2. Analiza filogenetyczna

Sekwencje wejsciowe i wybor biatek z rodziny RRM

Wejsciowe sekwencje aminokwasowe 1 nukleotydowe roslin Arabidopsis thaliana 1 Oryza
sativa zostaty pobrane odpowiednio z bazy TAIR (wersja 9) [68] i MSU Rice Genome Annoation
Project Database and Resources (wersja 6.1) [69]. Z bazy DOE Joint Genome Institute (JGI) [70]
uzyskano adnotacje sekwencji genomowych wraz z sekwencjami EST dla gatunkow roslin:
Chlamydomonas reinhardtii (wersja 4.1), Chlorella NC64A (wersja 1.0), Ostreococcus
lucimarinus (wersja 2.0), Micromonas RCC299 (wersja 3.0), Volvox carteri (wersja 2.0),
Selaginella moellendorffii (wersja 1.0), Physcomitrella patens (wersja 1.1).

Do identyfikacji sekwencji biatkowych zawierajacych domen¢ RRM w analizowanych
proteomach roslinnych wykorzystano pakiet HMMER3 [58] 1 bazg¢ rodzin i domen biatkowych
Pfam-A (wydanie 24.0) [44]. Do analizy filogenetycznej wybrano biatka zawierajace
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przynajmniej jedna domeng RRM, ktorej warto§¢ oczekiwana byta nizsza lub réwna od przyjetej

przez kuratorow bazy Pfam warto$ci granicznej 0,001.

Przyréwnania sekwencji i rekonstrukcja filogenetyczna

Zakres badan filogenetycznych zostal ograniczony do konserwatywnych fragmentow
sekwencji domen RRM, gdyz sekwencje zawierajace powtorzenia WG/GW sa wysoce zmienne,
co sprawia, ze zawarta w nich informacja filogenetyczna jest mato wiarygodna. Sekwencje
pojedynczego motywu RRM polozonego najblizej N-konca biatka wyodrgbnione zostaly
z sekwencji pelnej dlugosci w oparciu o adnotacje bazy Pfam. Przyrownanie sekwencji domeny
RRM przeprowadzono uzywajac programu MAFFT 6.717 [71]. Do konstrukcji drzew
filogenetycznych rownolegle wykorzystano metody najwigkszej wiarygodnosci (ML, ang.
Maximum Likelihood) zaimplementowane w programie PhyML 3.0 [72] oraz metody oparte na
wnioskowaniu bayesowskim i1 symulacji Monte Carlo dla fancuchéw Markova (MCMC, ang.
Markov Chain Monte Carlo), ktora wykorzystuje aplikacja MrBayes 3.1.2 [73,74]. Dla obu metod
model substytucji LG [75] zostal wybrany na podstawie poréwnania warto$ci najwigkszego
prawdopodobienstwa (-InL) oraz kryterium informacyjnego Akaike (AIC, AICc) okreslonych
przy pomocy programu Prottest [76]. Model ewolucyjny w symulacji w programie MrBayes
uwzglednial pozycje inwariantne oraz tempo podstawien opisane rozktadem gamma. Obliczenia
zostaty przeprowadzane dla 2 milionéw pokolen przy czterech tancuchach MCMC, prébkowanie
drzew nastgpowato co 100 generacji. Analiza prowadzona byta do osiagnigcia stabilnego stanu

fancucha i wymaganego poziomu odchylenia standardowego ponizej 1%.

Obliczanie tempa substytucji niesynonimicznych i synonimicznych

W celu poréwnania tempa zachodzenia substytucji niesynonimicznych i synonimicznych
w obrgbie domen RRM, GRP i WG/GW wyodrebniono odpowiadajace im sekwencje
aminokwasowe. W obre¢bie danego typu domeny, dla kazdej z par przeprowadzono przyréwnanie
sekwencji kodujacych w oparciu o wyznaczone wczesniej przyroOwnanie sekwencji
aminokwasowych przy uzyciu programu MAFFT [71] 1 TranslatorX [77]. Stosunek liczby
substytucji niesynonimicznych (Ka) i synonimicznych (Ks) obliczono dla kazdej z par sekwencji
korzystajac z programu KaKs Calculator, ktory uwzglednia wyniki dziatania 10 algorytmow

wykorzystujacych r6zne modele ewolucyjne [78].

Analiza konwersji genéow

Program GENECONV 1.81 zostal wykorzystany do identyfikacji potencjalnych zdarzen

wymiany sekwencji (rekombinacja i/lub konwersja genéw i/lub nieréwny crossing-over) [79].
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Ze wzgledu na wysoka liczbg substytucji niesynonimicznych, w obrgbie wymienianego segmentu
sekwencji uwzgledniona zostata mozliwosci wystgpowania niedopasowanych reszt. W analizie
uzyto domys$lnych parametréow: 10.000 permutacji oraz globalna (znormalizowana ze wzgledu na
wiele poréwnywan) wartos¢ p < 0,05. Jednoczesnie, do detekcji potencjalnych
zrekombinowanych sekwencji uzyto algorytmow RDP, BOOTSCAN, MAXCHI, CHIMAERA,
SISCAN, 3SEQ zaimplementowanych w programie RDP3 [80], Regiony sekwencji, ktdre zostaty
zidentyfikowana przynajmniej przez trzy metody oraz majace potwierdzenie w rekonstrukcji

filogenetycznej prowadzonej w RDP3 zostaly uznane za potencjalne miejsca wymiany sekwencji.

3.3. Technologie wykorzystane w aplikacjach internetowych

Aplikacja Agos, jak i portal internetowy Whub zostaly napisane w jezyku Python 3.2 przy
przy uzyciu biblioteki Django 1.5.2 [81] przeznaczonej do tworzenia aplikacji internetowych.
Baza danych rekordow biatek i ich adnotacji oraz publikacji zaimplementowana zostata w jezyku
SQIite3 [82]. Struktur¢ elementow stron tworzono zgodnie z koncepcja stron responsywnych
(ang. responsive Design) korzystajac z technologii HTMLS, CSS3 i1 systemu Twitter Bootstrap
3.0.3 [83]. Dynamiczna aktualizacja interfejsu uzytkownika przeprowadzana jest przy uzyciu
jezyka JavaScript (biblioteka jQuery [84]) oraz technologii AJAX. Interaktywne wykresy
generowano w oparciu o biblioteke jQuery, HighCharts. Wigkszo$¢ pozostatych wizualizacji (np.
mapy termiczne, gra internetowa) tworzono przy pomocy technologi SVG w oparciu o biblioteke

d3.s [85].
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ROZDZIAL,

Wyniki

4.1. Identyfikacja de novo domen wigzgcych bialka AGO

W tym podrozdziale zaprezentowane zostana dwie nowe metody obliczeniowe stuzace do
identyfikacji nowych biatek zawierajacych potencjalne domeny wiazace AGO. Zastosowanie tych
programéw umozliwia otrzymanie list rankingowych biatek zawierajacych potencjalna domeng

WG/GW w genomach organizmow eukariotycznych, prokariotycznych oraz wirusow.

4.1.1. Metoda przewidywania domen WG/GW oparta na kompozycji aminokwasow

Podczas przeprowadzonego przez zespot El-Shamiego (2007) doswiadczenia, ktore polegato
na wymianie domen WG/GW migdzy niespokrewnionymi biatkami czlowieka i Arabidopsis,
zauwazono, ze obie domeny bogate sa w reszty Gly, Ser, Try i w mniejszym stopniu Glu, Asp
i Asn. Jednoczes$nie sekwencje obu domen wykazywaly mata zawartos¢ aminokwasow
hydrofobowych: Cys, Phe, His, Met 1 Tyr [9]. Obserwacja ta pozwolita opracowa¢ metodg
w laboratorium prof. Kartowskiego w Pracowni Bioinformatyki Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu, ktora - w oparciu o analiz¢ sktadu aminokwasowego sekwencji domen
wiazacych AGO - umozliwia zdefiniowanie wartosci granicznych, pozwalajacych wyodrebnic
funkcjonalne domeny WG/GW sposrdod innych biatek [56].

Badanie specyficznej kompozycji aminokwasowej domen WG/GW zostato przeprowadzone
na zestawie 26 sekwencji obejmujacych 3 eksperymentalnie potwierdzone woéwczas biatka
wiazace AGO u Arabidopsis - NRPEI1 [9], SPT5/KTF1 [34] i SPT6/GTBI1 - wraz z ich ortologami

u innych roslin (patrz: Metody - Rozdzial 3.1.1). Poréwnanie sktadu aminokwasowego sekwencji
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domen WG/GW w tych biatkach w odniesieniu do pozostatych czgsci sekwencji przedstawiono
w tabeli 2. Warto$¢ punktacji danego aminokwasu (ang. score) wyraza logarytm stosunku
obserwowanej czgstoSci  wystepowania danej reszty w domenie do oczekiwanego
prawdopodobienstwa jej wystapienia w innej czgsci biatka (patrz: Metody - Rozdzial 3.1.1).
Podobnie jak w macierzach substytucji BLOSUM i1 PAM, wartosci logarytmu ilorazu szans
odpowiadaja preferencjom wystepowania pewnych reszt aminokwasowych w domenie. Warto$ci
dodatnie i ujemne oznaczaja wystgpowanie danego aminokwasu w domenie WG/GW,
odpowiednio czes$ciej 1 rzadziej niz w pozostatych regionach biatka pozbawionych aktywnos$ci
wiazania biatek AGO. Natomiast warto$ci zerowe wskazuja, ze dany aminokwas pojawiania si¢
w domenie WG/GW z taka sama czgstoscia jak w przypadku pozostatych sekwencji tla.

Tabela 2. Macierz punktacji domeny wiazacej biatka AGO wykorzystywana przez algorytm podczas
przewidywania wielko$ci domeny i obliczania catkowitej wartosci score.

Warto$¢ punktacji Warto$¢ punktacji ~ Stosunek

Aminokwas [potowa bitu] | [jeden bit] czestosei Czgstosé Zliczenia
Trp (W) 2,666 1,333 2,520 0,063:0,025 743:1062
Gly (G) 2,068 1,034 2,048 0,213:0,104 2490:4447
Asn (N) 1,510 0,755 1,688 0,081:0,048 949:2051
Ser (S) 1,236 0,618 1,535 0,152:0,099 1774:4213
Ala (A) 0,280 0,140 1,102 0,065:0,059 762:2537
Asp (D) 0,184 0,092 1,066 0,081:0,076 950:3254
Thr (T) 0,000 0,000 1,000 0,040:0,040 467:1718
Gln (Q) -0,076 -0,038 0,974 0,038:0,039 440:1686
Lys (K) -0,120 -0,060 0,959 0,070:0,073 821:3136
Arg (R) -0,590 -0,295 0,815 0,044:0,054 518:2319
Pro (P) -0,644 -0,322 0,800 0,032:0,040 373:1726
Glu (E) -1,288 -0,644 0,640 0,048:0,075 560:3219
Val (V) -2,408 -1,204 0,434 0,023:0,053 274:2260
Phe (F) -2,558 -1,279 0,412 0,014:0,034 169:1443
His (H) -3,324 -1,662 0,316 0,006:0,019 76:796
Cys (C) -3,398 -1,699 0,308 0,004:0,013 43:568
Tyr (Y) -4,792 -2,396 0,190 0,004:0,021 50:890
Met (M) -5,012 -2,506 0,176 0,003:0,017 39:743

Ile () -5,030 -2,515 0,175 0,007:0,040 79:1705
Leu (L) -5,252 -2,626 0,162 0,011:0,068 132:2925

Aminokwasy sa uszeregowane ze wzgledu na malejace wartosci punktacji. Druga i trzecia kolumna
wykorzystywane sa przez algorytm do identyfikacji domeny WG/GW w sekwencji oraz obliczenia
sumarycznej wartos$ci jej punktacji. Ostatnie dwie kolumny zawieraja zliczenia i czgsto$ci wystgpowania
danego aminokwasu w sekwencjach odpowiednio domen WG/GW i pozostatych czg$ciach biatka.

Zgodnie z oczekiwaniami najwyzej punktowanymi aminokwasami sa Trp 1 Gly, a takze
dostrzegalna jest podwyzszona zawartos$¢ reszt Asp, Ser, Ala oraz Asn. Najmniej preferowanymi

aminokwasami w domenach WG/GW sa kolejno Leu, Ile, Met, Tyr i Cys. Natomiast, udzial reszt

-29.



Thr w sekwencji domeny WG/GW jest taki sam jak w przypadku sekwencji niewiazacych AGO.
Wiasciwosci  fizykochemiczne nadreprezentowanych aminokwaséw otaczajacych reszty
tryptofanu w sekwencjach domen WG/GW, wskazuja preferencje w kierunku matych,
hydrofilowych 1 natadowanych reszt bocznych. Jednak dwukrotnie wigksza liczba reszt
aminokwasowych o niskiej czgstosci wystgpowania (13 aminokwasdéw posiada ujemne wartosci
score), przy jednoczesnym dwukrotnie wigkszym zakresie ujemnych wartosci punktacji tych reszt
(-5,252 w przypadku Leu i 2,666 dla Trp) sugeruja wigkszy wptyw dziatania negatywnej selekcji
skierowanej przeciwko wystgpowaniu pewnych aminokwaséw w domenie, niz pozytywnej
selekcji dziatajacej w kierunku utrzymywania innych aminokwasow.

Procedura przewidywania domen WG/GW w dowolnej sekwencji aminokwasowej
przeprowadzana jest z wykorzystaniem uzyskanej macierzy punktujacej (tabela 2). Algorytm
rozpoczyna dzialanie od wyszukania w sekwencji zapytania wszystkich wystapien dwuliterowych
motywow WG 1 GW. Nastgpnie wyznaczony zostaje dluzszy region sekwencji przez rozbudowg
prowadzona na obu koncach kazdego znalezionego motywu, z jednoczesnym obliczaniem

warto$ci punktacji calego regionu (rys. 4).
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Rys. 4. Procedura rozbudowy sekwencji motywéw WG i GW. Sekwencja WG lub GW ulega
rozszerzeniu w dwoéch kierunkach, z jednoczesnym wyliczaniem skumulowanej wartos$ci punktacji dla
kazdej kolejnej reszty w sekwencji. Podczas wyznaczania miejsca poczatku potencjalnej domeny wystapit
spadek wartosci jej punktacji o 12,67 pot-bitow. Poniewaz wartos¢ ta jest wigksza od zalozonej warto$ci
decay 8,6 pot-bitow, proces rozbudowy sekwencji N-konca zostaje zatrzymany.

Niezaleznie od kierunku rozbudowy, wydhizanie sekwencji jest przerywane, w chwili, kiedy
wielko$¢ oceny obnizy si¢ wzgledem wczesniej osiagnigtego maksimum o wigcej niz pewna
ustalona warto$¢ progowa decay. W przypadku uzyskania naktadajacych si¢ sekwencji, laczy si¢
je, tworzac pelnej dlugosci segment sekwencji i obliczajac dla niego sumaryczna warto$¢
punktacji dos. Otrzymane w ten sposob nienakladajace si¢, wysoko ocenione segmenty

odpowiadaja potencjalnym domenom WG/GW (rys. 5).
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Rys. S. Wizualizacja wyznaczania miejsca poczatku i konca domeny WG/GW w sekwencji NRPE1
Arabidopsis. Rozbudowa sekwencji prowadzona jest oddzielnie dla kazdego motywu WG i GW
(kolorowe linie). Naktadajace si¢ sekwencje zostaja polaczone w jedna domeng, dla ktorej obliczona
zostaje warto$¢ punktacji dos.

Warto$¢ decay wplywa bezposrednio na diugos¢ wyznaczanej domeny: jej zwigkszenie
powoduje dopuszczanie wigkszej liczby aminokwaséw o ujemnych wartosciach dos podczas
rozbudowy motywow, tym samym zwigkszajac dlugo$¢ sekwencji potencjalnej domeny.
Uruchomienie procedury na zestawie pelnej dlugosci sekwencji biatek wiazacych AGO, przy
zastosowaniu serii roznych wartosci decay z zakresu od 7 do 10 pot-bitéw, pozwolito uzyskaé

wysoka czutos¢ (94,7%) 1 specyficznos¢ (94,6%) dla warto$ci decay wynoszacej 8.6 (rys. 6).
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Rys. 6. Zdolno$¢ przewidywania domen WG/GW. Czutos¢ i selektywnosé metody zostaty wyznaczone
na poziomie pojedynczych aminokwasow dla roznych warto$ci parametru decay w zakresie 7-10.
Najwyzsze wartosci obu parametréw (94,7% 1 94,6%) uzyskano dla warto$ci decay = 8,6 pot bitow.
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Ocena identyfikowanej sekwencji zalezy bezposrednio od jej dlugosci, a zatem wnioskowanie
o potencjalnych domenach wiazacych AGO wylacznie na podstawie uzyskanej wartosci punktacji
dos jest niewystarczajace do pelnego rozpoznania funkcjonalnych domen WG/GW. Poniewaz
dtugos¢ rzeczywistej domeny WG/GW jest nieznana, do oceny funkcjonalnosci
zidentyfikowanych sekwencji wprowadzono dodatkowy parametr, ics (ang. internal domain
composition score), ktory podobnie jak punktacja dos charakteryzuje kompozycj¢ aminokwasowa
domeny, lecz nie zalezy od dtugosci jej sekwencji. Parametr ics opisuje wzajemne relacje miedzy
czestosciami wystgpowania aminokwasow w obregbie zidentyfikowanej domeny (patrz: Metody -
Rozdzial 3.1.1). Wyraza on stopien odchylenia tych zalezno$ci w stosunku do macierzy opisujace;j
zalezno$ci wystgpowania aminokwasow w eksperymentalnie potwierdzonych domenach WG/GW
(tabela 3).

Tabela 3. Macierz zaleznosci wspotwystepowania aminokwasé6w w domenach wiazacych biatka AGO
wykorzystywana przez algorytm do obliczenia wartosci punktacji parametru ics.

A 0.0
24 0.0
04 26 00
0.8 2.3 09 0.0
22 1.1 24 1.7 0.0
1.8 32 1.5 2.1 4.0 0.0
22 07 24 19 0.7 34 0.0
25 08 27 1.7 1.0 3.7 05 0.0
0.8 25 0.7 0.6 1.8 2.0 22 23 0.0
1.9 1.1 21 14 0.6 3.1 0.6 05 1.8 0.0
23 05 26 22 1.1 33 05 06 25 1.0 0.0
05 26 04 1.0 24 1.6 24 26 07 21 26 0.0
1.0 19 13 0.8 13 28 15 16 09 12 1.8 1.3 0.0
15 20 1.6 06 13 32 1.6 15 1.0 1.1 19 16 1.0 0.0
09 19 09 1.1 1.7 23 1.7 20 13 14 20 09 1.1 14 0.0
1.2 31 09 1.7 34 08 3.1 33 15 28 32 10 22 26 1.7 0.0
09 21 1.1 06 13 26 1.7 18 0.7 14 2.0 1.1 0.5 08 1.0 2.0 0.0
1.5 17 1.6 08 09 30 1.1 1.2 1.2 08 15 16 0.6 0.7 13 25 0.8 0.0
04 24 04 07 22 19 21 24 06 19 24 03 1.0 1.3 08 1.3 09 14 0.0
22 05 24 19 10 35 06 05 21 09 04 24 16 16 2.0 31 1.7 13 22 0.0
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Zgodnie z tabela, najwigksza roznica w czgstosci wystgpowania dwoch aminokwaséw w domenie

WG/GW wynosi 4 pot-bity 1 zachodzi miedzy Gly i Phe. Natomiast najbardziej zblizony rozktad
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czgstosci wystgpowania maja Trp 1 Asn (0,3 pot-bitu). Z kolei, Trp 1 Gly, kluczowe komponenty
domen wiazacych AGO, wykazuja umiarkowana rdznicg w czgstosci wynoszaca 1,9 pot-bitow, co
wskazuje, ze jeden z tych aminokwasow (Gly) wystepuje z wigksza czestoscia w domenie
wiazacej AGO niz drugi aminokwas (Trp).

Wprowadzenie dwuparamterowego systemu punktacji - dos 1 ics - umozliwia numeryczna
oceng zgodnosci kompozycji aminokwasowej przewidywanych domen w odniesieniu do
wejsciowego zestawu potwierdzonych sekwencji wiazacych AGO, ktore zostaly uzyte do

wygenerowania obu macierzy punktujacych (tabele 2- 3).

4.1.2. Nowe bialka wiazace AGO w genomie Arabidopsis thaliana

Zastosowanie opracowanej metody do przeszukiwan dowolnego zestawu sekwencji
aminokwasowych umozliwia zatem (i) znalezienie wszystkich bialek posiadajacych przynajmnie;j
jedno powtorzenie WG lub GW, (ii) wyznaczenie lokalizacji potencjalnych domen WG/GW w ich
sekwencjach w oparciu o macierz punktacji dos oraz (iii) dokonanie oceny kompatybilno$ci
sktadu aminokwasowego przewidzianych domen w stosunku do rzeczywistych domen wiazacych
AGO w oparciu o macierz punktacji ics. Genom Arabidopsis thaliana stanowi dobry model do
takich przeszukiwan nie tylko ze wzgledu na wysoka jako$¢ sekwencji 1 adnotacji oraz bogata
bibliotekg sekwencji EST 1 cDNA, ale glownie dlatego, ze w krotkim czasie odkryto w tym
genomie trzy biatka oddzialujace z AGO. Nasuwa to pytania dotyczace powszechnos$ci
wystgpowania i istotnosci tych domen biatkowych w tym genomie.

Kryteria wartosci obu parametréw identyfikujace domeng WG/GW wyznaczono poprzez
analizg statystyczna prowadzona oddzielnie dla obu systemow punktacji. Wyznaczenie wartosci
progowej parametru dos obejmowato analiz¢ dopasowania rozktadow i polegato na modelowaniu
funkcji opisujacej rozktad prawdopodobienstw tej zmiennej we wszystkich biatkach Arabidopsis
(patrz: Materiaty 1 Metody: Rozdziat 3.1.1). Sposrod ponad 40 ciaglych rozktadoéw teoretycznych,
ktore zostaly dopasowane do rozkladu wartosci oceny dos w genomie Arabidopsis najlepiej
dopasowanym do danych modelem jest tréjparametrowy (o = 5,77; B = 10,859; y = —17,061)
rozktad log-logistyczny (rys. 7). Zgodnie z jego dystrybuanta, warto§¢ progowa punktacji dos
w genomie Arabidopsis wybrana zostata na poziomie istotnosci 0,01 wynoszacym 6,99 pot-bitow.
Z kolei warto$¢ graniczna parametru ics rowna 2,14 pot-bitdw zostala wyznaczona w oparciu
o estymacj¢ parametrow liniowej funkcji regresji prowadzonej na roznej liczbie kombinacji
doswiadczalnie potwierdzonych sekwencji domeny WG/GW (patrz: Materialy 1 metody). Zatem
statystycznie istotny sygnatl identyfikujacy domenge WG/GW maja biatka, ktore uzyskaty wartosci

dos > 6,99 oraz ics < 2.14.

-33 .



0.14 1
0.13 -
0.12 A
0.11 1
0.10 1
0.09 -
0.08 -
0.07 -
0.06 -
0.05 -
0.04 -
0.03 1
0.02
0.01 1

f(x)

— LLD3(a=5,77; B=10,859;y=-17,061)

wartos¢ progowa P =0,01

-12

0 4 8 12 16 20 24 28

punktacja dos

Rys. 7. Rozklad prawdopodobienstwa LLD3 dla punktacji dos w genomie Arabidopsis. Warto$ci
p = 0,01 odpowiada warto$¢ punktacji = 6,99 pot-bitow.

Na rys. 8 pokazano rozktad wartosci dwoch systemow punktowania, dos 1 ics, dla wszystkich

sekwencji aminokwasowych Arabidopsis posiadajacych przynajmniej jedno powtdrzenie

WG/GW. Kolorem czerwonym oznaczone zostaly biatka zawierajace regiony sekwencji
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Rys. 8. Rozklad wartosci punktacji dos i ics dla wszystkich bialek Arabidopsis zawierajacych
przynajmniej jedno powtérzenie WG lub GW. Linie przerywane wyznaczaja warto$ci graniczne dla
dwoéch punktacji okreslajac potencjalne biatka wiazace AGO zaznaczone kolorem czerwonym. Wsrdd
najwyzej ocenionych biatek znajduja si¢ trzy biatka o potwierdzonej funkcji wiazania AGO: NRPEI,
SPT6/GTB1 i SPT5/KTF1. Opublikowano w [56]
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spetniajace statystyczne kryteria obu parametréw i tym samym, reprezentujace potencjalne biatka
oddziatujace z AGO.

W sumie zidentyfikowanych zostalo 20 réznych gendéw kodujacych potencjalna domeng
WG/GW (tabela 4). Zgodnie z oczekiwaniami, geny kodujace biatka o potwierdzonej funkcji
wiazania AGO - KTF1/SPTS5 (p = 8.37E-11), NRPE1 (p = 7.15E-8) i GTB1/SPT6 (p = 2.03E-8) -
znajduja si¢ wsréd najwyzej ocenionych biatek. Sposrod zidentyfikowanych genow, dwa
transkrypty - czynnika transkrypcyjnego SPT6/GTB1 (AT1G65440) i biatka wiazacego RNA
(AT4G16830) - powstaja na drodze alternatywnego splicingu kodujac dwie izoformy biatkowe
rozniace si¢ wartoscia oceny powtdrzen WG/GW. Z kolei biatko SDE3, o ktérym wiadomo byto,
ze bierze udzial w PTGS u Arabidopsis [56], zostalo rok pdzniej doswiadczalnie potwierdzone,
jako czynnik oddziatujacy z AGO podczas mechanizméw RNAi obrony przeciwwirusowe;j
1 kontroli ekspresji materiatu genetycznego zawartego w transpozonach [86].

Generalnie biorac, wielko$¢ sekwencji uzyskanych podczas adnotacji domen WG/GW waha
si¢ miedzy 92 1 654 resztami aminokwasowymi (odpowiednio w At3g51940 i At5g04290).
Zidentyfikowane biatka naleza w duzej czgséci do kilku rodzin: wiazacych RNA (AT2G16485,
AT2G33410, AT2G40030, AT4G16830), czynnikow transkrypcyjnych (AT1G65440,
AT5G04290), biatek glicynobogatych (AT1G04800, AT2G15780, AT4G33930, AT4G38710,
AT5G07540, AT5G61660), czynnikoéw inicjujacych translacje (AT1G13020, AT3G26400) i biatek
zwigzanych z wyciszaniem gendow (AT1G05460). Niezbgdne bylo zatem przeprowadzenie badan
do$wiadczalnych, ktore pozwolity zweryfikowa¢ funkcjonalno$¢ powtorzen WG/GW tych biatek.

Eksperymentalna weryfikacja komputerowych przewidywan

W celu weryfikacji wiarygodnosci uzyskanych adnotacji funkcjonalnych biatek zawierajacych
potencjalna domeng WG/GW, do dalszych badan eksperymentalnych nad aktywno$cia wiazania
AGO, wybrane zostalo biatko AT3G51940.1, ktére uzyskalo najnizsza warto$¢ oceny powtorzen
WG/GW  wérdéd  zidentyfikowanych biatek kandydujacych (dos = 10,83, ics = 1,95;
p = 4,28E-03). Biatko to, posiadajace dtugi region sekwencji zawierajacy 10 powtorzen motywu
WG/GW, opisane zostalo w bazie TAIR jako oksydoreduktaza (ang. oxidoreductase/transition
metal ion binding protein) (tabela 4). Jednak ta adnotacja nie znajduje potwierdzenia
w potencjalnych sekwencjach ortologicznych tego biatka u innych ro$lin, ani w analizie
potencjalnych domen biatkowych. Dodatkowo niski stopien podobienstwa do domeny reduktazy
rybonukleotydowej wskazuje na to, ze biatko to zostalo najprawdopodobniej blgdnie
scharakteryzowane. Dlatego w trakcie realizacji niniejszej pracy nadano nowa nazweg dla genu

kodujacego to biatko - WGRP1 (ang. WG/GW-Rich Protein 1).
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Tabela 4. Biatka zawierajace potencjalna domena wiazaca AGO w genomie Arabidopsis thaliana.

Opublikowano w [56].

AGl locus | dos  warto$¢p ics adnotacja w bazie TAIR (czgsciowo)

AT1G04800.1 78.26 3.55E-6 1.96 glycine-rich protein; INVOLVED IN: N-terminal protein
myristoylation; LOCATED IN: endomembrane system;
EXPRESSED IN: 17 plant structures;

AT1GO05460.1 74.53 4.47E-6 1.14 SDE3 — SILENCING DEFECTIVE: a protein with similarity to
RNA helicases; mutantsare defective in post-transcriptional
gene silencing.

AT1G10270.1 108.26 7.30E-7 1.25 GRP23 — GLUTAMINE-RICH PROTEIN 23: InterPro
IPR0O11990 - tetratricopeptide-like helical domain; InterPro
IPR0O02885 - pentatricopeptiderepeat; InterPro IPR013026 -
tetratricopeptideregion.

