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Cryo-EM
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DRB4
dsDNA
dsRBD
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dsRNA
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FRET

GTP

hDicer
hDicer_AHEL

(ang. 5-lipooxygenase) 5-lipooksygenaza

Angstrem, 109 m= 0,1 nm

(ang. adenosine deaminase acting on RNA 1) deaminaza adenozyny
dziatajgca na RNA 1

(ang. Argonaute proteins) biatka z rodziny Argonaute
adenozyno-5'-trifosforan

(ang. Bio-layer Interferometry) interferometria biowarstwowa
(ang. bovine serum albumin) surowicza albumina wotowa

ang. CARPEL FACTORY gene

(ang. circular dichroism spectroscopy) spektroskopia dichroizmu
kotowego

koniec karboksylowy biatka

(ang. cryogenic Electron Microscopy) mikroskopia krio-elektronowa
(ang. Dicer-like protein) biatko typu Dicer

motyw strukturalny charakterystyczny dla RNA helikaz DExD/H-box
ang. DiGeorge syndrome chromosomal region 8

(ang. dsRNA-binding protein 4) biatko wigzgce dsRNA 4
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(ang. helicase with RNase motif) helikaza z motywem RNazy
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(ang. microRNA) mikro RNA
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(ang. nuclear localization signal) sygnat lokalizacji jadrowej

(ang. nuclear magnetic resonance) magnetyczny rezonans jagdrowy
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gestosc optyczna probki mierzona przy dtugosci fali 600 nm
poliakrylamid

(ang. protein activator of protein kinase R) proteinowy aktywator
kinazy proteinowej R

(ang. Platform-PAZ-Connectior helix cassette) kaseta obejmujaca
domeny: Platforme-PAZ-helise faczaca

ang. PAZ-Piwi domain

(ang. miRNA precursor) prekursor miRNA

(ang. siRNA precursor) prekursor siRNA

(ang. miRNA primary precursor) pierwotny prekursor miRNA

par zasad

(ang. RNA-dependent RNA polymerase) polimeraza RNA zalezna od
matrycy RNA

motyw strukturalny charakterystyczny dla helikaz z rodziny RIG-I
(ang. RNA-induced silencing complex) kompleks wyciszajgcy
indukowany przez RNA

(ang. retinoic acid-inducible gene-I-like receptors) receptory RIG-I
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(ang. RNA interference) interferencja RNA

rybonukleazy nalezgce do klasy Il

(ang. rotations per minute) obroty na minute

rybosomalny RNA
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ang. scan RNA
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(ang. Helicase Superfamily 1 — 5) nadrodzina helikaz 1-5

(ang. small interfering RNA) maty interferujgcy RNA

(ang. small regulatory RNA) krétki regulatorowy RNA

(ang. single-stranded DNA) jednoniciowy DNA

(ang. single-stranded RNA) jednoniciowy RNA

ang. trans-acting RNA
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UTR

WT

(ang. TAR RNA-binding protein)

ang. Unique Molecular Identifiers
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WSTEP

I. WSTEP
1. Wprowadzenie

Przedtozona praca doktorska dotyczy ludzkiej rybonukleazy Dicer (hDicer).
Pierwsze doniesienia literaturowe opisujgce gen kodujgcy rybonukleaze Dicer
pochodza najprawdopodobniej z roku 1994, z zespotu prof. Brendy L. Bass [1]. Gen
Dicer zostat wtedy opisany w kontekscie przeszukiwania bibliotek cDNA,
przygotowanych na podstawie materiatu wyizolowanego z jajnika Xenopus, w celu
znalezienia biatek wigzgcych dwuniciowy RNA (dsRNA) [1]. Pdzniej, w 1999 roku,
Provost i in. opublikowali pierwszg prace dotyczacg hDicer [2]. Analiza
przewidywanej sekwencji aminokwasowej nowo zidentyfikowanego biatka wykazata
wysokg homologie do hipotetycznej helikazy K12H4.8 z Caenorhabditis elegans oraz
obecnos$é motywu rybonukleazy 11l (RNazy Ill) i domeny wigzgcej dsRNA (dsRBD) [2].
W 2000 roku, opublikowano szczegdtowy opis genu DICER1 cztowieka [3], wéwczas
pod nazwg ,,HERNA” (helikaza z motywem RNazy), poniewaz produkt biatkowy genu
zawierat konserwatywne ewolucyjnie motywy charakterystyczne dla helikazy RNA
zaleznej od ATP, tj. motyw wigzgcy ATP i motyw DExD/H-box (Asp-Glu-X-Asp/His),
oraz motywy wigzgce RNA [3]. Wykazano, ze ekspresja HERNA jest powszechna
i specyficzna tkankowo [3]. Nazwa ,Dicer” zostata po raz pierwszy wprowadzona do
Swiata nauki w 2001 roku przez zespot Gregory’'ego Hannona [4] i wywodzi sie ze
zdolnosci enzymu do ciecia (ang. dice) dsRNA na krétkie czasteczki RNA o dtugosci
ok. 22 nukleotydéw (nt). Z uwagi na fakt, ze Dicer wykazywata specyficznos¢

wzgledem dsRNA, przypisano jg do rodziny endorybonukleaz Ill [4].

Odnoszac sie do krdolestwa roslin, pierwsze doniesienie literaturowe dotyczace
Dicer pochodzi z 1999 roku. Doniesienie to pochodzi z zespotu prof. Elliota
Meyerowitza i dotyczy genu obecnego w Arabidopsis thaliana, nazwanego
owczesnie CARPEL FACTORY (CAF), odgrywajacego gtdwng role w powstawaniu
merystemu kwiatowego [5]. Gen CAF kodowat biatko sktadajgce sie z 1909
aminokwasow, zawierajgce domene helikazy RNA z motywem DExH/DEAD-box na
koricu aminowym (tzw. koricu N lub N-korncu) i domene podobng do RNazy Il oraz

domene wigzgcg dsRNA na koncu karboksylowym (tzw. konicu C lub C-koricu) [5].

12



WSTEP

Owczesny stan wiedzy pozwalal na stwierdzenie, ze bardzo podobne biatka
o nieznanej funkcji s3 kodowane przez genomy grzybdéw i zwierzat, co wskazywato,
ze biatka typu CAF moga petni¢ kluczowe funkcje w wielu organizmach
eukariotycznych. Struktura biatek CAF sugerowata, ze mogg one dziata¢ jako enzymy
hydrolizujgce RNA [5]. W 2002 roku, Reinhart i in. zaobserwowali, ze akumulacja
ro$linnego mikroRNA (miRNA) jest zalezna od biatka CAF [6]. Obecnie gen CAF znany
jest jako DICER-LIKE1 (DCL1), czyli gen, ktéry koduje dobrze znanag
endorybonukleaze DCL1 produkujacg roslinne miRNA [7]. ldentyfikacja trzech
innych gendw podobnych do genu CAF u A. thaliana doprowadzita do poznania

dodatkowych cztonkdéw rodziny biatek typu Dicer: DCL2, DCL3 i DCL4 [8].

Zanim udato sie doswiadczalnie poznaé¢ funkcje rybonukleaz typu Dicer,
z uwagi na obecnos¢ domen RNazy Il oraz helikazowego motywu DExD/H-box,
sugerowano, ze enzymy te mogg by¢ zwigzane z hydrolizg i obrébka czgsteczek RNA.
Kolejne rozdziaty zostaty poswiecone przyblizeniu budowy i funkcji enzymoéw

nalezgcych do rodziny RNaz Il i helikaz.

. Rodzina RNaz Ili

RNazy klasy Il specyficznie hydrolizujg wigzania fosfodiestrowe znajdujace sie
w dwuniciowych rejonach RNA i generujg produkty zawierajgce fosforan na koricu 5'
oraz dwa niesparowane nukleotydy i grupe hydroksylowag na koncu 3' [9]. Na
podstawie organizacji domen i funkcji biologicznych, rodzine RNaz Ill mozina
podzieli¢ na trzy klasy (Rysunek 1). Pierwsza klasa obejmuje bakteryjng RNaze llI
i drozdzowg Rntl, ktére zawierajg tylko jedng domene RNazy Ill i jedng domene
dsRBD. RNazy Il z tej klasy muszg utworzy¢ homodimer w celu powstania
funkcjonalnego centrum katalitycznego, w ktorym dochodzi do ciecia dsRNA,
poniewaz kazda z nici RNA cieta jest niezaleznie przez jedng domene RNazy Il [10].
Bakteryjna RNaza Ill i drozdzowa Rntl sg niezbedne w procesie dojrzewania
prekursoréw rybosomalnych RNA [11]. Ponadto Rntl uczestniczy w dojrzewaniu
zaréwno matych jadrowych RNA [12, 13], jak i matych jaderkowych RNA [14] oraz

w dojrzewaniu [15] i kontroli jakosci mRNA (ang. messenger RNA) [16].
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Druga klasa RNaz lll jest reprezentowana przez enzymy zawierajgce dwie
domeny RNazy Il (nazwane domenami llla i lllb) i jedng domene dsRBD w rejonie C-
koAcowym biatka. Przyktadem takiego enzymu jest rybonukleaza Drosha, ktdra
inicjuje proces docinania pierwotnego prekursora miRNA (pri-miRNA) w jadrze
komodrkowym. Produktami ciecia Drosha sg 50-70 nt prekursory miRNA (pre-miRNA)
o strukturze spinki do wioséw [17]. Drosha jest rdéwniez zaangazowana
w dojrzewanie mRNA [18] i przypuszczalnie w dojrzewanie rybosomalnego RNA [19,

20].

Trzecia klasa RNaz Il obejmuje enzymy typu Dicer. RNazy te sktadajg sie
z dwdch domen RNazy Il (llla i lllb) i domeny dsRBD, wystepujgcych w rejonie C-
koncowym biatka, a takze, zaczynajac od konca N, zawierajg: domene helikazy,
domene DUF283 (ang. Domain of Unknown Function) i domene PAZ (ang. Piwi-
Argonaute-Zwille). Jednakze istnieje kilka przyktadéw Dicer, ktérym brakuje
niektérych z wymienionych domen. Przyktadowo, Dicer z Giardia intestinalis nie
posiada domen: helikazy, DUF283 i dsRBD [9], biatko DCL3 z A. thaliana nie posiada
domeny DUF283 [21], DCL3 z Chlamydomonas reinwardtii nie posiada domeny PAZ
[22]. Cztonkowie drugiej i trzeciej klasy RNaz Il wykorzystuja wewnatrz-
czasteczkowy dimeryzacje swoich dwéch domen RNazy Ill w celu utworzenia

funkcjonalnego centrum katalitycznego.

Mechanizm rozpoznawania i ciecia substratéw przez ortologi RNazy Il zostat
najlepiej poznany w przypadku RNazy Il z E. coli [10, 23]. W dimerze, kazda domena
RNazy Il niezaleznie katalizuje hydrolize wigzania fosfodiestrowego w jednej z nici
dsRNA. W przypadku enzyméw typu Dicer i substratéw pre-miRNA, domena RNazy
llla przecina ramie 3' pre-miRNA, podczas gdy domena RNazy lllb przecina ramie 5'

pre-miRNA [10].
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Rysunek 1. Schemat przedstawiajgcy organizacje domen w poszczegdlnych klasach w rodzinie
RNaz llI: klasa | — reprezentowana przez rybonukleaze Ill E.coli; klasa Il — reprezentowana przez
ludzkg rybonukleaze Drosha; klasa Il — reprezentowana przez ludzky rybonukleaze Dicer.
Zaznaczono domeny stanowigce cze$¢ wspdlng dla wszystkich trzech klas RNaz Ill.

