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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Biatka Ago sg przedstawicielami wyspecjalizowanej i konserwatywnej rodziny Argonaute, od-
powiedzialnej przede wszystkim za regulacje ekspresji genéw przez mechanizm interferencji
RNA. Ago wchodzgce w sktad kompleksu RISC (RNA-induced silencing complex) odpowiadaja
za wigzanie krétkiego RNA i trawienie lub hamowanie translacji docelowego mRNA. Prze-
tacznikiem miedzy tymi funkcjami jest prawdopodobnie fosforylacja, chociaz nie wyklucza
sie réwniez roli stezenia jonéw magnezu. Najnowsze doniesienia wskazuja, ze w pewnych
sytuacjach Ago moga sie taczy¢ z mRNA i spowodowaé zahamowanie translacji réwniez bez
udziatu krétkiego RNA. Biatka te biorg takze udziat w naprawie dwuniciowych peknie¢ DNA za
posrednictwem rekombinacji homologicznej, w modyfikacjach chromatyny i alternatywnym
splicingu, analizowany jest tez ich wptyw na cykl komérkowy i senescencje. Ekspresja biatek
Ago jest tkankowo swoista, co potencjalnie moze by¢ wykorzystane w celach diagnostycznych.
Poznanie struktury mechanizmdéw funkcjonowania Ago jest wiec podstawowe dla zrozumie-
nia wielu proceséw komérkowych. W artykule skoncentrowano si¢ na budowie biatek Ago
z uwzglednieniem modyfikacji potranslacyjnych, przedstawiono dane i hipotezy dotyczace
oddziatywari z krétkimi RNA i mRNA w tym mechanizméw sortowania siRNA/miRNA do po-
szczeg6lnych przedstawicieli podrodziny Ago oraz ich role w komérkach eukariotycznych.
Opisano réwniez najnowszg, oparta na badaniach ewolucyjnych klasyfikacje Ago w obrebie
rodziny Argonaute oraz interakcje z DNA.

Argonaute - Ago - siRNA - miRNA - interferencja RNA

Summary

Ago proteins are members of the highly specialized and conserved Argonaute family, primarily
responsible for regulation of gene expression. As a part of RNA-induced silencing complexes
(RISCs) Ago proteins are responsible for binding a short RNA and cleavage/inhibition of trans-
lation of target mRNAs. Phosphorylation may work as the switch between those two functions,
but the role of magnesium ion concentration is also taken into consideration. Recent reports
indicate that Ago proteins can interact with an mRNA and cause inhibition of translation
without the participation of a short RNA.

As key elements in RNA interference processes, Ago proteins are an important and intensively
exploited area of research. Furthermore, these proteins are involved in the repair of DNA
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double-strand breaks by homologous recombination, modifications of chromatin, and alter-
native splicing. Their role in the cell cycle and senescence is also being studied. In addition,
Ago expression is tissue-specific, which potentially may be used for diagnostic purposes. Un-
derstanding the mechanisms of Ago functioning is therefore crucial for understanding many
cellular processes. The following article presents a detailed description of the Ago proteins
including their post-translational modifications, recent data and hypotheses concerning their
interactions with short RNAs and mRNAs as well as the mechanisms of siRNA/miRNA sorting
into individual members of the Ago subfamily, and their role in eukaryotic cells. The latest
classification of Ago proteins within the Argonaute family based on evolutionary studies and
their possible interactions with DNA are also described.
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Wykaz skrotow: ~ 3BP1 - biatko wigzace p53 (p-53 binding protein), B-Cdk1 - cyklina B1 oddziatujaca z kinaza

Wsrep

cyklinozalezng (cyclin B1 interacting with cyclin-dependent kinase), CCR4-NOT complex - Carbon
catabolite - repressor protein 4-Not complex, Cdc25 - cell division cycle 25 phosphatase, CIR-
147 - chromosome internal repeats, CSR-1 — Chromosome Segregation and RNAi Deficient pro-
tein, dsRNA- dwuniciowy RNA (double strand RNA), FKBP5- FK506 binding protein 5, grp — biatko
uwalniajace gastryne (gastrin- releasing peptide), GW182 — glycine-tryptophan protein of 182kDa,
Mdc1 - Mediator of DNA damage checkpoint protein 1, mei-41 — Serine/threonine protein kinase
ATR, NDP52 - nuclear dot protein 52kDa, PAN2-PAN3 - Poly(A)nuclease 2 poly(A) nuclease 3 com-
plex, PAZ - Piwi-Argonaute-Zwille, piRNA - piwi-interacting RNA, PIWI - P element-induced wimpy
testis, Rad51 — DNA repair protein RAD51 homolog 1, RPA - czynnik replikacyjny A (Replication
protein), snoRNA — mate jagderkowe RNA (small nucleolar RNA), SUMO - Small Ubiquitin-like Modifier
proteins, SWI/SNF - Switch/sucrose non fermentable, TB-RBP - Testis/brain-RNA-binding protein,
TDRD - Tudor domain-containing proteins, TNRC6A - Trinucleotide repeat-containing gene 6A
protein, TRAX - Translin-associated Factor X, TRBP - HIV-1 TAR RNA binding protein, TRIM71 - tri-
partite motif containing 71, E3 ubiquitin protein ligase, wee1 — Mitosis inhibitor protein kinase ATR.

