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Zdefiniowanie przedmiotu badan



Grzyby

Grzyby sg osmotrofami

Sekretowane enzymy sg Scisle zwigzane z trybem
Zycla

~100 000 opisanych gatunkow (z 1,5 min?)

Liczba znanych genomow - ~600 (z czego 99%
Dikarya)

. i Animalia
S3a siostrzang grupa dla zwierzat
Fungi
Plantae ::;ﬁ*’

Zrédto: http://bio1151.nicerweb.com/Locked/media/ch26/humans-fungi.html



Proteazy

* Hydrolazy (EC 3)— enzymy tngce wigzania w procesie hydrolizy

OH
HO OH ‘ \Q/
ECS714

Zrodto: http://commons.wikimedia.org/wiki

* Proteazy (EC 3.4):

serynowe, cysteinowe, aspartylowe, treoninowe, metaloproteazy
* Miejsce katalityczne proteaz serynowych:

seryna, histydyna, kwas asparaginowy



Znaczenie proteaz serynowych

Przewazajgace u grzybow sa metaloproteazy i
proteazy serynowe

Obecne sg wielokrotne duplikacje rodzin proteaz
serynowych u grzybow

Udokumentowany zwigzek z trybem zycia (np.
patogennosq)

Brakuje wielkoskalowych analiz — brak danych dla
starych linii ewolucyjnych grzybow



Cele pracy



Cele pracy

1. Identyfikacja proteaz serynowych w genomach grzybow (w tym
okreslenie, ktore rodziny proteaz serynowych wystepuja u
grzybow oraz poszukiwanie nowych, wczesniej nieopisanych
wystgpien).

2. Porownanie repertuaru proteaz serynowych miedzy zwierzetami
a grzybami.

3. Analiza rodzin proteaz serynowych obecnych u grzybow (w tym
duplikacje, delecje, charakterystyka sekwencyjna).

4. Weryfikacja hipotezy o zaleznosci miedzy sekretomem a trybem
zycia.



Metody



Bazy danych

Merops — baza peptydaz (podziat na klany | rodziny):
* Opisane sg 53 rodziny proteaz serynowych

Pfam — baza biatek (podziat na rodziny) z
wyroznieniem domen biatkowych.

Bazy z sekwencjami biatkowymi: NR (NCBI) 1 JGI
(centrum sekwencjonowania)

Cazy, Uniprot, SGD, IndexFungorum



Sekwencja
z Merops

Jackhmmer ‘ “ BLAST “
(NCBI) (JGI)
a »
Zebrane

/ sekwencje \
Analiza ewolucyjna: Opis cech biatek:
e dystrybucja w grzybach  architektura domenowa
e clans » obszary transblonowe
« drzewa filogenetyczne — e sekwencje sygnatowe

ewolucja genow * |lokalizacja komorkowa

 przewidywana funkcja



Wyniki



Dystrybucja wybranych rodzin proteaz

Serynowyc
Grupa systematyczna (wg S8 S10 S14 S28 S41 S49
Merops)

Viridae + - + - - +
Archaea + - + - + +
Bacteria + + + + + +
Viridiplantae + + + + + +
Oomycota + + + + - -
Amoebozoa + + - + - +
Animalia + + + + + +
Chytridiomycota + + + - - (+1) -
Microsporidia + - - (+!) - - -
Mucorales + + + + - (+1) - (+1)
Ascomycota + + + + - (+1) -
Basidiomycota + + + + - (+1) +

S64

S66

+ + + + + +



grzyby a zwierzeta

\ Pucciniomycotina \ -S41, -S66
{ Ustilaginomycotina \ -S1, -S14, -541, -S66

- Basidomycota } .
o \ - Agaricomycotina | _s49 +S64

/| Dicarya | | Wallemiales | .s1,-512, -S14, -S15, -S41, -S49, -S53, -S66
| | - | Saccharomycotina -S1,-528,-S41, -S49, -S53, +564

| | Ascomycota H Pezizomycotina \ -S49, +S64

{ Taphrinomycotina \ -S1, -S15, -S49, +S64, -S66
Glomeromycota \ -S15, -S49, -S53, +S64, -S66

\Funglﬁ {
- || Mucormycotina | -S53,-S66
| Entomophthoromycota = -S15,-S41, -S49, -S53, -S66
| { Kicksiellomycotina \ -S12, -S15, -S41, -S49, -S53, -S66
| ! Blastocladiomycota  -S1,-S12, -S15, -S28, -S41, -S49, -S53, -S66
S ’ | Chytridiomycota  _spg 549, -S53, 566
Oplsthokonta \ Mortierellomycotina | -S15, -S66
S1. S8, S9. 10 S12. \'| Microsporidia |-s9, -510, -S12, -S15, -528, -S41, -S49, -S53, -S66
S14, S15, S16, S14, S26, | Cryptomycota |-S10,-S12, -S15, -S28, -S41, -S49, -S53, -S66
S28, S33, S41,549, S53,
S54, S59, S66
\vrotazon | Legenda:
([ Metazoa | .11 innych rodzin proteaz serynowych
B Utraty wzgledem
zwierzat

B Nowosci wzgledem
zwierzat



Grzyby a zwierzeta -podsumowanie

» Z wyjatkiem jednej (S64) wszystkie grzybowe
rodziny proteaz serynowych sg wspodlne dla
grzybow | zwierzat — czy miat je wspolny

orzodek?