AT1G13020.1 63.96 9.07E-6 1.27 EIF4B2 - eukaryotic initiation factor 4B2; Plant specific
eukaryotic initiation factor 4B:

AT1G15840.1 88.09 2.01E-6 2.06 unknown protein; LOCATED IN: cellular component
unknown; EXPRESSED IN: 11 plant structures

AT1G65440.1 21595 2.03E-8 0.96 GTB1 - GLOBAL TRANSCRIPTION FACTOR GROUP B1:
related to yeast Spt6 protein, whichfunctions as part of a

AT1G65440.2  69.07 6.37E-6  2.01 protein complex in transcription initiation and also plays a role
in chromatinstructure / assembly.

AT2G16485.1 5991 1.22E-5 0.89 DNA binding / nucleic acid binding / protein binding / zinc ion
binding; Zinc finger (CCCH-type) family protein / GYF
domain-containing protein: InterPro:IPR000571

AT2G33410.1 27.71 2.79E-4 1.9 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein, / hnRNP: contains
InterPro domain RNA recognition motif, RNP-1;

AT2G15780.1 107.99 7.39E-7 2.07 glycine-rich protein; FUNCTIONS IN: electron carrier activity,
copper ion binding; LOCATED IN: endomembrane system;
Plastocyanin-like (InterPro:IPR003245), Cupredoxin

AT2G40030.1 170.3 7.15E-8 0.54 NRPEI - the largest subunit of nuclear DNA-dependent RNA
polymerase V;

AT3G26400.1 49.64 2.79E-5 1.53 EIF4B - eukaryotic initiation factor 4B; Plant specific
eukaryotic initiation factor 4B:InterPro:IPR010433

AT3G51940.1 10.83 4.28E-3 1.95 oxidoreductase / transition metal ion binding: InterPro domain
Ferritin/ribonucleotide reductase-like;

AT4G16830.1 3891 7.69E-5 1.87 nuclear RNA-binding protein (RGGA): InterPro domain

AT4G16830.3 38.95 7.66E-5 1.9 Hyaluronan/mRNA binding protein

AT4G33930.1 130.58 2.83E-7 1.78 glycine-rich protein; LOCATED IN: endomembrane system;
CONTAINS InterPro DOMAIN/s: Cupredoxin

AT4G36230.1 171.65 6.86E-8 1.62 unknown protein; hypothetical protein

AT4G38710.1 11.05 4.09E-3 1.97 glycine-rich protein: InterPro domain Plant specific eukaryotic
initiation factor 4B (InterPro:IPR010433)

AT5G03990.1 35.08 1.16E-4 1.09 similar to oxidoreductase/ transition metal ion binding

AT5G04290.1 585.79 8.37E-11 0.4 KTF1-KOW DOMAIN-CONTAINING TRANSCRIPTION
FACTOR 1; SPT5-Like,

AT5G07540.1 12296 3.85E-7 1.82 GLYCINE-RICH PROTEIN 16 (GRP16); Oleosin
(InterPro:IPR000136); FUNCTIONS IN: lipid binding, nutrient
reservoir activity; INVOLVED IN: sexual reproduction, lipid
storage;

AT5G61660.1 64.68 8.62E-6 1.84 glycine-rich protein;

Geny uszeregowane zostaty wedtug identyfikatora AGI (ze wzglg¢du na lokalizacj¢ w genomie).
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Gen WGRP1 ulega ekspresji niemal we wszystkich tkankach Arabidopsis i sktada si¢ z dwoch
egzondw, ktore koduja biatko dtugosci 454 reszt aminokwasowych (rys. 9). Potencjalne biatka
ortologiczne znalezione u tasznika (RefSeq AC: XP 006292811), topoli (XP_006368584)
1 kakaowca (XP_007008766) wykazuja wysokie zachowanie sekwencji N-konca na odcinku
dlugosci okoto 120 aminokwasoéw oraz wystgpowanie licznych powtorzen WG/GW w obrebie
bardziej zmiennej sekwencji C-konca biatka.

Doswiadczenia laboratoryjne majace na celu weryfikacj¢ zdolnosci biatka WGRP1
Arabidopsis do wigzania AGO przeprowadzone zostalo przez grupe badawcza z Laboratorium
Genomu 1 Rozwoju Roslin na Uniwersytecie w Perpignan we Francji. Skonstruowane zostato
bialko fuzyjne zloZone z regionu biatkka WGRP1 bogatego w powtdrzenia WG/GW (258 - 396)
oraz biatka GST (rys. 9B; GST-WGRP).

A WGRP1

MGKWNHRSRHHRRRSPERWYSGRQSSSSSSBGIPVWEKRFCEVIGSVPWQKVVEAKDFKSWYNGNVITWDDSACEDTFHN
EKKRFWSQVNGLHCDVSIPDPDLYISEVDWDTFVDPELIRDLEKAYFAPPDDVNIGFKRGRGDKNWSGCDTVPEARMLET
PWKNSDDIIETGKKSSGWNLTEGSSWEAKPCCVNEKANDTASGGCLTTEEWRENQWIAKDRVNDSWEY SGQGKDDGWDKS
GHONKKVKGSEEYKKIDNPWEAQPSCIKETAKDTTWGGCSGEGWEDRGWNNDSWGSGGWDNRDLGNQGMEMKEWRGKGY S
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Rys. 9. Zidentyfikowane biatko WGRP1 Arabidopsis posiada aktywno$¢ wigzania AGO4.

A. Sekwencja aminokwasowa WGRP1 z Arabidopsis. Ewolucyjnie zachowany N-koniec sekwencji
wyr6zniono pogrubiona czcionka. Pionowa strzatka wskazuje lokalizacjg intronu wzgledem otwartej ramki
odczytu. Wystgpujace w sekwencji motywy WG/GW wskazano czerwona czcionkg. Region
aminokwasowy domeny WG/GW, ktory zostaly przylaczony do znacznika GST zostal podkreslony w
sekwencji. B. Rozdziat biatek GST i GST-WGRP na Zelu akryloamidowym. C. Analiza preferencyjnego
wiazania AGO4 do biatka WGRP1. Opublikowano w [56].

Metoda koimmunoprecypitacji wykazata, ze konstrukt GST-WGRP1, w odréznieniu od
kontrolnego biatka GST, oddziatuje z bialtkiem AGO4. Nie stwierdzono natomiast oddzialywania
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biatka GST-WGRP1 z biatkiem AGOI1, co sugeruje funkcjonalna specyficzno$¢ powtorzen
WG/GW w oddzialywaniu in vitro z biatkami AGO4. Warto podkresli¢, ze podobna specyficznos¢
wiazania z biatkiem AGO4 odnotowano w biatku SPT5 Arabidopsis [35]. Z cala pewnoscia
okreslenie roli biatka WGRP1 in vivo w szlaka RNAi wymaga dalszych badan
eksperymentalnych, jednak juz potwierdzenie interakcji in vitro dla biatka, ktére uzyskalo
najnizsza oceng spos$rod zidentyfikowanych sekwencji, istotnie zwigksza wiarygodnosé

przewidywan dla wszystkich pozostalych zaproponowanych sekwencji.

4.1.3. Wirtualna symulacja eksperymentu wymiany domen WG/GW

W oryginalnym eksperymencie przeprowadzonym przez El-Shami i in. (2007) polegajacym na
wymianie domen WG/GW migdzy dwoma niespokrewnionymi biatkami, GW182 cztowieka
i NRPE1 Arabidopsis wykazano, ze powtorzenia WG/GW sa funkcjonalnie zachowane u ro$lin
1 zwierzat. Oba powstate chimeryczne bialka miaty bowiem zdolno$¢ oddzialywania z AGO4
Arabidopsis, a ich obecno$¢ w komoérce warunkowala przynajmniej czg$ciowa metylacje DNA
wybranych elementéw powtarzalnych. Ponadto ukierunkowana mutageneza reszt tryptofanu
catkowicie zaburzala zdolno$¢ obu domen do asocjacji z biatkami AGO in vitro [9].

Aby zbada¢ poziom zachowania kompozycji aminokwasowej domen WG/GW wsérdd roslin
1 zwierzat, w niniejszej pracy zaprojektowana zostala symulacja rozszerzajaca pole badan
eksperymentu El-Shamiego (2007). W symulacji tej wykorzystano macierze punktacji dos 1 ics
zbudowane oddzielnie na zestawie ros§linnych i zwierzgcych biatek wiazacych AGO do adnotacji
sekwencji w uktadzie krzyzowym (rys. 10). W ten sposob, zastosowanie dwoch réznych tablic
punktujacych podczas przewidywania funkcjonalnych sekwencji WG/GW, emuluje in silico
doswiadczalng procedur¢ wymiany domen.

W  pierwszym etapie, macierze punktacji zbudowane na roslinnych sekwencjach
o cksperymentalnie potwierdzonej funkcji wigzania AGO zostaly uzyte do przeszukania
wybranych sekwencji genomowych ssakow, obejmujacych cztowieka, szympansa, mysz, szczura,
krowe, konia, oposa, dziobaka i makaka. Biatka, ktore uzyskaty najwyzsza wartos¢ oceny domeny
WG/GW podczas tego skanowania obejmuja koortologi wszystkich trzech przedstawicieli rodziny
GW182 czlowieka, ktore wiaza bialkka AGO - tj.TNRC6A (p = 1.94E-06), TNRC6B
(p = 7.11E-07) oraz TNRC6C (p = 1.24E-06). U pozostatych wytypowanych sekwencji zdolnos¢
wiazania AGO nie byla testowana eksperymentalnie. Sekwencje te obejmowaty grupe biatek
zwigzanych z keratynocytami, np. wysoko punktowane biatko horneryna (p = 9.46E-8)
1 dermokina (p = 4.94E-8), ktérych cecha charakterystyczna jest tworzenie duzych kompleksow

biatkowych. Inne zidentyfikowane grupy biatek obejmowaly czynniki splicingowe, palce
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cynkowe, czlonkow rodziny homeobox oraz kinazy. Warto podkresli¢, ze ponad 40% sposrod
najwyzej ocenionych biatek nie posiada eksperymentalnie zdefiniowanej funkcji 1 wigkszos¢
z nich zadnotowana jest w bazie danych jako potencjalny lub hipotetyczny produkt biatkowy,
natomiast w pozostatych przypadkach opis sekwencji jest automatycznie zaimportowany z innych

rekordow biatkowych wykazujacych najwigksze podobienstwo sekwencji.

/\ At_NRPE1 1359 WNTRKDAQESSKSDSGG-AWGIKTKDADADTTPNWETSPAPKDSIVPENNEPTS-DVWGH
W+T + K+D+G AWG + A TN SA D P N+ +S WG
Hs_GW182 734 WDTETSPRGERKTDNGTEAWG- - - - - SSATQTFN- - -SGACIDKTSPNGNDTSSVSGWGD
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++ DK G E AA G + WG+ + + AAW KN
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Rys. 10. Wirtualna symulacja eksperymentu wymiany domen WG/GW miedzy bialkami roslin
i ssakow. A. Przyrownanie sekwencji domeny WG/GW biatka NRPE1 Arabidopsis i biatka GW182
cztowieka. B. Macierze dos/ics zostaly wygenerowane w oparciu o doswiadczalnie potwierdzone domeny
WG/GW  roélin/ssakow. Nastgpnie uzyte =zostalty do przeszukania proteomoéw ssakow/roslin.
Zidentyfikowane domeny WG/GW poréwnano z rzeczywistymi biatkami wiazacymi AGO. Symetryczny
wynik tej symulacji §wiadczy o zachowanej kompozycji aminokwasowej roslinnych i zwierzecych domen
WG/GW. Opublikowano w [56].

uzyskane
biatka GW

Rosliny

W drugim etapie, w analogiczny sposob przeprowadzono symetryczne przeszukanie genomu

Arabidopsis w oparciu o macierze punktacji dos 1 ics wygenerowane na zestawie
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eksperymentalnie potwierdzonych sekwencji WG/GW pochodzacych od ssakéw. Podobnie jak
w tym przypadku, na szczycie listy rankingowej predykcji znalazly si¢ znane biatka wiazace
AGO: NRPEI (p = 3.29E-07), SPT5/KTF1 (p = 1.10E-08), GTB1 (p = 2.21E- 06) i SDE3 (p =
1.31E-05). Wynik tego dwukierunkowego testu, w ktérym sygnal kompozycji aminokwasowej
biatek WG/GW roslinnych rozpoznaje biatka WG/GW zwierzece, i odwrotnie - biatka roslinne
WG/GW zostaja rozpoznane przez sygnat kompozycji bialek zwierzgcych, sugeruje, ze mimo
ekstremalnego stopnia zrdéznicowania sekwencji, sktad aminokwasowy domeny wiazacej AGO

jest ewolucyjnie zachowany pomigedzy krdlestwami roslin 1 zwierzat.

4.1.4. Metoda detekcji pojedynczych motywow wigzacych AGO

Wirtualna symulacja eksperymentu wymiany domen WG/GW migdzy biatkami roslinnymi
i zwierzecymi, wykazala, ze po pierwsze, sktad aminokwasowy tych domen jest zachowany
w obu krolestwach, i po drugie, analiza kompozycji domeny posiada wystarczajaca zdolnos¢
rozpoznawcza przynalezno$ci sekwencji do rodziny bialek oddzialujacych z AGO. Jednak
w ciagu ostatnich trzech lat pojawity si¢ doniesienia, w ktorych wykazano, ze powtorzenia reszt
aminokwasowych Trp i Gly w ludzkich biatkach GW182 sa niezb¢dne do tworzenia innych
kompleksow szlaku RNAi nie zwiazanych z biatkami AGO1-4 czlowieka. Obecno$¢ tryptofanu w
sasiedztwie jednego z aminokwasow, glicyny, seryny lub treoniny (G/S/TW lub WT/S/G), okazata
si¢ bowiem kluczowa podczas wiazania biatek PAN3 lub NOTI, ktore sa podjednostkami
kompleksow deadenylacji, odpowiednio, PAN2-PAN3 i CCR4-NOT [87-89]. Brak istotnych
roznic w kompozycji aminokwasowej miedzy domena wchodzaca w interakcje z AGO oraz
domena wiazaca kompleksy deadenylujace (x2 = 23.7, p = 0.21) stanowi powazne utrudnienie
procesu klasyfikacji tych domen w oparciu o opisana w poprzednich rozdziatach 4.1.1, 4.1.2,
4.1.3 metod¢ kompozycyjna. Kolejnym nierozwigzanym problemem podczas przewidywania
miejsc wigzania bialek AGO jest niejednakowy udziat powtorzen WG/GW w zakresie interakcji
z bialkami AGO [29,30], ktory w duzym stopniu zalezy od reszt znajdujacych si¢ w najblizszym
otoczeniu tryptofanu [7]. W S$wietle tych obserwacji bardziej zasadna wydaje si¢ zatem
identyfikacja miejsc wiazacych AGO prowadzona oddzielnie dla kazdego lokalnego motywu
posiadajacego tryptofan (nazywanego dalej W-motywem), anizeli poszukiwanie dtugich regionow
sekwencji wykazujacych istotne odchylenie kompozycji aminokwasow.

Poniewaz Trp jest niezbedny podczas wszystkich dotychczas potwierdzonych interakcji
z biatkami AGO [90], mozna zalozy¢, ze stanowi on centrum takiego motywu. Zgodnie z tym
zatozeniem, bez koniecznosci przeprowadzania dopasowania sekwencji pojedynczych motywow,

wyznaczona zostala pozycyjnie-specyficzna macierz wartosciujaca (PSSM, ang. Position-Specific
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Scoring Matrix), ktéra opisuje zalezno$¢ oceny wystapienia dowolnej reszty aminokwasowej od
pozycji centralnej w macierzy - od reszty tryptofanu (patrz: Materiaty 1 metody: Rozdziat 3.1.2).
Warto zwroci¢ uwage, ze dtugos$¢ pojedynczych motywow, uzytych do zbudowania tego profilu,
nie przekracza zwykle kilkunastu aminokwasow. Oznacza to, ze wartosci logarytmu ilorazu szans
dla aminokwaséw znajdujacych si¢ w dalszych pozycjach od Trp maja mniejszy wptyw podczas
wyznaczania oceny motywu, niz reszty aminokwasowe znajdujace si¢ w najblizszym sasiedztwie
tryptofanu. Dodatkowa zaleta proponowanego podejscia jest rozwazenie mozliwosci
funkcjonowania wszystkich motywow zawierajacych tryptofan (WX/XW, gdzie X jest dowolnym
aminokwasem), w odroznieniu od metody kompozycyjnej, ktorej predykcje ograniczone sa
wylacznie do motywow WG/GW.

Algorytm predykcji polega na wyznaczaniu sekwencji W-motywu, ktora uzyska najwyzsza
oceng przy zastosowaniu danej macierzy PSSM. W tym celu z sekwencji zapytania wyodrgbnione
zostaja fragmenty sekwencji obejmujace pojedyncze wystapienie Trp, ktdry otoczony jest
resztami aminokwasowymi innymi niz Trp (rys 11A). W obrebie takiej sekwencji, rozpoczynajac
od pozycji 0 zawierajacej Trp, dla kazdej kolejnej pozycji obliczona zostaje skumulowana warto$¢
punktacji. W ten sposdb wyznaczone zostaja sekwencje flankujace o najwyzszej wartosci. Na
koniec zwracana jest lista wszystkich najwyzej punktowanych motywéw. W przypadku
ocenionych motywow, ktorych sekwencje nakladaja si¢ na siebie, algorytm taczy je, dokonujac
konstrukcji wigkszych domen (rys 11B). Calkowita warto$¢ oceny punktacji domeny jest
wowczas suma punktacji kazdego aminokwasu na danej pozycji zgodnie z przyjetym profilem
PSSM. W przypadku aminokwasdéw, ktorych przynalezno$¢ zostala przypisana jednoczes$nie do
dwoch motywow, wyzsza warto$¢ punktacji zostaje wybrana, jako skladowa wartosci score
domeny.

Jak wspomniano w Rozdziale 4.1.1, metoda kompozycyjna podczas rozbudowy motywu
WG/GW, kontynuuje rozszerzanie sekwencji dopdki sumaryczna warto$¢ oceny nie obnizy sig
wzgledem osiagnigtego wczesniej maksimum o wigcej niz pewna zadang warto$¢ krytyczna.
Uzywanie wartosci odcigcia w metodzie kompozycyjnej, podobnie jak w algorytmie BLAST, jest
wigc podejSciem heurystycznym, ktore nie gwarantuje znalezienia regionu o najwyzszej wartosci
score zgodnie z przyjetym systemem punktacji. Cho¢ z drugiej strony, zrezygnowanie
z jakiekolwiek warto$ci odcigcia powoduje w wielu przypadkach nadmiarowe wydhizanie domen
- o regiony niskiej zlozonosci sktadu aminokwaséw - poniewaz algorytm  dazy do
zmaksymalizowania sumarycznej wartosci punktacji. W nowym  podejsciu, tendencja do
nadmiarowego rozbudowania domeny ograniczona jest, z jednej strony przez wystapienie
nastgpnej reszty Trp w analizowanej sekwencji, a z drugiej strony wynika z wlasciwos$ci macierzy

PSSM, w ktoérej wartosci score maleja wraz ze wzrostem odleglosci od tryptofanu. Takie
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rozwigzanie gwarantuje wyznaczenie najwyzszej wartoSci oceny sekwencji pojedynczego
motywu przy zatozonym systemie punktacji. Wynikiem zastosowania metody jest identyfikacja
wszystkich najwyzej ocenionych motywow zawierajacych Trp wraz z warto$cia ich punktacji oraz

lokalizacja w sekwencji.

A MLFSQDGWGCQHVNQDTNWEVPSSPY

N2

7 6 -5 -4 -3 2 -1 0 +1 +2 +3 +4 +5 +6 +7 +8 +9 +10 10 9 -8 7 -6 -5 -4 -3 2 -1 0 +1 42 +3 +4 +5 +6 +7

MILIF[S|QID|GIW|G|C[Q|H[VIN|Q|D|T|N G|[CI[QIH|VIN[QID|TIN[W[E|[V|P[S|S|P|Y

-3.7]-1.6]1.414.8|3.3|2.6]2.1] 0 13.012.6(2.9]2.3]2.3]3.5|-2.7|-4.5|-5.1]-5.4 -3.2]-2.6/1.9]2.8|3.5(4.1]12.411.311.6]0.7 0 |0.6]-0.3]11.2]2.5(3.8|5.2|3.0
T T T T
max max maX maXx

N2 N2
[s|a[p|s|w]e[c|Q[H][V|N] Motywy IN[e[oT[n[wle[v]p[s|s]P]
Warto$¢ score =4.8 +3.5=8.3 Warto$¢ score=4.1+52=9.3

[s]efo]c]w]c[c]afH]v]N
NJofofT nJwlefv]e]s]s]e]

N2

| 1.5 |0.7 | 0.5 | 2.1 | 0 | 3.0 |70.4| 0.3 |70‘6| 0.0(1.2

17111 |—O.3|O.9|O.7| 0 |0.6|—0.9|1.5|W.3|1.3|1.4|

o
max =1.7

N
Domena [s|e[p[c]w[G[clQ[H]V]N]Q[p]T]N[w]e]v]P]s]s]P]

Wartos$¢ score = 16.4

Rys. 11. Procedura wyznaczania motywéw oraz Konstruowania potencjalnych domen WG/GW.
A. Z sekwencji zapytania zostaja wyodrgbnione sekwencje zawierajace pojedyncze wystapienie reszty W.
Nastepnie w oparciu o profil PSSM wyliczone zostaja skumulowane wartosci punktacji dla aminokwasow
znajdujacych si¢ na wszystkich pozycjach w motywie. Miejsca poczatku i kofica motywu zostaja okre$lone
przez znalezienie dwoch najwyzszych wartos$ci na N- i C-koncu analizowanego motywu. Warto$¢ oceny
motywu jest suma obu tych punktacji. B. Wyznaczone motywy, ktorych sekwencje naktadaja si¢ na siebie
zostaja potaczone w celu skonstruowania potencjalnej domeny. Do kazdego aminokwasu wystgpujacego
na okreslonej pozycji w motywie zostaja przypisane wartosci punktacji z profilu PSSM. W przypadku
aminokwasow, ktore maja przypisane dwie wartosci punktacji, poniewaz zostaty zidentyfikowane w obu
motywach, z obu ocen wybrana zostaje warto$¢ najwyzsza. Koncowa warto$¢ oceny domeny jest suma
warto$ci znajdujacych si¢ na wszystkich pozycjach w nakladajacych si¢ motywach.

Statystyczna istotno$¢ ocen zidentyfikowanych motywow i/lub domen jest wyrazana
wzgledem rozktadu ocen motywéw 1 domen zawartych w 9 milionach sekwencji
eukariotycznych. Oceny domen w tym zestawie, podobnie jak w przypadku metody
kompozycyjnej, tworza rozktad LLD3 (o = 4.40E+8; B = -1.04E+9; y = 1.04E+9). Z kolei,

dystrybucja warto$ci punktacji motywow przyjmuje czteroparametrowy rozklad Johnson SU
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(y = 1.88; 0 = 330, & = 542, A = 10.98). Zgodnie z wymodelowanymi funkcjami
prawdopodobienstw obu rozktadow, wartosci p = 0,001 odpowiadaja warto§ciom punktacji: 9,53

dla sekwencji motywow 1 16,29 dla domen.

Ewaluacja metody

W celu oceny zdolno$ci proponowanego algorytmu do klasyfikowania przynalezno$ci
W-motywéw do miejsc wigzania AGO, wyniki jego predykcji zostaly poréwnane
z opublikowanymi przez inne grupy badawcze doswiadczeniami laboratoryjnymi, ktoére
wykorzystywaty techniki mutagenezy prowadzone w obrgbie domen wiazacych AGO.

Badania laboratoryjne nad biatkiem DmGW182 wykazaty, ze sekwencja N-konca w pozycji
1-35, nazwana motywem I, jest gldwnym miejscem wiazania bialek AGO1 obejmujacym dwie
reszty Trp [25,29]. Delecja tego regionu lub substytucja pojedynczego motywu GWG resztami
alaniny (G10W - AA) niemal catkowicie zaburza interakcj¢ tego biatka z biatkami Argonaute.
Z kolei mutacja powtorzen WG/GW, zlokalizowanych w sekwencji poza motywem I, wykazuje
niewielki lub brak wptywu na wiazanie [29]. W przewidywaniach nowa metoda, sekwencja
motywu [ znajdujaca si¢ w pozycji 7-28 biatka, uzyskata najwyzsza warto$¢ oceny (16.52
pot-bitoéw; p = 9.09E-04). Podobnie jak w przeprowadzonych do$§wiadczeniach laboratoryjnych
[29], symulacja mutacji w obrgbie motywu I (GIOW - AA) obniza warto$§¢ oceny do -6.44
pot-bitow 1 klasyfikuje taka sekwencjg jako niefunkcjonalna. Wsrdd pozostatych 33 reszt Trp
w tym biatku, trzy motywy znajdujace si¢ w obregbie domeny WG/GW uzyskaty statystycznie
istotna oceng (p < 0.001).

Ostatnio zespot Pfaffa (2013) przeprowadzit szczegdtowe badanie powinowactwa krétkich
motywow ludzkiego biatka TNRC6B z biatkiem AGO2. W eksperymencie tym, poruszajac sig¢
wzdhuz domeny wiazacej AGO (162-996) sprawdzona zostata zdolno$¢ wszystkich naktadajacych
si¢ motywow dlugosci 20 reszt aminokwasowych do interakcji z biatkiem AGO2. Stwierdzono
kilkadziesiat motywow wykazujacych rozny stopien specyficznosci wigzania biatek AGO2 [91].
Na rys. 12 przedstawiono schematyczna reprezentacj¢ zidentyfikowanych domen w oparciu
o metod¢ adnotacji in silico, zestawiona z wynikami eksperymentu zespotu Pfaffa. Motywy,
ktorych zdolno$¢ wiazania AGO2 zostata potwierdzona eksperymentalnie zaznaczono na rys. 12
jako wypetnione prostokaty. Wszystkie te sekwencje zostaly zidentyfikowane réwniez przy
uzyciu metody pozycyjnej, ktorej wyniki przewidywan (p < 0.001) przedstawiono na rysunku w
formie czerwonych prostokatow. Wsrdd nich szczegdlna uwage zwraca region wiazacy AGO2
(472 - 491) [91], ktéry zamiast kanonicznych powtorzen WG/GW, zawiera motywy SWD 1 SWN.
Algorytm przewidzial jednak dwa dodatkowe regiony, ktérych udziat w wigzaniu AGO2 nie

zostal potwierdzony w eksperymencie laboratoryjnym. Niewykluczone, ze sekwencje te
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oddziatuja specyficznie z pozostalymi trzema czlonkami rodziny AGO. Rozpoznanie wszystkich
motywow wiazacych AGO $wiadczy o wysokiej czulo$ci algorytmu. Jednocze$nie niewielka
liczba sekwencji dodatkowo zaklasyfikowanych, jako miejsca wigzania AGO potwierdza réwniez
wysoka selektywnos¢ algorytmu.

Domena wigzgca AGO (WG/GW) Domena wyciszajaca (SD)
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Rys. 12. Porownanie wynikéw predykcji miejsc wiazacych AGO w bialku TNRC6B czlowieka z
wynikami dos§wiadczalnymi Pfaff i in. (2013). Potencjalne miejsca wiazania AGO zaznaczone zostaly na
schemacie bialka czerwonymi prostokatami. Reszty Trp wystepujace na catej dlugosci sekwencji
oznaczono szarymi punktami nad schematem biatka. Testowane przez Pfaff i in. 20-aminokwasowe
motywy, oznaczone zostaty przez prostokaty, ktore umieszczono pod schematem. Wypetione prostokaty
reprezentuja motywy o stwierdzonej zdolnos$ci do interakcji z biatkiem AGO2 [91].

Liczne powtoérzenia G/S/TW 1 WG/S/T w obrebie C-konca biatka GW182 (rys. 12) zostaty
opisane przez Lian i in. (2009) jako miejsca interakcji z biatkami AGO2 [92]. W niniejszych
predykcjach motywy zawierajace te powtdrzenia nie wykazuja istotnego podobienstwa do
regiondow wiazacych AGO. Znajduje to rowniez potwierdzenie w wielu innych pracach
eksperymentalnych, w ktéorych wykazano, ze powtorzenia Trp na C-koncu bialek GW182
D. melanogaster 1 cztowieka nie biora udzialu w wiazaniu bialek z rodziny Argonaute
[27,30,31,87-89,93]. Wynik ten potwierdza zdolno$¢ algorytmu do rozréznienia motywow
uczestniczacych w tworzeniu réznych kompleksow biatkowych, mimo podobnej kompozycji ich

sekwencji.

4.1.5. Nowe bialka wigzace AGO u Eukariota

Proponowana metoda pozycyjnie-specyficzna zostala nastgpnie wykorzystana do identyfikacji
potencjalnych biatek wiazacych AGO u eukariontow. W tabeli 5 przedstawiono list¢ rankingowa
rodzin biatkowych, ktore uzyskaly najwyzsza warto$¢ oceny domeny WG/GW (p < 1e-05) wraz
z odpowiadajaca im informacja dotyczaca liczby gatunkoéw oraz jednostki taksonomicznej,
w ktorej wystepuja.