Poznanie struktury i funkcji biatek Argonaute to jedno

z gtéwnych wyzwan od czasu odkrycia zjawiska inter-

Interferencja RNA (RNAIi) to postaé potranskrypcyj-
nej regulacji ekspresji genéw, a jej odkrycie otworzyto
wiele mozliwosci w nauce i medycynie. Mechanizm zja-
wiska polega na indukowaniu degradacji mRNA lub blo-
kowaniu jego translacji przez krétkie, skompleksowane
z biatkami, niekodujace czasteczki RNA. W mechanizmie
interferencji gléwnym elementem, oprécz krétkiego
RNA, jest wielobiatkowy kompleks RISC (RNA-induced
silencing complex) odpowiadajacy za wiele etapdw-
od dojrzewania krétkiego RNA powstajacego z dwuni-
ciowych prekursoréw, po oddzialywanie z docelowym
mRNA i blokowanie jego funkcji. Przebieg interferencji
zalezy w duzym stopniu od budowy RISC, a zwlaszcza od
biatka Argonaute, ktére jest gtéwnym sktadnikiem kom-
pleksu niezbednym do zaj$cia procesu.

ferencji RNA. Biatka Argonaute wystepuja u bakterii,
archebakterii i eukariontéw. Pierwsze analizy ich struk-
tury dotyczyty gtéwnie organizméw prokariotycznych
oraz drozdzy i dostarczyty wstepnych informacji o struk-
turze, aktywnosci katalitycznej oraz mechanizmie
wigzania krétkich RNA [59]. Najnowsze badania przed-
stawicieli Argonaute u wyzszych eukariota dostarczyty
nowych danych dotyczacych ewolucji tej grupy biatek.
Obecnie w rodzinie biatek Argonaute wyrdznia sie cztery
gtéwne podrodziny: Ago, PIWI, WAGO i Trypanosoma
Ago. W komérkach ludzkich wystepuja cztery biatka
z podrodziny Ago (Agol, Ago2, Ago3 i Ago4) i cztery
biatka z podrodziny PIWI (HIWI1, HIWI2, HIWI3 i HILI)
przy czym Agol-4 sa gtéwnymi wykonawcami mecha-
nizmu interferencji RNA w odniesieniu do wiekszo$ci
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mRNA i wiekszo$ci typéw komdrek, podczas gdy biatka
podrodziny PIWI uczestnicza przede wszystkim w wyga-
szaniu RNA transpozondéw w procesie spermatogenezy
[51].

Wigzanie krétkiego RNA przez biatka Argonaute oraz
mechanizmy oddzialywania kompleksu RISC z docelo-
wym mRNA to zagadnienia, ktérych wyja$nienie jest
podstawowe dla zrozumienia mechanizmu regulacji eks-
presji genéw w wyniku interferencji RNA.

RopzINA BIAtEK ARGONAUTE — AKTUALNY PODZIAL OPARTY NA
ROZNICACH W FUNKCJONOWANIU | BADANIACH EWOLUCYINYCH

Pierwotne biatka Argonaute u prokaryota miaty aktyw-
no$¢ nukleolityczna, ktéra wielu znanych dzisiaj przed-
stawicieli tej rodziny utracito w toku ewolucji w wyniku
niezaleznych proceséw [84]. Topologia drzewa filogene-
tycznego prokariotycznych Argonaute sugeruje inten-
sywny horyzontalny transfer kodujacych je gendw,
podobny do schematu ewolucji wiekszosci gendw zwia-
zanych z obrona u prokariontéw, co pokrywa sie z wyni-
kami badar nad rola Argonaute w obronie gospodarza
[84]. U T.thermophilus i E.coli wykazano, ze biatka Argo-
naute obnizajg wydajno$¢ transformacji i liczbe czaste-
czek plazmidu w komérkach [65,82].

W eukariotycznej rodzinie Argonaute wyrdzniano
poczatkowo dwie podrodziny: Ago oraz PIWI. Podziat
oparty jest na homologii sekwencji odpowiednio wzgle-
dem Ago1l Arabidopsis thaliana i PIWI Drosophila melano-
gaster [66]. W pdzniejszych pracach zaproponowano
wyodrebnienie, ze wzgledu na réznice w budowie i funk-
cjach, podrodziny WAGO wystepujacej u C.elegans i Ago
zidentyfikowanej u $widrowca Trypanosoma.brucei [6,24].
Podzial uzasadniaja dane z drzewa filogenetycznego
biatek Argonaute przedstawionego przez Swartsa i wsp.
[szczegStowo w: 84].

Wykryta u T. brucei podrodzina biatek TbAgo, podobnie
jak prokariotyczne biatka Argonaute, jest powiazana
z regulacja aktywnosci transpozonéw [84]. Klasyfika-
cje opisanych biatek jako osobnej podrodziny zapropo-
nowano w oparciu o badania ewolucyjne oraz réznice
w budowie. Chociaz biatka Argonaute charakteryzuja sie
bardzo konserwatywng budowa u wszystkich badanych
organizméw, u T. brucei wykryto duze zmiany w obre-
bie domeny PAZ, w tym przypadki braku tej domeny,
z jednoczesnym zachowaniem domeny PIWI i analogicz-
nym fatldowaniem, jak u bialek wystepujacych u wyz-
szych eukariontéw [24,104]. Prekursorem krétkiego RNA
wigzanego przez TbAgol jest dlugi dwuniciowy RNA
powstajacy z retrotranspozonéw [13] lub powtdrzen tan-
demowych CIR147 (147 bp chromosome internal repe-
ats) umiejscowionych w nietelomerowych regionach
chromosoméw 4, 5 i 8 [89]. Dojrzewanie transkryptu
odbywa sie z udziatem enzyméw TbDcl1 lub TbDcl2 (T.
brunei Dicer-like enzyme) réznigcego sie od wystepuja-
cego u wyzszych eukariontéw biatka Dicer organizacja
domen. W TbDcl domeny o aktywnosci RNAzowej znaj-

dujg sie blisko korica aminowego (RNAzallla) i w centrum
czgsteczki (RNAzalllb), a nie przy koricu karboksylowym
jak w przypadku biatka Dicer [77].