* Hipoteze te wspiera obecnosc¢ wielu rodzin

oroteaz serynowych u starych liniit ewolucyjnych
grzybow







Rodzina S49

Funkcja u grzybow nie
jest opisana —
sprawdzic czy
sekretowana,
dodatkowe domeny

PF01343 seed.SOHB SHIFL/160-311
PF01343 seed.SOHB HAEIN/163-314
PF01343 seed.Y651 METJA/110-263
PF01343 seed.026897 METTH/96-249
PF01343 seed.025976 HELPY/103-256
PF01343 seed.P71127 CAMJU/101-254
PF01343 seed.P95072 MYCTU/128-283
PF01343 seed.SPPA SYNY3/126-282
PF01343 seed.SPPA HAEIN/132-288

099

098

PF01343 seed.SPPA ECOLI/140-296
PF01343 seed.030523 9VIBR/105-255
PF01343 seed.VG05 BPP21/144-296
PF01343 seed.VCAC LAMBD/148-300
261527 U ramanniana

PF01343 seed.PFAP LEPBO/1-153
PF01343 seed.Y021 SYNY3/67-220
PF01343 seed.SPPA BACSU/129-283
PF01343 seed.P95072 MYCTU/402-555
PF01343 seed.SPPA SYNY3/383-536
PF01343 seed.SPPA ECOLI/391-543
PF01343 seed.SPPA HAEIN/387-539
102355 C reversa

358056286 M osmundae

672820321 M verticillata

472584118 R toruloides

634348906 M violaceum

212097 C minutum

173145 C minutum

197591 C minutum

205668 C minutum

190700 C minutum

403170085 P graminis

599425918 M larici-populina

720931 C quercuum

686358 C quercuum

22805 C quercuum

210073 T anomala

639562314 T anomala

227587 T anomala

465797074 M sympodialis
164662519 M globosa

250476 E vaccinii

227417 E vaccinii

224351 E vaccinii

272845 E vaccinii

630963646 P flocculosa

501304350 P hubeiensis

558000168 P brasiliensis

673530784 M pennsylvanicum
71019091 U maydis

388854842 U hordei

319411923 S reilianum

443895693 P antarctica

674218921 P antarctica

573028571 P aphidis

bakterie

%

\_

Obecnosc u trzech
(tylko!) gatunkow
ze starych
ewolucyjnie linii
grzybow

Obecnosc¢ u
nielicznych
podstawczakéw

Jedyna nieobecna u
workowcow a
wystepujgca w
innych grzybach
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Wnioski

1. Identyfikacja proteaz serynowych w genomach grzybow (w tym okreslenie,
ktore rodziny proteaz serynowych wystepujg u grzybow oraz poszukiwanie
nowych, wczesniej nieopisanych wystgpien).

18 rodzin proteaz serynowych (wg klasyfikacji Merops) jest obecnha u grzybow.
* Rodzina S41 - nowa dla grzybow.

» Po raz pierwszy opisano repreturar proteaz serynowych dla nielicznych
reprezentantow: Glomeromycota, Blastocladiomycota, Cryptomycota,
Entomophoromycotina i Kickxiellomycotina.

« Wyniki sugeruja, ze wraz z przybywajacg liczbg dostepnych genomow
przybywac bedzie danych o obecnosci proteaz serynowych w kolejnych liniach
ewolucyjnych grzybow.

Wspolne wystepowanie 17 z 18 rodzin proteaz serynowych u zwierzat i grzybow
sugeruje, ze proteazy serynowe wystepujace u grzybow odziedziczone sg po
wspolnym przodku zwierzat i grzyboéw. W poszczegdlnych liniach grzybow
nastgpity delecje catych rodzin.



Wnioski

* Licznosc poszczegolnych rodzin proteaz zostata sprawdzona dla 580
proteomow grzybow.

* Najszerzej rozpowszechnione wsrod wszystkich gatunkéw grzybob sg
biatka z rodzin: S8, S9 1 S10

Interpretacja wynikow w toku. Dotychczasowe wyniki:

e Microsporidia, Cryptomycota i jedyny reprezentant Blastocladiomycota
(Catenaria anguillulae) to obligatoryjne pasozyty — to moze wyjasniac

strate relatywnie wielu rodzin proteaz serynowych w tych liniach
ewolucyjnych

* Najliczniej biatka z rodziy S1 wystepuja u grzybow z rzedu
Hypocreales, bedacych patogenami owadow.



Dalsze plany

Analiza biatek pod katem lokalizacji komadrkowej,
funkcji 1 architektury domenowe.

Sprawdzenie w publicznie dostepnych danych
(RNAseq) czy geny kodujace biatka podejrzane o
funkcje zwigzane z patogennoscia ulegaja
zwiekszonej ekspresiji.
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