Rodzina helikaz

Helikazy RNA i DNA sg enzymami, ktére katalizujg reakcje rozplatania struktur
dwuniciowych wystepujacych w kwasach nukleinowych, w sposdb zalezny od ATP
[24]. Pierwszg odkrytg helikazg byta helikaza z E. coli [25], doniesienia na temat tej
helikazy pochodzg z 1976 roku. Helikazy sg wysoce konserwatywne na poziomie
strukturalnym, z uwagi na obecnos¢ charakterystycznych motywéw u wszystkich
przedstawicieli tej rodziny. Niemniej jednak, petnione przez nie funkcje mogg by¢
zrdéznicowane, poczynajgc od rozplatania tysiecy par zasad (pz) DNA podczas
replikacji [26], po destabilizacje helis RNA o dfugosci ponizej 10 pz podczas splicingu
i biogenezy rybosoméw [27], czy tez translokacje wzdtuz kwaséw nukleinowych
[28]. Wykazano takze, ze niektore helikazy moga wptywa¢ na oddziatywania
pomiedzy RNA i biatkami poprzez rearanzacje strukturalne RNA, niezalezne od
rozplatania jego dwuniciowych rejonéw; proces ten odbywa sie w sposéb zalezny

od ATP [29].

Gorbalenya i Koonin jako pierwsi podzielili helikazy na pie¢ grup, tzw.
nadrodzin (od SF1 do SF5, ang. Superfamily, SF), w zaleznosci od ich wystepowania
i posiadania charakterystycznych na poziomie sekwencji aminokwasowej motywow
strukturalnych [30]. Wszystkie helikazy posiadajg motywy A i B Walkera
odpowiadajgce za wigzanie i hydrolize ATP [31]. Motyw A Walkera znany jest

rowniez jako ,petla Walkera” albo ,petla P” (,P-petla”) i odpowiada za wigzanie
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fosforanow; motyw B Walkera znajduje za motywem A (liczac od N-korica biatka),
motyw ten odpowiada za hydrolize ATP [31]. Motywy Walkera obecne sg réwniez
w wielu biatkach wigzgcych ATP lub GTP [31]. Do grupy SF1 i SF2 nalezy wiele
helikaz DNA i RNA z archeondéw, bakterii, eukariontow i wiruséw. Helikazy te, dzieki
obecnosci motywu DExD/H-box, rozplatajg struktury dwuniciowe obecne
w kwasach nukleinowych, niektére w kierunku od konca 3' do konica 5', a inne od
koica 5' do konca 3'. Ponadto do SF2 zaliczamy takze helikazy, ktére dzieki
obecnosci motywu RIG-I (motyw strukturalny charakterystyczny dla helikaz
zrodziny RIG-I), posiadajg zdolnos¢ translokacji wzdtuz kwaséw nukleinowych.
Grupa SF3 obejmuje mate domeny helikazowe (do ok. 100 reszt aminokwasowych)
znajdujace sie w biatkach produkowanych przez wirusy typu DNA i RNA. Helikazy
w obrebie tej rodziny majg tylko trzy konserwatywne motywy (w porédwnaniu do
helikaz SF1 i SF2, ktore tych motywdw majg osiem), w tym dwa klasyczne motywy
wigzace ATP (Motywy A i B Walkera). Do grupy SF4 zaliczy¢é mozna helikazy podobne
pod wzgledem sekwencji aminokwasowej do helikazy DnaB z bakterii E. coli, ktéra
rozplata dwuniciowy DNA (dsDNA) tworzgc widetki replikacyjne podczas replikacji
bakteryjnego DNA [32]. Biatka z nadrodziny SF4 wystepujace u bakterii
i bakteriofagdw charakteryzujg sie obecnoscig pieciu motywéw strukturalnych
i rozplatajg dsDNA w kierunku od konca 5' do konca 3'. Do ostatniej grupy SF5,
wystepujgcej u bakterii, nalezg helikazy o sekwencji aminokwasowej podobnej do
sekwencji aminokwasowej podjednostki B ATPaz translokujgcych protony, ktéra
wchodzi w sktad pompy protonowej. Przyktadem takiej helikazy jest bakteryjny

czynnik terminacji transkrypcji Rho [33].

Powszechna obecno$é¢ helikaz u eukariontédw, prokariontow i wiruséw
Swiadczy o ich fundamentalnym znaczeniu w procesach zwigzanych
z metabolizmem DNA i RNA. Zasadnicza aktywnos$¢ helikaz polega na rozplataniu
duplekséw kwasdw nukleinowych oraz translokacji wzdtuz kwaséw nukleinowych,
a dysfunkcja tych enzymow u cztowieka powigzana jest z wieloma chorobami
genetycznymi, przykladem moze by¢ zespdt Wernera charakteryzujacy sie
przedwczesnym i przyspieszonym starzeniem oraz zespot Blooma zwigzany ze

zwiekszong predyspozycjg do uszkodzen chromosoméw [34].
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W obrebie domen helikazowych rybonukleaz Dicer oraz biatek typu Dicer
znajdujg sie dwa motywy strukturalne charakterystyczne dla helikaz z nadrodziny
SF2: DExD/H-box oraz RIG-I [28]. Motyw DExD/H-box odpowiada za rozplatanie
duplekséw kwaséw nukleinowych, zas motyw RIG-I za translokacje wzdtuz kwaséw

nukleinowych, obie te aktywnosci sg zalezne od hydrolizy ATP [35, 36].

3.1 Helikazy RNA DExD/H-box

Rodzina helikaz RNA DExD/H-box nalezy do nadrodziny helikaz SF2 [37] i jest
najliczniejszg grupg enzymoéw zwigzanych z metabolizmem RNA; nalezg do niej
enzymy moggce wptywac na strukture RNA w sposdb zalezny od hydrolizy ATP [38].
Jest to wysoce konserwatywna nadrodzina wystepujgca u wiruséw, prokariontow
oraz eukariontdw, a helikazy zaliczane do tej rodziny posiadajg osiem
konserwatywnych motywéw sekwencyjnych: |, la, b, II, I, IV, V, VI, ktére
zlokalizowane sg w dwdch domenach (Rysunek 2). Motywy |, la, Ib, Il i lll znajduja
sie w domenie 1, natomiast motywy IV, Vi VI w domenie 2. Nazwa rodziny pochodzi
od motywu I, nazywanego DExD/H, gdzie D oznacza kwas asparaginowy, E to kwas
glutaminowy, natomiast x oznacza dowolny aminokwas. Motywy | i Il znane sa
rowniez jako motywy Walkera A i B, posiadajg one zdolnos¢ do wigzania i hydrolizy
ATP [31]. Motyw | posiada strukture petli P, ktéra stanowi kieszen wigzgcg ATP.
Mutacje kluczowych aminokwaséw w motywie | zmniejszajg powinowactwo
i szybkos¢ hydrolizy ATP, znoszgc w ten sposéb aktywnos$é ATPazowg Motywu | [39,
40]. Reszty aminokwasowe obecne w Motywie Il oddziatujg z fosforanami B i y ATP
poprzez skoordynowany jon Mg?* [41]. Mutacje w obrebie Motywu Il zmniejszaja
lub catkowicie znoszg aktywnos¢ ATPazowg, bez wptywu na wigzanie RNA [42].
Motyw Il zostat opisany jako element strukturalny fgczgcy aktywnos¢ ATPazy
i helikazy. Mutacje w obrebie tego motywu powodujg utrate aktywnosci
rozplatania, jednakze majg tylko niewielki wptyw na wigzanie i hydrolize ATP [42].
Pozostate motywy wystepujgce w obrebie domeny 1 biatek DExD/H zostaty jak
dotad stabo poznane, podobnie jak motyw IV znajdujacy sie w domenie 2. Motyw V
stanowi cze$¢ petli taczacych domeny 1 i 2, przypisuje mu sie zdolnos¢ do wigzania

RNA [24]. Motyw VI powigzany jest z aktywnosciag ATPazowga oraz wigzaniem RNA
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[43]; mutacje w obrebie tej domeny skutkujg zniesieniem aktywnosci wigzania RNA

i obnizeniem aktywnosci ATPazowej [42].

Podstawowa funkcja helikaz opiera sie na rozplataniu dwuniciowych rejonéw
obecnych w kwasach nukleinowych, tj. zrywaniu wigzan wodorowych pomiedzy
zasadami azotowymi, ktéremu moze towarzyszy¢ translokacja wzdtuz czasteczek
kwaséw nukleinowych, obie te aktywnosci odbywajg sie na koszt hydrolizy ATP.
Przyktadem procesdw wymagajacych udziatu helikaz RNA jest transkrypcja,
translacja, synteza podjednostek rybosoméw, sktadanie transkryptow, eksport RNA
do cytoplazmy, degradacja RNA czy propagacja wirusowego RNA [24]. Podczas tych
procesow helikazy RNA mogg wykazywac sie wysoka specyficznoscig i prowadzié¢ do
rearanzacji tylko wybranych fragmentéw RNA, np. poprzez rozplatanie rejonéw
o strukturze dwuniciowej. Helikazy RNA moga takie przeprowadzaé procesywne
rozplatanie dtugich czasteczek dsRNA [37]. Helikazy RNA s3 przez to powigzane ze
zmianami sieci oddziatywan, w ktérych uczestniczg czgsteczki RNA, wtaczajgc w to
interakcje RNA-RNA, RNA-DNA oraz RNA-biatko. Uwaza sie, ze helikazy RNA, z uwagi
na petnione w komodrkach funkcje, mogg by¢ rozpatrywane takze jako biatka
opiekuncze (ang. RNA chaperones), maturazy, biatka rozplatajgce dupleksy kwasdéw
nukleinowych, a nawet ATPazy [37]. Kazda z tych aktywnosci zalezy od zdolnosci
helikaz do przejsSciowego wigzania substratéw RNA oraz wigzania i hydrolizy NTP
(trifosforandw nukleotyddéw), co umozliwia rearanzacje strukturalne w obrebie

czgsteczek RNA.

Domena 1 Domena 2
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Rysunek 2. Schemat budowy helikaz DExD/H-box z podziatem na domeny i znajdujace sie w nich
motywy opracowany na podstawie Tanner i Linder (2001) [37]. Dolny panel przedstawia budowe
strukturalng biatka DEAD box z bakterii Methanocaldococcus jannaschii (MjDEAD) w kompleksie

z czgsteczky ATP schematycznie pokazang w postaci z6tto-czerwonej czgsteczki.
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Do tej pory zaproponowano wiele modeli wyjasniajgcych sposdb dziatania
helikaz, do najpopularniejszych nalezg: model aktywnego toczenia (ang. active
rolling model) oraz model gasienicy (ang. inchworm model) (Rysunek 3) [44]. Oba
modele zostaty pierwotnie zaproponowane dla helikaz DNA, jednakze majg takze
zastosowanie dla helikaz RNA. Podstawowa roéznica miedzy zaproponowanymi
modelami polega na tym, ze model aktywnego toczenia zaktada dimeryzacje biatka,
podczas gdy w modelu gasienicy helikaza moze dziata¢ w postaci monomeru.
Zgodnie z modelem aktywnego toczenia, dimery helikazy znajdujg sie w dwdch
roznych  stanach  konformacyjnych, jeden wykazuje powinowactwo do
jednoniciowego RNA (ssRNA), a drugi charakteryzuje sie wyzszym powinowactwem
do dsRNA. Stany konformacyjne zmieniajg sie na skutek wigzania i hydrolizy NTP.
W ten sposéb dimer helikaz porusza sie wzdtuz RNA i rozplata jego rejony
dwuniciowe. Model ten przypomina przesuwanie sie dtoni po poziomym precie
(Rysunek 3 A). W modelu gasienicy, monomer helikazy podlega zmianom
konformacyjnym zaleznym od hydrolizy NTP, ktére prowadzg do zblizenia sie lub
oddalenia od siebie dwdch motywéw strukturalnych (subdomen). Model ten
przypomina ruch gasienicy poruszajacej sie po podfozu (Rysunek 3 B). W obu

modelach rozplatanie dsRNA wymaga zmian konformacyjnych biatka [37, 44].
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(ang. active rolling model)
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Rysunek 3. Modele wyjasniajace sposdéb dziatania helikaz na podstawie Tanner i Linder (2001)
[37]. (A) Model aktywnego toczenia wymaga dimeryzacji helikaz, przy czym kazdy z monomeréw ma
inng konformacje i powinowactwo do ssRNA i dsRNA. Konformacje zalezg od wigzania i hydrolizy
ATP. (B) W modelu gasienicy, odlegto$¢ miedzy domeng 1 i 2 zmienia sie w zaleznosci od wigzania
i hydrolizy ATP.