WAGO (Worm specific Argonaute) to podrodzina bia-
tek Argonaute swoista dla nicieni (Nematoda). Wiaza
sie z RNA w odpowiedzi na aktywno$¢ innego biatka
Ago [27,84]. Biatka WAGO uczestnicza w regulacji eks-
presji gendéw przez destabilizacje docelowego mRNA
lub podczas fazy elongacji, a wiec réwnolegle do procesu
transkrypcji [27]. Przypuszczalnie WAGO moga dziataé
hamujaco na inne biatka z tej samej podrodziny, zapobie-
gajac wyciszeniu niektérych gendw. Przyktadem moze
by¢ biatko Argonaute CSR-1 z podrodziny WAGO, ktdre
przez interakcje z RNA antysensowymi wzgledem gendw
zarodkowych zapobiega ich wyciszeniu przez kompleksy
innych WAGO-piRNA [96].

Funkcja enzymatycznego ciecia mRNA jest najbardziej
rozpowszechniona w podrodzinie PIWI. Najczesciej
opisywang rola biatek PIWI jest kontrola aktywno-
$ci transpozonéw w komdrkach rozrodczych i liniach
zarodkowych zwierzat [17,54]. Wykazano, ze u myszy
wszystkie biatka PIWI sg istotne dla prawidtowej sper-
matogenezy, natomiast u Drosophila mutacje w obrebie
genéw kodujacych opisywane biatka zaburzajg ooge-
neze i zmniejszaja liczbe komdrek rozrodczych [3].
U prymitywnych zwierzat jakimi sg ptazitice zaobserwo-
wano ekspresje biatek PIWI w totipotencjalnych komér-
kach neoblastéw zdolnych do réznicowania w dowolne
komérki somatyczne lub rozrodcze [59]. PIWI ule-
gajg metylacji katalizowanej m.in. przez metylotrans-
feraze argininowa PRMT5, w wyniku czego mozliwa
jest ich interakcja z biatkami zawierajacymi domene
Tudor (tzw. biatka TDRD), ktére przypuszczalnie odgry-
wajg role w biogenezie piRNA i réznicowaniu komdrek
zarodkowych [33,41,70]. Niektdre biatka z podrodziny
PIWI wykazuja silng preferencje wzgledem RNA zawie-
rajacego uracyl na koricu 5’ [84], co jest réwniez cecha
ro$linnych Ago [56]. Po zwigzaniu takiego RNA jego
koniec 3’ jest ciety przez egzonukleaze po czym ulega
2’-0-metylacji [51,56]. Mechanizm pelni prawdopodob-
nie funkcje ochronng, poniewaz podczas wigzania kom-
pleksu PIWI-piRNA z docelowym mRNA dochodzi czesto
do uwolnienie korica 3’ piRNA z domeny PAZ, co naraza
czasteczke na niekontrolowana addycje urydyny lub
adenozyny i trawienie [1,51,56].

Czwartg podgrupa biatek Argonaute sa Ago, ich funkcjo-
nowaniu poswiecono dalszg cze$¢ artykutu.

Biatka Aco

Biatka z podrodziny Ago naleza do najpowszechniej
wystepujacych Argonaute i sg zaangazowane w interfe-
rencje RNA u wiekszo$ci znanych organizmdw [14,30].
Liczba przedstawicieli podrodziny Ago rézni sie w zalez-
nosci od organizmu: Drosophila melanogaster ma 5 biatek
Ago, podczas gdy u Arabidopsis thaliana zidentyfikowano
10 [30,64]. Ludzkie biatka Ago obejmuja czterech przed-
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stawicieli. Gen kodujacy biatko Ago2 znajduje sie na
chromosomie 8, natomiast geny kodujace biatka Ago1,
Ago3 i Ago4 sa umiejscowione na chromosomie 1. Nie
wiadomo czy skupienie genédw na chromosomie 1 wiaze
sie z podobieristwem funkcji [30]. Ekspresja Ago u ssa-
kéw jest swoista tkankowo (rézne profile ekspresji w réz-
nych organach), co potencjalnie moze byé wykorzystane
w celach diagnostycznych [90]. Wedtug Smiberta i wsp.
ekspresja Ago jest regulowana przez poziom dojrzatego
miRNA na zasadzie homeostazy [79].

Do krétkich RNA wigzanych przez Ago zalicza sie gtéw-
nie siRNA i miRNA. Czasteczki siRNA powstaja z dtugich,
dwuniciowych czgsteczek RNA (dsRNA) pochodzenia
egzo- lub endogennego [25]. Mogg dziataé zaréwno
w uktadzie cis jak i trans, czyli kierujac sie do RNA
z ktérych pochodza (cis) lub do docelowego mRNA
(trans) [9,25]. MikroRNA (miRNA) to czasteczki regu-
latorowe pochodzenia endogennego dziatajace naj-
czedciej w ukladzie trans [48,98]. Istnieja dowody na
wigzanie ludzkiego Ago 2 z nowo powstajgcymi tRNA
i 55 rRNA oraz loci, z ktérych te RNA powstaja. Proces
jest niezalezny od siRNA oraz biatka Dicer i moze by¢
waznym mechanizmem regulacji w komdrkach ludzkich
[101]. Krétkie RNA powstajgce ze snoRNA réwniez moga
by¢ wiazane przez Ago i petnié funkcje identyczng jak
miRNA [87].

DOMENY STRUKTURALNE W BIALKACH AGO 1 ICH FUNKCIJE

Pierwsze informacje o strukturze biatek Argonaute,
w tym Ago, pochodzity z analiz krystalograficznych
biatek organizméw prokariotycznych: Pyrococcus furio-
sus, Aquifex aeolicus, Archaeoglobus fulgidus i Thermus
thermophilus [80,84,93,105]. Z bialek eukariotycznych
udato sie jak dotad przeprowadzié krystalizacje Ago
z drozdzy Kluyveromyces polyspora oraz ludzkich Ago1l
i Ago2, zwiazanych z pojedyncza nicig krétkiego RNA
[16,18,59,76].