Wsrod przewidywan znajduja si¢ rodziny biatek o potwierdzonej funkcji wigzania AGO. Co
szczegoblnie interesujace, domeny WG/GW biatek SPTS, SPT6, GW 182, jak dotad badane jedynie

u pojedynczych organizméw, maja najprawdopodobniej szerszy zasigg filogenetyczny. Na
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przyktad, domena WG/GW czynnikéw transkrypcyjnych SPTS5 1 SPT6, oprdcz Arabidopsis
[34,35,56], wystgpuje powszechnie u innych roslin wyzszych oraz grzybow. Powtorzenia
WG/GW reprezentantow rodziny GW182, charakterystycznej dla krggowcoéHw [31] i niektorych
owadow [27], zidentyfikowane zostaty u niektorych stawonogow, migczakow i1 parzydetkowcow
(patrz: Rozdzial 4.3.5).

Wsrod  biatek  zidentyfikowanych podczas wczedniejszych przeszukiwan metoda
kompozycyjna kilkanascie uzyskalo wysoka warto$¢ punktacji ze wzgledu na wystepujace w ich
sekwencjach regiony powtarzalne zlozone z par aminokwasow wystgpujacych na szczycie
macierzy punktacji (tabele 4). W takich przypadkach warto$¢ stosunku sygnatu kompozycji
aminokwaséw do szumu charakterystycznego dla bialek zawierajacych liczne powtorzenia (np.
glicynobogatych, serynopogadaych) jest zbyt niska aby prawidlowo rozr6zni¢ te domeny. Na
przyktad hipotetyczne biatko cztowieka (GI: 239758013) uzyskatlo bardzo wiarygodna oceng
domeny WG/GW podczas wczesniejszego skanowania (p = 1.21e-08) [56], poniewaz w ponad
potowie sekwencji sktada si¢ wytacznie z najwyzej punktowanych aminokwasow (W, G, N, S, A,
D). Jednak szczeg6towa analiza sekwencji najblizszego otoczenia Trp przeprowadzona metoda
pozycyjnie-specyficzng nie potwierdza zdolnosci interakcji tego biatka z AGO. Podobne
przyklady sekwencji o niskiej zlozonosci sktadu aminokwasowego, prawdopodobnie btednie
zaklasyfikowane metoda kompozycyjna jako funkcjonalne, obejmuja biatka koagulacji u ssakow:
tancuch alfa fibrynogenu (GI:194208383), kolagen typu VI (GIL:156616290) i prokolagen typu
VII (GI:157819015). Z kolei, ciekawymi przyktadami sekwencji o niskiej zlozonosci
aminokwasow, ktore zostaly zidentyfikowane réwniez w tym przeszukaniu, sa dwa biatka
zwigzane z keratocytami: dermatokina (DMKN; GI:297276784) 1 horneryna (HRNR;
GIL:57864582) [56]. Sekwencja DMKN jest nieustrukturyzowana i sktada sie w 60%
z aminokwasow, ktérych obecno$s¢ w domenach WG/GW jest faworyzowana [56]. Nowe
podejscie, sposrod 12 motywow zawierajacych tryptofan, identyfikuje jeden jako potencjalnie
wiazacy biatka AGO, natomiast pozostale sekwencje nie spelniaja statystycznych kryteriow
i ztozenie ich w wigksza funkcjonalng domeng jest w tym przypadku niemozliwe. W biatku
HRNR, 8 sposréd 12 motywow zawierajacych Trp przewidzianych zostato jako potencjalne
miejsca wigzace AGO (p < 0.001). Posrednia przestanke o mozliwe] interakcji powtorzen
WG/GW w tej rodzinie bialek z biatkami AGO dostarcza przeprowadzana analiza spektrometrii
mas, w ktorej biatko HRNR zostalo zidentyfikowane w kompleksie biatkowym cztowieka
zawierajacym AGO2 [94]. Natomiast jednym z przykladow domeny WG/GW z potwierdzona
funkcja wigzania AGO, ktore we wczesniejszym skanowaniu nie zostato zidentyfikowane, jest
nieustrukturyzowany region N-konfca biatka prionowego cztowieka (PrP) sktadajacy si¢ z pigciu

tandemowo powtdrzonych wariantéw sekwencji o§mioaminokwasowej [95]. Metoda pozycyjna
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poprawnie identyfikuje wszystkie motywy (p < 0.001) laczac je w wigksza domeng
(p = 6.83E-11). Ponadto biatka PrP zawierajace potencjalna domen¢ WG/GW zostaty
zidentyfikowane wsrod 152 gatunkéw ssakow (tabela 5). Sekwencje tych biatek wykazuja istotna
zmienno$¢ zarowno pod wzgledem liczby powtdrzen W-motywow (od 2 do 12 kopii), jak i
dhugosci ich sekwencji, co sugeruje genetyczna niestabilnos¢ tego regionu.

Wsrod przewidzianych bialek potencjalnie wiazacych AGO, na szczegolna uwage zastuguja
domeny WG/GW obecne w dwoch rodzinach biatkowych, helikazach RNA typu DEAD-box
1 heterogennych rybonukleoproteinach jadrowych (hnRNPs, ang, heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins). Wykazuja one najszerszy zasigg ewolucyjny wystgpujac jednoczesnie
w kilku krélestwach. W rodzinie helikaz, potencjalna domena wiazaca AGO wystegpuje u 76
przedstawicieli grzybow, 18 zwierzat, 21 roslin i 5 protistow. W biatkach tych, domena helikazy
RNA wystepuje w otoczeniu zmiennych sekwencji zawierajacych powtérzenia WG/GW. Ze
wzgledu na udziat tej rodziny biatek w procesach inicjacji 1 supresji translacji oraz potwierdzona
obecno$¢ w strukturach cytoplazmatycznych (ang. P-bodies) u drozdzy [96], a takze
w kompleksie RISC cztowieka [97], biatka te sa dobrymi kandydatami wiazania biatek AGO. Z
kolei, rodzing hnRNP charakteryzuje wystgpowanie jednej lub dwoch kopii dobrze zachowane;j
domeny wiazace] RNA (RRM, ang. RNA-recognition motifs) oraz stabo zachowanego regionu
sekwencji bogatego w wystapienia par WG/GW. Udziat w wyciszaniu gendw na drodze RNAi
niektorych cztonkéw tej rodziny zostat stwierdzony u nicieni i stawonogdéw. Domena RRM biatka
Al C. elegans wiaze strukture petli pri-miR-18a [98], a dwa biatka D. melanogaster - Hrb98DE
1 Hrb87F - zostaty zidentyfikowane w kompleksie deadenylujacycm CCR4-NOTT1 [99].

Pozostate zidentyfikowane domeny WG/GW (tabela 5) wystgpuja w rdznych
niespokrewnionych rodzinach biatkowych, 1 wykazuja specyficzno§¢ w waskich grupach
systematycznych. Na przyktad, sekwencje czynnikdéw inicjacji translacji IF-2 u dwoch gatunkow
grzybow z rodzaju Cryptococcus, zawierajace 54 wystapienia tryptofanu, nie wykazuja
znaczacego podobienstwa do biatek pochodzacych z innych organizméw. Podobnie dwa biatka,
Nowalp i Nowa2p, charakterystyczne sa jedynie dla pantofelka Paramecium tetraurelia i biora
udziat w rearanzacji materialu genetycznego podczas procesow plciowych, ktory polega na
precyzyjnym wycigciu jednokopijnych niekodujacych sekwencji (IES, ang. Internal Eliminated
Sequence) [100]. Ze wzgledu na wystgpowanie licznych motywow WG/GW w sekwencjach tych
biatek, zostaty one zaproponowane jako potencjalne biatka wchodzace w interakcjg¢ z AGO [9], co
znalazto rowniez dodatkowe potwierdzenie w prezentowanej analizie. Inne przyklady stabo
zachowanych sekwencji obejmuja hipotetyczne biatka o nieznanej funkcji, biatka glicynobogate
(GRP, ang. glycine-rich proteins) w calym krélestwie Eukariota oraz sekwencje C. elegans

podobne do biatek prionowych (tabela 5)
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Tabela S. Lista rankingowa rodzin biatkowych potencjalnie wiazacych AGO u Eukariota.

Zasi . L , . L. Asocjacja z Najwyzej ocenione biatko
fi logene‘gl%:zny Gat.  Nazwa biatka Opis bialka (czgSciowy) biatek A é OJ* UniProtA Ocena | Gatunck
Drosophila 5 - unknown protein 5 NT B4P508 486.97 D. yakuba
Eukaryota 122 SPT5 Transcription elongation factor Spt5 171 AGO4 [34] M4CZ23 404.9 B. rapa
Eukaryota 84 DEAD/DEAH box DEAD/DEAH box helicase family 120 NT A2D755 353.62 T. vaginalis
Oikopleura 1 - Uncharacterized 2 NT E471X2 318.7 0. dioica
Metazoa 93 GW182 Trinucleotide repeat-containing gene family 285 AGO1-4 [27] M7B672 279.41 C. agassiz
Dictyosteliida 1 SODC Copper/zinc superoxide dismutase (SODC) 1 NT D3BJCO 263.1 P. pallidum
Dictyosteliida 1 - Uncharacterized 1 NT D3BJ75 262.37 P. pallidum
Eukaryota 2 xylA-like Bifunctional endo-1,4-beta-xylanase 2 NT A2FUM7 258.85 T’ vaginalis
Glycine max 1 - Uncharacterized 1 NT [1NFI4 252.82 G. max
Plants, Fungi 34 SPT6 Transcription elongation factor Spt6 48 AGO [9] G7ZZF8 202.3 M. truncatula
Glarea 1 - Uncharacterized protein 1 NT S3DMEL1 195.3 G. lozoyensis
Tetrahymena 1 CnjB Zinc knuckle family 2 Twilp Q24BQ3 194.4 T thermophila
Sclerotiniaceae 2 - Uncharacterized 3 NT ATEU40 183.79 8. sclerotiorum
Eukaryota 32 GRP Uncharacterized glycine rich proteins 62 NT B4GYAO 181.21  D. persimilis
Nannochloropsis 1 PAP2 Pap2 haloperoxidase domain-containing protein 1 NT K8YVYO 172.52 N. gaditana
Caenorhabditis 5 PQN Prion-like-(Q/N-rich)- domain-bearing protein 11 NT A8XSU8 171.48 C. briggsae
Paramecium 1 NOWA NOWAI, NOWA2 3 kandydat [100] AOCDB6 161.8 P. tetraurelia
Cryptococcus 2 IF2 Translation initiation factor [F-2 4 NT JOVHO1 154.66  C. neoformans
Trichoplax 1 - Predicted protein 1 NT B3S6S9 154.27 T adhaerens
Tetrahymena 1 WAGI1 GW repeat protein 2 Twil [10] B8XQCS5 148.77 T thermophila
Magnoliophyta 13 NRPEI Polymerase V subunit 19 AGO4 [9] Q5D868 142.18 S. oleracea
Oxytricha 1 Nucleoporin Nucleoporin 1 NT J9J4X8 132.44 O. trifallax
Magnaporthaceae 2 - Uncharacterized 2 NT M4G6T7 127.85 M. poae
Muscidae 1 - Uncharacterized 1 NT T1IPKWS5 12596 M. domestica
Vitis 1 - Uncharacterized 1 NT F6HNDO 124.29 V. vinifera
Agaricomycotina 8 RNA pol DNA-directed RNA polymerase 11 NT S8FH34 122.47 F. pinicola
Marssonina 1 - Uncharacterized 1 NT K1wUuCé6 117.62 M. brunnea
Eukaryota 58 hnRNP / RRM Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 109 NT Q4Q4J4 117.48 L. major
Ichthyophthirius 1 - Universal minicircle sequence binding protein 1 NT GOQMYS 114.7 1. multifiliis
Panicoideae 2 - Uncharacterized protein 2 NT K3Z3H0 110.74 S. italica
Coprinopsis 1 - Putative uncharacterized protein 1 NT A8N305 110.12 C. cinerea
Mammalia 152 PrP Prion Protein 401 AGO1,2[95] Q16409 105.12 H. sapiens

Biatka uszeregowano wedlug malejacej sumarycznej oceny domen WG/GW.
*NT - nie testowano aktywno$ci wiazania AGO.



4.1.6. Meta-genomowe przewidywanie domen WG/GW u Prokariota i wirusow

W przeciwienstwie do organizméw eukariotycznych, eubakterie i archeony wyksztatcily
wlasny system regulacji ekspresji genéw - CRISPR (ang. Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats), ktory jakkolwiek zalezny od RNA, nie wymaga udzialu biatek AGO [101].
Jednak ortologi eukariotycznych bialek Argonaute oraz biatek posiadajacych domeng PIWI sa
obecne u niektorych bakterii i archeondéw, chociaz pozostate komponenty RNAi nie zostaly
znalezione w tych genomach [102]. Pomimo, ze funkcja prokariotycznych bialek AGO (pAGO)
nadal pozostaje nieznana, to wykazuja one wysoki stopien podobienstwa do biatek
eukariotycznych. Ostatnio, Koonin wraz z zespolem (2013) zaproponowal, Ze biatka pAGO sa
kluczowymi komponentami nowego systemu obrony organizmoéw prokariotycznych, ktory
wykorzystuje DNA lub RNA do wyciszania docelowych sekwencji (np. transkryptow wirusow
lub plazmidéw) [103]. Jak dotad biatka posiadajace domeng¢ WG/GW nie zostaty zidentyfikowane
w przypadku zadnego organizmu prokariotycznego. W ramach tego projektu przeszukane zostaly
genomy archeonow i bakterii wykorzystujac profil PSSM zbudowany w oparciu o eukariotyczne

domeny WG/GW.

Archeony

W krolestwie Archaea, zidentyfikowane zostaty 23 grupy bialek zawierajace przypuszczalne
miejsca tworzace domeng WG/GW (tabela 6). Bialka te pochodza z 36 gatunkéw nalezacych do
19 rodzajow systematycznych. Szczegdlna uwage zwracaja zidentyfikowane domeny WG/GW,
ktére znajduja si¢ u wszystkich 7 gatunkow archeondéw posiadajacych ortologiczne biatka
Argonaute organizmoéw eukariotycznych. Reprezentatywnym przyktadem jest Archaeoglobus
fulgidus, u ktorego struktura przestrzenna biatka Mid-Piwi zostata rozwiazana krystalograficznie
[104]. W prezentowanym skanowaniu, zidentyfikowane zostato statystycznie istotne powtorzenie
WG w sekwencji bialka fosfodiestereazy (p = 1.75E-004). Eksperyment laboratoryjny
przeprowadzony przez Till i in. (2007) wykazal, ze biatkko pAGO A. fulgidus oddziatuje
bezposrednio z motywem drozdzowego biatka Tas3 [7]. Sugeruje to zatem, ze A. fulgidus koduje
biatko zawierajace funkcjonalne powtorzenia WG/GW, a fakt zachowania wysoko ocenionego
motywu WG w fosfodiestereazie takze u pozostatych 5 blisko spokrewnionych gatunkow
(tabela 6) moze $wiadczy¢ o potencjalnej roli tego motywu w wiazaniu biatek pAGO. Kolejnymi
archeonami, posiadajacymi biatka Argonaute, u ktorych zidentyfikowano potencjalne miejsca
z nimi oddzialujace sa Methanopyrus kandleri [105,106], Halogeometricum borinquense
(p = 6.47e-04), Natrinema gari 1 Natrinema pellirubrum [105] 1 Pyrococcus furiosus [102],
u ktérych domeny WG/GW zidentyfikowane zostaty w niescharakteryzowanych biatkach.
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Tabela 6. Rodziny biatkowe archeonoéw posiadajace potencjalna domeng WG/GW.

i Zasieg L. Nazwa rodziny Opis bialka L. AGO/PIWT* - NajwyZej ocenione biatko
ilogenetyczny  Gat. bialek UniProt 1 Gatunek
Euryarchaeota 2 - Uncharacterized protein 2 - FSAKM4 2.33E-11 M. okinawensis
Euryarchaeota 2 - Uncharacterized protein 6 - DIYWKS 1.41E-07 M. paludicola
Halobacteriaceae 3 - Uncharacterized protein 3 + L9XEE3 1.95E-06  N.innermongolicus
Archacoglobi, i Phosphodiesterase 6 n D2RFK9  527E-06 A profundus
Thermoprotei
Thermococcaceae 4 - Putatég;it?:?ﬁ:?ﬁiﬁel;(;n;ﬁ?g;genum 5 + 13ZW97 7.24E-06  Thermococcus sp.
Methanosarcina 1 - Uncharacterized protein 1 - Q466K 1 2.43E-05 M. barkeri
Pyrobaculum 2 - Putative uncharacterized protein 2 - A1RQHI1 2.43E-05 P. islandicum
Euryarchaeota 2 - Uncharacterized protein 2 - D172J8 4.10E-05 M. paludicola
Methanosaeta 1 - Uncharacterized protein 1 - FABWPS8 1.20E-04 M. concilii
Methanocella 1 - Uncharacterized protein 1 - D1YXV4 1.38E-04 M. paludicola
Euryarchaeota 2 - Uncharacterized protein 2 - HS8IAN2 1.76E-04 M. conradii
Natrinema 3 - Uncharacterized protein 3 + I7CF71 1.76E-04 Natrinema sp.
Halococcus 1 - Uncharacterized protein 1 - MOMUFS5 1.93E-04 H. thailandensis
Natrinema 2 - Flagellin domain protein 2 + L9ZAS5 3.82E-04 N. altunense
Methanosarcina 1 - Uncharacterized protein 1 - Q46854 4.16E-04 M. barkeri
Thermococcaceae SBP_bac Putative perplasmic sugar binding protein 6 + F4HLTS 5.64E-04 P. furiosus
Halopiger 1 - Uncharacterized protein 1 + F8D382 6.14E-04 H. xanaduensis
Thermoplasmatales 1 - Uncharacterized protein 1 - M7TZI9 6.26E-04 T. archaeon
Halogeometricum 1 - Uncharacterized protein 1 + E4NM73 6.47E-04 H. borinquense
Methanopyrus 1 - Uncharacterized; specific for M.kandleri 1 + Q8TVT4 8.17e-04 M. kandleri
Methanosphaerula 1 G-D-S-L Lipolytic protein G-D-S-L family 1 - B8GE17 8.58E-04 M. palustris
Methanosarcina 1 . POSSlb1;Egi?ﬁ;‘fggfﬁgﬁiignznd other . Q46D73  861E-04 M. barkeri
Natronococcus 1 - Pyrrolo-quinoline quinone 1 - L9XG02 8.74E-04 N. amylolyticus
Methanosarcina 1 - Uncharacterized protein 1 - Q46GJ7 9.71E-04 M. barkeri
Aciduliprofundum 1 - Peptidase S53 propeptide 3 - D3TC53 9.78E-04 A. boonei

Biatka uszeregowano wedlug malejacej sumarycznej oceny domen WG/GW.

*Symbol +/- oznacza, ze w obrebie zidentyfikowanej rodziny biatek znajduje si¢ przynajmniej jeden gatunek odpowiednio posiadajacy lub pozbawiony pelnej
dtugosci biatka Argonaute lub pozbawionego domeny PAZ.



Z kolei u Thermococcus barophilus, rowniez zawierajacego biatko Argonaute [105], statystycznie
istotny pojedynczy motyw WG wystepuje w biatkach odpowiedzialnych za import
oligosacharydow (p = 5.64E-04).

Potencjalne domeny WG/GW zidentyfikowano réwniez wsrdod 25 gatunkdw, ktore
najprawdopodobniej nie posiadaja biatek Argonaute. Przykladem sa gatunki z rodzajow
Pyrococcus 1 Thermococcus, u ktorych potencjalna domena WG/GW znajduje si¢ w sekwencji
kofaktora dinitrogenezy zelazowo-molibdenowej (p = 7.24e-06). Warto podkresli¢, ze region
sekwencji odpowiadajacy domenie WG/GW w tym enzymie ulegl czeSciowej delecji
w odpowiadajacych biatkach ortologicznych gatunkéw P. furiosus i T. barophilus, ktore posiadaja
bialka Argonaute. Statystycznie istotne powtdrzenia WG/GW znaleziono rowniez w kilku
przypadkach sekwencji innych enzymoéw np. w peptydazie p53 Alstonia boonei (p =9.78E-04),
B-Laktamaza Methanosarcina barkeri(p = 8.61E-04). Wigkszo$¢ pozostalych zidentyfikowaych

biatek opisana jest w bazie danych jako niescharakteryzowane.

Bakterie

U bakterii potencjalna domena WG/GW zostata znaleziona wsérod 558 biatek nalezacych do
135 rodzin. Ze wzgledu na tak duza liczbg zidentyfikowanych bialek w tabeli 7 pokazano
pierwsze 35 najwyzej ocenionych rodzin biatkowych (p < 1e-08). Natomiast wszystkie znalezione
biatka objg¢to analiza termindéw ontologii gendw (GO, ang. Gene Ontology), w ktorej czegstosé
wystepowania funkcji molekularnej przedstawiona zostata na rys. 13A formie mapy tagow.

Zidentyfikowane potencjalne domeny wiazace AGO wystepuja w rdéznych rodzinach
biatkowych u 65 sposrod 101 gatunkéw bakterii, ktore koduja petnej dtugosci lub pozbawione
domeny PAZ, biatka Argonaute. Przyktadem sa funkcjonalnie niescharakteryzowane biatka
Cyanothece sp., Ktedonobacter racemifer , Brucella melitensis , Saccharopolyspora erythraea,
Clostridium saccharoperbutylacet, oraz Nocardia brasiliensis, ktore uzyskaly najwyzsza oceng
w przeprowadzonej adnotacji funkcjonalnej (p < le-10). Potencjalne W-motywy zidentyfikowano
rowniez w biatkach glicynobogatych u fotosyntetycznych sinic wiazacych azot Cyanothece sp.
oraz symbiotycznych bakterii ros§lin Frankia alni (p < 1e-10), ktore rowniez posiadaja biatka z
rodziny Argonaute.

Potencjalne domeny WG/GW zidentyfikowano takze w biatkach pochodzacych z organizmow
pozbawionych przedstawicieli rodziny Argonaute. Szczegélnym przyktadem jest rodzina 91
biatek wiazacych jednoniciowy DNA (SSB, ang. single-stranded DNA-binding), najliczniej
wystepujaca w rodzaju Propionibacterium obejmujacym komensali i fakultatywnych pasozytow
cztowieka i innych zwierzat. Biatka SSB odgrywaja gtéwna rolg¢ na réznych poziomach

metabolizmu DNA: replikacji, rekombinacji i naprawy.
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Tabela 7. Pierwszych 35 najwyzej ocenionych (p < 1e-08) rodzin biatkowych bakterii posiadajacych potencjalna domeng WG/GW.

Zasie L. Nazwa o . . Najwyzej ocenione biatko
filogene ty%: my  Gat. bialka Opis bialka L. bialek AGO/PIWI UniprotAC o1 Gatunck
Ruminococcus 1 XynA Bifunctional endo-1,4-beta-xylanase XylA 1 - P29126 0.00E+00 R. flavefaciens
Bacteria 8 - Uncharacterized protein 14 + B7K9S1 0.00E+00 Cyanothece sp.
Bacteria 4 - Uncharacterized protein 4 + N7NN64 0.00E+00 B. melitensis
Bacteria 15 - Uncharacterized protein 17 + D6TKC9 0.00E+00 K. racemifer
Bacteria 8 PE-GRPS PE-PGRS family protein 9 + B7KGF5 0.00E+00 Cyanothece sp.
Proteobacteria 2 SH3 SH3 type 3 domain protein 2 - D7A229 0.00E+00 S. novella
Bacteria 2 - Animal heme peroxidase 2 - I3BRVS 0.00E+00 T nivea
Coprococcus 1 - Uncharacterized protein 1 - COBD12 1.47E-14 C. comes
Bacteria 3 - Uncharacterized protein 3 + D7DVB6 7.31E-14 N. azollae
Bacteria 3 - Putative uncharacterized protein 3 - F5J3V3 3.29E-13 D. gadei
Peptoniphilus 3 - Putative uncharacterized protein 3 - EONMG7 5.91E-13 P. duerdenii
Actinomycetales 2 - Uncharacterized protein 2 + A4FIT1 2.71E-12 S erythraea
Bacteria 2 - Uncharacterized protein 2 + B7KDLS5 6.43E-12 Cyanothece sp.
Clostridium 1 - Uncharacterized protein 1 + MIMEDI 2.09E-11 C. saccharoperbutylacet
Bacteria 6 - Hypothetical glycine-rich protein 7 + QORHR1 2.51E-11 F. alni
Bacteria 3 - Uncharacterized protein 3 - AOLCQ1 3.16E-11 Magnetococcus sp.
Bacteria 3 - Uncharacterized protein 3 + KOFAQ7 9.36E-11 N. brasiliensis
Paenibacillus 1 - Uncharacterized protein 1 - K4ZTA1l 2.54E-10 P. alvei
Bacillus 1 - FimV protein 1 + Q2B271 2.84E-10 Bacillus sp.
Clostridium 1 - Dockerin-like protein 1 + G8LXM6 2.87E-10 C. clariflavum
Actinomycetales 2 - Peptidase, S8/S53 family 2 - JILLT9 3.17E-10 Actinomyces sp.
Bacteria 3 - integral membrane protein 3 - JTLQM9 6.15E-10 Arthrobacter sp.
Brevundimonas 1 - Beta and gamma crystallin 1 - D9QGAS 6.62E-10 B. subvibrioides
Bacteria 2 - Putative uncharacterized protein 2 - D3D5HS 7.09E-10 Frankia sp.
Bacteria 2 - Uncharacterized protein 2 - B8EPO3 8.62E-10 M. silvestris
Bacteria 5 - Uncharacterized protein 5 - ASHWL7 9.04E-10 A. caulinodans
Bacteria 2 - Iron Transport-associated superfamily 2 - DIVTA7 9.63E-10 P. lacrimalis
Corynebacterium 1 - Putative uncharacterized protein 1 - C4LL67 9.78E-10 C. kroppenstedtii
Bacteria 3 - Hypothetical conserved protein 3 + F2J3J7 1.18E-09 P. gilvum
Thioalkalivibrio 1 - Putative uncharacterized protein 1 + B8GSI4 1.68E-09 Thioalkalivibrio sp.
Actinomycetales 4 - Uncharacterized protein 6 - Q5YUY3 1.89E-09 N. farcinica
Bacteria 5 - Uncharacterized protein 46 + ISCRK4 2.28E-09 M abscessus
Actinomycetales 26 SSB Single-stranded DNA-binding protein 91 - FONUVS 3.53E-09 P. acnes
Corynebacterineae 2 - Putative uncharacterized protein 2 - D7WEG7 6.55E-09 C. genitalium
Microcystis 1 - Uncharacterized protein 1 + 141VS5 8.73E-09 M.aeruginosa




Dodatkowo, nieustrukturyzowany region C-konca sekwencji SSB bierze udziat

rekrutacji

1 wigzaniu wielu réznych partneréw biatkowych [107]. Region ten, zawiera powtorzenia WG/GW

i

odpowiada potencjalnej domenie wiazacej] AGO u przedstawicieli

rodzin bakterii

Propionibacterineae, Streptomycineae, Enterobacteriales 1 innych (rys. 13B). Nalezy podkreslic,

ze bakteryjne RNA pochodzace z dwoch gatunkow: Propionibacterium acnes and Brevibacterium

mcbrellneri, zostaly znalezione w kompleksach RISC cztowieka [108].
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Rys. 13. Potencjalne domeny WG/GW wystepujace w bialkach bakteryjnych. A. Mapa tagéw
czestosci wystepowania terminow Gene Ontology zwiazanych z funkcja molekularng wsrod 558
zidentyfikowanych bialek. B. Przyrownanie sekwencji rodziny SSB zawierajacych potencjalna domeng
WG/GW. Niebieskim kolorem pod$wietlono pozycje w przyrownaniu, ktérych procent identycznos$ci
> 40%. Czerwonym kolorem zaznaczono motywy WG/GW.
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Kolejna grupa organizméw, w ktoérej zidentyfikowane zostaty potencjalne domeny WG/GW sa
bakterie chorobotwoércze. Na przyklad, region zawierajacy 5 wystapien GW w biatku o nieznane;j
funkcji (p = 2.28E-09) pochodzacy z pratkow Mycobacterium abscessus powodujacych zapalenie
phluc cztowieka. Powtorzenia WG/GW wystepuja rowniez w obrgbie wysoce zmiennego C-konca
biatek zawierajacych dobrze zachowana domenge TPM u kretkow rodzaju Leptospira
(p = 1.24E-06), wywotujacych wysoce zakazna i zarazliwa chorobg zwierzat i1 ludzi, oraz
paciorkowcow S. tigurinus (p = 5.72E-007) , S. oralis (p = 2.27E-008), S. mitis (p = 7.09E-007).
Potencjalna domena oddzialujaca z AGO, zbudowana z sze$ciu powtdrzen Trp, zidentyfikowana
zostata w ATP-zaleznej helikazie (p = 1.13E-008) opornego na wiele klas antybiotykéw (ang.
multidrug-resistance) pasozyta cztowieka Corynebacterium resistens. Innymi przykladami biatek
potencjalnie wiazacych AGO komorek gospodarza sa: transportery ABC patogenu cztowieka
Clostridium hathewayi (p = 1.42E-008), hipotetyczny attenuator transkrypcji (ang. cell
envelope-related transcriptional attenuator domain) szczepu Lachnospiraceae bacterium
1 4 56FAA (p = 1.13E-007), biatko zawierajace domeng SSB (p = 6.34E-007) bakterii Erwinia

amylovora wywolujaca zarazg ogniowa, chorobg wielu roslin gtownie z rodziny rozowatych

Wirusy

Chcac dokona¢ adnotacji funkcjonalnej wirusowych powtorzen WG/GW, ktére na drodze
mimikry molekularnej moga oddziatywa¢ z biatkami AGO gospodarza i w ten sposob wymykaé
si¢ spod dziatania systemu obronnego RNAI, przeprowadzono podobne skanowanie dostgpnych
biatek wirusowych wykorzystujace profil PSSM eukariotycznych domen WG/GW (tabela 8).
Wprawdzie W-motywy w czterech wirusowych biatkach o potwierdzonej funkcji wiazania AGO -
P1 (p =0,1) 1 P38 (p = 0,01) oraz NSs (p = 0,005), NEF (p = 0,06) - uzyskuja dodatnia ocen¢
punktacji odzwierciedlajaca podobienstwo do eukariotycznych motywow, to jednak wynik ten nie
spetnia statystycznych kryteriow zalozonych w prowadzonej analizie. ROwnocze$nie jednak
zidentyfikowano 488 biatek tworzacych 32 rodzin biatkowych, ktére uzyskuja bardziej
wiarygodna oceng powtorzen WG/GW.