3.2 Helikazy RIG-I

Do rodziny helikaz RIG-I nalezg receptory typu RIG-I (ang. retinoic acid-
inducible gene-I-like receptors, RLRs). RLRs jest rodzing cytoplazmatycznych
receptordw, ktére rozpoznajg egzogenny jedno- i dwuniciowy RNA wprowadzony
do komorki podczas infekcji wirusowej. Do grupy RLRs zaliczamy RIG-I, MDAS (ang.
melanoma differentiation-associated protein) oraz LGP2 (ang. laboratory of genetics
and physiology 2) [45]. Gen DDX58 kodujacy motyw RIG-| zostat zidentyfikowany
w 1997 roku jako gen ulegajacy ekspresji w ostrej biataczce promielocytowej po
terapii kwasem retinolowym [46]. Udziat produktu tego genu w indukcji odpowiedzi
przeciwwirusowej zostat zaobserwowany przez zespdt Yoneyama i in. podczas
przeszukiwania bibliotek ¢cDNA pod katem czynnika biatkowego aktywujgcego

ekspresje interferonu beta (IFN-B) [45].

Helikazy RIG-I nalezg do nadrodziny 2 helikaz (SF2). Typowa helikaza RIG-I

zawiera na koricu C domene represorowg/regulatorowa (RD), domene wigzgcg RNA,
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domene DExD/H-box o zaleznej od ATP aktywnosci rozplatania duplekséow kwaséw
nukleinowych oraz dwie unikatowe N-koricowe domeny aktywacji i rekrutacji
kaspaz CARD (ang. caspase activation and recruitmend domain), ktére odpowiadajg
za przesytanie sygnatow wewnatrzkomdrkowych [45]. Helikazy RIG-l stanowig
wazny element wrodzonej odpowiedzi na infekcje wirusowe. RIG-lI rozpoznajg
i wigzg obecny w cytoplazmie wirusowy RNA, co prowadzi do uruchomienia kaskady
sygnatéw skutkujgcej aktywacjg czynnikdw transkrypcyjnych NF-kB (ang. nuclear
factor kappa-light chain-enhancer of activated B cells), syntezg cytokin
prozapalnych, aktywacja IRF (ang. interferon regulatory factors) i indukcjg syntezy

interferonu typu | [47].

Motyw RIG-I obecny jest takze w domenie helikazowej Dicer kregowcoéw,
w tym hDicer, jednakze jak dotad nie stwierdzono bezposredniego zaangazowania

RIG-I Dicer kregowcéw w odpowiedzZ przeciwwirusows.

Rybonukleazy Dicer i proces biogenezy krétkich regulatorowych
RNA

Rybonukleazy Dicer sg znane gtdwnie ze swojej kluczowej roli w biogenezie
krotkich regulatorowych RNA (srRNA): miRNA oraz matych interferujgcych RNA
(siRNA). Substratami dla Dicer sg czasteczki pre-miRNA oraz dsRNA. U cztowieka
wiekszo$¢ srRNA stanowig czasteczki miRNA, dlatego rozdziat ten bedzie

poswiecony przede wszystkim biogenezie miRNA i roli Dicer w tym procesie.

Najczesciej biogeneza miRNA rozpoczyna sie do syntezy pri-miRNA przez
polimeraze Il RNA. Transkrypty pri-miRNA posiadajg jedng lub wiecej struktur typu
spinki do wtoséw, ktdre sg rozpoznawane i wycinane przez kompleks jgdrowy
ztozony z rybonukleazy Drosha i dwdch biatek wigzgcych RNA DGCR8 (ang. DiGeorge
syndrome chromosomal region 8). Kompleks ten nazwany zostat kompleksem
mikroprocesora [48]. Produktem uwalnianym przez kompleks mikroprocesora s3
jednoniciowe RNA (ssRNA) przyjmujgce struktury typu spinki do wtoséw, o dfugosci
ok. 60 nt, czyli czgsteczki pre-miRNA [49]. W strukturze llI-rzedowej pre-miRNA

mozna wyrdzni¢ ramie 5', ramie 3' oraz petle apikalng, ktora taczy oba te ramiona
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(Rysunek 4). Powstajace pre-miRNA s nastepnie transportowane z jadra do
cytoplazmy przez pory jagdrowe z pomocg biatka transportowego Eksportyny 5.
W cytoplazmie, rybonukleaza Dicer rozpoznaje czasteczki pre-miRNA i wycina z nich
dupleksy zawierajace funkcjonalne miRNA (dupleksy miRNA/miRNA*, przy czym
miRNA oznacza funkcjonalng czgsteczke miRNA, natomiast miRNA*, tzw. nic
pasazersky, ktéra zazwyczaj ulega degradacji). Tak powstate dupleksy sg nastepnie
przekazywane do biatek z rodziny Argonaute (Ago). Biatka Ago sg gtéwnymi
komponentami komplekséw efektorowych RISC (ang. RNA induced silencing
complex), ktére uczestniczg w wyciszaniu ekspresji gendéw [50]. Aktywacja
kompleksu RISC nastepuje poprzez usuniecie nici pasazerskiej z dupleksu
miRNA/miRNA*. Aktywny kompleks RISC wigze sie do rejondw mRNA zawierajacych
sekwencje komplementarne wobec miRNA, najczesciej sg to rejony 3'-UTR (ang.
untranslated region). Zazwyczaj, w przypadku petnej komplementarnosci miedzy
miRNA a mRNA dochodzi do zahamowania procesu translacji w wyniku rozciecia nici
MRNA przez biatka Ago (gtdwnie Ago2). Natomiast w przypadku niepetnej
komplementarnosci, dochodzi do zablokowania procesu translacji [51]. W ten
sposdb czgsteczki miRNA regulujg ekspresje wielu gendw, w tym gendw kodujgcych
biatka [52]. Szacuje sie, ze ponad 60% wszystkich ludzkich mRNA moze by¢
regulowanych przez miRNA [53].

Rybonukleazy typu Dicer odpowiadajg takze za produkcje czgsteczek siRNA
(ang. small interfering RNA). Czgsteczki te powstajg z dtugich dsRNA pojawiajgcych
sie w komdrce. Obecne w komérce dtugie czasteczki dsRNA mogg by¢ pochodzenia
endo- lub egzogennego, egzogenne dsRNA najczesciej dostajg sie do komorki

podczas infekcji wirusowe;j.
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Rysunek 4. Schemat budowy czasteczki pre-miRNA. Czerwong strzatkg zaznaczono orientacyjne
miejsca ciecia domen RNazy llla i lllb Dicer.

. Budowa rybonukleaz Dicer oraz funkcje poszczegdélnych domen na

przyktadzie hDicer

hDicer kodowana jest przez gen DICER1 znajdujacy sie w chromosomie 14
(14932.13) obejmujacy rejon o dtugosci okoto 72 kpz. DICER1 uwazany jest za gen
metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping gene) [54], chociaz jego produkt
(mRNA), w poréwnaniu z innymi produktami mRNA gendéw metabolizmu
podstawowego, ma niezwykle dtugi rejon 3'-UTR, ktéry zbudowany jest z ponad
4000 nt [54]. Produkt biatkowy DICER1 (biatko hDicer) sktada sie z 1922
aminokwasow, jego masa w przyblizeniu wynosi 220 kDa. hDicer sktada sie kolejno,
poczawszy od korica aminowego, z domeny helikazowej (HEL), domeny DUF283,
domen: Platformy, PAZ i helisy taczacej, ktére nazywane sg kasetg PPC (ang.
Platform-PAZ-Connector helix casette); dwoch domen RNazy Il (llla i lllb) oraz
domeny dsRBD [10]. Wymienione domeny wchodzg w sktad wiekszosci biatek Dicer.
Eksperymenty  przeprowadzone z  wykorzystaniem technik  mikroskopii
krioelektronowej (cryo-EM) wykazaty, ze struktura trzeciorzedowa hDicer, podobnie
jak wielu rybonukleaz typu Dicer, przypomina litere L [55, 56]. W obrebie tej
struktury mozna wyrdznic tzw. gtowe, rdzen i podstawe. Gtowe stanowi kaseta PPC,
domeny RNazy lll znajdujg sie w rdzeniu, a domena helikazowa tworzy podstawe

(Rysunek 5 b) [56].
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Rysunek 5. Schemat budowy hDicer: a) utozenie domen w strukturze I-rzedowej biatka; b) utozenie
domen w strukturze lll-rzedowej biatka w obecnosci substratu pre-miRNA na podstawie Liu i in.

[56].

5.1 Domena helikazowa

Domena helikazowa uwazana jest za jedng z najbardziej konserwatywnych

domen rybonukleaz typu Dicer [57] i zbudowana jest z trzech subdomen, w obrebie

ktérych mozemy znalezé motyw DExD/H-box oraz motyw RIG-I. Jak wspomniano

wczesniej, obecnos¢ motywu DExD/H-box zwigzana jest z funkcjg rozplatania

duplekséw kwaséw nukleinowych, stanowi takze miejsce wigzania i hydrolizy ATP.

Motyw RIG-lI odpowiada za translokacje biatka wzdtuz kwasow nukleinowych,

aktywnos¢ ta jest takze zalezna od hydrolizy ATP [28]. Jednakze sama obecnosc

motywow DExD/H-box i RIG-I nie gwarantuje posiadania przez biatko aktywnosci

rozplatania, czy tez translokacji. Przyktadowo, dla hDicer i innych ssaczych Dicer,

mimo obecnosci motywdéw DExD/H-box oraz RIG-I w obrebie domeny helikazowe;j,

nie zaobserwowano jak dotagd wspomnianych powyzej aktywnosci.
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Obecnos$¢ motywoéw DExD/H-box i RIG-I pozwolita na zakwalifikowanie
domeny helikazowej rybonukleaz typu Dicer do nadrodziny helikaz SF2 [35, 36, 58].
Domena helikazowa hDicer skfada sie z trzech subdomen nazywanych HEL1, HEL2i
i HEL2 (okreslana réwniez jako helikaza C) [57], ktére w strukturze trzeciorzedowej
Dicer przyjmuja postaé trzech ptatéw (Rysunek 6 b) [56]. Subdomena HEL1 zawiera
motyw DExD/H-box (charakterystyczny dla helikaz z rodziny DExD/H), subdomena
HEL2i zawiera motyw RIG-I (charakterystyczny dla helikaz z rodziny RIG-1) [28, 59].
Subdomena HEL2i jest konserwatywna jedynie w obrebie rodziny RIG-I. Subdomeny
te nie wystepuja we wszystkich biatkach typu Dicer zawierajagcych domene
helikazowg, przyktadowo biatko typu Dicer z grzyba Magnaporthe oryzae nie

posiada subdomeny HEL2i [60].