Badania biatek prokariotycznych wykazaty, ze w budo-
wie przedstawicieli rodziny Argonaute mozna wyrdznié
dwa obszary zbudowane tgcznie z czterech domen [53,57].
Pierwszy obszar obejmuje domeny N oraz PAZ, natomiast
drugi domeny PIWT i MID [54,76]. Funkcje tacznikéw spet-
niaja region L1 faczacy domeny N i PAZ oraz region L2
stanowiacy tacznik miedzy domeng PAZ i MID [30,105].
Dalsze prace wykazaly, ze funkcje wszystkich czterech
domen sg wysoce konserwatywne zaréwno u organizméw
prokariotycznych jak i eukariotycznych [84].

Struktura domeny MID ludzkiego Ago2 wykazuje fal-
dowanie typu Rossmanna (drugorzedowa struk-
tura taficuch B-helisa a-taricuch B) [20]. Domena MID
wigze koniec 5° siRNA lub miRNA dzieki obecnosci
kieszeni wiazacej nukleotydy, zawierajacej aminokwasy
wchodzace w interakcje (stabilizowang przez jon
dwuwarto$ciowy magnezu) z resztg fosforanowg
wystepujaca na koficu 5’ siRNA/miRNA i wigzaniu
reszty cukrowej terminalnego nukleotydu na tym koricu

[36,37,84]. Ponadto, w niektérych Ago (np. ludzkim
Ago2) wystepuja petle (nucleotide specificity loop) swo-
i$cie rozpoznajace zasady azotowe w nukleotydach znaj-
dujacych sie na koticu 5’ krétkiego RNA [19,20]. Mutacje
w obrebie aminokwaséw tworzacych kieszet w ludz-
kim Ago2 powoduja obnizenie aktywnosci katalitycz-
nej tego biatka polegajacej na cieciu nukleolitycznym
docelowego mRNA [49,108]. Dodatkowg funkcjg domeny
MID jest utrzymywanie wta$ciwej, utatwiajacej wiaza-
nie z docelowym mRNA, konformacji tzw. rejonu ,,seed”
w miRNA [42].

Wiedza o roli domeny N oparta jest gtéwnie o wyniki
badari Hauptmann i wsp. wykazujace, ze ludzkie biatko
Ago3, ktére nie ma zdolnosci do ciecia katalitycznego,
moze uzyskaé ja w wyniku zamiany jego domeny N
na odpowiednik pochodzacy z Ago2 [28]. Podobne rezul-
taty uzyskano dla Ago1, nie wiadomo jednak w jaki spo-
séb domena N umozliwia aktywno$é nukleolityczng [18].
Domena N odgrywa réwniez role w rozplataniu dupleksu
RNA i selekgji nici o mniej stabilnym koricu 5’ [44,94].

Badania krystalograficzne i spektroskopia magne-
tycznego rezonansu jagdrowego domen PAZ u réznych
organizméw wykazaty obecnos¢ kieszeni kotwiczacej
charakterystyczny dwunukleotydowy wystajacy koniec
3’ krétkiego RNA powstajacy w wyniku trawienia przez
RNAze 111 [49,52]. Wigzanie kofica 3’ chroni krétki RNA
przed degradacja, a jego brak lub zmiana wptywa na wia-
zanie regulowanego mRNA i wynik dziatania biatka Ago
[36].

Miejsce aktywne umozliwiajace niektérym Ago trawie-
nie mRNA jest zlokalizowane w domenie PIWI. Struk-
tura domeny przypomina budowa RNAze H, a aktywnos$¢
katalityczna jest zwigzana z motywem DDX, gdzie X to
zazwyczaj kwas asparaginowy lub lizyna [39]. Motyw
DDX moze by¢é uzupetniany przez kwas glutaminowy
tworzac tetraedryczne centrum katalitycznego DEDX
[55,84]. Ludzkie Ago3, mimo obecno$ci motywu DDH
w domenie PIWI, nie ma aktywno$ci nukleolitycznej,
a przyczyna nie zostata dotad wyjasniona [28].

MODYFIKACJE POTRANSLACYINE BIALEK AGO

Jak wiekszo$¢ biatek, Ago ulegaja modyfikacjom potran-
slacyjnym wplywajacym na ich funkcje, a najbardziej
podatnym na modyfikacje jest region tacznikowy L2
[75]. Analiza widm masowych wykazata, ze ludzkie Ago2
jest hydroksylowane przez hydroksylaze 4-prolilowa,
co wplywa na jego stabilno$¢ [69]. Pozostate ludzkie
Ago réwniez ulegaja hydroksylacji (dotyczy to gtéwnie
proliny), przy czym wydaje sie, ze w wiekszym stopniu
dotyczy ona Ago2 i Ago4 niz pozostatych dwéch protein
[69]. W warunkach stresu komdrkowego ludzkie Ago ule-
gaja tez poli-ADP-rybozylacji, co powoduje hamowanie
interferencji RNA zaleznej od miRNA [45]. Wskazywa-
toby to na poli-ADP-rybozylacje jako gtéwny czynnik
regulujacy interferencje RNA w cytoplazmie (szczegdty
w [45]).
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Biatka Ago podlegaja ubikwitynacji, ktéra stanowi sygnat
do ich degradacji. W literaturze opisano biatko TRIM71
jako potencjalna ligaze ubikwitynowa oddziatujaca na
biatka Ago u ssakéw [74]. Interesujace jest, ze biatko
TRIM71 moze tez, bezposrednio przez wigzanie z mRNA,
doprowadzi¢ do blokowania jego translacji lub degrada-
cji (niezaleznie od biatek Argonaute) [50].