Potencjalnie miejsca wiazania AGO zidentyfikowane zostalty wsrdd 14 rodzin biatkowych
wirusOw infekujacych organizmy zwierzgce. Szczeg6lng uwage zwracaja trzy rodziny biatkowe
wirusow, ktore koduja czasteczki miRNA o potwierdzonej funkcji. Na przyktad wirus SGIV (ang.
Singapore grouper iridovirus) infekujacy ryby, zawiera 10 powtdorzen WG/GW na N-koncu
niescharakteryzowanego biatka, ktore uzyskato najwyzsza oceng (p = 3.39E-011) Ostatnio Yang
1 in. (2011) wykazal, ze SGIV koduje przynajmniej 11 miRNA, ktore ulegaja komorkowym
szlakom procesowania miRNA 1 sa funkcjonalne w zainfekowanych komodrkach [109].

Przypuszczalnie funkcjonalne motywy WG/GW znaleziono rowniez w biatku ORFRU4-R
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najblizej spokrewnionego z ludzkim wirusem migsaka Kaposiego (KSHV), wirusa RRV (ang.
Rhesus monkey rhadinovirus) nalezacego do rodziny herpeswiruséw, ktory koduje 15 miRNA
ulegajacych ekspresji w wywolanych przez wirusach nowotworach lymphomas naczelnych [110].
Roéwniez nalezace do herpeswirusow wirusy - Suid herpesvirus 1 1 Human herpesvirus 3 - oprocz
funkcjonalnych miRNA oddzialujacych z kompleksem RISC gospodarzy, koduja potencjalny
motyw WG oddzialujacy z AGO. Kolejnym przyktadem potencjalnych miejsc wigzania ludzkich
biatek AGO jest fragment sekwencji sktadajacy si¢ z pigciu powtorzen Trp (p = 3.29E-005)
znajdujacy si¢ w prekursorowym biatku gp160 ostonki zewnetrznej wirusa HIV, ktérego genom
koduje 4 miRNA wchodzace w interakcje z biatkiem AGO cztowieka [111]. Co dos$¢ zaskakujace,
niedawno Aqil i in. (2013) eksperymentalnie wykazali, Zze ktoérekolwiek z dwoch powtdrzen GW
w innym biatku wirusa HIV - NEF - odpowiedzialne sa za wigzanie z biatkami AGO2 czlowieka,
uniemozliwiajac rekrutacje biatek GWI182 i tym samym, obnizajac wydajno$¢ komorkowej
odpowiedzi zaleznej od miRNA [112]. Mimo, Ze ocena punktacji tych dwoch motywow
w przeprowadzonym skanowaniu uzyskuje warto$ci dodatnie (p = 0.089), jednak nie spetnia
zatozonych statystycznych kryteriow (p < 0,001).

Potencjalne miejsca wigzania AGO zidentyfikowano rowniez wsrdd infekujacych zwierzgta
wirusow, u ktorych nie stwierdzono obecnosci czasteczek miRNA. Warto zauwazy¢, ze wirusy te
wywotuja odpowiedZ RNAIi gospodarza. Na przyktad niescharakteryzowane biatko dlugosci 75
reszt aminokwasowych (p = 4.00E-04 ) zawiera potencjalne miejsce wiazace AGO gospodarza
u wirusa IIV-6 (ang. Invertebrate iridescent virus 6), ktéry infekuje stawonogi, w szczegolnosci
owady zyjace w wilgotnych 1 wodnych $rodowiskach na calym $wiecie. Ostatnio wykazano, ze w
odpowiedzi na infekcj¢ 1IV-6, D. melanogaster uruchamia proces RNAI jako system obronny
przeciwwirusowej [113]. W zainfekowanych wirusem IIV-6 muszkach, wykryto bowiem wiele
czasteczek vsiRNA powstatych w wyniku aktywnosci Dcr-2. Ponadto, mutanty D. melanogaster,
w ktorych wytaczono biatka Der2 1 AGO, wykazuja szczeg6lna podatnosé na infekcje wirusem
[IV-6, w poréwnaniu do grupy kontrolnej [113,114]. Innym przyktadem jest wirus zapalenia
watroby typu C (HCV, ang. Hepatitis C virus), ktory koduje pojedynczy motyw GW mogacy
potencjalnie oddziatywa¢ z biatek AGO (p = 8.18E-005). Niedawno Conrad 1 in (2013) wykazali,
ze kodowane przez cztowieka miR-122 ulegajace ekspresji w watrobie, w kompleksie z biatkiem
AGO2 bezposrednio oddziatuje z 5-UTR RNA wirusa HCV [115],

Potencjalne domeny WG/GW zidentyfikowano réwniez w 8 rodzinach biatkowych wirusow,
ktoérych gospodarzami sa organizmy ro$linne. Przyktadem jest potencjalna domena WG/GW
(p = 9.26E-008 ) wirusa PBCV-1 (ang. Paramecium bursaria chlorella virus), ktory infekuje
glony z gromady zielenic. Niedawno zespot Rowe'a (2013) odnotowal, ze wirus PBCV-1

uruchamia procesy RNAi C. variabilis w ciagu mniej niz pot godziny od momentu infekcji.
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Tabela 8. Lista rankingowa rodzin biatkowych wiruséw posiadajacych potencjalna domeng WG/GW.

6 1053?125}%: zny ga‘t. Nazwa rodziny Opis bialka L. bialek UniprotAC  p 1 Gatunek
Ranavirus 1 - Putative uncharacterized protein 1 Q5YFK2 3.39E-11 Singapore grouper iridovirus
Viruses 6 - Putative uncharacterized protein M442R 13 A7IUH2 7.13E-10 Paramecium bursaria Chlorella virus PBCV
Rhadinovirus 2 - ORFRU4-R 2 Q9J210  7.45E-08 Rhesus monkey rhadinovirus
Myoviridae 1 - Secreted cell wall DL-endopeptidase 6 R4JF66  3.08E-06 Bacillus phage SIOphi
Herpesviridae 1 - Putative ORF-3 protein 1 Q5PPC8 5.23E-06 Suid herpesvirus 1
Herpesviridae 1 - Immediate-early transactivator 1 Q6X674 7.75E-06 Human herpesvirus 3
Caudovirales 7 SSB Single-stranded binding proteins 7 D5SLH30 1.03E-06 Escherichia phage
Mimiviridae 2 - Putative uncharacterized protein 3 G8EDF7 1.08E-06 Acanthamoeba castellanii mamavirus
Myoviridae 1 - Putative uncharacterized protein 1 G9I9V9  1.08E-06 Pseudomonas phage
- 1 - Putative membrane protein 1 M4HNG2 1.65E-05 Bacillus phage
Siphoviridae 1 - Gp57 3 Q855F3  1.74E-05 Mycobacterium phage
Lentivirus 1  GP160/GP120  Envelope glycoprotein GP160, GP120 368 B3VFF2 3.29E-05 Human immunodeficiency virus 1 (HIV)
Podoviridae 1 - Structural protein 2 H2EIS8  5.45E-05 Brucella phage
Mimiviridae 1 - Uncharacterized protein 1 MIPGD8 6.48E-05 Moumouvirus goulette
Hepacivirus 1 - Genome polyprotein 2 17AZ50 8.18E-05 Hepatitis C virus (HCV)
Tepovirus 1 - Movement protein 1 K9ML32 8.54E-05 Potato virus T (PVT)
Betaflexiviridae 1 - RNA-dependant RNA polymerase 1 Q99387  9.21E-05 Banana mild mosaic virus (BMMYV)
Luteoviridae 2 Aphid transmission protein 2 A5SA2W2 1.01E-04 Barley yellow dwarf virus (BYDV)
Myoviridae 1 - Putative uncharacterized protein orf40T 1 Q6VT41 1.14E-04 Vibrio phage
- 1 - Putative uncharacterized protein 1 G8DGQY 2.43E-04 Emiliania huxleyi virus
Mimiviridae 1 - Putative uncharacterized protein mg762 1 G5CRF4 3.50E-04 Megavirus chiliensis
Iridovirus 1 - uncharacterized protein 1 Q91G16 4.00E-04 Invertebrate iridescent virus 6
Luteoviridae 1 PO PO 1 Q8QYP7 4.09E-04 Potato leafroll virus
Parapoxvirus 1 - Putative uncharacterized protein 1 Q6TVI3 4.59E-04 Bovine papular stomatitis virus
- 1 - Fascin-like domain motif-containing 2 S4VTH3 4.75E-04 Pandoravirus salinus
Gammaretrovirus 1 - Surface envelope protein (Fragment) 1 SSRPWS8 5.09E-04 Avian reticuloendotheliosis virus
Tenuivirus 1 RdRp RNA polymerase 1 D7NNC5 6.23E-04 Rice stripe virus
Percavirus 1 CLAP CARD-like apoptotic protein 1 QI9YINS5S 6.36E-04 Equid herpesvirus
Siphoviridae 1 - Tail fiber protein 1 Q6UYJ9 6.66E-04 Burkholderia phage
Begomovirus 2 - Gemini_V-containing domain 8 I6LI24  7.49E-04 Sweet potato leaf curl
Tospovirus 3 - Glycoprotein 10 Q2TI70  7.59E-04 Tomato spotted wilt virus

Biatka uszeregowano wedtug malejacej sumarycznej oceny domen WG/GW.



Ponadto, sposrod 180 gendw zaangazowanych w odpowiedz przeciwwiursowa na drodze RNA|,
31 wykazuje przynajmniej dwukrotnie zwigkszony poziom ekspresji, obejmujac biatka AGO
i podobnych do DCL przedstawicieli rybonukleaz III [116]. Przyktadami pojedynczych motywow
WG/GW, przypuszczalnie zaangazowanych w wiazanie AGO sa biatka odpowiedzialne za ruch
(p = 8.54E-005 ) wirusa PVT (ang. Potato virus T), a takze polimeraza RNA zaleznej od RNA
(p = 9.21E-005) kodowana przez wirus BBMV (ang. Banana mild mosaic virus). Z kolei
u wirusow BYDV (ang. Barley yellow dwarf virus) i CYDV (ang. Cereal yellow dwarf virus)
powodujacych z6lta kartlowato$¢ zbdz, przypuszczalne miejsce wigzania AGO zidentyfikowano
w biatkach odpowiedzialnych za transmisje wirusa. Warto podkresli¢, ze blisko spokrewnione
z wirusami BYDV 1 CYDV wirusy z tej samej rodziny Luteoviridae , np.: BWYV (ang. Beet
western yellows virus) lub PLRV (ang. Potato leafroll virus), koduja biatka dezaktywujace
domeng PAZ bialek AGO1 gospodarza powodujac ich degradacje [117]. Wedlug przewidywan
pokazanych w tabeli 8, wirus PLRV w bialku PO posiada potencjalng domeng wiazaca AGO
(p = 4.09E-004). RSV jest kolejnym roslinnym wirusem, ktory posiada potencjalnie funkcjonalny
motyw WG (p = 6.23E-004) obecny w polimerazie RNA. Motyw WG jest takze obecny u dwéch
wirusOw z rodziny Begomovirus w bialkach Geminivirus V1, niezbednych podczas infekci,
a takze u wirusa TSWV (ang. Tomato spotted wilt virus) w biatku glikoproteiny (p = 7.59E-004 ).

Potencjalne miejsca wiazace AGO zidentyfikowane zostaly u kilku przedstawicieli
bakteriofagéow z rzedu Caudovirales. Na przyktad motywy WG/GW obecne w hipotetycznym
biatku ogona fagu Gp23, a takze innych biatkach fagéw, ktorych gospodarzami sa Bacillus,
Mycobacterium, Pseudomonas. Wedlug przeprowadzonego skanowania gatunki tych bakterii
koduja potencjalne domeny WG/GW oraz biatka Piwi/Argonaute. Co charakterystyczne, motyw
WG/GW faga Escherichia (p = 1.03E-06) wystgpuje w biatku SSB, ktére jest homologiczne do
biatka SSB E. coli zawierajacego jedno powtorzenie GWG.

4.2. Programy do adnotacji i analizy domen WG/GW

Mimo, ze powtorzenia WG/GW pehia kluczowa funkcj¢ w wigzaniu biatek z rodziny
Argonaute, do tej pory nie zostaly opisane w dostgpnych bazach danych motywow i domen
biatkowych. Réwniez ze wzgledu na wystgpowanie tych domen w réznych rodzinach biatkowych
dodatkowo utrudnione jest wyszukanie w centralnych bazach biatkowych listy biatek
oddziatujacych z AGO. Podobnie przeglad fachowej literatury nie dostarcza pelnego obrazu
domen WG/GW, poniewaz rdézne grupy badawcze prowadza badania w obrgbie wybranych
pojedynczych biatek charakterystycznych tylko dla danego organizmu. Dlatego w ramach

niniejszego projektu stworzony zostal publicznie dostgpny portal internetowy, Whub
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(http://www.comgen.pl/whub), ktéry z jednej strony stanowi aktualna bazg¢ informacji na temat

krotkich motywoéw zawierajacych tryptofan zaangazowanych w proces RNAI, a jednocze$nie
oferuje uzytkownikowi komplet sieciowych aplikacji wspomagajacych badania tego typu

sekwencji.

4.2.1. Whub - portal internetowy do badan nad motywami zaangazowanymi w RNAi

Portal zaprojektowano w sposob pozwalajacy na najbardziej optymalne, szybkie i wygodnie
dla uzytkownika korzystanie z zawartych w serwisie aplikacji i informacji. Uktad elementéw na
stronach portalu jest elastyczny (ang. responsive Web Design) - tak by automatycznie
modyfikowal si¢ w zalezno$ci od uzywanego urzadzenia (np. komputer, tablet, smartfon),
umozliwiajac pelna optymalizacjg tresci. Zardwno podczas prezentowania informacji zawartych
w bazie danych, jak i wynikow analiz, zastosowano wiele interaktywnych rozwiazan, takich jak:
(1) dynamicznie generowane wykresy, (i1) wielofunkcyjne tabele umozliwiajace sortowanie,
stronicowanie 1 przeszukiwanie, (iii) rozbudowany system komentowania zintegrowany
z popularnymi serwisami spotecznosciowymi (np. Facebook, Twitter) pozwalajacy uzytkownikom
prowadzenie konwersacji w watkach oraz opiniowanie informacji umieszczonych w portalu.

Whub oferuje cztery drogi pozyskiwania informacji: (i) katalog doswiadczalnie
potwierdzonych biatek wiazacych AGO i zwiazana z nimi (i1) przegladarke publikacji, (iii) serwis
przeznaczony do analizy skladu aminokwasowego domen wiazacych AGO/CCR4 oraz (iv)
narzg¢dzia skanujace stuzace do przewidywania miejsc wiazania AGO Ilub funkcjonalnych

W-motywow.

Katalog biatek wigiqcych AGO

W katalogu bialek GW opisane zostaly wszystkie dotychczas potwierdzone biatka wiazace
AGO pochodzace z: 4. thaliana (NRPE1, SPT5/KTF1, WGRP1, SDE3), H. sapiens (TNRC6A,
TNRC6B, TNRC6C, Prp), D. melanogaster (DmGW182/Gawky), S. pombe (Tas3), C. elegans
(AIN-1, AIN-2), T. thermophila (WAG1, CnjB), oraz biatka wiruséw: TCV (P38), SPMMV (P1),
TSWV (NSs) i HIV1 (NEF). Rekord biatka, oprocz podstawowych informacji o sekwencji
(rys. 14A), zawiera dodatkowe czeSci tematyczne. Panel Domain configuration przedstawia
graficzna reprezentacj¢ architektury domen biatkowych w kontek$cie wystapien reszt tryptofanu
(rys. 14B). Jego rozszerzenie stanowi panel Regions, ktory umozliwia przeglad biochemicznie
potwierdzonych regiondéw biatka, szczegélnie istotnych dla pelnionej przez niego funkcji
np. miejsca wystarczajace lub niezbedne podczas tworzenia kompleksow z biatkami AGO lub

CCR4-NOT (rys. 14C).
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Rys. 14. Przykladowy rekord ludzkiego bialka TNRC6A w portalu Whub podzielony na
panele tematyczne: A. Basic info - podstawowe informacje o biatku (nazwa, opis, dtugosc). B.

Domain configuration - architektura domen w kontek$cie W-motywow. C. Regions

eksperymentalnie potwierdzone funkcjonalne regiony biatka. D. Lista opublikowanych
wynikow mutagenezy. E. Sekwencja petnej dlugosci biatka oraz odnos$niki literaturowe.
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Panel ten jest uzupelniony o szczegétowe adnotacje pochodzace z opublikowanych
eksperymentéw mutagenezy, przedstawione w formie tabeli, ktdra zapewnia szybki dostgp do
informacji poprzez opcje sortowania i przeszukiwania zbioréw (rys. 14D). Kazdy wiersz tabeli
zawiera odpowiednio typ mutacji (substytucja, delecja, insercja), miejsce w sekwencji oraz
wpltyw na fenotyp. W dwoch ostatnich czesciach rekordu umieszczone zostaly odpowiednio
petnej dtugosci sekwencja oraz odno$niki literaturowe (rys. 14E).

Dodatkowo, Whub pozwala na graficzne wys$wietlanie cytowanych w portalu publikacji, ktore
prezentowane sa w formie kolekcji kart, umozliwiajac wizualne sortowanie oraz zaw¢zanie liczby
wyswietlanych artykulow przez nakladanie odpowiednich filtrow (np. typ artykutu, funkcja
W-motywéw). Ponadto, kazda pozycja literaturowa powiazana jest z jednym, lub wigksza liczba
rekordow biatek, ktore stanowily przedmiot opublikowanych badan oraz wskazuje liczbe
eksperymentdw przeprowadzonych w obrgbie tych bialek. Kliknigcie na dowolng kartg
spowoduje pobranie z bazy PubMed aktualnych danych literaturowych na temat danej publikac;ji.

Analiza sktadu aminokwasowego domen

Portal posiada dziat (Domain analysis) poswigcony szczegdétowemu badaniu sktadu
aminokwasowego sekwencji potwierdzonych domen wiazacych AGO 1 CCR4, ktore dostgpne sa
w bazie danych. Analiza 6799 W-motywow zaangazowanych w wiazanie AGO u Eukariota
ujawnia wiele istotnych wilasciwosci domen WG/GW. Profil PSSM reprezentujacy sekwencje
tych motywow przedstawiony jest w formie mapy termicznej (ang. heatmap), w ktorej preferencja
wystepowania kazdego z aminokwasow na danej pozycji zostata wyrazona odpowiednim kolorem
1 intensywnoscia (rys. 15A). W najblizszym otoczeniu Trp tj. w pozycjach -1 i +1, udzial glicyny
jest odpowiednio cztero- i pigciokrotnie wigkszy w motywach wiazacych AGO, niz na tych
samych pozycjach w sekwencjach tla. Ponadto motyw w pozycjach -1 1 +1 jest dwukrotnie
bogatszy w reszty aminokwasowe: Ser, Asn, Asp 1 Glu. Dodatkowo, jak przedstawiono na rys. 15,
mozna zaobserwowaé znacznie silniejsza negatywna selekcje przeciwko pojawianiu si¢ duzych
hydrofobowych (Ile, Leu, Val) i aromatycznych reszt aminokwasowych (Phe, Tyr, His) na danych
pozycjach w motywie. Skrajnym przyktadem jest Phe, ktorej udziat jest 50 1 900 razy rzadszy
odpowiednio w pozycji +1 1 -1. Drugim najmniej preferowanym aminokwasem na tych pozycjach
w motywie jest Tyr, ktorej czgstos¢ wystepowania jest 50 1 90 rzadsza. Reszty His, Ile, Leu i Val
pojawiaja si¢ od 2 do 20 razy rzadziej niz na pozycjach -1 i +1 motywow nie wykazujacych
aktywnos$ci wiazania AGO.

Z rozkladu czestosci odleglosci migdzy resztami Trp w domenach wiazacych AGO
u Eukariota wynika, ze w obregbie tandemowo powtoérzonych motywow reszty Trp roztozone sa

w wigkszosci przypadkéw co 8-13 reszt aminokwasowych (rys. 16A).
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Rys. 15. Kompozycja aminokwasowa 6799 W-motywow wystepujacych w bialtkach wiazacych AGO u
Eukariota. A. Profil PSSM przedstawiony w formie mapy termicznej. Czerwone i niebieskie komorki
reprezentuja wartosci log odds ratio, odpowiednio dodatnie i ujemne. B. Warto$¢ punktacji kazdego
aminokwasu na pozycji +1 wzgledem Trp w motywie. C. Wykres punktowy przedstawiajacy wlasciwosci
fizykochemiczne aminokwasow na kazdej pozycji w motywie. Wlasciwoéci aminokwasow zostaty
oznaczone kolorem zgodnie ze schematem koloréw zaproponowanym w [187].

Schirle 1 MacRae (2012) [118] rozwiazali ostatnio strukturg przestrzenna kompleksu ludzkiego

biatka AGO2 wraz z dwoma czasteczkami wolnego tryptofanu. Co ciekawe, odlegtos¢ wzdhuz
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powierzchni biatka AGO2 migdzy dwoma kieszeniami, w ktorych znajdowaty si¢ czasteczki
tryptofanu wynosi ok. 24 A, co w sekwencji odpowiada dystansowi 8-14 reszt aminokwasowych
(rys. 16B). Ponadto, przeprowadzone niedawno badania biochemiczne nad oddziatywaniem
AGO2 z powtdrzeniami zawierajacymi Trp w ludzkim biatku TNRC6B wykazaty, ze optymalna
dhlugos¢ sekwencji facznika (ang. linker), tj. znajdujacej si¢ migdzy dwoma resztami Trp, wynosi

przynajmniej 10 reszt aminokwasowych [91].
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Rys. 16. Analiza dlugosci W-motywow w bialkach wiazacych AGO u Eukariota. A. Odleglos¢ w
sekwencji miedzy sasiadujacymi resztami Trp wyrazona liczba reszt aminokwasowych. B. Rozktad
sumarycznych warto$ci dodatnich (czerwone) i ujemnych (niebieskie) logarytmoéw ilorazu szans dla kazdej
pozycji w motywie.

Dominujaca przewaga wystgpowania sekwencji facznika dtugosci 8-13 reszt, nie tylko w obrgbie
ludzkich biatek GW182, lecz takze w domenach WG/GW innych rodzin bialkowych protistow,
grzybow 1 roélin, sugeruje, Ze jest to uniwersalna wlasciwos¢ tej domeny zachowana
u organizmow eukariotycznych. Nalezy zauwazy¢, ze sposrdd analizowanych W-motywdow

kilkaset wykazuje jednak wigksze rozproszenie w sekwencji. Wtedy dtugos¢ sekwencji tacznika
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przekracza 8-14 reszt siggajac w najbardziej ekstremalnych przypadkach ponad 100
aminokwasow.

W celu wyznaczenia optymalnego zakresu dtugosci sekwencji W-motywow na rys. 16B dla
kazdej pozycji motywu w zakresie od -15 do +15 przedstawiono oddzielnie sumy dodatnich
1 yjemnych wartos$ci punktacji w macierzy PSSM dla wszystkich aminokwasow. Wartosci te
odzwierciedlaja dziatanie pozytywnej i1 negatywnej selekcji osobno dla kazdej pozycji
w motywie. Pozycje w zakresie od -6 do 6 charakteryzuja si¢ najwyzszymi sumami dodatnich
wartosci punktacji, co sugeruje, ze reszty aminokwasowe wystepujace w tych pozycjach sa
kluczowe dla funkcjonowania motywu. Mimo, ze w pozycji =7 od centrum odnotowano spadek
o potowg dodatnich wartosci punktacji w poréwnaniu do pozycji £6, to jednak aminokwasy
wystepujace na pozycjach -7, -8, -9 1 -10 oraz 7, 8 i 9 nadal wykazuja pewien stopien zachowania
sekwencji. Natomiast w dalszych pozycjach nie zaobserwowano jakichkolwiek dodatnich
warto$ci punktacji aminokwasow. Wynik ten pozwala stwierdzi¢, ze optymalna dtugos$¢ sekwencji
oskrzydlajacych centralnie potozony Trp nie przekracza 10 reszt. W tym zakresie, pozycje
motywu 1 i -2, znajdujace si¢ w najblizszym sasiedztwie Trp podlegaja najsilniejszej negatywne;j
selekcji (rys. 16B). Oznacza to, ze w tych miejscach preferowana jest nieobecnos¢ pewnych
aminokwasow, ktore najprawdopodobniej zakldcaja lub uniemozliwiaja uzyskanie pozadanej
konformacji.

Podsumowujac, domeny wiazace AGO u eukariotoéw - mimo, ze wykazuja wysoka zmiennos¢
w dlugosci 1 zachowaniu sekwencji - zbudowane sa z wielokrotnie powtérzonych motywow
dlugosci 10 - 20 reszt, wewnatrz ktorych znajduje si¢ Trp otoczony hydrofilowymi obszarami
o nieskompensowanych tadunkach. Sugeruje to, Zze domeny wiazace AGO okreslone sa
w ograniczonym podzbiorze mozliwych sekwencji, ktore najprawdopodobniej wynikaja ze

sterycznych restrykcji oddzialywania W-motywow z biatkami AGO.

4.2.2. Agos - skaner on-line identyfikacji potencjalnych miejsc wigzania AGO

Wsrdd trzech dostgpnych narze¢dzi adnotacji domen wiazacych AGO, portal Whub zawiera
odno$nik do aplikacji internetowej Agos (ang. Argonaute-binding domain screener), ktéra jest
pierwszym stworzonym w ramach tego projektu programem, dostgpnym pod adresem:

http://www.comgen.pl/agos. Aplikacja ta jest implementacja metody kompozycyjnej [56] opisane]

w Rozdziale 4.1.1, ktéra zostala opublikowana w czasopis$mie Bioinformatics [119].
W poréwnaniu do oryginalnej metody kompozycyjnej program Agos wykorzysuje matryce
punktujace zbudowane réwniez w oparciu o sekwencje wiazace AGO u zwierzat (Materialy

1 Metody: Rozdziat 3.1.1) oraz uwzglednia dwie modyfikacje algorytmu dotyczace obliczania
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macierzy punktujacej dos, ktére poprawily jakos¢ predykcji zwigkszajac zaréwno czutosé
(96,9%), jak 1 selektywnos$¢ metody (97%). W odrdznieniu od pierwszej generacji metody, ktora
wykorzystywata wartosci logarytmu ilorazu szans dla pojedynczych aminokwasoéw, macierz
w programie Agos tworzona jest na podstawie wszystkich 400 mozliwych kombinacji
dipeptydoéw. Zaleta tego rozwiazania jest uwzglednienie dodatkowej informacji o pewnych
zalezno$ciach pozycyjnych w wystgpowaniu aminokwaséw w domenie, bez koniecznosci
przeprowadzania przyréwnania sekwencji. Na przyklad przy wartosciach punktacji dos
stosowanych w pierwszej wersji metody (patrz: Rozdziat 4.1.1 - tabela 2), wystapienia obok
siebie reszt tryptofanu i fenyloalaniny (WF/FW) przyjmuja warto$§¢ dodatnig (0.108 pol-bitow)
bedaca suma punktacji dos dwoch aminokwasow (W = 2.666, F = -2.558). Mimo, ze te dwa duze
hydrofobowe aminokwasy wystgpuja 13 razy rzadziej w domenie WG/GW niz
w niefunkcjonalnych sekwencjach, to pojawienie si¢ ich w analizowanej sekwencji jest
preferowane w pierwszej wersji metody - tzn. algorytm bedzie zwigksza¢ sumaryczna wartos¢
oceny analizowanej domeny i jednoczesnie wydluza¢ jej sekwencje. Natomiast w drugiej
generacji metody Agos ocena powtorzenia WF/FW przyjmuje warto$¢ ujemna -7.232 pot-bitow,
odpowiadajaca wprowadzeniu kary za znacznie rzadsze wystgpowanie tego powtdrzenia, co
w efekcie spowoduje obnizenie sumarycznej punktacji domeny. Druga modyfikacja zwigkszajaca
zdolnos$¢ funkcjonalng metody Agos polegala na odniesieniu czgsto$ci wystgpowania dipeptydow
w stosunku do generalnej czgstosci wystgpowania tych motywow we wszystkich sekwencjach
eukariotycznych. Inaczej wigc niz w przypadku poczatkowej wersji metody, w ktorej analiza
ograniczona byla jedynie do regionéw waskiej grupy specyficznych biatek. Takie uwzglednienie
uniwersalnego rozktadu aminokwaséw wzmacnia sygnat kompozycyjny pochodzacy z domen
WG/GW i powoduje wykrywanie bardziej odleglych cztonkéw rodziny WG/GW.