Jak dotad nie udato sie wustali¢, czy u kregowcdw aktywnos¢ domen
helikazowych Dicer jest zalezna od ATP. W przypadku bezkregowcdéw, Dicer-1
z Drosophila melanogaster, odpowiedzialna za generowanie miRNA, zawiera
zdegenerowang (szczatkowg) subdomene HEL1 niezdolng do hydrolizy ATP [61],
natomiast Giardia Dicer jest catkowicie pozbawiona domeny helikazowej [9].
Istnieje jednakze wiele przyktadéw domen helikazowych biatek typu Dicer, ktére
wymagajg obecnosci ATP dla aktywnosci rozplatania czy tez translokacji; helikazy
takie wystepujg m.in. w Dicer-2 D. melanogaster i Dicer C. elegans [62],

drozdzowych Dicer [63], czy roslinnych biatkach DCL [64-66].

Funkcjonalne subdomeny helikaz typu RIG-I, tj.: HEL1, HEL2i i HEL2, sg obecne
np. w owadzich Dicer-2 i roslinnych biatkach DCL. Wykazano, ze w tych biatkach
domena helikazowa dziata jak ,czujnik” wirusowego RNA aktywujgcy odpowiedni
szlak efektorowy RNAi (ang. RNA interference) uruchamiajgcy ciecie wirusowych
czgstek RNA [67]. U kregowcéw oddzielne biatko — helikaza RIG-I, stuzy jako
receptor dla ukfadu odpornosciowego podczas obrony przed wirusowym RNA.
Helikaza ta odgrywa wazng role w rozpoznawaniu i wigzaniu wirusowych RNA oraz
sprzeganiu wigzania RNA z sygnalizacjg przeciwwirusowg [68]. Po rozpoznaniu
wirusowego dsRNA, RIG-I aktywuje szlaki sygnatowe specyficznych czynnikéw
transkrypcyjnych, uruchamiajgc w ten sposdb produkcje interferonu i aktywacje

wielu gendéw zaangazowanych w mobilizacje uktadu odpornosciowego [69].
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Przypuszcza sie, ze Dicer kregowcdédw utracity zdolnos¢ rozpoznawania wirusowych
RNA przez ich domeny helikazowe z powodu rozwoju innych
wewnatrzkomadrkowych czujnikdw wirusowego RNA, w tym wtasdnie helikaz RIG-|
[70]. W konsekwencji, domeny helikazowe Dicer u kregowcéw i bezkregowcéw

moga petnic rézne funkcje.

Niedawne doniesienia literaturowe dotyczace badan nad skréconymi
wariantami Dicer opisaty role mysiej izoformy Dicer, powstajgcej w procesie
alternatywnego skfadania pre-miRNA, w oocytach. Powstajgcy wariant, pozbawiony
subdomeny HEL2i w obrebie domeny helikazowej, byt zdolny do ciecia dsRNA,
celem czego byta prawdopodobnie ochrona komérek macierzystych przed infekcjag

wirusowa [71].

Wykazano, ze u organizmdéw posiadajgcych tylko jedng rybonukleaze Dicer
(np. u ssakéw i nicieni), domena helikazowa jest zaangazowana w rozrdznianie
substratéw typu pre-miRNA od substratéw pre-siRNA (prekursoréw siRNA) [72, 73],
cho¢ mechanizm rozrdzniania tych substratéw wydaje sie by¢ inny dla Dicer ssakow
i Dicer nicieni. Z danych literaturowych wiadomo, ze domena helikazowa hDicer,
poprzez interakcje z petlg apikalng pre-miRNA, odrdznia substraty pre-miRNA od
pre-siRNA [74, 75]. Ponadto, hDicer przecina pre-miRNA znacznie wydajniej niz pre-
siRNA, a rozinice w wydajnosci ciecia miedzy tymi dwoma typami substratow
przypisuje sie obecnosci domeny helikazowej [72]. Wykazano takze, ze delecja
domeny helikazowej zwieksza zdolnos¢ hDicer do ciecia pre-siRNA [76].
W odniesieniu do nicieni, wykazano, ze mutacje obnizajgce poziom hydrolizy ATP
w domenie helikazowej Dicer C. elegans powodujg zmniejszenie ilosci niektérych
endogennych siRNA, jednoczesnie nie wptywajgc na produkcje miRNA, jak rowniez
na produkcje egzogennych pre-siRNA [77]. Wiekszos$¢ bezkregowcodw posiada dwa
oddzielne biatka Dicer: Dicer-1 i Dicer-2, biorgce udziat w biogenezie dwdch réznych
typow substratéw, odpowiednio miRNA i siRNA [61, 78]. Dodatkowo wykazano, ze
Dicer bezkregowcdw takich jak S. pombe, C. elegans i D. melanogaster, przecinajg
substraty pre-siRNA w rézny sposéb, w zaleznosci od korncéw substratu: dsRNA
z w petni sparowanymi koncami ciety jest w sposdb zalezny od ATP, podczas gdy

dsRNA posiadajgcy dwa niesparowane nukleotydy na koncu 3' przecinany jest
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niezaleznie od ATP [57, 62]. Struktura cryo-EM Dicer-2 D. melanogaster
w kompleksie z dsRNA o w petni sparowanych korcach ujawnita, ze substraty
z takimi koricami wigzane sg przez domene helikazowg [79], podczas gdy substraty
posiadajgce dwa niesparowane nukleotydy na koricu 3', kotwiczone sg przez kasete

PPC Dicer [80].

W 2021 roku ukazat sie artykut obrazujgcy strukture roslinnego biatka DCL1
podczas wigzania i ciecia pre-miRNA [81]. Zespdt prof. Feng poréwnat struktury
DCL1 A. thaliana, Dicer-2 D. melanogaster oraz hDicer wraz z wystepujgcymi w nich
domenami helikazowymi. Z pordwnania wynika, ze domena helikazowa DCL1
podczas wigzania czgsteczki pre-miRNA oraz domena helikazowa Dicer-2 podczas
wigzania dsRNA tworzg szeroka szczeline, ktdéra umozliwig oddziatywanie biatka
z substratem. W przypadku hDicer, nie zaobserwowano tak szerokiej szczeliny

w obrebie domeny helikazowej [81].

Domena helikazowa rybonukleaz Dicer moze réwniez stuzy¢ jako platforma
wigzgca biatka oddziatujgce z dsRNA, np. biatko TRBP (ang. HIV-1 transactivating
response RNA-binding protein) lub PACT (ang. protein activator of protein kinase R)
[52, 70]. Wykazano, ze biatka te wigzane s3 niezaleznie od siebie, domena
helikazowa wigze albo biatko TRBP, albo biatko PACT [82]. hDicer w potaczeniu
z PACT preferencyjnie wigze i tnie pre-miRNA. Dyskryminacja pre-miRNA i dsRNA
jest mniej widoczna gdy Dicer jest w kompleksie z TRBP [83]. TRBP i PACT nie tylko
wptywajg na rozrdznianie substratéw przez Dicer, ale takze moga wptywac na wybér
miejsca ciecia, prowadzac do powstawania miRNA o réznej dtugosci, tzw. izo-miRow
[82, 84, 85]. Ponadto, TRBP dziata jako , pomost” miedzy biatkami Dicer i Ago
podczas sktadania kompleksu RISC i przypuszczalnie odgrywa role w selekgji
funkcjonalnej nici w dupleksach miRNA/miRNA* [72, 82, 86]. U innych gatunkdw,
domeny helikazowe Dicer oddziatujg z biatkami typu dsRBP (ang. dsRNA binding
protein), ktore przypominajg ludzkie biatka pomocnicze TRBP i PACT. Na przyktfad,
u owadow, biatka Loquacious (Logs) i R2D2 oddziatujg z biatkami Dicer-1 i Dicer-2

D. melanogaster [70, 87-89].
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5.2 Domena DUF283

Nazwa ,,DUF” (ang. Domain of Unknown Function) nadawana jest domenom
biatkowym, ktérych funkcja nie zostata jeszcze poznana; po nazwie znajduje sie
numer przypisany do danej domeny. Domena DUF283 biatek Dicer wykazuje duze
podobienstwo strukturalne do domen wigzgcych dsRNA [90], ktére mozna znalei¢
w biatkach eukariotycznych, prokariotycznych i wirusowych [91]. Niestety rola
domeny DUF283 biatek typu Dicer w szlaku biogenezy srRNA nadal pozostaje
niepoznana. Poczgtkowo sugerowano, ze DUF283 odgrywa znaczacy role
w biogenezie miRNA, poniewaz warianty Dicer pozbawione domeny helikazowej
i domeny DUF283 tracity zdolno$¢ do ciecia pre-miRNA [92]. Pdzniej wykazano, ze
delecja samej domeny DUF283 zwieksza wydajno$é wigzania, ale zmniejsza
wydajnos¢ ciecia dsRNA przez Dicer [72], natomiast nie ma wptywu na wigzanie
i ciecie pre-miRNA [72]. Struktura DUF283 z DCL4 A. thaliana zbadana za pomoca
spektroskopii magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR) ujawnita, ze DUF283
przyjmuje motyw strukturalny aBBfa charakterystyczny dla domen wigzacych
dsRNA (dsRBD) [90]. Podobny motyw strukturalny byt przewidywany [93],
a nastepnie eksperymentalnie potwierdzony dla domeny DUF283 hDicer [56].
Niemniej jednak badania eksperymentalne ujawnity jedynie $ladowg aktywnosé
wigzania dsRNA w przypadku domeny DUF283 z DCL4 A. thaliana [90] i nigdy nie
wykazaty takiej aktywnos$ci dla DUF283 z hDicer [94]. Co ciekawe, badania
prowadzone w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN wykazaty, ze biatko DUF283
hDicer moze wigza¢ w warunkach in vitro jednoniciowe kwasy nukleinowe [94].
Ponadto wykazano, ze DUF283 hDicer wspiera parowanie zasad sekwencji
komplementarnych wystepujacych w kwasach nukleinowych, tym samym petnigc
funkcje charakterystyczng dla biatek opiekuriczych kwasow nukleinowych (tzw.
nucleic acid annealers) [94]. Zauwazono réwniez, ze hDicer, prawdopodobnie dzieki
obecnosci domeny DUF283, moze wspierac hybrydyzacje miedzy krétkimi RNA typu
miRNA, czy siRNA, a sekwencjg komplementarng obecng w dtuzszej czgsteczce RNA,
nawet gdy obie sekwencje komplementarne sg uwiezione w stabilnych strukturach

drugorzedowych [95, 96]. Przypuszcza sie, ze hDicer rozluznia lokalne struktury
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drugorzedowe poprzez przejsciowe interakcje z jednoniciowymi regionami RNA

[95].

Domena DUF283 jest czesto okreslana jako ,domena dimeryzacji”, poniewaz
zaobserwowano, ze bierze ona udziat w wigzaniu biatek , partnerujacych” Dicer.
Wykazano, ze domeny DUF283 z DCL1 i DCL4 A. thaliana wigzg biatka, odpowiednio:
HYL1 (ang. hyponastic leaves 1) i DRB4 (ang. dsRNA-binding protein 4) [90].
Ponadto, wiadomo, ze domena DUF283 hDicer wigze biatko ADAR1 (ang. adenosine
deaminase acting on RNA 1), co stymuluje wydajnos¢ ciecia pre-miRNA przez Dicer

oraz wydajnos¢ przekazywania miRNA do biatka Ago [97].