Lizyna-402 umiejscowiona w regionie L2 lgczacym
domeny PAZ i PIWI biatka Ago ulega czesto sumoilacji.
Kowalencyjne przylaczanie biatek SUMO1 i SUM02/3
obniza stabilno$¢é ludzkiego Ago2 [75].

Fosforylacja biatka Ago2 zachodzi zwykle w obrebie
seryny-387 [107]. Shane i wsp. wykazali, ze katalizo-
wana przez biatkowa kinaze B (PKBy/Akt3) fosforylacja
hamuje ciecie i zwieksza blokowanie translacji mRNA
zwigzanego z miRNA, wskazujgc na fosforylacje jako
rodzaj przetacznika miedzy tymi funkcjami [32]. Muta-
cja polegajaca na zamianie ulegajacej fosforylacji
seryny-387 na alanine prowadzi do zmniejszenia ilo$ci
Ago2 obserwowanego w cytoplazmie w tzw. ciatkach P
(processing bodies), w ktérych regulowany mRNA jest
gromadzony i moze by¢ degradowany z udziatem réz-
nych mechanizméw [73,107].

Wiazanie mIRNA/sIRNA po kompLeksu RISC

Dlugie dwuniciowe RNA (dsRNA lub pre-miRNa) pre-
kursory siRNA lub miRNA sg wigzane przez biatko
Dicer, ktére dzieki obecnosci dwéch domen o charakte-
rze RNAzy 111, przecina obie nici generujac fragmenty
o dtugosci 20-24 nukleotydéw [54]. Powstate krétkie
RNA oddysocjowujg, a nastepnie ponownie wigzg sie
zDicer w innym miejscu [54]. Na tym etapie biatko TRBP
rozpoznaje mniej stabilny termodynamicznie koniec 5’
dwuniciowej czgsteczki miRNA/siRNA i ustawia jg we
wiadciwej pozycji umozliwiajacej prawidtows selekcje
i wigzanie z Ago [62].

Proces zwigzania siRNA/miRNA z biatkiem Ago wymaga
utrzymania Ago w otwartej konformacji uzyskiwanej
z udzialem biatka szoku termicznego HSP90 (proces
wymaga ATP) [40]. Na podstawie spektometrii maso-
wej ustalono, ze w komérkach mysich podobng funk-
cje moga petnié inne biatka opiekuricze (biatko FKBP5
i PTGES), nie stwierdzono jednak czy obecno$¢ biatek
opiekuriczych jest niezbedna do funkcjonowania kom-
pleksu RISC [22]. Badania Schizosaccharomyces pombe
wskazuja na udziat kompleksu biatek opiekuriczych ARC
(Argonaute small interfering RNA chaperone complex)
w tadowaniu krétkiego RNA do Ago1 [31].

Po zwigzaniu RNA i usunieciu jednej nici konforma-
cja biatka Ago zmienia sie, a HSP90 (i biatka opiekuni-
cze) odlgczaja sie od kompleksu [40,54]. Regulacja przez
HSP90 jest procesem ewolucyjnie konserwatywnym,
ktéry pojawit sie prawdopodobnie w tym samym czasie
co interferencja RNA [95]. Nie jest pewne czy Dicer jest
statym elementem kompleksu RISC czy tez oddysocjo-

wuje po zwigzaniu dupleksu krétkiego RNA z biatkiem
Ago [43].

Rozplatanie dupleksu krétkiego RNA odbywa sie przez
zmiany w konformacji domeny N biatka Ago, ktéra
przesuwajac sie miedzy ni¢mi powoduje ich rozdziele-
nie [47,91]. Nie wykluczono jednak udziatu helikaz [55].
Ludzkie biatka Ago1 i Ago2 sa zdolne do samodzielnego
usuwania z kompleksu nici pasazerskiej, przy czym Ago2
moze ja réwniez szybciej usuwaé przez trawienie w oko-
licy 10 nukleotydu [47,91]. Wedtug jednej z hipotez usu-
wanie nici pasazerskiej u ssakéw wymaga obecno$ci
kompleksu C3PO (component 3 promoter of RISC) zawie-
rajacego biatka TB-RBP i TRAX [103]. Procesy zwigzane
z usunieciem nici z kompleksu RISC nie zostaly jeszcze
w petni wyjadnione i wymagaja dalszych badan. Dodat-
kowych analiz wymaga réwniez mechanizm funkcjono-
wania krétkich RNA powstajgcych niezaleznie od Dicer,
takich jak miR-451, za ktérego dojrzewanie odpowie-
dzialne jest prawdopodobnie Ago2 [10,15,22,29,85].

Ni¢ pasazerska nie zawsze ulega degradacji. Znane sg
wyniki badari $wiadczace o mozliwosci wlaczenia jej do
aktywnego kompleksu RISC, gdzie petni role identyczng
jak ni¢ wiodaca [63,100]. Analizy danych mikromacierzo-
wych wskazuja, ze czesto dotyczy to miRNA zwigzanych
z onkogeneza: mir-17, mir-34a, mir-19, mir-29c oraz mir-
378 i musi by¢ uwzgledniane w badaniach nad funkcjo-
nowaniem i rolg miRNA [102]. Buroughs i wsp. szacuja,
ze okoto 1% sekwencji wigzanych przez Ago u ssakéw
to nici pasazerskie, sugerujac, ze moze to §wiadczyé
zaréwno o istnieniu istotnego mechanizmu, jak i wyni-
ka¢ z bledéw w selekgji nici i jej "tadowaniu” [7].