Program Agos stuzy do przewidywania potencjalnych domen wiazacych AGO u Eukariota
w zadanej przez uzytkownika sekwencji nukleotydowej lub aminokwasowej. Specyficzna
kompozycja aminokwasowa domen WG/GW wykazujaca niski stopien ztozono$ci aminokwasow
jest uwarunkowana nietypowa preferencja kodonow. Poniewaz programy ab initio stuzace do
przewidywania gendéw podczas wyznaczania struktury genu opieraja si¢ na statystycznej
charakterystyce regionu kodujacego, w niektorych przypadkach dochodzi do pominigcia
regiond6w domen WG/GW, powodujac niekiedy utratg catych egzondéw. Dlatego sekwencja DNA,
podana jako zapytanie w programie Agos, zostaje najpierw przettumaczona na sekwencje
aminokwasowa w sze$ciu ramkach odczytu. co gwarantuje znalezienie wszystkich potencjalnych
wystapien motywu WG/GW. Nastgpnie uruchomiona zostaje procedura identyfikacji
potencjalnych domen wiazacych AGO, ktora w oparciu o dwuparamterowy system punktacji (dos

1 ics) wyznacza regiony sekwencji o wysokiej punktacji i dokonuje oceny ich wiarygodnosci.
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Wyniki tych przewidywan prezentowane sa uzytkownikowi bezposrednio w oknie przegladarki
internetowej 1 moga by¢ zapisane w pliku tekstowym.

Rysunek 17 przedstawia wyniki przewidywania aplikacji Agos w sekwencji GW182
u D. melanogaster. Raport wynikowy podzielony jest na trzy cze$ci. Pierwsza z nich (Data info)

Results

Data info:

id: sp|Q8SY33|GAWKY_DROME

description:  Protein Gawky OS=Drosophila melanogaster GN=gw PE=1 SV=1
length: 1384 aa

WG/GW no: 18

e T H e L | [(—1
L L |
5-179 aa [dos: 234.53 ics: 0.98]
WG/GW domains:
no. start end length motifs dos p-value ics
2 216 244 29 1 -8.28 7.76E-01 9.55
3 249 324 76 2 26.19 3.23E-02 3.42
4 327 363 37 1 -10.29 8.58E-01 6.35
5 418 511 94 3 127.91 4.25E-04 2.57
6 590 599 10 1 -9.66 8.43E-01 35.03
7 911 953 43 1 46.35 8.71E-03 6.14
8 1081 1119 39 2 56.12 5.23E-03 7.29
Sequence

rplgvggsmdirnvehrggngsgatssdprdir
midprdpirgdprgisgrlngtsemwghhpgmshnglqginkmvggsvatastsvgtsgsgigpggpgpst

vsgniptqwgpaqgpvsvgvsgpkdmskqisgweepspppqrrsipnyddgtslwgqqtrvpaasghwkdmt
dsigrsshlmrggsqtggigiagvgnsnvpvganpsnpissvvgpqaripsvggvghkpdggamwvhsgnv
ggrnnvaavttwgddthsvnvgapssgsvssnnwvddksnstlagnswsdpapvgvswgnkgskppsnsas
sgwstaagvvdgvdlgsewnthggiigksqqqgklaglnvgmvnvinaeiikqskqyrilvengfkkedve
ralvianmnieeaadmlransslsmdgwrrhdeslgsyadhnsstssggfagrypvnsggpsmsfphnnlm
nnmggtavtggnnntnmtalqvgkylnqgghgvavgpgavgnssavsvgfggntsnaavagaasvniaant
nngpsgqqirmlggqiqlaihsgfissqiltgpltqttlnllngllsnikhlgaaqgsltrggnvnpmavn
vaiskykqqignlgnginaqqgavyvkqqnmgptsqqqgpqqqqlpsvhlsnsgndylrghdainnlgsnfs
elninkpsgyqggasnqqsrlnqwklpvldkeinsdstefsrapgatkgnltantsninslglgndstwstg
rsigdgwpdpssdnenkdwsvaqgptsaataytdlvgefepgkpwkgsqiksieddpsitpgsvarsplsin
stpkdadifantgknsptdlpplslssstwsfnpngnypshswsdnsqqctatselwtsplnksssrgppp
gltansnksansnastpttitggangwlqgprsggvqttntnwtggnttwgsswlllknltaqidgptlrtl
cmghgplvsfhpylnggialckyttreeankagmalnncvlanttifaespsenevgsimghlpgtpssts
ssgtsggnvggvgtsannansgsaaclsgnnsgngngsasgagsgnngnsscnnsaagggsssnntittva
nsnlvgssgsvsnssgvtansstvsvvsctasgnsingagtanssgskssannlasggssasnltnstnst
wrqtsqngalgsqsrpsgreadfdyislvysivdd

Rys. 17. Wynik dziatania programu Agos na przyktadzie biatka Gw182 u D. melanogaster.
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oprécz podstawowych informacji o sekwencji uzytej w zapytaniu (numer dostepu, opis i dlugosé
sekwencji, liczba motywow WG/GW), zawiera graficzna reprezentacje sekwencji uwzgledniajaca
zidentyfikowane regiony WG/GW. Wysokos¢ oceny potencjalnych domen WG/GW,
przedstawionych na schemacie w formie blokoéw, oznaczona zostata trzema kolorami. Zielone
bloki wskazuja regiony sekwencji o najwyzszej wiarygodnosci, ktore spelniaja statystyczne
kryteria systemu punktacji (dos > 43 pot-bitow 1 ics < 1.53) i moga by¢ uznawane za potencjalne
miejsca wiazania biatek AGO. Regiony sekwencji oznaczone zottymi blokami spetniaja jedynie
kryterium punktacji dos 1 wykazuja wyraznie zblizona kompozycje aminokwasowa do biatek
wiazacych AGO. Natomiast czerwone bloki reprezentuja sekwencje, ktére wprawdzie posiadaja
przynajmniej jeden motyw WG/GW, lecz oprocz tego nie wykazuja rozpoznawalnego
podobienstwa do kompozycji aminokwasowej potwierdzonych bialek wiazacych AGO. Druga
cze$¢ raportu (WG/GW domains) przedstawia wyniki uzyskanych przewidywan w formie tabeli,
uszeregowanej ze wzgledu na pozycje wystapienia znalezionej domeny w sekwencji. Kazda
z potencjalnych domen, odpowiadajacych wierszom tabeli, zawiera informacje
o lokalizacji domeny w sekwencji zapytania, dlugosci, liczbie motywow WG/GW, wartosci
punktacji dos 1 ics oraz oceny wiarygodno$ci (ang. p-value). Trzecia sekcja raportu wyswietla
sekwencje uzyta w zapytaniu. Skierowanie kursora na dowolny blok znajdujacy si¢ w graficznej
reprezentacji przewidywan spowoduje podswietlenie odpowiadajacego mu regionu sekwencji
oraz wiersza w tabeli.

Analizowane na rys. 17 biatko DmGW182 stanowi szczegélnie interesujacy przyktad
funkcjonalnego réznicowania powtoérzen WG/GW. W badaniach zespotu Behm-Ansmant (2006)
wykazano eksperymentalnie, Ze nieustrukturyzowany region znajdujacy si¢ w pozycji 1-539 tego
biatka zawierajacy 12 powtdrzen WG/GW oddziatuje z biatkiem AGO1 [25]. Natomiast,
w wynikach predykcji programu Agos jedyna potencjalna domena (dos = 234,5, p = 5.28E-05, ics
= 0,98) znajduje si¢ w pozycjach 5-179 1 obejmuje 7 powtorzen dipeptydow WG/GW. Wynik ten
znajduje wyrazne potwierdzenie w ostatnich doniesieniach, w ktérych wykazano, ze konstrukt
biatka GW182 pozbawiony 1-205 aminokwaséw N-konca jest niezdolny do wigzania biatek
AGOL1 in vitro, natomiast powtdrzenia WG/GW w regionie 205-490 biora udzial w procesie

wyciszania genow, nie zwigzanym z tworzeniem komplekséw z biatkami AGO [120].

4.2.3. Wsearch / i-Wsearch - programy identyfikacji funkcjonalnych W-motywow

Obok programu Agos, portal Whub wyposazony jest w dwa dodatkowe narzedzia
przeznaczone do przewidywania de novo potencjalnych miejsc wiazania biatek AGO w dowolnej

sekwencji aminokwasowej wprowadzonej przez uzytkownika.
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Wsearch

Pierwsze narze¢dzie - Wsearch jest implementacja metody pozycyjnie-specyficznej, opisanej

w Rozdziale 4.1.4 1 znajduje si¢ pod adresem: http://www.comgen.pl/whub/wsearch. Program

skanuje sekwencje wejSciowa stosujac wybrany przez uzytkownika profil PSSM, a nastgpnie
wyznacza najwyzej punktowane sekwencje W-motywow wraz z ich lokalizacja w sekwencji oraz
ocena istotnosci statystycznej. W przypadku nakladania si¢ sekwencji zidentyfikowanych
motywow, program taczy je w wigksza domeng, ponownie dokonujac oceny jej punktacji
1 zwracajac oceng wiarygodnosci. Wyniki przedstawione sa uzytkownikowi w dwoch czesciach
(rys. 18). Pierwsza z nich obejmuje interaktywny wykres liniowy oraz mapg sekwencji, w ktorych
zawarta jest informacja o wplywie warto$ci punktacji kazdego aminokwasu wzdtuz catej dtugosci
biatka. Na wykresie aminokwasy, ktéorych obecnosci jest faworyzowana w W-motywach
przyjmuja wartosci dodatnie. W przypadku dhlugich sekwencji zapytania wykres mozna
dynamicznie skalowa¢ i powigksza¢ stosujac przeciagnigcia kursora lub korzystajac z przyciskow
ze zdefiniowanymi skalami powigkszenia. Skierowanie kursora w dowolne miejsce na wykresie
spowoduje wyswietlenie informacji o skumulowanej warto$ci score aminokwasu znajdujacego si¢
w danej pozycji. W odréznieniu od wykresu, mapa sekwencji dostarcza informacji o wptywie
aminokwasu w wyznaczanie motywow, ktory zakodowany jest w kolorze odpowiadajacym
warto$ciom z matrycy PSSM. Druga czgs$¢ wynikowego raportu obejmuje tabele zawierajace listy
sekwencji zidentyfikowanych W-motywow 1 domen wraz z informacja o uzyskanej wartosci
oceny, istotnosci statystycznej oraz lokalizacji sekwencji.

Dodatkowa funkcjonalno$cia programu Wsearch jest mozliwos¢ przewidywania W-motywow
zaangazowanych w oddziatywanie z kompleksem deadenylacji CCR4-NOT poprzez wybranie
odpowiedniego profilu PSSM. Nalezy jednak podkresli¢, ze sekwencje wiazace CCR4-NOT
zidentyfikowane zostaly dotychczas jedynie w biatkach GW182 H. sapiens 1 D. melanogaster.
Pomimo uwzglednienia w matrycy PSSM W-motywow biatek ortologicznych, adnotacja nowych
przedstawicieli oddziatujacych z AGO na podstawie tylko jednej rodziny biatek moze nie
dostarcza¢ w pelni wiarygodnych wynikow.

Oprocz aplikacji internetowej, ktora przeszukuje tylko jedna sekwencje jednoczesnie,
utworzona zostata lokalna wersja programu Wsearch umozliwiajaca przeszukiwanie duzych
zbiorow sekwencji. Mozna ja mozna pobra¢ wraz z dokumentacja oraz dost¢pnymi macierzamie

PSSM ze strony: http://www.comgen.pl/whub/download/software. Program wspotpracuje

z popularnymi systemami operacyjnymi (Windows, UNIX, MacOS) i1 do prawidlowego dziatania
wymaga instalacji Python w wersji > 3.3. Wyniki adnotacji W-motywow oraz domen
prezentowane sa uzytkownikowi w pliku tekstowym w formacie tabularnym. Dodatkowo program

umozliwia tworzenie macierzy PSSM dla sekwencji podanych przez uzytkownika.
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¥ AGO-binding potential ec\v
Total score: 364.80
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. . ~
Single motifs e v
5 v records Search:
Start End Score P-val Motif
130 141 622 0.017 SNCSTTWESNTK
153 166 14.88 4.17E-06 ~ SNTSGSGWGGQSQN
171 185 11.17 2.00E-04 ~ KSDSSSNIWGGSQNS
192 204 16.13 1.10E-06 = SKSSSSGWGSSNK
214 229 14.11 9.41E-06 ~ SSSTGGWGAQSNDNTS
Showing 1to 5 of 29 entries
g < 1 2 3 4 5 >
Y Assembled motifs (i I
5 v records Search:
Start End Score P-val Motif
232 262 27.22 9.73E-06 = NNEGNGGGWGSSTNNNPSSSTAVWGSSTSGN
265 293 28.39 5.93E-06  NSNKNNSEGGWGNQSTDSGGWGSSNGNGS
499 525 26.98 1.08E-05  SSSGGWGNTSDQTQGGGDSWGSTSTNN
586 616 2641 1.37E-05  NKSDSQDGWGNNSSNNENSTTSGGWGNQESS
643 675 23.44 4.82E-05 NNGGGNNGKKWGASDNQNQGENKRQGSWGNGNN
Showing 1to 5 of 5 entries <1 >

Rys. 18. Raport wynikowy aplikacji Wsearch na przykladzie bialka WAG1 T.
thermophila. A. Wizualizacja warto$ci punktacji kazdego aminokwasu w sekwencji
przedstawiona w formie wykresu liniowego i mapy sekwencji. B. Listy zidentyfikowanych
sekwencji W-motywow 1 domen zawierajace informacje o uzyskanej liczbowej ocenie
przewidywan, istotnos$ci statystycznej i lokalizacji w sekwencji zapytania.

- 67 -




i-Wsearch

Kolejna aplikacja internetowa shuzaca do przewidywania potencjalnych miejsc wigzania AGO
jest implementacja metody pozycyjnie-specyficzej realizowana przez algorytm nauczania
maszynowego, lasow losowych [60] (patrz Metody - Rozdziat 3.1.3). Program i-Wsearch

znajdujacy si¢ pod adresem: http:/www.comgen.pl/whub/i-wsearch/ w podanej przez

uzytkownika sekwencji biatkowej analizuje wszystkie wystapienia 21-aminokwasowych
motywow zawierajacych w centrum resztg tryptofanu. Nastgpnie dokonuje przypisania kazdego
z nich do jednej z dwodch klas: miejsc asocjacji z AGO lub sekwencji nie majacych zwiazku
z biatkami AGO. Zaleta tego podejscia jest wskazanie uzytkownikowi jednoznacznej odpowiedzi
czy dany Trp oddziatuje z biatkami AGO.

Podczas klasyfikacji przynaleznosci danego Trp do miejsca oddziatywania z AGO brane sa
pod uwage zmienne dotyczace wlasciwosci fizykochemicznych kazdego aminokwasu z otoczenia
Trp oraz dystans w sekwencji, wyrazony liczba reszt aminokwasowych, od analizowanego Trp
do kolejnych wystapien tego aminokwasu w kierunku N- i C- konca biatka. Najwyzsza czuto$¢
(94,29%) 1 specyficznos¢ (99,68%) uzyskano dla motywdow dhugosci 21 (tabela 9).

Tabela 9. Ocena doktadnos$ci dziatania programu i-Wsearch przeprowadzona dla roéznych diugosci
motywu podczas 10-krotnego sprawdzianu krzyzowego.

Dhugo$¢

motywa | SN (%) SP (%) PPV (%) ACC (%) miara F
5 93,77 93,22 98,70 97,91 0,9617
7 94,12 95,21 99,09 98,33 0,9667
9 93,77 95,76 99,20 98,32 0,9641
11 93,47 97,22 99,48 98,50 0,9638
13 92,56 97,80 99,59 98,45 0,9595
15 94,05 99,06 99,82 98,88 0,9667
17 93,75 98,75 99,77 98,77 0,9667
19 94,03 99,68 99,94 98,96 0,9689
21 94,29 99,68 99,94 99,01 0,9703
23 93,96 99,68 99,94 98,95 0,9686
25 93,87 99,30 99,88 98,90 0,968

Pogrubiona czcionka zaznaczono warto$¢ okna 21, ktéra uzyskata najwyzsza wartosc F.

Zastosowanie trzech deskryptoréw aminokwasdéw - objetosci oraz indeksow hydrofilowosci

1 elastycznosci nieznacznie zwigkszylo czutosé (95.2%) metody (patrz Metody - Rozdziat 3.1.3).
Na rys. 19 przedstawiono wynik dziatania programu i-Wsearch na przyktadzie biatka Tas3

S. pombe. Sposrod dziewigeiu reszt Trp wystepujacych w sekwencji, trzy zostaty zaklasyfikowane

jako miejsca wiazace AGO.
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10 v records Search:

Trp(W) position Motif AGO-binding activity Probab. of AGO-binding
46 ervhelftehwlisnlknrrek 0.001
175 kssgsmeieswdnstsdsiie 0.104
211 irssdsksvgwddnstgfres 0.098
254 frpkygaksswfapddpeasw 0.062
264 wfapddpeaswgnlddgwget | VS 0.815
271 easwgnlddgwgetngswsst yes 0.855
278 ddgwgetngswsstddtkhyk 0.843
291 tddtkhyknewaesinldnfn 0.465
441 ttdkndlyinwlkslsffqtn 0.005

Showing 1 to 9 of 9 entries

Rys. 19. Raport wynikowy dziatania programu i-Wsearch na przyktadzie biatka Tas3 S. pombe.
4.2.4. Projektowanie in silico sekwencji domen w formie gry internetowej

W ciagu ostatnich lat nastapita intensyfikacja badan biochemicznych nad szczegdélowymi
wlasciwosciami domen bogatych w tryptofan, ktére zaangazowane sa w procesy RNAi. Na
przyktad Szab6 i in. (2012) poprzez wprowadzenie dwoch dipeptydow WG 1 GW do sekwencji
niefunkcjonalnej czgsci biatka P1 wirusa SPFMYV, dokonali jego transformacji w funkcjonalny
supresor wyciszajacy, wykazujacy zdolno$¢ wiazania biatek AGO gospodarza [121]. W innym
doswiadczeniu grupa badawcza Filipowicza (2011) wykazala, ze wprowadzenie przynajmniej
czterech reszt Trp do nieustrukturyzowanego regionu biatka Siclp21, ktore nie bierze udziatu
w RNAI, spowodowalo, ze region ten okazat si¢ wystarczajacy do oddziatywania z kompleksem
CCR4-NOT tym samym powodujac degradacje docelowego mRNA [89]. Pokazano rowniez, ze
wprowadzanie coraz wigkszej liczby podstawien Trp na Ala w regionie Mid i C-term biatek
GW182 czlowieka 1 muszki owocowej ma addytywny wplyw na zmniejszanie wydajnosci
procesu wyciszania gendw przez kompleksy deadenylacji CCR4-NOT [89].

Aby wspomodc prowadzone badania mutagenezy poprzez dostarczenie informacji na temat
spodziewanego wptywu planowanej w eksperymencie mutacji, na stronach Whub wprowadzano

interaktywna gre (http://www.comgen.pl/whub/design), ktora pozwala uzytkowniki projektowac

de novo lub modyfikowaé istniejace domeny WG/GW. Sekwencja biatkowa podana przez
uzytkownika przedstawiona jest w formie kolorowych blokow, ktére reprezentuja poszczegdlne
aminokwasy (rys. 20B-D). Kolor 1 intensywno$¢ bloku odpowiadaja wartosciom macierzy PSSM
dla danego aminokwasu. W ten sposob, preferowane w domenie aminokwasy przybieraja barwy
czerwone, a reszty o bardzo niskim prawdopodobienstwie wystapienia oznaczone sa kolorem

niebieskim.
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20. Odtworzenie eksperymentu Szabé i in. (2012) w formie interaktywnej gry.

A. Homologiczne sekwencje biatka P1 SPFMV odpowiadajace sekwencjom WG/GW 1 wirusa
SPMMYV. B. Pierwsza substytucja H>W w obrgbie sekwencji P1 SPFMV powoduje obliczenie
warto$ci punktacji wynoszacej -89,34. C. Bardzo niska warto§¢ ujemna $wiadczy o barku
podobienstwa analizowanej sekwencji z rzeczywistymi domenami wiazacymi AGO. D. Druga
mutacja Y>W zwigksza warto$¢ score do 20,8.
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Za pomoca kliknig¢ 1 przeciagni¢¢ wybranych blokéw uzytkownik moze w czasie rzeczywistym
symulowa¢ dowolne mutacje w analizowanej sekwencji: insercje/delecje, substytucje i réznego
rodzaju rearanzacje aminokwasow. Kazda zmiana w sekwencji wprowadzona przez uzytkownika
spowoduje dynamiczne obliczenie nowe] wartosci score dla calej domeny oraz odpowiednia
zmiang barw 1i/lub intensywnosci koloréw blokéw. Zatem projektowanie sekwencji
funkcjonalnych domen polega¢ bgdzie na takim utozeniu blokéw aminokwasow, aby zwigkszaé
natgzenie czerwonego koloru w projektowanej domenie i tym samym maksymalizowaé wartos¢
oceny punktacji domeny.

Na rysunku 20 przedstawiono rekonstrukcje eksperymentu Szabo i in. (2012), ktory polegal na
wymodelowaniu domeny wykazujacej aktywnos$¢ oddziatywania z AGO. Sekwencja wejsciowa
pokazana na rys. 20B pochodzi z regionu biatka P1 wirusa SPFMV, ktoére nie posiada zdolnosci
wiazania bialek AGO. Ta pozbawiona reszt tryptofanu sekwencja odpowiada regionowi biatka P1
wirusa SPMMYV, w obrgbie ktorego znajduja si¢ dwa powtdrzenia WG 1 GW biorace udziat
w wigzaniu bialek AGOI1 u réznych gatunkéw tytoniu (rys. 20A). Eksperyment polegat na
wprowadzeniu tych powtdrzen do niefunkcjonalnej sekwencji P1 wirusa SPFMV
w odpowiadajace im pozycje homologiczne. Wprowadzenie pojedynczego powtdrzenia GW bylo
niewystarczajace do wigzania biatek AGO, dopiero dwa podstawienia umozliwily wigzanie biatek
AGO 1 realizacje funkcji supresorowych. W grze, poczatkowa sekwencja biatka P1 SPFMV nie
posiada przypisanej oceny punktacji, poniewaz pozbawiona jest reszt Trp. Wprowadzenie
pierwszej substytucji His na Trp powoduje obliczenie wartos$ci punktacji. Bardzo niska wartos¢
ujemna -89,13 $wiadczy o wysokim stopniu niekompatybilno$ci analizowanej sekwencji
z rzeczywistymi sekwencjami wiazacymi AGO. Drugie podstawienie Tyr na Try sprawia, ze
wartosci oceny sekwencji wzrasta do 20.8 pot-bitow, gdzie kompozycja sekwencji upodabnia sig
do W-motywow wirusow infekujacych rosliny. A zatem tego typu gra symulacyjna moze stanowic

przydatne narzedzie prognozowania i planowania laboratoryjnych badan mutagenezy.

4.3. Molekularne mechanizmy powstawania i zmiennosci domen WG/GW

Najbardziej charakterystyczna cecha domen wiazacych AGO jest wysokie zr6znicowanie ich
sekwencji, mimo pelnionych przez te biatka $ci§le okreSlonych funkcji molekularnych
w komorce. Na rys. 21 przedstawiono przyrownanie parami sekwencji domen WG/GW na catej
dtugosci w obrebie biatek roslinnych i zwierzecych. Stopien zachowania sekwencji jest rozny dla
ro$linnych i zwierzgcych ortologéw. U blisko spokrewnionych roslinnych gatunkéw w obrgbie
biatek NRPE1 i SPTS5 $redni procent identycznos$ci sekwencji domeny wiazacej AGO4 wynosi

odpowiednio 21% 1 29%, podczas gdy sekwencja pozostatych czgsci biatka wykazuje trzykrotnie
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wyzsze podobienstwo Oznacza to, ze roslinne domeny WG/GW ewoluuja szybciej niz pozostate
regiony biatkowe, a stopien dywergencji ich sekwencji moze osiagna¢ punkt, ktéry uniemozliwia
wiarygodne okres§lenie ich relacji homologicznych. Z kolei u zwierzat, sekwencje domen
wiazacych AGO kodowane przez ortologiczne geny sa znacznie bardziej zakonserwowane - np.
domena WG/GW prionowego biatka PrP lub GW182 ssakow utrzymuje identyczno$¢ sekwencji
na poziomie 87-91%. Jednak zaréwno ro$linne, jak i zwierzgce domeny wiazace AGO - mimo, ze
podlegaja réznej presji mutacyjnej w obrebie sekwencji ortologicznych - wykazuja brak lub
bardzo niskie podobienstwo sekwencji miedzy ré6znymi rodzinami biatkowymi nawet w obrgbie
tego samego gatunku (np. domena WG/GW migdzy biatkiem NRPE1 i SPT5 Arabidopsis lub
migdzy PrP a GW182 czlowieka).
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Rys. 21. Mapa termiczna przedstawiajaca stopien zachowania sekwencji domen WG/GW obre¢bie
roslinnych i zwierzecych bialek wiazacych AGO. Przyrownanie sekwencji domen WG/GW
przeprowadzono na calej dtugosci domeny.

Te roéznice moga sugerowac dzialanie réznych mechanizméw molekularnych w tych dwdéch
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grupach taksonomicznych, a takze w obrgbie wielu rodzin biatkowych, prowadzac do
powstawania funkcjonalnie tozsamych domen. Obserwacje te nasuwaja wiele pytan dotyczacych
mechanizméw powstawania tych domen, dynamiki ich ewolucji oraz przyczyn odpowiedzialnych
za ich zmienny charakter.

Glowny problem prowadzenia jakichkolwiek analiz poréwnawczych domen WG/GW wynika
z ich zmiennej sekwencji. Sprawia to, ze zawarta w nich informacja filogenetyczna jest trudna do
wykorzystania, a wyniki sa mato wiarygodne. Jednym z pomystéw na prowadzenie badan
filogenetycznych domeny WG/GW jest rekonstrukcja filogenetyczna tych biatek w oparciu o inny
dobrze zakonserwowany region sekwencji. Modelem do takich badah mogtaby by¢ wielogenowa
rodzina, charakteryzujaca si¢ szerokim spektrum kompozycji domen WG/GW w wielu bialkach,
ktéra dodatkowo posiadataby inna, dobrze zakonserwowana domeng biatkowa. Moze ona wtedy
postuzy¢ jako wektor stanowiacy podstawe do rekonstrukcji filogenetycznej domen WG/GW.
Podobne metody uzycia sekwencji wysoko zakonserwowanej domeny do analiz filogenetycznych
innej, stabo zakonserwowanej domeny, stosowane sa w coraz wigkszej liczbie badan [122].