5.3 Domeny Platformy, PAZ i helisy taczacej

Domeny Platformy, PAZ i helisy taczacej w skrdcie nazywane sg kasetg PPC
(Rysunek 6 d). Rejon ten odpowiada za rozpoznanie i kotwiczenie substratéw hDicer
[80] i zawiera dwie sgsiadujgce kieszenie: kieszen 3', zlokalizowang w obrebie
domeny PAZ, kotwiczagcg dwa niesparowane nukleotydy obecne na koncu 3'
substratu (pre-miRNA lub dsRNA) i kieszen 5', wspéttworzong przez domene
Platformy i PAZ, kotwiczgcy grupe fosforanowg wystepujgcg na koncu 5' substratu
[80]. Obie kieszenie usytuowane sg w bliskiej odlegtosci, aby zapewni¢ jednoczesne
dopasowanie odpowiednich koAcéw substratu [98]. Pre-miRNA, w pordwnaniu
z pre-siRNA, zwykle maja tylko czesciowo sparowane korice 3'i 5', ktdre stosunkowo
fatwo ulegaja rozplataniu [80]. W konsekwencji, konce substratow pre-miRNA mogg
by¢ fatwo kotwiczone w odpowiednich kieszeniach kasety PPC. Co ciekawe, kieszen
5' jest wysoce konserwatywna wsréd wiekszo$ci homologdw Dicer biorgcych udziat
w biogenezie miRNA, lecz brakuje jej w Dicer nizszych eukariontéw, ktdre nie
posiadajg szlaku miRNA, takich jak grzyby i Giardia [98]. Oprécz kieszeni wigzgcych
substrat, domena PAZ posiada réwniez petle, w obrebie ktérej licznie wystepuja
aminokwasy zasadowe, dzieki czemu mozliwa jest zmiana potencjatu
elektrostatycznego powierzchni wigzacej substrat. Tego typu zmiany mogg wptywacd
na wydajnos¢ wigzania RNA przez Dicer, a w konsekwencji na przekazywanie RNA

innym kompleksom biatkowym [9].
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Domena PAZ (ang. Piwi-Argonaute-Zwille) enzymdw typu Dicer wykazuje duze
podobienstwo strukturalne do domen PAZ wystepujagcych w innych biatkach
zaangazowanych w proces dojrzewania srRNA oraz sciezke efektorowg RNAI [99].
Domene PAZ mozna znalez¢ w dwdch rodzinach biatek: rodzinie PPD (ang. PAZ-Piwi
Domain Proteins) oraz rodzinie Dicer [100]. Dobrze znanymi biatkami PPD sg biatka
Argonaute. Badania strukturalne ujawnity, ze domeny PAZ zawierajq wariant
motywu OB (ang. Oligonucleotide/Oligosaccharide—Binding), ktéry czesto
odpowiada za wigzanie jednoniciowych kwaséw nukleinowych [101]. Struktura
krystaliczna domeny PAZ z Ago2 D. melanogaster ujawnita, ze domena ta
odpowiedzialna jest za wigzanie koncéw 3' jednoniciowych RNA [102, 103].
Podobne dane otrzymano dla struktur krystalicznych domeny PAZ ludzkiego biatka
Agol zwigzanego z dupleksem typu siRNA; wykazano, ze domena ta kotwiczy
w obrebie wysoce konserwatywne] kieszeni koniec dupleksu posiadajgcy dwa

niesparowane nukleotydy, tj. koniec 3’ [104].

5.4 Domeny RNazy lll

Domeny RNazy Ill sg domenami wysoce konserwatywnymi u bakterii
i eukariontéw, jednak u archeonéw obserwuje sie je sporadycznie [105]. Prosta
RNaza Ill zawierajgca pojedynczag domene endonukleazowg prawdopodobnie
pojawita sie w pierwotnych komodrkach bakteryjnych, a nastepnie przeszta do linii
eukariotycznej, przyktadowo jako endosymbiont [105]. PdZniejsze pojawianie sie
dwéch domen RNazy Il w obrebie jednego biatka byto prawdopodobnie
spowodowane duplikacjg genu kodujgcego RNaze Ill [106]. Nastepnie domeny te
ulegty zréznicowaniu, dajgc poczatek domenom RNazy llla i lllb. Domeny takie, jak
wspomniano na poczatku, wystepujg w drugiej i trzeciej podrodzinie RNaz Il
(Rysunek 1). Domeny RNazy llla i lllb tworza wewnatrzczasteczkowy dimer
i stanowig rdzen katalityczny kanonicznych enzyméw typu Dicer [10]. Domena
RNazy Il zawiera charakterystyczng sekwencje ztozong z ok. 10 aminokwasow,
sekwencja ta nazywana jest motywem kluczowym RNazy Il (ang. RNAse /Il signature
motif). Motyw ten odpowiedzialny jest za wigzanie jonéw metali dwuwarto$ciowych
(stéwnie Mg?*), ktére sa wazne dla aktywnosci katalitycznej enzymu [9, 107, 108].

Opublikowane struktury krystaliczne dla Giardia Dicer oraz domeny RNazy lllib
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hDicer ukazaly obecno$¢ w miejscu aktywnym dwdéch dwuwartosciowych jondw
magnezu [9, 109]. Kationy magnezu mozna takze zastgpi¢ manganem, niklem lub
kobaltem, co moze wptywac¢ na wydajnos¢ i wybor miejsc ciecia przez enzymy
RNazy Il [106]. Do rozpoznawania i wigzania substratow RNA nie jest wymagana

obecnos$é jonéw metali dwuwartosciowych [110, 111].

Analizy biochemiczne i strukturalne wykazaty, ze dtugos¢ produkowanych
czasteczek miRNA i siRNA determinowana jest przez odlegtos¢, ktdra dzieli domene
PAZ i domeny RNazy Il [55, 56, 112]. Dodatkowo, orientacja przestrzenna domen
Platformy i PAZ wzgledem RNazy Ill wydaje sie by¢ istotna dla generowania
produktéw o okreslonej dtugosci [113]. Domeny RNazy lll znajdujg sie w Scisle
okreslonej odlegtosci od domeny PAZ, elementem strukturalnym determinujgcym te
odlegtos$¢ jest prawdopodobnie helisa a obecna w domenie tgczacej (ang. Connector
helix) [114]. Wykorzystujagc wspomniane powyzej elementy, Dicer przeprowadza
ciecie poszczegdlnych nici dupleksu RNA w odlegtosci ok 20-23 nt, poczagwszy od

konncéw 3'i5' substratu.

Najprostsze biatka typu Dicer, takie jak biatka znajdujgce sie w pierwotniakach
Trypanosoma brucei, zawierajg dwie domeny RNazy Ill [115]. Podczas gdy drozdze
S. cerevisiage nie posiadajg Dicer oraz aktywnego szlaku RNAi, zas inne drozdze
Saccharomyces castellii i Candida albicans majg proste biatka typu Dicer sktadajgce
sie tylko z jednej domeny RNazy Ill [116, 117]. Wspdlng cechg tego typu biatek jest
takze brak domeny PAZ.

Giardia Dicer, nazywana takze minimalng Dicer, sktada sie jedynie z domeny
PAZ i dwéch domen RNazy lll (llla i lllb), nie posiada natomiast pozostatych domen
typowych dla Dicer wyzszych eukariontéow [9]. Dlatego tez PAZ i domeny RNazy Il
uwazane sg za podstawowy, kanoniczny rdzen funkcjonalny enzymow typu Dicer.
Obecnos¢ domen RNazy Il jest wymagana takze do wigzania sie Dicer z biatkiem
Ago podczas przekazywania produktu ciecia do kompleksu RISC [99, 118, 119].
Poprzez interakcje z domenami RNazy lll, biatka Ago moga znalezé sie w poblizu

kompleksu Dicer-miRNA, lub Dicer-siRNA, i oddziatywac z nimi.
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5.5 Domena dsRBD

Domena dsRBD jest mata konserwatywng domeng biatkowg wystepujaca
zarowno w organizmach eukariotycznych, prokariotycznych jak i w biatkach
wirusowych [120]. Przypuszcza sie, ze dsRBD byty obecne nawet u ostatniego
wspolnego przodka pierwszych organizméw wielokomérkowych [121]. Domena ta
sktada sie z 65-70 aminokwaséw tworzacych strukture afBfa, podobng do
niekanonicznego motywu wigzgcego dsRNA obecnego w domenie DUF283 (Rysunek
6 f) [122]. W odrdznieniu od domeny DUF283, obecno$¢ motywu aBBpa nadaje
domenie dsRBD zdolnos¢ do wigzania czgsteczek dsRNA [123]. Ten typ motywu
biatkowego uwazany jest za mato elastyczny, z uwagi na fakt, ze nie wykazuje
istotnych zmian strukturalnych po zwigzaniu dsRNA, chociaz przy braku obecnosci

RNA, niewielka czes¢ motywu charakteryzuje sie wysoka elastycznoscig [106].

Powszechnie uwaza sie, ze wigzanie dsRBD z dsRNA jest zalezne od ksztattu,
a nie bezposrednio od sekwencji czasteczki dsRNA. Niektére biatka zawierajace
dsRBD rozpoznajg i wigzg substraty przyjmujace strukture helisy dsRNA typu A,
podczas gdy inne preferujg struktury typu spinka do witoséw w obrebie RNA [124-
126]. Rozrdéznianie dupleksdw DNA i RNA odbywa sie poprzez interakcje dsRBD
z grupg 2’-OH rybozy.

Domena dsRBD obecna na koncu C hDicer wykazuje wysokie powinowactwo
do substratéw hDicer (pre-miRNA i dsRNA), jednakze nie jest uwazana za domene
niezbedng do wigzania tych substratéw [127], a jedynie za domene pomocniczg
[74]. Zespot prof. Jennifer Doudny wykazat, ze obecnos¢ tej domeny jest niezbedna

do zwigzania substratu, gdy hDicer nie posiada domeny PAZ [74].

Jak wspomniano wczesniej, RNaza lll E. coli zawierajgca tylko jedng domene
RNazy Il i dsRBD, musi utworzyé homodimer w celu powstania funkcjonalnego
enzymu. RNaza lll E. coli generuje produkty o dtugosci ok. 11 pz z substratu dsRNA
[128]. Proponowany szlak katalityczny dla wszystkich enzymdw RNazy Ill zaktada, ze
dsRBD odgrywa wazng funkcje poprzez wigzanie substratu dsRNA i przekazywanie
go do centrum katalitycznego ztozonego z dwdch domen RNazy Ill. W przypadku

hDicer, role te odgrywajg domeny Platformy i PAZ. Po przecieciu obu nici substratu,
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dsRBD przejmuje produkt i uwalnia go, przygotowujgc enzym do kolejnej rundy
ciecia [70, 105]. Wykazano, ze C-koricowy fragment Dicer, ztozony z dwdéch domen
RNazy Il i dsRBD, generuje produkt dsRNA o dtugosci ok. 15 pz [74]. Dotagczenie N-
koncowych domen: HEL, DUF283 i PAZ do C-koncowego fragmentu hDicer
przywracato generowanie produktéw o dtugosci 22 pz przez odtworzong hDicer

[74].