Ciekawym zjawiskiem jest ,efekt Ago3” opisany przez
Winter i Diederichsa dotyczacy wysoce specyficznej
relacji miedzy nicig pasazerska let-7a i ludzkim biat-
kiem Ago3. Ekspresja i aktywno$¢ dojrzatej nici pasa-
zerskiej okre$lanej jako let-7a-3p znacznie zwieksza sie
pod wpltywem nadekspresji Ago3. Skutek jest taki sam
dla réznych konstruktéw generowanych z réznych
loci, a reakcja qRT-PCR potwierdza zwigzek nadekspre-
sji Ago3 ze zmiang réwnowagi miedzy nicig wiodgca
i pasazerska (let-7a-5p: let-7a-3p). Zadne inne biatko
nie wywoluje takiej zmiany, nie jest to réwniez zjawisko
swoiste dla jednego typu komdrek (analogiczne wyniki
uzyskano dla linii komérkowych HEK293 i HeLa). Wia-
czanie nici pasazerskiej do Ago-3 jest niezalezne od sta-
bilnoéci korica 5’ [100].

SortowaNIE MIRNA/sIRNA po RoZNYcH BIAtEK AGo

Sortowanie i wigzanie krétkich RNA przez poszczegdlne
biatka Ago u Eukariontdw jest procesem, ktérego mecha-
nizm nie zostat jeszcze w pelni zbadany.

U Drosphila melanogaster wskazuje sie na stopieti kom-
plementarnosci prekursora siRNA/miRNA jako podsta-
wowy dla wigzania przez konkretne Ago. Diugie dsRNA
wykazujace niemal idealng komplementarno$¢, po cie-
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Pre-miRNA/dsRNA

Ryc. 1. Waczenie nici miRNA/siRNA do Ago wymaga wezesniejszego dojrzewania krétkiego RNA katalizowanego przez Dicer, wasciwego zorientowania dupleksu,

selekgji oraz usuniecia jednej z nici

ciu przez enzym Dcr2 wigzane sg przez Ago2, natomiast
pre-miRNA o wiekszej liczbie niesparowanych nukle-
otydéw po obrébce przez Dcrl wiaza sie z Agol [11,88].
Istnieja jednak wyjatki od tej reguty: miR-27 bedace
produktem obrdbki katalizowanej przez Dcrl wigzane
jest przez Ago2, a etapem poérednim jest prawdopo-
dobnie wigzanie przez Dcr2, ktére odpowiada za ,,zata-
dowanie” miRNA do Ago. Opisano tez endogenne siRNA
wywodzace sie z prekursoréw o duzej liczbie niespa-
rowan zwigzane z Ago2 [54]. Sugeruje to istnienie
dodatkowego mechanizmu sortowania krétkich RNA
u D.melanogaster.

Wedlug Franka i wsp. u Arabidopsis thaliana to nukle-
otyd na koricu 5’ dojrzatego miRNA decyduje o sorto-
waniu matych RNA do odpowiednich biatek Ago [19,71].
Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia w tym miejscu
jednego z czterech nukleotyddéw, przy 10 biatkach Ago
wystepujacych u A. thaliana nie wydaje sie by mecha-
nizm oparty wylgcznie na rozpoznawaniu terminal-
nej zasady z konica 5” krétkiego RNA byt decydujacy.
W odpowiedzi na te watpliwosci Thieme i wsp. zapre-
zentowali interesujace wyniki, wedtug ktérych dodat-
kowa role w sortowaniu moga odgrywaé nukleotydy
wystepujace w pozycjach 2, 6, 9 i 13, wykazujac jedno-

cze$nie, ze sortowanie do Ago2 i Ago5 u A. thaliana jest
zalezne od wystapienia na tych pozycjach uracylu [86].
Potwierdzono réwniez niezalezno$¢ sortowania od dtu-
go$ci miRNA i sparowania dupleksu [86].

Dla komérek ssaczych dtugo obowigzujaca hipoteza
byta zalezno$¢é sortowania od komplementarno$ci
dupleksu (mechanizm analogiczny do wystepujacego
u Drosphila), nie znalazta jednak jak dotad petnego
potwierdzenia. Gtebokie sekwencjonowanie krét-
kich RNA zwiazanych z ludzkimi Ago przeprowadzone
przez zespdt Burroughsa wykazato, ze w wiekszosci
sa w podobnym stopniu (33%) wigzane przez Ago 1-3
(badania nie obejmowaty Ago4). Zaobserwowano kilka
wyjatkéw (miR-182, miR-222 i miR223*), jednak ana-
liza wszystkich wynikéw wskazuje na brak mechani-
zmu sortowania [7].

Badania zespotu Wanga potwierdzajg hipoteze o loso-
wym wigzaniu miRNA przez biatka Ago w komérkach
ssakéw. Analizy in vivo i in silico przeprowadzone przez
te grupe wykazaly, ze w mysich komérkach skéry pozba-
wionych Ago1 i Ago2, dzieki wzrostowi aktywno$ci Ago3
pula wigzanego miRNA jest na podobnym poziomie co
w komdrkach kontrolnych [92].
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mEBENA

mechanizm zalezny od
miRNA

mechanizm niezalezny od
miRNA

Ryc. 2. Oddziatywanie Ago-mRNA moze przebiegac wedtug dwdch schematéw: zaleznego i niezaleznego od miRNA, w tym drugim typie oddziatywania wymagana

jest obecnos¢ biatek RBP [2]

Réwnoczes$nie rozpatrywana teorig jest zalezno$é mie-
dzy termodynamiczng stabilnoécig prekursora miRNA/
siRNA a ich wigzaniem przez Ago. Gu i wsp. wskazuja, ze
krétkie RNA, powstajace z prekursora shRNA o mniej-
szej termostabilnosci sa wydajniej wiazane przez Ago
pozbawione wiasciwo$ci nukleolitycznych (Ago 1, Ago
3 i zmodyfikowane Ago2), co wskazuje, ze moze by¢ to
wiasciwy kierunek badar. Uzyskane wyniki dotycza jed-
nak shRNA, natomiast w przypadku siRNA zalezno$¢ nie
jest tak wyrazna [26]. Przeprowadzona przez nasz zespét
analiza sekwencji nukleotydowej prekursoréw miRNA
wystepujacych w kompleksie z biatkami Ago1 i Ago2 po
immunoprecypitacji [90] wykazata preferencyjne wigza-
nie przez Agol tych miRNA, ktérych prekursory zawie-
raly niesparowania w obrebie sekwencji [5].