Wsréd bialek potencjalnie wiazacych AGO (patrz: Rozdziat 4.1 - tabela 4 1 5)
zidentyfikowane zostaly sekwencje kodowane przez wielogenowa rodzing hnRNP. Rodzina ta
stanowi idealny model do badan zmienno$ci domeny wiazacej AGO, poniewaz jej cztonkowie,
oprocz wysoko zmiennej sekwencji WG/GW, zawieraja domeng RRM, ktora jest najczgsciej
wystepujacym motywem wigzania RNA wykazujacym wysokie zachowanie sekwencji u niemal
wszystkich organizméw zyjacych na Ziemi [123]. Domena RRM obecna jest takze w wielu
innych rodzinach biatlkowych bioracych udziat w procesach RNAi, np. w zwierzecych bialtkach
GW182 [32], ludzkim biatku RBM4, ktére wchodzi w sktad komplekséw zawierajacych Ago2
[124,125] oraz biatkach regulujacych kwitnienie u Arabidopsis, FCA i FPA [126]. Ponadto
funkcja wigzania AGO zostala niedawno potwierdzona doswiadczalnie w zaproponowanym
w tabeli 4 biatku hnRNP Arabidopsis [Lagrange i in., dane nieopublikowane]. Dlatego analiza
mechanizméw molekularnych zaangazowanych w rdéznicowanie si¢ domen WG/GW zostata
przeprowadzona w oparciu o rekonstrukcje filogenetyczna domeny RRM w proteomach
wybranych przedstawicieli roslin: dwulisciennych (4. thaliana), jednolisciennych (O. sativa),

mszakow (P. patens) oraz zielenic (C. reinhardtii).

4.3.1. Tandemowe i segmentowe duplikacje genow oraz alternatywny splicing

Wraz ze wzrostem poziomu zlozono$ci budowy organizmoéow roslinnych zwigksza sig liczba
biatek zawierajacych domeng¢ RRM, a takze liczba kopii motywu RRM wystepujacych w biatkach
(tabela 10). Wzrostowi liczby biatek zawierajacych 2 1 3 kopie domeny RRM towarzyszy
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zmniejszenie liczby bialek z pojedynczym motywem RRM. U ponad 1/3 biatek zawierajacych
domeng RRM u Arabidopsis i ryzu, motyw ten wystgpuje w sasiedztwie innych domen
biatkowych. Wigkszo$¢ z nich bierze udziat w wigzaniu DNA/RNA lub biatek - motyw palca
cynkowego typu CCHC, RanBP 1 CCCH: 30.7%, NTF2: 10.4%, PABP: 8.7%, PAM2: 7.8%,
SPOC: 4.3%. Niemal 1/3 biatek RRM posiadajacych inne domeny, zawiera na C-koncu krotkie
powtorzenia kilkuaminokwasowe, ktore tworza oddziatujace z innymi biatkami modularne
domeny takie jak: domeny glicynobogate (26.1%), seryno/arginino-bogate domeny (8%), domeny

WW (2%) 1 domeny ztozone z powtdrzen ankirynowych (ang. ankyrin repeat domains) (2%).

Tabela 10.Biatka zawierajace co najmniej jedna domen¢ RRM u wybranych gatunkow ro$lin.

Liczba Liczba Liczba biatek z r6zng liczba kopii domeny RRM [%]
Gatunek roslinny gendw  wszystkich
RRM gendw 1 2 3 4 5 6
C. reinhardtti 85 16 709 72.9 20.0 4.7 2.4 0.0 0.0
P. patens 182 35938 67.0 20.9 8.8 2.7 0.5 0.0
0. sativa 241 40 577 63.1 25.8 9.0 1.7 0.2 0.2
A, thaliana 230 27380 57.8 28.6 10.7 2.6 0.3 0.0

Regiony glicynobogate wystepuja we wszystkich organizmach - od sinic az po czlowieka
- 1 zawieraja duze ilosci glicyny (20-70%), ktora obecna jest w powtarzajacych si¢ motywach
aminokwasowych tworzacych elastyczne miejsca interakcji z innymi biatkami. Domeny SR,
bogate w powtorzenia Ser 1 Arg, posrednicza w oddziatywaniu z innymi biatkami, rowniez
posiadajacymi domeny SR podczas formowania spliceosomu, eksportu mRNA z jadra
komorkowego 1 w translacji [127]. Domena WW charakteryzuje si¢ obecnoscia dwoch reszt Trp
rozdzielonych w sekwencji o kilka aminokwasow, ktére biora udziat w wielu interakcjach
z r6znymi biatkami zawierajacymi krotkie motywy bogate w proling [128]. Réwniez powtorzenia
ankirynowe, wystepujace powszechnie w wielu rodzinach biatkowych, sktadaja si¢ z tandemowo
powtorzonych 33-aminokwasowych motywéw bogatych w dipeptydy AR, ktore tworza
rusztowanie dla wielu interakcji biatko-biatko [129].

W rodzinie RRM wystepuja takze powtdrzenia WG/GW zardwno o potwierdzonej, jak
1 przypuszczalnej funkcji wigzania AGO. Przeszukanie genomoéw roslinnych pod katem
potencjalnych domen WG/GW, przeprowadzone przy uzyciu programu Wsearch, pozwolito na
ustalenie pierwszego wystapienia w krolestwie roslin biatka RRM-WG/GW u Physcomitrelli
patens. Wyniki te sugeruja, ze zarowno powstanie domeny WG/GW w rodzinie biatek RRM, jak
i generalny wzrost ztozonoS$ci tej rodziny, miat miejsce po rozdzieleniu si¢ linii ewolucyjnych

glonow 1 roslin naczyniowych. co najprawdopodobniej towarzyszyto ekspansji roslin na lad.
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Rys. 22. Rekonstrukcja filogenetyczna oraz architektura domen bialek posiadajacych domen¢ RRM
w genomie A. thaliana i O. sativa. A. Filogram skonstruowany zostal na bazie dopasowania domeny
RRM N-konca kodowanej przez geny Arabidopsis (pomaranczowe) i ryzu (zielone). Wypelnione czarne
punkty znajdujace si¢ na wezlach drzewa wyznaczaja hipotetyczny punkt rozejscia si¢ linii ewolucyjnych
roslin jedno- i dwuliSciennych. B. Opisy podrodzin przygotowano w oparciu o liczbg kopii domeny RRM
oraz adnotacje genow zawarte w bazach TAIR i MSU. Kwadraty oznaczaja wystapienie motywu WG/GW
w sekwencji w innym regionie niz zadnotowane domeny. Czerwone kwadraty oznaczaja biatka, ktore
uzyskaty niska punktacje domeny WG/GW, natomiast zielone kwadraty wskazuja na biatka o
potwierdzonej funkcji wigzania AGO lub zawierajace statystycznie istotna domeng WG/GW. C.
Schematyczna architektura domen sekwencji wyznaczona w oparciu o baze Pfam.
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Ze wzgledu na zmienna liczb¢ kopii domeny RRM oraz wystepowanie réznych domen
bialkkowych w tej rodzinie, do rekonstrukcji filogenetycznej migdzy biatkami A. thaliana
i O. sativa zostala wykorzystana sekwencja pierwszej domeny RRM na N-koncu (rys. 22A).
Wigkszos$¢ sekwencji ze wzgledu na liczbe posiadanych kopii motywu wiazacego RNA grupuje
si¢ na drzewie tworzac odrgbne grupy monofiletyczne (rys. 22B). Wynika z tego, ze sekwencje
analizowanych biatek posiadajacych dwie lub wigcej domen RRM pochodza od genu wspdlnego
przodka, ktory obecny byt przed rozejsciem sig linii ewolucyjnych prowadzacych do A. thaliana
1 O. sativa. Wedlug przedstawionego na filogramie ciagu zdarzen ewolucyjnych, obecnych jest
186 hipotetycznych punktow rozejscia si¢ linii Arabidopsis i ryzu, co w przyblizeniu odpowiada
liczbie bialek RRM u wspolnego przodka roslin jedno- i dwuli$ciennych (rys. 22A). Liczba ta,
bardzo zblizona do 182 bialek RRM wystepujacych u P. patens, sugeruje, ze rodzina biatek
zawierajacych domeng RRMs byla wzglednie duza przed podzialem ro$lin na jedno-
1 dwuliscienne 1 nadal ulega dynamicznej ekspansji zardbwno u A. thaliana, jak 1 O. sativa.
Powtorzenia sekwencji WG/GW sa na tyle krotkie, ze wystepuja przypadkowo niemal we
wszystkich grupach monofiletycznych nizszego rzedu (rys. 22B). Jednak w obu roslinach -
Arabidopsis 1 ryzu - dwie siostrzane grupy bialek RRM-WG/GW (hnRNP), oznaczone na
rys. 22A szarymi polami, obejmuja zidentyfikowane biatka wiazace AGO - bialko Arabidopsis
(At2g33410) i dwa biatka ryzu (Os10g33230 i1 Os11g41890). Obie rodziny RRM-WG/GW
sktadaja si¢ z podobnej liczby cztonkoéw i powstaly na drodze duplikacji genow po rozdzieleniu
si¢ roslin jedno- 1 dwuli$ciennych. Zbiezne uktady ekspansji rodziny RRM-WG/GW zachodzace
niezaleznie migdzy ryzem i Arabidopsis moga sugerowa¢ podobienstwa w funkcjonowaniu tej

rodziny oraz analogicznych mechanizmach selekcji w obu ro$linach.

Ekspansja rodziny genéw RRM-WG/GW u A. thaliana i O. sativa

Uktad domen w biatkach RRM-WG/GW tworza dwie kopie motywu RRM, oddzielone od
siebie mniej zachowana sekwencja tacznika dhugosci ok. 20-40 reszt aminokwasowych oraz
wystepujaca na C-koncu biatka nieustrukturyzowana sekwencja (rys. 23A). Sekwencja C-konca,
w odréznieniu od zakonserwowanych sekwencji dwoch domen RRM, wykazuje wysoka
zmienno$¢ i zawiera powtdrzenia WG/GW (rys. 23B). Region N-konca, obejmujacy dwie kopie
domeny RRM, wykazuje najwigksze podobienstwo sekwencji do biatka Musashi, ktore wystgpuje
u wielu organizmdéw zwierzecych i zaangazowane jest w regulacje translacji poprzez wiazanie do
specyficznych sekwencji znajdujacych si¢ w 3' UTR docelowych transkryptow [130].

Poniewaz rodziny RRM-WG/GW u Arabidopsis 1 ryzu dzieli rézna historia ewolucyjna,
przedstawiony filogram moze w pelni nie odzwierciedla¢ relacji homologicznych migdzy tymi

genami, a takze prawidtowego kierunku zachodzenia zmian ewolucyjnych.
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Rys. 23. Rodzina bialek RRM-WG/GW (hnRNP). A. Schematyczne utozenie domen biatkowych
AT2G33410. Dwie kopie domeny RRM rozdzielone sa sekwencja tacznika. Domena WG/GW wystepuje
na C-koncu biatka. Pionowymi liniami zaznaczono wystapienie powtoérzen WG/GW. B. Przyréwnanie
petnej dlugosci sekwencji czlonkéw rodziny RRM-WG/GW Arabidopsis. Niebieskim kolorem
podswietlono pozycje dopasowania, w ktoérych poziom identycznosci >= 40%. Region ten odpowiada
domenom RRM. Czerwonym kolorem zaznaczono powtoérzenia tryptofanu wystgpujace w sekwencjach.
C. Filogenia rodziny RRM-WG/GW odpowiednio u A.thaliana i O. sativa. Sumaryczne warto$¢ score
uzyskano wykorzystujac program Wsearch.
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W  celu przeprowadzenia bardziej dokladnej analizy, skonstruowano dwa drzewa
filogenetyczne rodziny RRM-WG/GW oddzielnie dla obu gatunkéw ros$lin (rys. 23C). Topologie
dwoéch otrzymanych filograméw wykazuja duze podobienstwo - sze$¢ genéow powstalych na
drodze duplikacji umiejscowionych jest w stosunku jeden do jeden w podobnej lokalizacji
w kladzie. Ponadto podobny uktad powtorzen WG/GW wystgpujacych migdzy inparalogami jest
réwniez zachowany migdzy dwoma gatunkami, gdzie warto$ci score W-motywow sa bardzo
zblizone migdzy koortologami. Dwa mechanizmy, duplikacje tandemowe i calego genomu
(WGD, ang. Whole Genome Duplication), przyczynity si¢ do ekspansji rodziny RRM-WG/GW
u Arabidopsis 1 ryzu. Filogram Arabidopsis (rys. 23C) okre§la trzy pary genow:
At4g26650/At5g55550, At3g07810/At5g47620 1 At2g33410/At4g14300. Mapa duplikacji genow
Arabidopsis [131] wskazuje, ze pierwsza para powstata podczas ostatniego zdarzenia WGD,
natomiast pozostate dwie pary sa wynikiem wczesniejszego WGD. W przypadku ryzu, wedtug
ostatnio przeprowadzonej analizy duplikacji segmentowych [132] tylko jeden czlonek rodziny
hnRNP, 0Os07g03240, ktéry pozbawiony jest powtoérzen WG/GW, powstal na drodze
wielkoskalowych duplikacji. Pozostate geny RRM-WG/GW ryzu sa najprawdopodobniej
wynikiem lokalnych duplikacji, ktore odegraty znaczna rol¢ w réznicowaniu si¢ tej rodziny
(rys. 23D). Nawet w obrebie najblizej spokrewnionych genow sekwencja C-konca biatek
RRM-WG/GW jest bardzo zmienna przy jednoczesnym zachowaniu domen RRM - na przykiad w
obrgbie dwoch par inparalogéow, Os11g41890/0s07g39560 1 At2g33410/At4g14300, uzyskane
wartosci score W-motywoOw sa rozne. Warto zauwazy¢, ze podobna sytuacje, w ktorej mechanizm
duplikacji genéw zapewnia wariantywnos$¢ jedynie w obrebie powtdrzen WG/GW obserwuje si¢
wsérod paralogow zwierzgcych biatlek GWI182. Szczegdlnie interesujacym przyktadem par
paralogow sa roslinne biatka NRPE1, SPT5/KTF1 i SPT6/GTB, w obrgbie ktorych jeden gen nie
koduje domeny WG/GW, natomiast druga kopia genu zawiera domeng wiazaca AGO. W tym
uktadzie domena wiazaca AGO kodowana jest w catosci przez odrgbny egzon, co sugeruje, ze
mogta ona powsta¢ na drodze mechanizmu tzw. "tasowania egzonéw" (ang. exon shuffling).

Alternatywny splicing jest kolejnym mechanizmem, ktory warunkuje zmienno$¢ biatkom
RRM-WG/GW w obrgbie powtorzen WG/GW przy jednoczesnym stalym zachowaniu domen
RRM. W przypadku dwoch par wariantow transkryptéw Arabidopsis (At3g13224.1/At3g13224.2)
1 ryzu (Os08g3841.1/0s08g3841.2), krotszy produkt biatkowy pozbawiony jest motywow
WG/GW. Réwniez w przypadku trzech innych genow, At3g07810, At5g47620 oraz Os07g39560,
alternatywy splicing ma wptyw na wystgpowanie motywéw WG/GW na C-koncu tych biatek.
Przektada si¢ to na zmienne wartosci score tych powtérzen. Podobny mechanizm wystepuje
u dwoch wariantow splicingowych - majace swoje potwierdzenie w sekwencjach EST i cDNA -

genu GTBI, nalezacego do rodziny czynnikow transkrypcyjnych SPT6. Produkty biatkowe
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dwoch wersji tych transkryptow sa identyczne na N-koncu, lecz rdéznig si¢ pod wzgledem
dhugos$ci sekwencji jedynie w obrgbie domeny WG/GW.

Podsumowujac, ekspansja rodziny RRM-WG/GW u Arabidopsis i ryzu wydaje si¢ zaleze¢ od
dwoch przeciwstawnych procesow ewolucyjnych - kombinacji ewolucji dywergentne;j
1 konwergentnej. Z jednej strony, wysoka dywergencja sekwencji biatek RRM-WG/GW prowadzi
do punktu, ktéry uniemozliwia wiarygodne okreslenie relacji homologicznych sekwencji C-konca
przy jednoczesnym wysokim stopniu zachowaniu domen RRM. Z drugiej strony, podobna
liczebno$¢ rodziny oraz topologia drzewa, a takze podobienstwo wystepowania powtorzen
WG/GW odzwierciedlaja zakonserwowany uktad ekspansji tej rodziny, ktory z duzym
prawdopodobienstwem moze pelni¢ bardzo podobne funkcje w obu organizmach. Uktad taki
moze by¢ wynikiem wspolnej koniecznosci adaptacji sekwencji, w ktorej nacisk selekcyjny
powoduje powstawanie szerokiego spektrum domen WG/GW reprezentujacych rd6zna

charakterystyke kompozycji aminokwasow.

4.3.2. Tempo mutacji niesynonimicznych i synonimicznych

Zgodnie z topologia drzewa filogenetycznego biatek RRM u Arabidopsis i ryzu (rys. 22A)
domena RRM bialek RRM-WG/GW jest najblizej spokrewniona z biatkami glicynobogatymi
(RRM-GRP), ktére oznaczono na drzewie filogenetycznym niebieskim polem (rys. 22A). Kilka
z tych biatek otrzymato dodatnie wartosci oceny domeny WG/GW, co odzwierciedla wysoki
stopien podobienstwa sktadu aminokwasow tych sekwencji z sekwencjami rzeczywistych domen
WG/GW. Ponadto zidentyfikowane w poprzednich rozdziatach potencjalne domeny WG/GW
wystgpuja w wielu innych sekwencjach GRP zarowno wsrdd bialek roslinnych, jak 1 zwierzgcych
(patrz: Rozdziat 4.1. - tabela 4 1 5).

Podobnie jak domeny WG/GW, regiony bogate w glicyng wystepuja w réznych rodzinach
biatkowych w niemal wszystkich organizmach. Reszty glicyn poprzeplatane w sekwencji miedzy
nieglicynowymi resztami tworza w przestrzeni elastyczne konformacje pozwalajac na interakcje
z wieloma innymi biatkami. Podobnie domeny zawierajace Trp moga oddziatywa¢ w réznych
kompleksach efektorowych RNAi (np. RISC, RITS, CCR4-NOT). Rowniez tak, jak w przypadku
rodziny RRM-WG/GW, w obregbie biatek RRM-GRP domena RRM wykazuje wysokie
podobienstwo, podczas gdy C-koncowy region sekwencji jest mniej zachowawczy i jest ztozony
z licznych powtorzonych sekwencji (rys 24). W domenach GRP, powtorzone sekwencje dlugosci
ok. 7-9 reszt aminokwasowych wystepuja tandemowo wzdhuz C-konca biatka. Jednak w obrgbie
domen WG/GW, powtdrzenia sekwencji dlugosci 10-20 reszt aminokwasowych rozproszone sa

w mniej regularny sposob (rys. 24A).
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Rys. 24. Poréwnanie metoda dot-matrix par sekwencji bialkowych A. thaliana i O. sativa. W
rodzinach A. RRM-WG/GW i B. RRM-GRP.

Chcac doktadniej opisa¢é kompozycje aminokwaséw w obu domenach, w tabeli 11

przedstawiono czgstosci wystgpowania aminokwasow w regionach GRP 1 WG/GW biatek RRM

oraz dla wszystkich biatek Arabidopsis i ryzu.

Tabela 11. Sktad aminokwasowy domen GRP, WG/GW w biatkach RRM oraz w zestawie biatek TAIR.

Charakter reszt Aminokwas GRP [%] WG/GW [%] TAIR9 [%]
G 36,2 21,3 6,4
Mate niepolarne A 6 6.5 64
S 9,7 15,2 9,1
T 1,8 4 5,1
N 3,6 8,1 4,4
Polarne Q 1,9 3,8 3,5
H 0,6 0,6 2,3
D 6,2 8,1 5,4
Natadowane E 3.5 48 6.7
K 1,8 7 6,4
R 9,2 4,4 5,4
C 0,3 0,4 1,8
A" 2,7 2,3 6,7
I 0,7 0,7 53
L 1,8 1,1 9,5
Hydrofobowe P 2,6 3,2 4.8
F 2,4 1,4 4,5
M 0,7 0,3 2,5
Y 7.8% 0,4 2,8
\% 0,5 6,3*% 1,2

* Odwrotne proporcje wystepowania reszt Trp i Tyr w domenie GRP 1 WG/GW.
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Domeny GRP 1 WG/GW wykazuja podobna kompozycj¢ aminokwaséw (y2 = 25,84; p = 0,13),
ktéra istotnie odbiega (y2 = 20,58; p < 0.005) od generalnego sktadu aminokwasow w biatkach
ro$linnych. Obie domeny wykazuja wysoka zawarto$¢ polarnych reszt (GRP: 59.8%, WG/GW:
59.5%) oraz znaczny spadek aminokwasow hydrofobowych (GRP: 19.5%, WGRP: 16.1%).
Zgodnie z oczekiwaniami Gly jest najczgsciej wystgpujacym aminokwasem w obu domenach,
GRP (36,2%) 1 WG/GW (21,3%), podczas gdy w niespokrewnionych biatkach wystgpuje 3-5 razy
rzadziej. Najmniej oczekiwane aminokwasy w obu domenach, ktére wystepuja kilkakrotnie
czesciej w innych biatkach, obejmuja reszty Cys (0,3% - 0,4%), Met (0,33% - 0,7%), His (0.6% -
0,7%), Ile (0,7% - 0,7%), Leu (1,1% - 1,8%) i Val (2,3% - 2,7%).

Pomimo tych ewidentnych podobienstw w kompozycji aminokwasoéw obu domen, istnieja
jednak istotne roznice. Chociaz w obu domenach czgsto pojawiaja si¢ hydrofilowe reszty, to
kierunek ten jest jednak bardzie; wyrazny w domenach WG/GW, w ktorych zawarto$¢ reszt
aminokwasowych Ser, Lys, Gln, Asn jest przynajmniej dwukrotnie wigksza niz w regionach
bogatych w glicyng. Sposréd hydrofobowych aminokwaséw, ktore stanowia jedna piata
kompozycji domen GRP i WG/GW, Trp jest najczegstszym aminokwasem (39%) w domenach
WG/GW, podczas gdy jego udziat w domenach GRP jest kilkanascie razy mniejszy 1 stanowi
zaledwie 2,5% wszystkich hydrofobowych reszt. W analogiczny sposéb Tyr jest najczgstszym
hydrofobowym aminokwasem w domenach GRP (40%), natomiast w domenach WG/GW pojawia
si¢ rzadko stanowiac 2,5% hydrofobowych reszt. Tryptofan kodowany przez jeden kodon, jest
najrzadziej wystgpujacym 1 ulegajacym substytucjom aminokwasem. Wedlug macierzy
substytucji BLOSUMS62, najczgsciej wykorzystywanej podczas przyrownywania sekwencji
spokrewnionych bialek [133], szansa, ze Trp nie ulegnie podstawieniu na zaden inny aminokwas
wynosi 82%, a podstawienia Trp na Tyr lub Phe sa jedynymi substytucjami bardziej
prawdopodobnymi w toku ewolucji biatek niz wynikaloby to z przypadku. Wystapienie mutacji
niesynonimicznej w kodonie tryptofanu, najprawdopodobniej (20% szans) wywota substytucje
Trp-Tyr. Podobnie, reszty Phe, Trp i His najczg$ciej wymieniaja Tyr w przypadku substytucji
niesynonimicznych w obrgbie jej kodonu.

Podobna kompozycja aminokwaséw wchodzacych w sktad obu domen, WG/GW oraz GRP,
sugeruje zachowanie specyficznych wlasciwosci fizykochemicznych, ktére tworza bardziej
plastyczne regiony sekwencji dla powtorzen Trp i Gly w domenach WG/GW, lub w przypadku
domen GRP reszt Tyr i Gly. Sktad aminokwaséw obu domen, istotnie odbiegajacy od generalnych
czestoscl wystepowania aminokwasOw moze rowniez sugerowac, ze selekcja odgrywa bardziej
znaczaca role w utrzymywaniu specyficznej kompozycji aminokwasowej, niz mechanizmy
ewolucji neutralne;j.

W celu zbadania tempa ewolucji sekwencji domen WG/GW, obliczone zostaly czgstosci
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zmian synonimicznych (Ks) oraz niesynonimicznych (Ka) dla sekwencji DNA kodujacych tg
domeng. Tempo zachodzenia substytucji obliczono rowniez w sekwencjach nukleotydowych
domen GRP oraz RRM. Ze wzgledu na fakt, ze domena WG/GW =zostata znaleziona u kilku
przedstawicieli rodziny hnRNP, podczas gdy pozostali cztonkowie nie posiadaja powtorzen
WG/GW Iub wykazuja nizszy stopien podobienstwa kompozycji do domen wiazacych AGO,
stosunek Ka/Ks zostal obliczony dla tych grup oddzielnie. Poniewaz nie stwierdzono istotnych
réoznic w obu rozkladach Ka/Ks (Test t Welcha dla dwoéch préb: p = 0.9; F test:
p = 0.78), nie ma podstaw do oddzielnego traktowania obu tych grup, co dodatkowo $wiadczy
o tym, ze ewolucja wszystkich cztonkow rodziny hnRNP podlega zblizonej selekcji mutacyjne;.
Rozktady warto$ci Ka/Ks migdzy réznymi domenami, RRM, GRP i WG/GW, wykazuja
istotne réznice (tabela 12). Wynika stad, ze te trzy regiony znajduja si¢ pod dziataniem rdznej

presji selekcyjnej.

Tabela 12. Poréwnanie rozktadow wartosci Ka/Ks migdzy domenami RRM, GRP i WG/GW.

Test t Welcha Test F
RRM versus GW 1.79E-023 3.41E-077
RRM versus GRP 4.74E-039 1.93E-031
GRP versus GW 1.79E-023 2.62E-040
RRM versus RRM 0.39028 0.00003

W obrebie wszystkich przyrownan par sekwencji domeny RRM, $rednia warto$¢ stosunku tempa
mutacji niesynonimicznych i synonimicznych wynosi 0,13 w biatkach GRP i hnRNP. Ponadto, nie
odnotowano statystycznie istotnych réznic (tabela 25) w wartosciach Ka/Ks domeny RRM
migdzy dwoma rodzinami bialek GRP 1 WG/GW, dlatego rozktad ich wartosci umieszczono na
jednym wykresie (rys. 25A). Region ten charakteryzuje niemal 8-krotnie wyzsze tempo
zachodzenia substytucji synonimicznych niz niesynonimicznych, tak wigc domena RRM podlega
selekcji stabilizujacej, w wyniku ktorej eliminowana jest wigkszo$¢ zmian niesynonimicznych
1 jedynie nieliczne z nich zostaja utrwalone w genomie. Ta negatywna selekcja dziata na domeny
RRM w obu rodzinach bialkkowych (SD = 0,05), najprawdopodobniej ze wzgledu na
zakonserwowanga funkcje wiazania RNA przez te biatka. Ponadto rozklad warto$ci Ka/Ks dla
domeny RRM przyjmuje bardzo waski zakres, w ktorym warto$¢ mediany zblizona jest warto$ci
sredniej, co Swiadczy o ustabilizowanym wptywie selekcji mutacyjnej. W porownaniu do domeny
RRM, tempo zachodzenia zmian niesynonimicznych wewnatrz sekwencji GRP 1 WG/GW jest
wyzsze (rys. 25B), a jednocze$nie tempo zmian synonimicznych jest nizsze (rys. 25C). Rozktad
warto$ci Ka/Ks domeny GRP, podobnie jak w przypadku domeny RRM odznacza si¢ zblizonymi

warto$ciami mediany 1 $redniej (0,49), lecz jest on prawostronnie skosny (SD = 0,19) obejmujac
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wydluzony ciag warto$ci w kierunku selekcji neutralnej (Ka/Ks = 1). Z kolei rozklad wartosci
Ka/Ks regionéw zwiazanych z powtdrzeniami WG/GW w porownaniu do domen RRM i GRP,
jest znacznie bardziej wydtuzony w kierunku wyzszych wartosci, a $redni stosunek Ka/Ks wynosi
1,51. Swiadczy to o znacznie szybciej ewolucji domen WG/GW niz w przypadku domen GRP
1 RRM. Mimo, zZe ksztalt histogramu wartosci Ka/Ks domeny WG/GW jest plaski i szeroki, to

najczestsze wartosci Ka/Ks sa rOwnomiernie roztozone w przedziale 1-1,5.
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Rys. 25. Tempo Ka/Ks dla domen RRM, GRP i WG/GW w bialkach RRM-GRP i RRM-WG/GW A.
thalina i O. sativa. A. Histogram warto$ci Ka/Ks dla domeny RRM, GRP i WG/GW. Srednia wartos¢
Ka/Ks zostala zaznaczona strzatka. B., C. Wykres punktowy warto$ci Ka lub Ks domen GRP (zielone) i
WG/GW (czerwone) zestawionych z wartosciami Ka lub Ks domeny RRM w tym samym biatku.
Dwusieczna wskazuje relacje jeden-do-jeden migdzy wartosciami Ka lub Ks obu domen. D. Wykres
punktowy przedstawiajacy zwiazek warto$ci Ka/Ks domen GRP (zielone) i GW (czerwone) z warto$ciami
Ks w tych domenach. Wartosci Ka/Ks ulegaja spadkowi wraz ze zwigkszajacymi warto§ciami Ks, przy
czym spadek ten jest szczeg6lnie wyrazny w przypadku domen WG/GW.