Ssacze Dicer znajdujg sie gtownie w cytoplazmie, gdzie zaangazowane s3
w proces biogenezy miRNA, tj. ciecie pre-miRNA. W ostatnim czasie pojawia sie
jednak coraz wiecej doniesien literaturowych odnoszacych sie do jadrowej
lokalizacji tego biatka [129, 130]. Mozliwo$¢ zmiany lokalizacji hDicer przypisuje sie
obecnosci sygnatu lokalizacji jgdrowej (ang. nuclear localization signal, NLS)
w postaci dodatnio natadowanych reszt aminokwasowych zlokalizowanych na
powierzchni dsRBD [120, 123]. W imporcie hDicer do jadra komdérkowego, zaleznym
od sygnatu NLS, uczestniczg biatka transportowe: Importyna-B, Importyna-7
i Importyna-8 [123]. Przypuszcza sie jednak, ze sygnat ten moze by¢ maskowany
poprzez obecnos¢ innych domen hDicer, np. domeny helikazowej [123] lub przez

czasteczki RNA zasocjowane z hDicer [131].
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Domena
helikazowa

Rysunek 6. Struktury 3D hDicer (na podstawie struktury PDB 5ZAL) oraz struktury poszczegdlnych
jej domen utworzone w programie PyMOL. (A) hDicer w kompleksie z pre-let-7 (region petli
apikalnej nie jest widoczny), koniec 5' z grupg fosforanowa oraz 3' z grupg hydroksylowa zaznaczono
kulkami; (B) domena helikazowa z uwzglednionymi subdomenami (zaznaczone kolorem zdéttym
i pomaraniczowym); (C) domena DUF283 zaznaczona kolorem zielonym, (D) kaseta obejmujaca
domeny Platformy, PAZ i helisy taczgcej w dwdch orientacjach; na gérnym panelu zaznaczono

kieszert wigzaca 3', a na dolnym, kieszer wiazaca 5'. Domena Platformy zaznaczona jest kolorem
fioletowym, PAZ kolorem jasnorézowym, za$ helisa taczaca kolorem brgzowym. Motyw OB
w obrebie domeny PAZ oznaczono czerwonym kwadratem. (E) rdzen katalityczny — domeny RNazy
llla i lllb oznaczone sg odpowiednio kolorem czerwonym i ciemnoczerwonym; fragment tgczacy obie
domeny oznaczono kolorem szarym, motyw charakterystyczny dla RNaz Ill oznaczono kolorem

bezowym; (F) domena dsRBD oznaczona jest kolorem niebieskim. Na podstawie Ciechanowska et al.
[179].

Ewolucja i r6znorodnos¢ rybonukleaz typu Dicer

Badania ewolucyjne wskazujg, ze Dicer i jej homologi rozwinety sie tylko
u eukariontow, a gen Dicer ulegt duplikacji podczas pojawiania sie pierwszych
organizméw wielokomérkowych [78]. Nastepnie geny Dicer rdznicowaty sie
niezaleznie w krélestwach zwierzat, roslin i grzybéw [78]. U zwierzat, w wyniku
duplikacji genu kodujgcego Dicer, doszto do wyksztatcenia biatek Dicer-1 i Dicer-2.
Dicer-1 odpowiada za rozpoznawanie pre-miRNA i produkcje miRNA, podczas gdy
Dicer-2 rozpoznaje i przecina dsRNA generujgc siRNA [61]. Jednym z najlepiej

scharakteryzowanych biatek Dicer-2 w krolestwie zwierzat jest owadzia Dicer-2,
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ktdrej rola polega na rozpoznawaniu, a nastepnie przecinaniu wirusowych dsRNA,
tym samym rybonukleaza Dicer-2 odgrywa wazng role w odpowiedzi na infekcje
wirusowe u owadéw [52, 132]. Gen Dicer-2 zostat utracony przez kregowce, ktére
rozwinety ztozone uktady odpornosciowe [78]. Ponadto, gen Dicer zostat utracony
przez niektore pierwotniaki i grzyby, np. organizm modelowy S. cerevisiae i inne
blisko spokrewnione drozdze [133, 134]. W krélestwie roslin, w wyniku duplikacji
genu, rozwinety sie co najmniej cztery geny kodujgce enzymy typu Dicer [78].
Roslinne Dicer, nazywane biatkami DCL, tworzg rodzine biatek, ktérych czas
dywersyfikacji przypada na pojawienie sie mchéw (Physcomitrella patens) [135].
DCL1 bierze udziat w produkcji miRNA, zwykle o dtugosci 21 nt, a jej substratami sg
pierwotne transkrypty zawierajgce struktury typu spinki do wioséw, podczas gdy
DCL2, DCL3 i DCL4 biorg udziat w produkcji siRNA [136]. DCL2 wytwarza 22 nt siRNA,
ktore moga wycisza¢ transgeny w odpowiedzi roslin na infekcje wirusowe i,
podobnie jak owadzi homolog Dicer-2, jest czescig systemu obrony
przeciwwirusowej [137, 138]. DCL3 generuje 24 nt siRNA, ktére uczestniczg
w modyfikacjach chromatyny, wptywajgc tym samym na jej strukture [139]. DCL4
odpowiada za tworzenie siRNA dziatajgcych w uktadzie trans (tasiRNA) [140], a takze
bierze udziat w odpowiedzi przeciwwirusowej [137]. Niektdre rosliny posiadajg
wiecej niz cztery geny kodujgce biatka DCL; przyktadowo w Medicago truncatula
zidentyfikowano szes$¢ gendw biatek DCL: DCL1, DCL2, DCL3, DCL4 i dwa homologi
DCL2, w tym wariant kodujgcy skréocong wersje biatka DCL2 [64]. Biatka DCL sg
wszechobecne w krélestwie roslin; geny kodujgce biatka DCL1-4 ulegajg
zroznicowanej ekspresji w tkankach roslinnych, w zaleznosci m.in. od stadidow

rozwojowych i odpowiedzi na stres [135].

U grzyba Neurospora crassa zidentyfikowano dwa procesy zwigzane
z wyciszaniem ekspresji gendow: (i) ,,quelling”, tj. odwracalng inaktywacje ekspresji
gendw przez transformacje komodrek grzyba powtarzajgcymi sie sekwencjami
homologicznymi, ktdra wystepuje podczas wegetatywnej fazy wzrostu i (ii)
wyciszanie mejotyczne przez niesparowany DNA (ang. meiotic silencing by unpaired
DNA, MSUD) [141]. W kazdym z tych proceséw uczestniczg inne biatka, co wskazuje,

ze grzyby mogty wyksztatci¢c dwie niezalezne $ciezki wyciszania ekspresji gendw.
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U N. crassa stwierdzono obecnosé¢ dwdch biatek podobnych do Dicer, DCL-2 i SMS-3
(DCL-1), ktére sg zaangazowane w szlak wyciszania ekspresji gendw poprzez tzw.
»quelling”. U Magnaporthe oryzae, grzyba blisko spokrewnionego z N. crassa,
zidentyfikowano dwa geny DCL: MDL-1 i MDL-2 (ang. Magnaporthe Dicer-like-1 and
-2) [60]. Obecnos¢ biatek charakterystycznych dla wyciszania ekspresji gandw, takich
jak Dicer, wykazano takze u Aspergillus nidulans i Schizosaccharomyces pombe [60,
142-145], a biogeneze siRNA wykryto u A. nidulans, M. oryzae, Mucor circinelloides,
N. crassa i S. pombe [134, 144-147]. Poszukiwania biatek potencjalnie zwigzanych
z wyciszaniem ekspresji gendw w publicznych bazach danych genoméw grzybow
doprowadzity do identyfikacji biatek RdRp (ang. RNA-dependent RNA polymerase),
PPD itypu Dicer w réznych grzybach nalezacych do Ascomycota (workowce),
Basidiomycota (podstawczaki) i Zygomycota (sprzezniaki), ale nie powiodty sie
w podzbiorze workowcow: S. cerevisiae, Candida guilliermondii i Candida lusitaniae
oraz podstawczakdéw: Ustilago maydis, Candida albicans i Candida tropicalis [141].
Co ciekawe, Cryptococcus neoformans posiada unikalne biatka typu Dicer, w ktérych
brakuje helikazy z motywem DEAD/H-box, czyli sygnatury typowej dla biatek typu
Dicer. Biatko Dicer pozbawione helikazy (dcllp) zostato réwniez znalezione
w Tetrahymena. Wykazano, ze odgrywa ono kluczowg role w procesie zwigzanym
z wyciszaniem gendéw z wykorzystaniem tzw. sekwencji eliminowanych wewnetrznie
(ang. internal eliminated sequences, |ES), poprzez generowanie matych RNA

podobnych do siRNA, zwanych ,,scan RNA” (scnRNA), z dtugich dsRNA [148].

Warto réowniez wspomnieé¢ o biatkach typu Dicer wystepujgcych w algach.
Chlamydomonas reinhardtii to jednokomdrkowa zielona alga, ktéra posiada ztozony
system wyciszania ekspresji gendéw, obejmujgcy trzy biatka DCL (DCL1-3) i trzy biatka
Argonaute (Ago 1-3) [149, 150]. System wyciszania ekspresji genow
z wykorzystaniem miRNA w algach rdézni sie od analogicznego systemu roslin
ladowych i przypomina mechanizm wyciszania gendéw wystepujacy u zwierzat.
Wiadomo, ze biatko DCL3 C. reinhardtii jest odpowiedzialne za generowanie
wiekszosci miRNA, chociaz nie posiada domeny PAZ [22]. Inng unikatowg cecha
biatka DCL3 jest bogata w proline domena, ktéra jest zlokalizowana po stronie N-

korncowej domen RNazy lll. Podobna domena wystepuje w rybonukleazach Drosha,
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ktére takze nie posiadajg domeny PAZ [22, 151]. Biorgc pod uwage wyzej
wymienione cechy strukturalne, mozliwe ze DCL3 z C. reinhardtii petni zaréwno
funkcje rybonukleazy Drosha, jak i Dicer, stanowigc ogniwo posrednie miedzy
rodlinng i zwierzecg $ciezkg biogenezy miRNA [22]. DCL2, podobnie jak DCL3,
odpowiada za biogeneze miRNA oraz za generowanie siRNA, jednakze DCL2 nie jest
w stanie catkowicie zastgpi¢ DCL3, w przypadku jego braku [22]. Opublikowane
dane na temat biatka DCL1 z Chlamydomonas wskazujg, ze jest ono zaangazowane
w potranskrypcyjne wyciszanie retrotranspozonoéw, takich jak TOC1 (transpozon
obecny w genomie C. reinhardtii w liczbie 10-40 kopii) [150]. Co ciekawe, wykazano,
ze w przypadku braku DCL1, jego niedobory nie sg kompensowane przez obecnos¢

DCL2 i DCL3 [150].

Roslinne i zwierzece Sciezki biogenezy miRNA s3 rézne [152, 153]. Szlak
biogenezy miRNA u alg rdézini sie réwniez od szlaku biogenezy miRNA roslin
wyzszych; istniejg dwa prawdopodobne scenariusze moggce wyjasni¢ te rdznice.
Pierwszy z nich zaktada, ze szlaki biogenezy miRNA zwierzat, roslin wyzszych i alg
ewoluowaty niezaleznie od siebie. Drugi scenariusz zaktada, ze zwierzecy szlak
biogenezy miRNA wyewoluowat wczesniej i utrzymat sie w nizszych liniach roslin,
w tym zielonych algach, chociaz nie zostat zachowany w linii roslin wyzszych. Drugi
scenariusz jest bardziej prawdopodobny, poniewaz szlak biogenezy miRNA
u C. reinhardtii charakteryzuje sie obecnoscig biatka DCL3 podobnego do Drosha (tj.
obecno$¢ domeny bogatej w proline i brak domeny PAZ), ktdore wystepuje

u zwierzat [22].