WiAzaNIE z poceLows SEKWENCIA MRNA

Biatka Ago zwigzane z krétkim RNA mogg sie umiejsca-
wiad i przytaczaé do docelowego mRNA wedtug jednego
z dwéch schematdéw. Pierwszy okre$lany jako miRNA-
-zalezny, opiera sie na bezpo$rednim odnajdywaniu
i wiagzaniu mikro RNA z komplementarng sekwencja nici
mRNA [54]. Do przebiegu tego i kolejnych etapdw nie-
zbedna jest obecno$¢ biatek GW, ktére koordynuja caty

proces [38]. U D.melanogaster zidentyfikowano jedno
biatko GW okreslane jako GW182, natomiast komérki ssa-
kéw zawieraja trzy biatka nazywane TNRC6A, TNRC6B,
TNRC6C (trinucleotide repeat containing 6) [67]. Cha-
rakterystyczna cecha tej rodziny biatek jest obecno$é
licznych powtérzenh motywéw glicynowo-tryptofano-
wych w domenie N, oddziatujacej z dwoma kieszeniami
domeny PIWI biatka Ago [109]. Prawdopodobnie jedno
biatko GW moze jednoczes$nie wiazaé wiecej niz jedno
biatko Ago [54]. Glicyna obecna w opisywanym moty-
wie nie jest niezbedna do przebiegu procesu i moze by¢
zastapiona dowolnym aminokwasem o krétkim tan-
cuchu bocznym (seryna, alanina, cysteina i inne) [67].
Biatko TNRC6A paralog GW182 prawdopodobnie odpo-
wiada za kierowanie Ago do jadra [61].

Koniec karboksylowy biatka GW zawiera rozpoznajacy
RNA motyw RRM (RNA recognition motif) i motyw PAM2
(poly(A)-binding protein-interacting motif-2) zdolne do
oddziatywania z biatkiem wigzacym sie do ogona poliA
(PABPC) mRNA. Nastepstwem takiego wigzania moze
by¢ inhibicja reakcji PABPC z kompleksem wigzacym
czapeczke, uniemozliwiajaca cyrkularyzacje mRNA i ini-
cjacje translacji [106]. Bardziej popularna jest jednak
koncepcja, ze PABPC i ogon poliA odpowiadajg przede
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wszystkim za stymulacje oddziatywan miedzy biatkami
Ago i GW, poniewaz dtugo$¢ ogona poliA i liczba zwig-
zanych z nim PABPC koreluje z wydajno$cia wyciszania
ekspresji genu [58]. Huntzinger i wsp. sugeruja ze PABPC
jest bezposrednio odpowiedzialne za wigzanie kom-
pleksu RISC z mRNA i wraz z kompleksami deadenylaz
PAN2-PAN3 i CCR4-NOT jest konieczne do hamowania
translacji i degradacji mRNA [35].

Analizy in silico wskazuja, ze oddzialywania miRNA-
-mRNA moga silnie zaleze¢ od stezenia jonéw magnezu.
Nam i wsp. wykazali zmiane konformacji dupleksu RNA
w Ago2 pod wplywem zmiany stezenia Mg? oraz pre-
ferencje aktywno$ci nukleolitycznej nad blokowaniem
translacji przy niskich stezeniach jonéw [60].

Biatka Ago moga sie taczy¢ z mRNA i spowodowal
zahamowanie translacji réwniez bez udziatu krétkiego
RNA. Takie zjawisko potwierdzono dla komdérek ludz-
kich i mysich, w ktérych nie byto dojrzatych miRNA
mogacych sie wiagza¢ z kompleksem RISC pozbawio-
nym krétkiego RNA (blokowanie translacji zachodzi
mimo braku krétkiego RNA w kompleksie). W tego typu
oddziatywaniach Ago-mRNA posrednicza biatka wig-
zace RNA (RBP), ale prawdopodobny jest réwniez ich
udzial w wigzaniu mRNA i Ago zawierajacego miRNA
[21,46,54].

FunkcJe Biatek AGo

Gtéwne funkcje biatek Ago wigzg sie z ich rolg w pro-
cesie interferencji RNA, w ktérym przez oddziatlywnie
z siRNA/miRNA uczestnicza w regulacji ekspresji gendw.
Proces RNAi zachodzi w cytoplazmie, a regulacja eks-
presji odbywa sie na poziomie potranskrypcyjnym lub
podczas translacji. Rola biatek Ago jest jednak bardziej
ztozona niz poczatkowo przypuszczano.