Wynika z tego, ze domena wiazaca AGO podlega pozytywnej selekcji (Ka/Ks > 1), ktorej
dziatanie przyspiesza utrwalanie nowych mutacji. Wysokie odchylenie standardowe Ka/Ks (SD =
0,83) jest widoczne na rys. 25A w postaci dlugiego prawego ogona histogramu. Wysoki stosunek
warto$¢ Ka 1 Ks w domenie WG/GW, przewyzszajacy tempo zmian GRP, wynika ze zwigkszenia

tempa substytucji niesynonimicznych (rys. 25B) przy jednoczesnym zmniejszeniu liczby
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substytucji synonimicznych (rys. 25C-D). Dzialanie pozytywnej selekcji w regionach WG/GW
zostato rdwniez zaobserwowane korzystajac z techniki przesuwajacego si¢ okna wzdhuz catej

sekwencji u wigkszosci przypadkow par gendw ortologicznych i paralogicznych (rys. 26).
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Rys. 26. Detekcja selekcji pozytywnej w bialkach rodziny RRM-WG/GW migdzy ortologami i
paralogami A. thaliana i O. sativa. Wielko$¢ okna i krok wynosza odpowiednio 60 i 30. W obrgbie
przesuwajacego si¢ okna obliczano stosunek liczby substytucji niesynonimicznych (Ka) do substytucji
synonimicznych (Ks), ktore liczono dla catej sekwencji. Miato to na celu zmniejszenie liczby fatszywych
pozytywow, poniewaz w obrgbie okna wartosci Ks sa niskie. Pozioma linia wskazuje na warto$¢ Ka/Ks =

1. Niebieskie i czerwone stupki oznaczaja sekwencje znajdujace si¢ w obrebie, odpowiednio, domeny
RRM i powtorzen WG/GW.

Ka/ Ks

Wysokie wartosci Ka/Ks charakterystyczne dla domen WG/GW bialek hnRNP sugeruja, ze
domeny te podlegaja pozytywnej selekcji, ktora przejawia si¢ zwigkszonym tempem
akumulowania niesynonimicznych substytucji. Jednak rozrzut wartosci Ka/Ks jest bardzo duzy -
waha si¢ od 0,62 do 3,88 - co bardzo czgsto obserwuje si¢ w przypadku rodzin genow, ktore
oprocz pozytywnej selekcji, podlegaly dziataniu mechanizmoéw konwersji gendéw i/lub
rekombinacji [134—136]. Na przyktad, Chen i in. (2010) odnotowali rownie wysoka roznorodnos¢
wartosci Ka/Ks w rodzinie genéw odpornosci R u Arabidopsis, ktore znajduja si¢ pod dziataniem
pozytywnej selekcji i ewoluuja na drodze czg¢stych zdarzen polegajacych na wymianie sekwencji,

obejmujacych rekombinacje i konwersje gendéw [137].
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4.3.3. Analiza konwersji genow i/lub rekombinacji

Aby doktadniej przesledzi¢ mechanizmy molekularne warunkujace réznicowanie si¢ domen
WG/GW w rodzinie RRM-WG/GW przeprowadzona zostala analiza potencjalnych zdarzen
wymiany materialu genetycznego, obejmujaca: rekombinacje, konwersje genow 1 nierOwny
crossing-over. W tym celu wykorzystano zestaw siedmiu algorytmow identyfikacji potencjalnych
miejsc rekombinacji (patrz: Metody - Rozdziatl 3.3).

Wsréd czitonkéw rodziny gendw RRM-WG/GW A. thalina 1 O. sativa zidentyfikowane
zostaly 43 prawdopodobne (p < 0,05) zdarzenia wymiany DNA, ktore nastapily zaréwno przed,
jak 1 po rozdzieleniu si¢ linii ewolucyjnych obu roélin (tabela 13). Natomiast w rodzinie
RRM-GRP nie stwierdzono tego typu zdarzen. Diugo$¢ przewidzianych odcinkéw sekwencji
genomowych RRM-WG/GW, ktore podlegaty potencjalnym rekombinacjom waha si¢ znacznie,
w przedziale od 24 pz do 725 pz. Niemal wszystkie z tych fragmentéw zlokalizowane sa
w obrgbie sekwencji kodujacych. Sposrod nich, okoto 67% sekwencji dotyczy regionow WG/GW,
podczas gdy pozostate 29% 1 4% zidentyfikowane zostaty w sekwencji genomowej odpowiednio
w domenie RRM i regionach UTR. Dominujaca czg$¢ wymienianego DNA w regionach WG/GW
sugeruje, ze pozytywna selekcja moze odgrywaé znaczaca role¢ w przenoszeniu i utrwalaniu
rekombinowanych fragmentow pomigdzy cztonkami rodziny RRM-WG/GW.

Generalnie, konwersja genéw zachodzaca migdzy paralogami odpowiedzialna jest za
homogenizacj¢ ich sekwencji, co w rezultacie z jednej strony moze prowadzi¢ do zwigkszonego
stopnia zachowania sekwencji u danego gatunku, pomimo duplikacji, a z drugiej strony zwigksza
stopien dywergencji sekwencji migdzy gatunkami [138,139]. W przypadku rodziny genow
RRM-WG/GW (tabela 13), migdzy ortologami doszto do 20 potencjalnych zdarzen wymiany
DNA, ktoére odpowiadaja zdarzeniom rekombinacji, jakie mogly zachodzi¢ migedzy dawnymi
zduplikowanymi genami wystepujacymi u wspolnego przodka roslin jedno- i dwulisciennych.
Z kolei, w obrgbie paralogow Arabidopsis 1 ryzu zidentyfikowano odpowiednio 19 i 4 potencjalne
miejsca wymiany DNA. Wynik ten sugeruje rézne tempo zachodzenia zdarzen rekombinacji i
konwersji genéw RRM-WG/GW miedzy dwoma gatunkami od czasu oddzielenia si¢ ich linii
ewolucyjnych. Ponadto dlugo$¢ wymienianych fragmentdow DNA u Arabidopsis jest rdzna
1 mie$ci si¢ w zakresie od 26 pz do 222 pz, natomiast u ryzu Srednia dtugo$¢ rekombinowanych
odcinkéw wynosi 300 pz. Na przyktad, 15 fragmentow potencjalnie podlegajacych konwersji
genow zostato zidentyfikowanych pomiedzy genem At2g33410 kodujacym domeng WG/GW
1 jego paralogami (rys. 27A). Jednak w przypadku ryzu, odcinek sekwencji dtugosci 725 pz, ktory
odpowiada domenie WG/GW, ulegt najprawdopodobniej tylko pojedynczej rekombinacji migdzy
genami Os11g41890 1 Os10g33230 (rys. 27B).
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Tabela 13. Potencjalne regiony sekwencji podlegajace konwersji genéw w rodzinie RRM-WG/GW 4.

thaliana 1 O. sativa.

seql start pz seql endt pz

seq?2 start pz

seql seq2 [aa] [aa] [aa] seq end pz [aa] wartos$¢ p*
AT2G33410 AT1G58470 1392 [348] 1430 [360] 1466 [345] 1513 [360] 7.64E-05
0S07G39560 AT3G07810 868 [133]  1026[185] 1217 [135] 1375[187] 1.30E-03
AT2G33410 AT3GO07810 858 [177] 916 [188] 1316 [168] 1374 [186] 0.00E+00
0OS11G41890 AT3G07810 658 [121] 996 [233] 1181 [123]  1519[235] 0.00E+00
0OS11G41890 AT3G07810 670 [125] 858 [187] 1193 [127] 1381 [189] 2.90E-03
0S10G33230 AT3GO07810 594 [155] 740 [203] 1217 [135] 1363 [183] 1.10E-03
AT5G47620 AT3GO07810 1194 [133] 1349[184] 1217 [135] 1372[186] 4.00E-04
AT2G33410 AT3GO07810 1561 [404-] 1628 [-] 1782 [324] 1854 [346] 1.99E-03
AT2G33410 AT3G07810 1461[371] 1522[401] 1710[300] 1786[324] 1.97E-06
AT2G33410 AT3GO07810 1220[291] 1328 [326] 1952 [380] 2071 [419] 0.00E+00
AT2G33410 AT3G13224 1187[280] 1391[302] 1709[298] 1862 [358] 8.02E-09
AT2G33410 AT4G14300 981 [211] 1157 [269] 1122 [197] 1340[269]  1.84E-02
AT2G33410 AT4G14300 1338 [330] 1560 [400] 1536 [335] 1781 [411] 2.24E-02
AT4G26650 0S07G39560 1819[181] 1882 [203] 964 [165] 1027 [185] 0.00E+00
AT2G33410 AT4G26650 822 [158] 914 [188] 1786 [170] 1878 [200]  1.30E-03
0OS11G41890 ATAG26650 679 [128] 858 [187] 1708 [144]  1887[203] 0.00E+00
0S10G33230 AT4G26650 597 [156] 740 [203] 1726 [150] 1869 [197] 0.00E+00
AT4G26650 OS11G41890 1636 [120] 1887 [203] 607 [104] 858 [187]  0.00E+00
AT3G07810 AT4G26650 1220[136] 1381[189] 1726 [150] 1887[203] 6.00E-04
AT2G33410 AT4G26650 1539 [397] 1565[404-] 2584 [436] 2635[455] 6.05E-04
AT2G33410 AT4G26650 1279 [311] 1318 [322] 2314[347] 2361 [361] 0.00E+00
0S07G39560 AT5G47620  865[132] 1023 [184]  1191[132] 1349[184] 2.50E-02
0OS11G41890 AT5G47620 691 [132] 849 [184] 1191 [132] 1349 [184] 3.50E-03
0S10G33230 AT5G47620 660 [177] 734 [201] 1260 [155]  1334[179] 4.00E-04
AT2G33410 AT5G47620  920[191] 1046[232] 1383 [196] 1517 [240] 5.74E-04
AT2G33410 AT5G47620 1489 [381] 1660 [404 -] 1696 [301] 1857 [353] 1.78E-07
AT2G33410 AT5G47620  1220[290] 1439[363] 1653 [286] 1997 [400] 8.36E-08
0S07G39560 AT5G55550 871 [134] 1026 [185] 906 [138] 1061 [189] 1.30E-03
AT2G33410 AT5G55550 822 [158] 914 [188] 966 [158] 1058 [188]  2.00E-03
0OS11G41890 AT5G55550 679 [128] 852 [185] 888 [132] 1061 [189]  9.80E-03
0S10G33230 AT5G55550 597 [156] 740 [203] 906 [138] 1049 [185] 0.00E+00
0OS11G41890 AT5G55550 391 [32] 555 [86] 447 [32] 752 [86] 1.10E-03
AT4G14300 0OS10G33230 1036 [169] 1066 [177] 688 [187] 718 [195]  2.50E-03
0S10G33230 AT5G55550 138 [1] 176 [15] 354 [1] 398 [15] 4.19E-02
AT4G14300 AT5G55550 1005 [158] 1097 [188] 966 [158] 1058 [188]  2.02E-02
AT2G33410 AT5G55550  1420[358] 1639[404-] 1403 [304] 1749 [418] 1.40E-06
OS11G41890  OS07G39560 670 [125] 852 [185] 844 [125] 1026 [185]  9.00E-04
0S10G33230  OS07G39560 594 [155] 740 [203] 868 [133] 1014 [181] 0.00E+00
AT4G14300 0S07G39560 172 [4] 234 [24] 481 [4] 543 [24] 1.64E-02
0OS10G33230  OS11G41890 594 [155] 740 [203] 694 [133] 840 [181]  8.00E-04
0OS10G33230  OS11G41890 807 [226]  1532[464] 1197 [301] 1578 [427] 1.33E-18
AT4G14300 OS11G41890 1040 [170] 1099 [188] 792 [166] 851 [184] 1.53E-04
AT4G14300 OS10G33230 1257[242] 1281[249] 1356[409] 1380[416] 1.00E-04

Sposréd siedmiu uzytych algorytmow, za potencjalne miejsca rekombinacji uznano te, ktore zostaty
zidentyfikowane przez przynajmniej trzy metody, a takze miaty potwierdzenie filogenetyczne. *Najnizsza
warto$¢ p zostala pokazana.
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Zatem po rozdzieleniu si¢ ro$lin jedno- i dwuli§ciennych, w obu liniach zachodzity dwa odmienne
mechanizmy konwersji genéw majace wplyw na roznicowanie si¢ domeny wiazacej AGO.
U paralogow Arabidopsis, krotkie fragmenty $rednio 32-aminokwasowe (od 7 aa do 73 aa)
podlegaly czgstym przetasowaniom wzdluz wysoko zmiennej sekwencji C-konca biatek.
W obrgbie paralogow ryzu konwersja gendéw RRM-WG/GW zachodzita rzadziej i polegata na

wymianie dluzszych sekwencji, srednio 99-aminokwasowych (od 48 aa do 238 aa).
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Rys. 27. Konwersja genéw w rodzinie RRM-WG/GW A. thaliana i O. sativa. A. 15 statystycznie
istotnych regiondéw (p < 0.05) podlegajacych konwersji genow (27 - 222 pz) migdzy genem zawierajacym
domeng wiazaca AGO a jego paralogami. B. Konwersja sekwencji dlugosci 726 pz migdzy genami
Os11g41890 1 Os10g33230 w obrgbie C-konca biatka, ktory odpowiada domenie wiazacej AGO.
Strzalkami oznaczono potencjalne pozycje rekombinacji (ang. breakpoints).

Przedstawione rezultaty wskazuja, ze mechanizm konwersji genéw odgrywa wazna rolg
w historii powstawania domen WG/GW w rodzinie RRM-WG/GW, zarowno u A. thaliana, jak
i O. sativa. Wspotistnienie dwéch mechanizméw ewolucyjnych, homogenizujacego wplywu
konwersji genéw 1 dywergencyjnego wptywu pozytywnej selekcji jest zjawiskiem coraz czesciej
dokumentowanym w rodzinach genéw zwiazanych z funkcjonowaniem mechanizmow
odpornosciowych organizmoéow [140-143], np. gléwnego ukladu zgodnosci tkankowej (MHC,
ang. Major Histocompatibility Complex) [144], zwierzecych immunoglobulin i genéw odpornosci

R uroslin [137,145].

4.3.4. Powstawanie de novo domeny WG/GW

Domena RRM, oprécz badanej w poprzednich podrozdziatach rodziny hnRNP, jest rowniez

dobrze zachowana w biatlkach GW182, ktore do tej pory zostaly znalezione u kregowcow
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1 niektorych owadow [26]. Zastosowanie programu Wsearch podczas przeszukiwan dostgpnych
bialek eukariotycznych (patrz: Rozdziat 4.1.4 - tabela 5) umozliwito identyfikacje pojedynczych
motywow WG/GW na wczesnych etapach ewolucji bezkrggowcoéw w biatkach, ktoére wykazuja
wspolna architektur¢ domen z biatkami GW182 wyzszych organizmow. Pierwsze wystapienie
potencjalnego biatkka GW182 odnotowano u wielokomoérkowca morskiego Trichoplax adhaernes
nalezacego do typu ptaskowcow (Placozoa), ktéry podobnie jak ludzkie biatko GW182 posiada
domeng UBA, region bogaty w glutaming oraz motyw RRM. Mimo, ze kilka krétkich
W-motywow tego biatka wykazuje niewielkie podobienstwo do miejsc wiazacych AGO, to tylko
jeden z nich moze by¢ rozpatrywany jako potencjalnie oddzialujacy z biatkkami AGO
(p = 7.78E-04). U parzydetkowcoéw z gatunku Nematostella vectensis w ortologicznym biatku
GW182 sposrod 39 reszt Trp, cztery moga tworzy¢é potencjalne miejsca wigzania AGO
(p < 0,001). Z kolei u rozwielitki Daphnia pulex, 10 sposrod 49 pojedynczych W-motywow
spetnia statystyczne kryteria (p < 0,001) 1 tworzy trzy wigksze domeny znajdujace si¢ na N-koncu
biatka GW182 (p = 4.84E-05). Z kolei w biatku GW182 migczaka skaloczepa Lottia gigantea,
ktoére zawiera 57 wystapien Trp, zidentyfikowane zostaly 4 duze domeny WG/GW w obrgbie
N-konca. Co charakterystyczne, genomy tych czterech organizméw koduja podstawowe
komponenty procesu RNAi - Argonaute, Dicer i Drosha - jednak u 7. adhaernes nie
zidentyfikowano czasteczek miRNA i biatka Pasha, ktore bierze udziat w ich biogenezie [146].

Zastosowanie narzedzia do wizualizacji W-motywow, dostepnego w portalu Whub pozwala
uchwyci¢ dynamike réznicowania si¢ sekwencji W-motywow w potencjalnych ortologach biatka
GWI182 u przedstawicieli: prostych wielokomorkowcow (7. adhaernes), parzydetkowcow
(N. vectensis), stawonogdw (D. pulex) 1 migczakow (L. gigantea) (rys. 28). We wszystkich
biatkach zachowany jest charakterystyczny dla GW182 uktad domen UBA (kwadrat), Q-rich
(trojkat) 1 RRM (koto), ktore stanowia punkty odniesienia do badania domeny WG/GW.
W obrebie regionéw otaczajacych domeny UBA, Q-rich i RRM znajduja si¢ powtorzenia Trp,
gdzie sekwencja N-konca znajdujaca si¢ przed domena UBA odpowiada potozeniu domeny
wiazacej AGO u kregowcoéw. Region ten, zawierajacy dwa kréotkie motywy Trp u 7. adhaernes,
podlega licznym zmianom w toku ewolucji, ktoére maja bezposrednie przetozenie w zwigkszajacej
si¢ warto$ci score domeny WG/GW 1 prowadza do sukcesywnego zwigkszania liczby wystapien
Trp i tym samym formowania si¢ domeny wiazacej AGO. Wraz ze wzrostem poziomu zlozonosci
organizmoéw zwigksza si¢ rowniez dtugos$¢ regionu N-konca bogatego w Trp, przy jednoczesnym
zmniejszeniu dlugosci sekwencji C-konca flankujacych domeng RRM, ktore u kregowcow
odpowiadaja miejscom wigzania kompleksu CCR4-NOT. Proporcje dlugosci sekwencji bogatych
w powtdrzenia Trp w biatku GW182 L. gigantea sa zblizone do odpowiadajacych im sekwencji
w biatku TNRC6C czlowieka i innych ssakow (rys. 28 1 29).
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Rys. 28. Zastosowanie wizualizacji aplikacji internetowej Wsearch do przedstawienia sekwencji
potencjalnych ortologow bialek GWI182 u przedstawicieli bezkregowcow: ptaskowcow,
parzydetkowcow, stawonogow i migczakow. Aminokwasy wchodzace w sktad domen UBA, Q-rich i RRM
zostaly odpowiednio oznaczone symbolem: kwadratu, trojkata i kota.

Zgodnie z wynikami analizy przy pomocy programu [UPred, sekwencje, w ktérych znajduja
si¢ reszty Trp charakteryzuja si¢ wysokim stopniem nieuporzadkowania w postaci dlugich
regiond6w pozbawionych struktury trzeciorzegdowej (rys. 29). Zorganizowane w ten sposob

elastyczne i niesfaldowane fragmenty odseparowuja niezaleznie sfaldowane domeny w obrgbie
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czasteczki biatkowej, stanowiac miejsca formowania si¢ domen ztozonych z licznych powtorzen

Trp wyspecjalizowanych w oddziatywaniu z r6znymi kompleksami wielopodjenostkowymi (np.

RISC, CCR4-NOT).
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Rys. 29. Regiony nieuporzadkowane (wg programu IUPred [S9]) w biatkach GW182. A. T. adherens.
B. L. gigantea i C. H. sapiens (TNRC6C). Stopien nieuporzadkowania powyzej 0,5 wskazuje na

potencjalne regiony biatka pozbawione struktury trzeciorzedowej.
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ROZDZIAL,

Dyskusja

W ciagu ostatnich pigciu lat wiedza o domenach WG/GW ewoluowata od obrazu wielkich
platform molekularnych sktadajacych si¢ z kilkudziesigciu motywoéw WG/GW, ktore tworza
sztywne rusztowania dla oddzialywan z biatkami AGO. Okazato si¢ jednak, ze krétkie motywy
zawierajace Trp, w zaleznosci od charakteru otaczajacych je reszt aminokwasowych, petia
wyspecjalizowane funkcje w wiazaniu réznych kompleksow efektorowych RNAi, o zmiennym
sktadzie u roznych organizméw. W rezultacie pojawiania si¢ weiaz nowych informacji, w trakcie
realizacji niniejszej pracy doktorskiej opracowano i1 zaimplementowano trzy roézne metody
identyfikacji de novo domen wiazacych AGO - od poszukiwan dlugich, bogatych w pary
WG/GW, sekwencji o specyficznej kompozycji aminokwasowej (program Agos), po identyfikacje
krotkich motywéw zawierajacych Trp w oparciu o pozycyjnie-specyficzna analiz¢ reszt
wystepujacych w jego otoczeniu (programy Wsearch 1 i-Wsearch). Wynikiem zastosowania
stworzonych programow sa listy nowych biatek potencjalnie oddziatujacych z AGO (tabela 4, 7 1
5), z ktorych czg$¢ zostala juz potwierdzona eksperymentalnie (WGRP1, SDE3, RRM).

Powszechne wystepowanie domeny WG/GW w biatkach wiqiqcych RNA

Funkcjonalne powtorzenia WG/GW wystepuja niemal u wszystkich organizméw
eukariotycznych - od jednokomoérkowych orzeskow do cztowieka (tabela 5). Ponadto potencjalne
domeny WG/GW zidentyfikowane zostaly w niniejszej] pracy wsréd organizmow
prokariotycznych posiadajacych bialka Argonaute (tabela 6). Wyniki te sugeruja wspdlne
pochodzenie domen WG/GW u wspolnego przodka Eukariota i Prokariota, ktéorego genom
najprawdopodobniej kodowat biatko Argonaute.

Domeny WG/GW zostaly znalezione w wielu niespokrewnionych rodzinach biatkowych,
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ktére w wigkszosci sa charakterystyczne jedynie dla pewnych linii ewolucyjnych np. ssakow
(PrP), roslin wyzszych (NRPE1), orzgskéw (CnjB), drozdzy (Tas3) (tabela 5). Jednak wspdlna
cecha bialek wiazacych AGO wsrod réznych grup systematycznych jest ich wspotwystepowanie
z motywami lub domenami wiazacymi RNA. Na przyktad, u pantofelka biatka Nowalp
1 Nowa2p, sa odpowiedzialne za wiazanie 1 transport sScnRNA w procesie rearanzacji materiatu
genetycznego podczas koniugacji [100]. Z kolei u innego orzgska 7. termophila, biatko wiazace
AGO, CnjB zawiera siedem tandemowo utozonych motywow palca cynkowego typu CCHC [10].
U Arabidopsis czynnik transkrypcyjny SPT5/KTF1 posiada domeng wiazaca RNA, ktora jest
zdolna do wiazania transkryptow syntetyzowanych przez polV zarowno w warunkach in vitro jak
1 in vivo. [34]. Réwniez polimeraza V wykazuje zdolno$¢ wigzania transkryptow RNA [34].
Ostatnio wykazano, ze biatko wiazace AGO, SDE3 Arabidopsis posiada aktywno$¢ helikazy
RNA, ktora jest niezbedna podczas TGS 1 PTGS [86]. Wprawdzie Tas3 drozdzy nie posiada
zdefiniowanej domeny wiazacej RNA, jednak sztuczne sprzezenie tego biatka z powstajacymi
transkryptami wywotuje powstawanie heterochromatyny w obrgbie locus tego transkryptu [147].
U ssakoéw, biatka prionowe posiadajace domeng WG/GW oddziatuja z RNA [148], a mechanizm
konwersji prionéw stymulowany jest przez RNA [149]. Chociaz rola zwierzgcych biatek GW182
w oddziatywaniu z RNA jak dotad pozostaje niewyjasniona [26], to biatka te posiadaja domeng
RRM dobrze zachowana u wszystkich czlonkéw rodziny (rys. 28). Rowniez powszechnie
wystepujace helikazy RNA typu DEAD-box oraz biatka hnRNP, zaproponowane w niniejszej
analizie jako najlepsze biatka kandydujace do wigzania AGO, realizuja swoje funkcje na drodze
oddziatywan z RNA.

Interpretacja tych obserwacji wedlug kryterium parsymonii sugeruje, ze gen wspolnego
przodka mogt kodowac biatko posiadajace zaréwno domeng wiazaca AGO, jak 1 motyw wiazacy
RNA, a w specyficznych liniach ewolucyjnych doszto do niezaleznej utraty domeny WG/GW
zgodnie z zasada "wykorzystaj albo porzu¢" (ang. use it or lose it). Z drugiej strony, ze wzgledu
na wysoki stopien dywergencji zachodzacej w toku ewolucji domen WG/GW, trudno w pelni
rozstrzygnaé czy architektura biatek wiazacych AGO zostata zapozyczona w roznych grupach
taksonomicznych od genu wspolnego przodka, czy tez powstata niezaleznie wigcej niz jeden raz,
aby umozliwi¢ realizacje funkcji w tworzeniu efektorowych kompleksow wyciszajacych
w komorkach rdéznych organizméw. Brak statystycznie istotnego podobienstwa migdzy
sekwencjami domen WG/GW w tych biatkach, rozna dtugos¢ ich sekwencji (od 22 w biatku Tas3
do ponad 700 reszt aminokwasowych w SPT5/KTF1) oraz zmienna liczba powtdrzeh motywu
WG/GW (od 1 do ponad 45) nie pozwalaja ani potwierdzi¢ homologii, ani wykluczy¢ analogii
migdzy tymi biatkami. Warto jednak zwroci¢ uwagg, ze tak wyjatkowo zmienny charakter domen

wiazacych AGO stanowi pewnego rodzaju problem samej tozsamosci domeny.
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Wspolny wzor ekspansji rodziny RRM-WG/GW u A. thaliana i O. sativa

Sposréd roslinnych genomow, biatka RRM-WG/GW zostaly zidentyfikowane w niniejszej
pracy u mchow 1 roslin naczyniowych. U roslin nizszych nie znaleziono domeny WG/GW
w obrgbie gendw kodujacych motyw RRM. Sugeruje to, ze powstanie domeny wiazacej AGO
w roslinnych bialkach wiazacych RNA nastapitlo po rozdzieleniu si¢ linii rodowych glonow
i ros$lin ladowych. Jednocze$nie, réznicowaniu si¢ domeny WG/GW w roslinach wyzszych
towarzyszyt wzrost liczebnosci 1 ztozonosci rodziny RRM - na przyktad genom mchu P. patens,
uwazanego za jedna z pierwszych roslin ladowych, koduje dwa razy wigcej bialek zawierajacych
domeng RRM w poréwnaniu do zielenic (tabela 10).

U roslin jedna z najbardziej licznych regulatorowych czasteczek RNA stanowia siRNA
odpowiadajace transpozonom, retrotranspozonom 1 retrowirusom [150], ktére powoduja
epigenetyczne wyciszanie sekwencji poprzez metylacje de novo DNA w procesie RADM. W tym
procesie niezbgdny jest udziat bialek zawierajacych domeng WG/GW. W przypadku glonu
C. reinhardtii okoto 6,4% genomu stanowia elementy powtarzalne [151]. Ponadto do tej pory
znaleziono tylko 26 czasteczek siRNA [152]. Metylacja w genomowym DNA Chlamydomonas
zachodzi na duzo nizszym poziomie niz u ro$lin ladowych i cze$ciej dotyczy egzondow niz
elementow powtarzalnych i1 transpozonéw [153]. Moze to sugerowaé, ze RADM nie jest
dominujacym mechanizmem wyciszania elementéw powtarzalnych u Chlamydomonas, co
mogloby réwniez przektada¢ si¢ na mniejszy udziat bialek WG/GW w szlakach RNAI.
Nieobecno$¢ domen WG/GW odnotowano nie tylko w rodzinie RRM, ale takze w przypadku
innych dobrze scharakteryzowanych bialek wiazacych AGO u roslin - na przyklad biatko
SPT6/GTB1 C. reinhardtii pozbawione jest powtdorzen WG/GW. Nie zidentyfikowano rowniez
ortologdéw biatka SPT5/KTF1 1 duzej podjednostki pol V, NRPEI1. Z kolei genom P. patens koduje
biatko NRPEI1, ktére posiada potencjalna domeng WG/GW oraz jedno biatko RRM-WG/GW.
Obecnos¢ biatek WG/GW moze by¢ zwiazana z bardziej ztozona struktura genomow mszakow,
w  ktorych niemal 19% jest wynikiem wielokrotnych serii powielania 1 integracji
LTR-retrotranspozonow do genomu [154]. Ponadto w odr6znieniu od glonow, u mszakow siRNA
odgrywaja wazna role¢ w odpowiedzi na transpozycj¢ badz niepozadang rearanzacje¢ DNA [155].
Biorac pod uwage fakt, Ze poczatkowa maszyneria biatkowa RNAi u roslin ladowych znacznie
powigkszyta si¢ 1 zroznicowata [156,157], ekspansja biatek WG/GW przy jednoczesnej duplikacji
komponentow RNAi, mogla umozliwi¢ powstanie bardziej efektywnych strategii
przeciwdziatania transpozycji 1 infekcji wirusowych.