Chociaz badania ewolucyjne wskazujg, ze rybonukleaza Dicer jest nieobecna
w bakteriach i archeonach, domena helikazy Dicer wykazuje podobienstwo
sekwencji aminokwasowej do jej prokariotycznych ortologéw: archeaonowych
biatek Hef, ktére nalezg do nadrodziny SF2 [35, 58], natomiast domeny RNazy Il
Dicer sg bardzo podobne do bakteryjnej RNazy Il [36]. Potgczenie domen helikazy
SF2 i RNazy lll w jednym biatku jest uwazane za sygnature charakterystyczng dla
organizméw eukariotycznych i przypuszczalnie byto jednym 2z krytycznych,
wczesnych zdarzen prowadzgcych do wyksztatcenia systemu interferencji RNA

u eukariontow [36].
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7. Rola rybonukleaz typu Dicer poza procesem biogenezy miRNA i

siRNA

Jak wspomniano wczesniej, rybonukleazy Dicer kojarzone s3 gtéwnie
z procesem biogenezy miRNA i siRNA, jednakze w ostatnim czasie pojawia sie coraz
wiecej doniesien literaturowych opisujacych mozliwo$¢ udziatu rybonukleaz Dicer
w procesach niepowigzanych ze wspomnianymi sciezkami. Miedzy innymi, mozna

znalez¢ liczne prace opisujgce funkcje Dicer zwigzane z jej lokalizacjg jadrowa.

W organizmach takich jak muchy, rosliny i drozdze, jagdrowa rybonukleaza
Dicer bierze udziat w tworzeniu heterochromatyny [154]. W komdrkach C. elegans
Dicer-1 zostata zidentyfikowana jako biatko uczestniczace w przebudowie
chromatyny w odpowiedzi na promieniowanie UV [155]. W ostatnim czasie
wykazano takze, ze w mysich komérkach rozrodczych Dicer jest niezbedna do
prawidtowej spermatogenezy, poniewaz podczas tego procesu kontroluje

obwodowag ekspresje heterochromatyny [130].

Jadrowa Dicer prawdopodobnie jest réwniez zaangazowana w niezalezny od
transkrypcji, globalny-genomowy szlak naprawy DNA przez wycinanie nukleotydow
(ang. nucleotide excision repair, NER), w ktéorym to posredniczy w rekrutacji
komplekséw metylotransferazy histonowej do miejsca uszkodzenia DNA [156].
W ten sposdb Dicer przypuszczalnie utatwia dekondensacje chromatyny, co
w konsekwencji umozliwia czynnikom naprawczym dostep do uszkodzonych miejsc

[155].

Rybonukleaza Dicer z C.elegans jest takie bezposrednio zaangazowana
w proces apoptozy [157]. Apoptoza to naturalny proces zaprogramowanej Smierci
komorki w organizmach wielokomérkowych. Jedng z cech charakterystycznych
apoptozy jest fragmentacja chromosomalnego DNA prowadzgca do nieodwracalnej
Smierci komorki. Sam proces moze by¢ regulowany przez miRNA produkowane
przez Dicer [124]. Jednakze u nicieni C. elegans kaspazy indukowane apoptozg moga
przecina¢ Dicer w obrebie domeny RNazy llla, co skutkuje uwolnieniem C-

korncowego fragmentu Dicer. Taka skrécona forma Dicer nie dziata jak RNaza llI,
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wykazuje ona natomiast aktywnos¢ charakterystyczng dla DNaz, inicjujac
fragmentacje chromosomalnego DNA w jadrze [157]. Jak dotad, takiej aktywnosci
DNazowej nie stwierdzono dla Dicer kregowcdw; jednak wykazano, ze w ludzkich
astrocytach apoptoza indukowana hipoksjg jest zwigzana ze spadkiem poziomu

hDicer poprzez aktywacje kaspazy-1 [158].

Dicer moze petni¢ funkcje niepowigzane z jej aktywnoscig nukleazowa.
Interesujgcym aspektem jest udziat Dicer w , pasywnym” wigzaniu komdrkowych
RNA, czyli wigzaniu, ktéremu nie towarzyszy proces ciecia substratu [159]. Badania
in cellulo oraz in vivo prowadzone w zespole prof. Rajewsky’ego wykazaty, ze hDicer
oraz Dicer-1 z C. elegans mogg oddziatywa¢, m.in. z mRNA oraz dtugimi
niekodujagcymi RNA (ang. long non-coding RNA, IncRNA) w sposéb ,pasywny”.
Badacze zasugerowali, ze pasywne wigzanie moze prowadzi¢ do sekwestracji
enzymu, a tym samym do obnizenia poziomu komodrkowych miRNA,
a w konsekwencji do zmian w poziomie ekspresji gendw [159]. Co ciekawe,
zaproponowano, ze pasywny sposéb wigzania substratéw odbywa sie za pomoca
domeny helikazowej Dicer, a nie kasety PPC, jak ma to miejsce w przypadku
wigzania substratu pre-miRNA. Znaczenie pasywnego wigzania komdrkowych RNA

przez Dicer nie zostato jednak w petni wyjasnione.
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Il. CELPRACY

Z doniesien literaturowych wiadomo, ze domena helikazowa hDicer
odpowiada za odrdznianie substratéw pre-miRNA od dsRNA, przypuszczalnie
poprzez oddziatywanie z petlg apikalng pre-miRNA. Warianty hDicer pozbawione
domeny helikazowej, w poréwnaniu do kompletnej hDicer, wydajniej wigzg dtugie
dsRNA i wydajniej tng je na fragmenty o dtugosci ok. 22 pz. Interesujgcym aspektem
jest udziat hDicer w ,pasywnym” wigzaniu komérkowych RNA, czyli wigzaniu,
ktdremu nie towarzyszy proces ciecia substratu. Przypuszczalnie kluczowg role
w pasywnym wigzaniu komodrkowych RNA odgrywa domena helikazowa hDicer.
Szczegdtowa charakterystyka aktywnosci biochemicznych, w tym specyficznosci
substratowej, domeny helikazowej hDicer nie zostata jednak przeprowadzona.
Celem badan prowadzonych w ramach realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej
byto poszerzenie stanu wiedzy na temat domeny helikazowej hDicer,
w szczegdlnosci okreslenie jakie aktywnosci biochemiczne prezentuje domena
helikazowa hDicer oraz jakiego rodzaju kwasy nukleinowe mogg stanowi¢ substraty

dla domeny helikazowej hDicer, zaréwno w warunkach in vitro, jak i in cellulo.

Osiggniecie tego celu wymagato realizacji nastepujacych zadan:
e w przypadku badan in vitro:
i) stworzenia konstruktu genetycznego kodujgcego domene helikazowa hDicer;
ii) otrzymania preparatu domeny helikazowej hDicer (HEL hDicer);
iii) zbadania aktywnosci biochemicznych otrzymanego preparatu HEL hDicer,
w tym:
a) potwierdzenie aktywnosci hydrolizy ATP przez HEL hDicer,
b) zbadania aktywnos$ci wigzania substratéw typu RNA i DNA, zaréwno jedno-, jak
i dwuniciowych,
c) zbadania aktywnosci rozplatania dwuniciowych RNA i DNA,
d) zbadania aktywnosci wspierania parowania sekwencji komplementarnych
kwasow nukleinowych (ang. nucleic acid annealing activity);

e w przypadku badan in cellulo:
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iv) izolacji powstajacych w komdrkach komplekséw RNAehDicer oraz
RNAehDicer_ AHEL (wariant delecyjny hDicer pozbawiony domeny helikazowej);
v) identyfikacji pul RNA wigzanych przez hDicer oraz wariant delecyjny
hDicer_AHEL;

vi) analizy otrzymanych zbioréw sekwencji (badania wstepne).
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lll. MATERIALY | METODY

Materiaty

Bufory i roztwory barwiace

Bufor 10xTBE

890 mM Tris
890 mM H3BO;
20 mM EDTA

Bufor TBS

20 mM Tris, pH 7,6
150 mM NacCl

Bufor do badania oddziatywan RNA z biatkiem (Dicer)

50 mM NacCl
20 mM Tris-HCI, pH 7,5

Bufor do badania aktywnosci opiekunczej (bufor TT)

50 mM Nacl
20 mM Tris-HCI, pH 8,0
0,05% Triton X-100

Bufor do ciecia RNA

50 mM NacCl
2,5 mM MgCl,
20 mM Tris-HCI, pH 7,5

MATERIALY | METODY
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Bufor obciazajacy | (stosowany do elektroforezy w natywnym zelu

poliakrylamidowym) (LB |, ang. loading buffer )

0,05% btekit bromofenolowy
0,05% ksylencyjanol

w 50% wodnym roztworze glicerolu

Bufor obcigzajacy Il (stosowany do elektroforezy w denaturujgcym zelu

poliakrylamidowym (LB I, ang. loading buffer II)

0,05% btekit bromofenolowy
0,05% ksylencyjanol

w 10 M wodnym roztworze mocznika

Bufor Podstawowy do oczyszczania biatka otrzymanego w bakteryjnym systemie

ekspresyjinym (bufor BP)

50 mM HEPES, pH 7,5
500 mM NacCl

5% glicerol

0,01% Triton X-100

Bufor biatkowy hDicer AHEL

20 mM Tris, pH 7,5
50 mM NacCl
10% glicerol
0,25% Triton X-100

Bufor do lizy komorek bakteryjnych

1x Bufor Podstawowy
0,02 M imidazol
10% Cell Lytic B Lysis Reagent (Sigma)
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1 tabletka inhibitora proteaz, cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail

(Roche)

1% lizozym

Bufor do pomiaréw CD

0,01 M HEPES pH 8,0
0,3 M NaF

Bufor do elektroforezy SDS-PAGE 10x

10 mM Tris
384 mM glicyna
0,2% SDS

Bufor obcigzajacy SB stosowany do elektroforezy SDS-PAGE (bufor SB)

250 mM Tris-HCI, pH 6,8
20% v/v B-merkaptoetanol
8% SDS

0,15% btekit bromofenolowy
40% glicerol

Bufor do lizy (irCLIP)

50 mM Tris-HCI, pH 7,4
100 mM NaCl

1% lgepal CA-630
0,1% SDS

0,5% deoksycholanu sodu

Bufor “High-salt” (irCLIP)

50 mM Tris-HCl, pH 7,4
50 mM NacCl
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1 mM EDTA
1% Igepal CA-630
0,1% SDS

0,5% deoksycholanu sodu

Bufor “PNK wash” (irCLIP)

20 mM Tris-HCl, pH 7,4
10 mM MgCl,
0,2% Tween-20

Bufor 5x PNK pH 6,5 (irCLIP)

350 mM Tris-HCI, pH 6,5
50 mM MgCl,

5 mM ditiotreitol

4x Bufor do ligacji (irCLIP)

200 mM Tris-HCI, pH 7,4
40 mM MgCl,
4M ditiotreitol

Bufor “PK+SDS” (irCLIP)

10 mM Tris-HCI, pH 7,4
100 mM NaCl

1 mM EDTA

0,2% SDS

Bufor NT2 (irCLIP)

50 mM Tris-HCl, pH 7,4
150 mM Nacl

MATERIALY | METODY
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1 mM MgCl,
0,0005% Igepal CA-630

Bufor “High stringency” (irCLIP)

15 mM Tris-HCl, pH 7,4
120 mM NaCl

25 mM KCl

5mM EDTA

1% Triton X-100
0,001% SDS

1% deoksycholanu sodu

Bufor “Crush-soak” (irCLIP)

500 mM NacCl
1 mM EDTA
0,05% SDS

Bufor TE

100 mM Tris-HCI, pH 7,5
10 mM EDTA

Materiat biologiczny

W badaniach wykorzystano bakteryjne komodrki kompetentne Escherichia coli
Subcloning Efficiency™ DH5a oraz komorki One Shot™ BL21 Star™ (DE3)
(Invitrogen). Ponadto uzyto linie komdrkowg HEK 293T NoDice (4-25) otrzymang
dzieki uprzejmosci prof. Bryana Cullena z Centrum Medycznego Uniwersytetu
Duke’a w Karolinie Pétnocnej w USA [160]. Jako kontrole w eksperymentach

irCLIP wykorzystano takze linie komodrkowg HEK 293T.
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1.3 Oligonukleotydy

MATERIALY | METODY

W badaniach wykorzystano jednoniciowe RNA i DNA zakupione w firmach

Genomed S. A. i Future Synthesis Sp. z 0.0. oraz zsyntetyzowane w zespole prof.

dr hab. Ryszarda Kierzka z Zaktadu Chemii i Biologii Strukturalnej Kwaséw

Nukleinowych ICHB PAN. Sekwencje wszystkich oligomerow przedstawiono

w Tabeli

przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 1. Oligonukleotydy wykorzystane w badaniach.