W komérkach ludzkiego raka szyjki macicy (HeLa) biatko
Ago2 wigze krétkie RNA powstajace w sasiedztwie dwu-
niciowych peknie¢ DNA (diRNA, double-strand bre-
aks-induced small RNAs) [54,97]. Najnowsze badania
wskazuja, ze Ago 2 zwigzane z diRNA gromadzi sie w miej-
scu wystapienia takiego uszkodzenia i moze aktywnie
wplywaé na wydajnos¢ jego naprawy, oddziatujac z Rad51
[23,97]. Biatko Ago2 wspiera wigzanie i akumulacje Rad51
w obszarze pekniecia, przyspieszajac rekombinacje homo-
logiczng. Inne biatka zaangazowane w procesy naprawy
(Mdc1, RPA, 53BP1) i pozostali przedstawiciele ludzkich
Ago nie wykazuja podobnej aktywno$ci. Ago2 moze braé
udzial w naprawie dwuniciowych pekniec¢ réwniez wtedy,
gdy nie jest zwigzane z diRNA, je$li nie jest zachowana
jego aktywno$¢ katalityczna [23].

Biatka Ago sa przypuszczalnie zaangazowane w modyfi-
kacje chromatyny i alternatywny splicing przez oddzia-
tywanie z polimeraza RNA 11 i zdolno$¢ do kierowania
spliceosoméw do miejsc splicingowych [2,4]. Carissimi
i wsp. przedstawili dowody na wspétdziatanie Ago2
z kompleksem SWI/SNF (odpowiedzialnym za zmiany

struktury chromatyny) w regulacji rozmieszczenia
nukleosoméw w komérkach ludzkich [9]. Mechanizm
opiera sie na nieznanej wcze$niej klasie krétkich RNA
nazwanych swiRNA [9]. Analizowana byta réwniez rola
biatek Ago w procesie senescencji. Ago2 akumulowane
jest w jadrach komérek wchodzacych w stan senescencji,
a obnizenie jego poziomu opéZnia proces [72].

Ludzkie Ago 1 oddziatuje z polimerazg 11 RNA i wiaze sie
z promotorami aktywnie transkrybowanych genéw (Ago
2 nie wykazato podobnych zdolnosci). Geny, do ktérych
wiaze sie Ago1 koduja w wiekszo$ci biatka uczestniczace
w stymulacji wzrostu komérki, cyklu komérkowym
i apoptozie, wiele z nich jest zaangazowanych w procesy
nowotworzenia. Ten rodzaj regulacji ekspresji zacho-
dzacy w jadrze moze, ale nie musi by¢ zalezny od miRNA
[34]. Wyciszenie ekspresji Agol w komérkach raka ster-
cza PC-3 powoduje zatrzymanie ich w fazie G0/G1 cyklu
komérkowego [34].

Role biatek Ago w cyklu komérkowym analizowano
réwniez w komérkach drozdzy Schizosaccharomy-
ces pombe, u ktérych nadekspresja Ago2 powoduje
zatrzymanie cyklu w fazie G2, opdZnienie wejécia
w mitoze oraz inhibicje importu fosfatazy Cdc25. Stoic
i wsp. potwierdzili réwniez zdolno$¢ Ago2 do inte-
rakcji z biatkami 14-3-3 [81]. Natomiast badania nad
rozwojem muszki owocéwki wykazaty, ze Ago1 kontro-
luje cykline B i reguluje przebieg cyklu komérkowego.
Mutacja Agol powoduje wzrost aktywnosci cykliny
B-Cdk1 i obnizenie poziomu biatka P53, Grp, Mei-41
i Weel. Sreerangam i wsp. dowodza na tej podstawie,
ze Agol jest niezbedne do prawidlowych podziatéw
mitotycznych, zwlaszcza do tworzenia wrzeciona
i segregacji chromosoméw w czasie wczesnego rozwoju
embrionalnego [68].

InTErAKCIE AGo z DNA

U prokariontéw wykazano, ze biatka Argonaute biorg
udzial w interferencji DNA, w ktérej krétkie interferujace
DNA wiazgc sie z biatkiem Argonaute prowadzi do ciecia
zaréwno pojedynczej jak i podwéjnej nici DNA [83,99].

Interakcje Ago-DNA u ssakéw to nowe zagadnie-
nie, ktéremu nie po$wiecono dotad wiekszej uwagi.
Wstepne badania wskazuja na mozliwo$¢ zwigzania
krétkiego DNA przez domene MID ludzkiego Ago2,
poniewaz nie wykazuje silnych preferencji wzgledem
cukru w kwasie nukleinowym [za: 12]. Biatko Ago2
Drosophila melanogaster ma podobne powinowactwo do
ssDNA i ssRNA o dlugosci 21 nukleotyddéw i tej samej
sekwencji, natomiast Agol moze zwiazaé 26-nukle-
otydowy fragment ssDNA, ale ze znacznie mniejsza
wydajnoscig niz jego jednoniciowy odpowiednik RNA
[za: 78]. Smalheiser i Gomes sugeruja, ze o ile interfe-
rencja RNA indukowana przez DNA powinna by¢ brana
pod uwage, o tyle interferencja DNA indukowana
przez DNA jest raczej nieprawdopodobna w komdér-
kach eukariotycznych [za: 78].
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Ryc. 3. Biatko Ago2 uczestniczy w naprawie podwéjnoniciowych peknie¢ DNA, poprzez gromadzenie i utrzymywanie biatka Rad5 1w miejscu uszkodzenia [97]

PobsumowaNIE

Biatka Ago sa niezbedne do regulacji ekspresji genéw
opartej na krétkich RNA. Mimo wielu nowych danych
wiele kwestii zwiazanych z ich funkcjonowaniem pozo-
staje niewyja$niona. Pelne zrozumienie procesu inter-

PismienNIcTWO

ferencji RNA oraz roli Ago wymaga lepszego poznania
mechanizméw interakcji Ago - krétki RNA - mRNA.
Dostepne dane i hipotezy czesto wykluczaja sie wzajem-
nie, dotyczy to szczegdlnie mechanizmdw selekgji i usu-
wania nici z dupleksu oraz sortowania siRNA/miRNA do
poszczegdlnych Ago.
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