Analiza biatek RRM-WG/GW u ro$lin wyzszych, O. sativa 1 A. thaliana , wykazata, ze
kodowane sa one przez wielogenowa rodzing hnRNP (rys. 22, 23). Mimo, odmiennej ewolucyjne;j

historii, jaka dzieli te dwa gatunki oraz roéznic w skladzie genomu, oba organizmy wykazuja
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znaczne podobienstwo, zarowno w liczbie genow RRM-WG/GW, jak 1 ukladzie
rozprzestrzeniania si¢ czlonkow tej rodziny (rys. 23C-D). Wydaje si¢ wiec prawdopodobne, ze
zduplikowane geny paralogiczne, kodujace niemal identyczne domeny RRM, lecz rozniace sig
istotne pod wzgledem sekwencji WG/GW, réznicowaty si¢ w celu dalszego udoskonalania funkcji
lub subfunkcjonalizacji genu wspolnego przodka, ktéry kodowat biatko wiazace AGO.

Mozna zatem skonstruowac hipotezg, ze odpowiadajace sobie sekwencje tworzace tego typu
uktady, $cisle ze soba wspotpracuja w komorce podczas wiazania z biatkami z rodziny AGO. By¢
moze dzieje si¢ tak poprzez regulacjg intensywnosci tego procesu lub zwigkszenie specyficznosci
interferencji RNA do niektorych Joci DNA lub transkryptow RNA. Podobne ukiady biatek
paralogicznych, ktore istotnie roznity si¢ pod wzglgdem sekwencji domeny WG/GW, odnotowano
w przypadku innych, znanych juz biatek niezbgdnych do wiazania AGO. Na przyktad, dwa biatka,
u orzgska T. termophila - Waglp 1 CnjBp - zawierajace r6zne warianty domeny WG/GW petnia
zblizone funkcje podczas rearanzacji materiatu genetycznego na drodze RNAi. Jedynie
roéwnoczesne mutacje w obrgbie obu tych gendw powodowaty zaburzenia w usuwaniu elementow
wystepujacych w wielu kopiach, m.in. transpozondéw i minisatelitOow oraz precyzyjnym wycigciu
pojedynczych, niekodujacych sekwencji IES [10]. Rowniez u C. elegans, podwdjne mutanty
dwoch biatek wiazacych AGO - AIN-1 i AIN-2, zaburzaty proces RNAi bardziej skutecznie, niz
wylaczanie jednego z genéw. Swiadczy to o petieniu tozsamych funkcji przez te biatka [39,40].
Podobienstwo funkcjonalne wykazuja rowniez paralogi rodziny GW182, ktére oddziatluja
u czlowieka ze wszystkimi czterema biatkami AGO oraz uczestnicza w wyciszaniu podobnego
zestawu docelowych gendéw [22,23,30,31,92,93,158,159]. Ponadto mutacje w obrgbie
ktéregokolwiek z paralogéw TNRC6A, TNRC6B lub TRNC6C, czgéciowo zaburzaja wyciszanie
docelowych transkryptow mRNA w komorkach czltowieka [22,23,93,97,158,159]. Z kolei
u Arabidopsis podjednostka polimerazy V NRPE1, w odréznieniu od swojej sekwencji
paralogicznej NRPD1 wchodzacej w sktad polimerazy IV, posiada domeng C-terminalng (CTD)
bogata w powtodrzenia reszt WG/GW, ktore sa niezbedne do wiazania bialek AGO4. Réwniez dwa
czynniki transkrypcyjne - SPT6/GTB i SPT5/KTF1, zaangazowane w wiazanie biatek AGO,
roznia sig istotnie w sekwencji domen WG/GW.

Zatem biatka RRM-WG/GW, ktore uzyskaty wysoka warto§¢ oceny domeny WG/GW moga
by¢ biatkami niezbgdnymi do asocjacji AGO, natomiast ich paralogi zawierajace slabsza oceng
domeny moga stanowi¢ dodatkowe moduty regulujace formowanie efektorowych kompleksow
roznych S$ciezek RNAi. Takie rozwigzanie niesie kilka istotnych nastepstw: po pierwsze:
umozliwia formowanie podstawowych funkcjonalnych komplekséw wyciszajacych za pomoca
niewielkiej liczby wysokopunktowanych biatek rdzenia, co zapewnia komodrce duza elastycznosc.

Po drugie, podczas stresu komoérkowego np. wywolanego wniknigciem wirusa do komorki, nie
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ma potrzeby produkowania skomplikowanych kompleksow RISC de novo, a konieczne jest
jedynie dotaczenie kilku niezbednych bialek posiadajacych stabsza domena WG/GW, co
umozliwia, w relatywnie prosty sposob, kontrolowanie do$¢ zlozonych maszynerii biatkowych
jedynie przez dostarczanie lub blokowanie istotnych elementéw. Mozna zatem przyjac, ze bliskie
wystgpowanie takich uktadéw paralogicznych biatek, w niektérych sytuacjach moze by¢

konieczne do niezaleznego roznicowania si¢ domen wiazacych AGO.

Mechanizmy molekularne réznicowania sie domeny WG/GW

Jedna z charakterystycznych cech domen WG/GW jest wyjatkowa zmienno$¢ ich sekwencji
nawet w obrgbie blisko spokrewnionych genow (rys. 21). W niniejszej pracy wykazano wptyw
réznych mechanizméw wewnatrz- i migdzygenowych, ktére warunkuja zréznicowanie w obrgbie
domeny WG/GW w biatkach RRM. W rodzinie RRM-WG/GW, podobnie jak w przypadku wielu
innych wielogenowych rodzin, segmentowe i tandemowe duplikacje oraz alternatywny splicing sa
powszechnie wystepujacymi mechanizmami odpowiedzialnymi za zrdéznicowanie sekwencji
domeny wiazacej AGO. Ponadto ewolucja domeny WG/GW nastgpuje poprzez pozytywna
selekcje (rys. 25 1 26) podlegajac przy tym czestym zdarzeniom wymiany sekwencji (rys. 27). Tak
szybkie tempo zmiennosci w polaczeniu z czgstymi rekombinacjami, konwersjami gendéw
1 nierownym crossing-over, skladaja si¢ na glowne mechanizmy zapewniajace wysokie
zrdéznicowanie genetyczne domen WG/GW.

Wspotwystepowanie pozytywnej selekcji 1 czestych konwersji gendw obserwuje sig
powszechnie wérdd roslinnych 1 zwierzgcych rodzin genow odpornosciowych, ktére koduja biatka
biorace udziat w rozpoznaniu patogendéw [140-143]. Na przyklad konwersja genéw generuje
zréznicowanie w nalezacych do uktadu immunologicznego biatkach gtownego uktadu zgodnosci
tkankowej [144,160], a takze w immunoglobulinach [154], poprzez wprowadzanie i sortowanie
punktowych mutacji wérod sekwencji paralogéw [162,163]. Rowniez zwiazane z odpornoscia na
patogeny, geny Cf pomidora [164] oraz trzy rodziny gendéw Arabidopsis (NBS-LRR, RLK, RLP)
podlegaja pozytywnej selekcji oraz konwersji genow [137,145,165,166].

Obecnos¢ domen WG/GW jest niezbgdna w tworzeniu efektorowych kompleksow w procesie
RNAI, ktory u roslin stanowi naturalny system obrony przeciwko wirusom [167]. W toku
ewolucji wiele wirusow infekujacych rosliny wyksztatcito mechanizmy chroniace je przed
dziataniem RNAi gospodarza np. przez wytwarzanie bialek supresorowych bezposrednio
oddziatujacych z komponentami kompleksu RISC gospodarza 1 zaburzajacych jego funkcje,
wymykajac si¢ w ten sposob spod RNAi-zaleznego systemu obronnego [168]. Na przyktad biatko
2b Trp kodowane przez wirusy z rodzaju Cucumovirus oddzialuje bezposrednio z biatkami AGO1

uniemozliwiajac kompleksowi RISC przeprowadzenie degradacji docelowego mRNA [169].
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Podobnie biatko PO wirusow z rodzajow Polerovirus asocjuje z biatkami AGO i doprowadza do
ich degradacji [170,171]. Ostatnie doniesienia sugeruja, ze niektore wirusy moga kodowaé wlasne
biatka, ktore funkcjonalnie upodobniaja si¢ do domen WG/GW gospodarza. Przez oddziatywanie
tych bialek z biatkami AGO gospodarza zaburzone zostaje prawidtowe sktadanie kompleksu
RISC. Na przyktad biatko P38 kapsydu wirusa TCV (ang. Turnip crinkle virus) uzywa powtorzen
WG/GW, jako przynety wiazacej biatka AGO, przetamujac w ten sposéb system obronny RdADM
Arabidopsis [36]. Rowniez w biatku proteazy serynowej P1 wirusa SPMMYV (ang. Sweet potato
mild mottle virus) powtérzenia WG/GW sa niezbedne podczas wiazania 1 supresji biatek
AGOI1 [37]. Niedawno wykazano, ze mutacja w obrgbie pojedynczego motywu WG/GW biatka
supresorowego NSs wirusa TSWV (ang. Tomato spotted wilt virus) catkowicie pozbawia funkcji
supresorowych to biatko, co sugeruje potencjalng interakcj¢ migdzy sekwencjami WG/GW
a AGO1 [38].

Uzasadniony zatem wydaje si¢ wniosek, ze szybka ewolucja domeny WG/GW w biatkach
RRM, w ktorej roznicowanie zaangazowany jest zlozony zestaw mechanizméw selektywnie
akumulujacych niesynonimmiczne substytucje, odzwierciedla w duzym stopniu dynamiczna
koewolucj¢ w systemie pasozyt-gospodarz. Domeny WG/GW gospodarza rekrutuja biatka AGO
w celu degradacji wirusowych transkryptow RNA. Z kolei dynamicznie zmieniajacy si¢ genom
wirusowy moze kodowac biatka, ktére w oparciu 0 mimikr¢ domen WG/GW wymykaja si¢ spod
obronnej maszynerii RNAi gospodarza w celu zainicjowania infekcji. Poglad ten potwierdzaja
ostatnie badania, ktére wskazuja, ze komponenty biorace udziat w RNAi sa kodowane przez jedne
z najszybciej ewoluujacych genéw zwiazanych z odpornoscia [172]. U podstaw tych szybkich
zmian lezy koncepcja Czerwonej Krolowej (ang. The Red Quenn Hipothesis), zgodnie z ktora
migdzy gospodarzem a patogenem dochodzi do ciagltego wyscigu molekularnego, ktory mogt
bezposrednio przyczyni¢ si¢ wyksztalcenia RNAi, jako mechanizmu obronnego komorki przed
wirusami o genomie w postaci dwuniciowego RNA [167,173—-175].

Przedstawiona w niniejszej pracy rownolegta ekspansja rodziny RRM-WG/GW przebiegajaca
niezaleznie u O. sativa i A. thaliana, lecz nie u glonéw 1 mchow, moze §wiadczy¢ o wspdlnej
koniecznosci adaptacyjnej procesu roznicowania si¢ sekwencji. Czynnikiem selekcyjnym moze tu
by¢ wspolna grupa wiruséw infekujaca obie rosliny. Wigkszo$¢ poznanych wiruséw roslinnych
(75%) stanowia wirusy zawierajace jednoniciowy RNA (ssRNA) oraz wirusy infekujace rosliny
okrytonasienne, zwtaszcza jedno- i dwuliScienne [176]. Wspdlny zbidr potencjalnych patogenow
moze by¢ zatem sila napedowa powodujaca konwergentny uktad ekspansji biatek RRM-WG/GW
przy jednoczesnym zaangazowaniu mechanizmow molekularnych zapewniajacych wysoka

dywergencje ich sekwencji.
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Substytucja Tyr > Trp w biatkach GRP uruchamiajqca szybkq ewolucje domen WG/GW

Domeny WG/GW posiadaja wiele wspolnych cech z biatkami glicynobogatymi. Po pierwsze,
na drzewie filogenetycznym bialek zawierajacych domeng RRM O. sativa 1 A. thaliana (rys. 22),
biatka GRP tworza siostrzang grupg do biatek WG/GW, co sugeruje ich wspolne pochodzenie. Po
drugie, obie rodziny biatkowe wykazuja podobna kompozycj¢ aminokwasow, ktora znacznie
odbiega od skladu aminokwasowego innych niespokrewnionych biatek (tabela 11). Po trzecie,
domeny WG/GW 1 GRP sktadaja si¢ tandemowych powtorzen krotkich sekwencji tworzacych
wydluzone modularne domeny (rys. 24,16). Po czwarte, obie domeny najprawdopodobniej
pozbawione sa stabilnej struktury trzeciorzgdowej, co pozwala przyjmowaé im elastyczne
konformacje i wykazywa¢ uniwersalna zdolno$¢ wiazania.

Jednak oprocz tych podobienstw, domeny GRP i WG/GW wykazuja istotne réznice. Jedna
z nich jest odwrotna zawarto$¢ tryptofanu i tyrozyny w obu domenach przy jednoczesnym
zachowaniu ogoélnej kompozycji reszt hydrofobowych (tabela 11). W domenach WG/GW, wzrost
zawarto$ci Trp jest wprost proporcjonalny do spadku ilosci Tyr, i odwrotnie w domenach GRP,
wzrostowi ilosci Tyr towarzyszy odpowiedni spadek zawartosci Trp. Druga wiasciwoscia rozniaca
domeny WG/GW 1 GRP jest udzial odmiennych mechanizméw roéznicowania oraz selekcji. Geny
GRP wykazuja bowiem nizsze tempo ewolucji, niz geny kodujace domeng WG/GW, a stosunek
czgstosci zachodzenia zmian niesynonimicznych i synonimicznych sugeruje, ze niektore regiony
sekwencji GRP podlegaja mechanizmom ewolucji neutralnej (rys. 25). Ponadto, w odréznieniu od
gend6w RRM-WG/GW, w obrebie rodziny RRM-GRP nie zaobserwowano potencjalnych zdarzen
rekombinacji i/lub konwersji gendéw. Na podstawie tych obserwacji mozna sugerowal, ze
substytucja reszty tyrozyny na tryptofan w obrgbie regiondéw glicynobogatych, moze by¢
kluczowym czynnikiem kierujacym te geny na nowa dynamiczng Sciezkg ewolucyjna, w ktorej
zardwno powstajace mutacje, jak 1 motywy WG/GW ulegaja czg¢stym przetasowaniom w obrgbie
zduplikowanych genow. Wysoka efektywnos¢ takiej selekcji kierunkowej, zostata zarejestrowana
w przypadku wielu enzyméw, gdzie wystapienie korzystnej mutacji uruchamia mechanizmy
polegajace na zwigkszeniu tempa kolejnych substytucji przy jednoczesnej rekombinacji
1 wzroscie presji selekcyjnej [177].

Ewolucyjny przetacznik polegajacy na substytucji tyrozyny i tryptofanu moze reprezentowac
mutacj¢ polegajaca na nabyciu przez biatko nowej funkcji (ang. gain-of-function). Obie domeny,
WG/GW 1 GRP, podobnie jak inne typy domen biorace udziat w interakcjach biatko-biatko, moga
stanowi¢ miejsca mutacji, w ktorych podstawienia niesynonimiczne umozliwiaja biatkom
oddzialywanie z nowym zestawem partnerdw, potencjalnie zmieniajac pelnione przez nie funkcje.
Poniewaz mechanizm ten obejmuje mozliwo$¢ utraty, jak 1 nabycia funkcji, z duzym

prawdopodobienstwem bedzie zachodzil w kontekscie duplikacji genow, tak jak w przypadku
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biatek GRP 1 WG/GW (rys. 22). Chociaz kombinacja reszt Trp 1 Gly w wigkszos$ci przypadkow
jest niezbedna podczas interakcji z biatkami AGO, to nie wszystkie powtdrzenia tego motywu
maja jednakowy wpltyw na wiazanie. Jednak pojedyncza substytucja polegajaca na wprowadzeniu
tryptofanu moze zwigkszy¢ specyficzno$¢ wigzania bialek AGO [8,9,27]. Taka mutacja
polegajaca na powstaniu powtorzenia WG/GW moze wigc by¢ uznawana za inicjujacy moment
powstawania nowego komponentu procesow RNAi. Taka zmiana funkcji moze wowczas
uruchomi¢ dziatanie dodatkowych mechanizméw molekularnych, angazujacych pozytywna
selekcje 1 konwersje genow, ktore powodowalyby dalsza optymalizacj¢ aktywnos$ci wiazania
biatek AGO w celu przeciwdziatania wirusom 1 elementom mobilnym. Warto zwrdci¢ uwage, ze
gdy dochodzi do punktowej mutacji w biatkach glicynobogatych, polegajacej na substytucji
dowolnego aminokwasu na tryptofan, mozna oczekiwac, ze doprowadzi ona do pojawienia si¢
wlasnie jednego z tych powtorzen — WG/GW/GWG. Biorac pod uwage fakt, ze w kilku
doswiadczalnie potwierdzonych biatkach wiazacych AGO, tylko jedno powtdérzenie WG lub GW
jest wystarczajace do bezposredniej interakcji z biatkiem AGO [7,29,38], glicynobogate obszary
sa zatem szczegblnie predestynowane do formowania potencjalnych domen wiazacych AGO we
wzglednie niewielkiej liczbie substytucji. Istnieje zatem wigksza szansa, ze w toku ewolucji
domena WG/GW moze powstawa¢ wielokrotnie 1 niezaleznie w rdéznych biatkach

glicynobogatych.

Domeny WG/GW tworzqce klase domen wewnetrznie nieuporzqdkowanych

Prezentowana w niniejszej pracy analiza pojedynczych motywoéw zawierajacych Trp
pochodzacych z eukariotycznych biatek wiazacych AGO, ujawnia kilka nowych uniwersalnych
wlasciwosci tych domen, ktore sugeruja, ze domeny WG/GW naleza do klasy biatek inherentnie
nieuporzadkowanych (IDP, ang. Intrinsically Disordered Proteins). W przeciwienstwie do bialek
globularnych, w warunkach uznanych za natywne, funkcjonalne IDP pozbawione sa stabilnej
struktury trzeciorzgdowej. Charakteryzuje je natomiast wyjatkowa plastyczno$¢ i dynamika
konformacji w reakcji na zmiang warunkéw Srodowiska lub na skutek oddziatywania
z odmiennymi partnerami [178]. Z tego powodu IDP zaangazowane sa w roéznego typu szlaki
regulacyjne 1 procesy, podczas ktorych dochodzi do sktadania supramolekularnych kompleksow.

Domeny WG/GW, podobnie jak regiony nieuporzadkowane, ewoluuja znacznie szybciej niz
regiony globularne biatka (rys. 3,10,21,26,25). Dlatego w wigkszosci przypadkow, stopien
zroznicowania sekwencji WG/GW jest zbyt wysoki, aby wiarygodnie okresli¢ ich relacje
homologiczne (rys. 21). Domeny IDP wykazuja zwigkszone tempo zmian ewolucyjnych,
poniewaz stan nieuporzadkowania pozwala obejs¢ restrykcje zwiazane ze sztywna struktura

trzeciorzgdowa. Jednak badania powierzchni oddziatywan bialtko-biatko, polegajace na analizie
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sekwencji nieuporzadkowanych, za posrednictwem ktorych odbywa si¢ molekularne rozpoznanie
1 oddzialywanie z partnerem, wykazaty istnienie tzw. krotkich liniowych motywow
zaangazowanych w inicjowanie powierzchni kontaktu biatko-biatko. Motywy te wykazuja
wysokie zakonserwowanie sekwencji [179,180]. W podobny sposob, stabo zachowana sekwencja
domen WG/GW zbudowana jest z krétkich motywow, w obrebie ktorych aminokwasy znajdujace
si¢ w najblizszym otoczeniu Trp zaangazowane sa w wiazanie bialek AGO (rys. 16).

Druga wlasciwoscia sekwencji domen WG/GW, ktora upodobnia je do IDP, jest wysoki
stosunek wypadkowego tadunku biatka do hydropatii. W sekwencjach domen wiazacych AGO
obserwuje si¢ wyrazny brak tolerancji obecnosci pewnych reszt aminokwasowych, przy
réwnoczesnym pewnym faworyzowaniu innych aminokwasoéw (tabela 2, rys. 15). Sekwencje
otaczajace Trp cechuje znaczacy niedomiar reszt promujacych strukture uporzadkowana (ang.
order-promoting residues): Tyr, Phe, Ile, Leu, ktéore tworza hydrofobowy rdzen biatek
globularnych. Motywy zawierajace Trp wykazuja rowniez bardzo niska zawarto$¢ reszt Cys, ktora
odgrywa istotng rol¢ w utrzymywaniu stabilnej struktury trzeciorzedowej poprzez tworzenie
mostkow disiarczkowych oraz grup prostetycznych. Chociaz domeny wiazace AGO sa wyjatkowo
bogate w reszty Trp, ktory jest hydrofobowym aminokwasem, to kontekst flankujacych reszt
wykazuje niska ztozono$¢ sktadu aminokwasowego 1 wysoki poziom polarnych i natadowanych
aminokwaséw (rys. 15C). Podobna zalezno$¢ odnotowano w wielu domenach inherentnie
nieuporzadkowanych (IDD, ang. intrinsically disordered domains) [181-183], w ktorych
zwigkszona hydrofobowos¢ sekwencji wywotana obecnos$cia reszt aminokwasowych, kluczowych
dla interakcji, jest kompensowana przez zwigkszony wypadkowy tadunek pozostatych regionow
biatka. W ten sposob utrzymana zostaje tendencja do powstawania struktury nieuporzadkowanej,
mimo obecnos$ci w jej sekwencji reszt promujacych strukturg uporzadkowana.

Po trzecie, domeny wiazace AGO, podobnie jak IDD wykazuja wysokie zrénicowanie
dhugos$ci sekwencji wynikajace zarowno z réznej liczby, jak 1 dtugosci W-motywoéw. Z ostatnich
doniesien wynika, ze IDD, ktére w wigkszosci podlegaja licznym substytucjom i czgstym
zdarzeniom nier6wnego crossing-over, ewoluuja poprzez rozprzestrzenianie si¢ okreslonego, dla
danego biatka, motywu [184]. Podobnie domeny wiazace AGO cechuje zmienna liczba kopii
W-motywdw, zaréwno migdzy blisko spokrewnionymi ortologami NRPE1, jak i miedzy
paralogami GW182. W ekstremalnych przypadkach, pojedynczy motyw w biatku TAS3 jest
wystarczajacy do tworzenia interakcji z biatkiem AGO u S. pombe [7,8], z kolei w biatku
SPT5/KTF1 Manihot esculenta motywy te sa powtorzone nawet do 75 razy i rozciagaja sig
w sekwencji na dlugosci 1000 reszt aminokwasowych. Mimo wyjatkowo zmiennej dlugosci
sekwencji, domeny wiazace AGO zbudowane sa ze zwielokrotnionych pojedynczych,

zawierajacych tryptofan motywow dhugosci od 10 do 20 aminokwaséw. Zgodnie z matryca PSSM
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zbudowang w oparciu o eukariotyczne domeny wiazace AGO, najbardziej preferowanym
W-motywem jest 20-aminokwasowa sekwencja NGNNNNSNSGWGEPPNQNSS. Jednak motyw ten
do tej pory nie zostat znaleziony w znanych sekwencjach bialek.

Po czwarte, w eksperymentalnie rozwiazanej strukturze ludzkiego biatka prionowego,
powtdrzenia WG/GW wystepuja w regionie niestrukturyzowanym [185,186]. Rowniez w biatkach
GW182, przewidywania struktur drugorzedowych sugeruja, ze domena wigzaca AGO nie posiada
stabilnej struktury przestrzennej (rys. 29). Plastyczno$¢ sekwencji domeny wiazacej AGO
najprawdopodobniej pozwala odstania¢ reszty Trp, bedace miejscem bezposredniego
oddziatywania. Zatem brak strukturalnego uporzadkowania moze zapewnia¢ uniwersalna
zdolno$¢ domeny do wiazania bialek AGO. Na przyktad w doswiadczeniu przeprowadzonym
przez El-Shamiego i1 in. (2007), polegajacym na wymianie domen WG/GW migdzy dwoma
niespokrewnionymi biatkami, oba bialka chimeryczne miaty zdolno$¢ oddziatywania z biatkami
AGO mimo braku podobienstwa sekwencji [9]. Podobna interakcja WG/GW-AGO zostata
zarejestrowana mi¢dzy organizmami, ktore dzieli jeszcze wigksza odlegltos¢ ewolucyjna - domena
WG/GW cztowieka 1 biatkiem AGO prokariotycznego archeonu A. fulgidus [7]. Ze wzgledu na
uniwersalng funkcjonalno§¢ domen WG/GW pochodzacych z roéznych rodzin biatkowych
1 organizmow oraz mozliwo$¢ wygenerowania syntetycznej domeny przez wprowadzenie kilku
motywow WG/GW, mozna wigc przyjaé, ze w domenach WG/GW, bardziej preferowany jest stan
nieuporzadkowania struktury, niz dazenie do utrzymania sztywnego zwoju. Daje to, w pewien
sposob, przewage regionoOw nieustrukturyzwanych nad biatkami catkowicie sfaldowanymi,
poprzez obejscie sterycznych ograniczen, gwarantujac powstanie wigksze] powierzchni
kontaktow w oddziatywaniach kompleksow. Ponadto brak strukturalnego uporzadkowania
umozliwia tworzenie stabo zasocjowanych, wielopodjednostkowych kompleksow biatkowych,
ktore moga podlega¢ takim przeksztalceniom konformacyjnym, jakie sa preferowane

w okres$lonym stanie funkcjonowania komorki.
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Podsumowanie

W ramach niniejszego projekty zrealizowane zostaty nastgpujace cele:

1. Opracowano trzy metody adnotacji bialek zawierajacych domeng wiazaca AGO, ktore
zaimplementowano w formie ogdélnodostepnych aplikacji internetowych i/lub programéw

typu desktop (program Agos, Wsearch i i-Wsearch).

2. Zaprezentowano list¢ wraz z ocena wiarygodnosci nowych rodzin biatkowych
zawierajacych domeng WG/GW we wszystkich domenach zycia oraz wirusach. Aktywnos¢
wiazania AGO zostala juz potwierdzona eksperymentalnie w trzech zidentyfikowanych

biatkach (SDE3, WGRP1, hnRNP).

3. Wykazano, ze mimo wysokiego zréznicowania dtugosci i stopnia zachowania sekwencji
domen WG/GW, ich specyficzna kompozycja aminokwasowa jest zachowana u wszystkich
organizméw eukariotycznych. Ponadto domeny te skladaja si¢ z wielokrotnie,
powtérzonych motywéw dlugosci 10-20 reszt aminokwasowych, wewnatrz ktorych

znajduje sig reszta Trp otoczona hydrofilowymi resztami.

4. Zidentyfikowano wplyw mechanizméw molekularnych warunkujacych zmienno$¢ domen
wiazacych AGO. Oproécz tandemowych 1 segmentowych duplikacji oraz alternatywnego
splicingu, fragmenty sekwencji kodujace motywy WG/GW znajduja si¢ pod dzialaniem
pozytywnej selekcji przyspieszajacej utrwalanie substytucji aminokwasowych, ktore
dodatkowo podlegaja licznym przetasowaniom migdzy paralogami na drodze czgstych
rekombinacji 1 nierdownego crossing-over. Ponadto zarowno zwierzece, jak 1 roslinne
domeny wiazace AGO, wystgpujace w roéznych rodzinach biatkowych, powstaja
z regionow biatek IDP, obejmujacych takze regiony glicynobogate.
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AGO
dsRNA
hnRNP
IDP
miRNA
PSSM
PTGS
RdDM
RdRP
RISC
RITS

RNAi

RRM
siRNA
stRNA
SSB

TGS
W-motyw
WG/GW

Wykaz skrotow

biatko Argonaute

dwuniciowy RNA (ang. double-stranded RNA)

heterogenne rybonukleoproteiny, (ang. heterogeneous nuclear ribonucleoproteins)
biatka inherentnie nieuporzadkowane (ang. Intrinsically Disordered Protein)
czasteczka mikroRNA

pozycyjnie specyficzna macierz punktacji (ang. Position-Specific Scoring Matrix)
post-transkrypcyjne wyciszanie gendow (ang. post-transcriptional gene silencing).
metylacja DNA kierowana przez RNA (ang. RNA-directed DNA methylation)
polimeraza RNA zalezna od RNA (ang. RNA-dependent RNA polymerase)
kompleks efektorowy RNAI (ang. RNA-induced silencing complex)

kompleks efektorowy RNAi1 zwiazany z wyciszaniem transkrypcyjnym

(ang. RNA-induced transcriptional gene silencing)

interferencja RNA (ang. RNA interference)

kompleks biatkowo-rybonukleinowy (ang. ribonucleoprotein)

domena wiazaca RNA (ang. RNA-recognition motif)

czasteczka interferujacego RNA (ang. small interfering RNA)

mate regulatorowe czasteczki RNA(ang. small regulatory RNA)a

biatko wiazace jednodniciowy DNA (ang. single-stranded DNA-binding)
transkrypcyjne wyciszanie genow (ang. transcriptional gene silencing)
sekwencja zawierajaca pojedyncze wystapienie Trp

sekwencja WG lub GW
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