1. Startery z indeksami do NGS wykorzystywane w irCLIP-seq

Nazwa Sekwencja 5'-> 3’ Dtugosc
R10 GAAUCUUAACGC 12 nt
R20 UCGAAGUAUUCCGCGUACGUG 21 nt

R30sense GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCAUGUUCUGGUCA 32 nt
R30 blunt UGACCAGAACAUGCAAUGCAACUACAAUGCAC 32 nt
R30 over ACCAGAACAUGCAAUGCAACUACAAUGCACAU 32 nt
R40 GGGAGAAUCAUAAGUAGCCUCCCCCCAUGUUAACAGUUAGCC 42 nt
GGGAGAAUCAUAAGUAGCGCAGUGAGUCGUUGUGCUGCCCAUGUU
R50 56 nt
AACAGUUAGCC
D10 GAATCTTAACGC 12 nt
D20 TCGAAGTATTCCGCGTACGTG 21nt
21Dan ACTGCTAGAGATTTTCCACAT 21 nt
21Dan com ATGTGGAAAATCTCTAGCAGT 21 nt
D30sense GTGCATTGTAGTTGCATTGCATGTTCTGGTCA 32 nt
D30 blunt ACCAGAACATGCAATGCAACTACAATGCACAT 32 nt
D30 over TGACCAGAACATGCAATGCAACTACAATGCAC 32 nt
D40 GGGAGAATCATAAGTAGCCTCCCCCCATGTTAACAGTTAGCC 42 nt
GGGAGAATCATAAGTAGCGCAGTGAGTCGTTGTGCTGCCCATGTT
D50 56 nt
AACAGTTAGCC
pcR21 CGUACGCGGAAUACUUCGARA 21 nt
mcR21 GCGUAAGCGGAAUAAUUCGAU 21 nt
AGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCAUGGCAACACCA
pre-mir-21 58 nt
GUCGAUGGGCUGU

pre-mir-  GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCAUGUUCUGGUGGUACCCAUGCAAUG

333 UUUCCACAGUGCAUC 60 nt
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pre-mir-16- UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCGUUAAGAUUCURARAUUAUCUCCA
1 GUAUUAACUGUGCUGCUGAA 65 nt
HEL_F_LIC TACTTCCAATCCAATGCCATGAAAAGCCCTGCTTTGCAACCC 42 nt
HEL R_LIC TTATCCACTTCCAATGTTATCGTGGACCATCGTCAGGC 38 nt
t7 fwd  TAATACGACTCACTATAGGG 20 nt
t7 rev  TAGTTATTGCTCAGCGGTGG 20 nt
p3 TATCAGACTGTCGTGCCG 18 nt
P3tall  GCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT 29 nt

Tabela 2. Startery z indeksami do NGS wykorzystane w irCLIP-seq.

Nazwa_## Sekwencja indeksu Przypisany wariant biatka
irCLIP_ddRT_1 NNNN, ACACC 0, WWW WT hDicer (3)
irCLIP_ddRT_9 NNNN, TGACC 0, WWW hDicer_AHEL (1)

irCLIP_ddRT_10
irCLIP_ddRT_11
irCLIP_ddRT_12
irCLIP_ddRT_13
irCLIP_ddRT_14
irCLIP_ddRT_22
irCLIP_ddRT_25
irCLIP_ddRT_43
irCLIP_ddRT_44
irCLIP_ddRT_45
irCLIP_ddRT_46
irCLIP_ddRT_47
irCLIP_ddRT_48
irCLIP_ddRT_51

NNNN, TAGTC 0, WWW
NNNN, TCAGT 0, WWW
NNNN, TCCAC 0, WWW
NNNN, CCGGA_ 0, WWW
NNNN, AGGCA 0, WWW
NNNN, GCTCT 0, WWW
NNNN, CTGAT 0, WWW
NNNN, AGTTA 0, WWW
NNNN, CTGTA 0, WWW
NNNN, TATGA 0, WWW
NNNN, GTAGA 0, WWW
NNNN, ATCCA 0, WWW
NNNN, TCACA 0, WWW

NNNN, TGGCT 0, WWW

hDicer_AHEL (2)
hDicer_AHEL (3)
WT hDicer (1)

WT hDicer (2)
kontrola HEK 293T (IgG)
kontrola HEK 293T (1)
kontrola HEK 293T (IgG)
kontrola HEK 293T (3)
kontrola HEK 293T (2)
kontrola HEK 293T NoDice (IgG)
kontrolaHEK 293T NoDice (3)
Kontrola HEK 293T NoDice (2)
Kontrola HEK 293T NoDice (1)
hDicer_AHEL (IgG)

## - numer indeksu do NGS
(1-3) numery powtdrzen biologicznych
(IgG) kontrola izolacji IgG

Preparaty biatkowe

W badaniach wykorzystano preparat domeny helikazowej hDicer (HEL hDicer)
otrzymany w bakteryjnym systemie ekspresyjnym E.coli OneShot™ BL21 Star™ oraz
preparat WT hDicer i rekombinowane biatko z delecjg domeny helikazowej hDicer
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(hDicer_AHEL) otrzymane w ludzkich komdrkach HEK 293T NoDice (4-25) — linia
komérkowa typu Dicer ,knock out”, bez endogennej Dicer. Preparat WT hDicer
zostat otrzymany przez mgr inz. Marte Wojnickg (Zaktad Biochemii
Rybonukleoprotein, ICHB PAN). Preparat hDicer_AHEL zostat otrzymany przez mgr
inz. Agnieszke Szczepanska (Zaktad Biochemii Rybonukleoprotein, ICHB PAN).

Plazmidy

W badaniach wykorzystano wektor ekspresyjny pMCSG7 otrzymany dzieki
uprzejmosci Pracowni Inzynierii Biatek ICHB PAN oraz plazmid kodujgcy wariant
hDicer AHEL pcDNA3.1-FLAG-Dicer-delHelicC, ktdry zostat zakupiony w Addgene
(#51366) [92].

Zele agarozowe

1% zel agarozowy:

1 g agarozy (Syngen)
100 ml 1xTBE

0,7% zel agarozowy (do izolacji DNA z zelu):

0,35 g agarozy o niskiej temperaturze topnienia (Biotools)

50 ml 1xTBE

Zele poliakrylamidowe (PAA)

Zele analityczne do rozdziatu elektroforetycznego kwaséw nukleinowych w

warunkach denaturujacych

15% akrylamid/N,N’-bisakrylamid w stosunku 29:1, 7 M mocznik w buforze
1xTBE.
Katalizatory polimeryzacji: 450 pl 10% nadsiarczanu amonu, 30ul TEMEDu na 80

ml zelu.

Zele preparatywne do rozdziatu elektroforetycznego kwasdw nukleinowych w

warunkach denaturujacych
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8% akrylamid/N,N’-bisakrylamid w stosunku 29:1, 7 M mocznik w buforze 1xTBE.
Katalizatory polimeryzacji: 200 pl 10% nadsiarczanu amonu, 30ul TEMEDu na 50

ml zelu.

15% akrylamid/N,N’-bisakrylamid w stosunku 29:1, 7 M mocznik w buforze
1XTBE.
Katalizatory polimeryzacji: 200 pl 10% nadsiarczanu amonu, 30ul TEMEDu na 50

ml zelu.

Zele analityczne do badania oddziatywarn RNA-biatko w warunkach natywnych

5% akrylamid/N,N’-bisakrylamid w stosunku 29:1, 5% glicerol w buforze 1xTBE.
Katalizatory polimeryzacji: 200 pl 10% nadsiarczanu amonu, 30ul TEMEDu na 50

ml zelu.

10% akrylamid/N,N’-bisakrylamid w stosunku 29:1, 5% glicerol w buforze 1xTBE.
Katalizatory polimeryzacji: 200 pl 10% nadsiarczanu amonu, 30ul TEMEDu na 50

ml zelu.

Zele do elektroforezy biatek SDS-PAGE

10% zel rozdzielajgcy: 10% PAA, 375 mM Tris-HCI (pH 8,8), 0,1% SDS
5% zel zageszczajacy: 5% PAA, 125 mM Tris-HCI (pH 6,8), 0,1% SDS
Katalizatory polimeryzacji: 0,1% nadsiarczanu amonu, 2,8 pl TEMEDu na 7 ml

zelu.

Enzymy

Gotag® DNA Polymerase (Promega)

Sspl (New England BiolLabs)

Herculase Il fusion DNA Polymerase (Agilent)

T4 DNA Polymerase (New England BiolLabs)
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RNase | (Thermo Fisher Scientific)

Turbo™ DNase (Invitrogen)

T4 Polynucleotide Kinase (PNK) (New England BioLabs)
T4 RNA Ligase 1 (New England BioLabs)

Proteinase K (Thermo Fisher Scientific)

SuperScript IV Reverse Transcriptase (Invitrogen)
RNase H (New England Biolabs)

RNase A (Ambion)

CircLigasell (Epicentre)

Phusion HF Master Mix (Thermo Fisher Scientific)

WT hDicer — preparat otrzymany w komdrkach HEK 293T NoDice (4-25) przez
mgr inz. Marte Wojnickga z Zaktadu Biochemii Rybonukleoprotein ICHB PAN

hDicer_AHEL - preparat otrzymany w komdrkach HEK 293T NoDice (4-25) przez
mgr inz. Agnieszke Szczepanska z Zaktadu Biochemii Rybonukleoprotein ICHB
PAN

Odczynniki i materiaty wykorzystane podczas badan

y->2P-ATP (Hartman Analytic GmbH)
3xFLAG Peptide (Sigma)

4-12% zel NuPAGE Bis-Tris (Invitrogen)
6% zel TBE Novex™ (Invitrogen)
pre-adenylowany adapter L3-IR-App
Agar (BioShop)

Agaroza (Syngen)
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Agaroza o niskiej temperaturze topnienia (Biotools)
Akrylamid/N,N’-bisakrylamid, 29:1 (Serva)

Albumina wotowa, BSA (Promega)

Alkohol etylowy 96% (Chempur)

Alkohol izoamylowy (Chempur)

Ampicylina (BioShop)

Anti-Dicer Antibody sc-136979 (Santa Cruz Biotechnology)
ANTI-FLAG®M?2 Affinity Gel (Merck)

Betaina (Sigma-Aldrich)

Biblioteka genomu bakteriofaga Phix

Bibuta Whatmana (VWR)

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio Rad)
Bufor 5x PNK pH 6,5 (New England BioLabs)

Bufor HT1 (lllumina)

Bufor SSIV (Invitrogen)

Cell Lytic B (Sigma-Aldrich)

CircLigase Il Kit (Epicentre)

Chipy High Sensitivity D1000 ScreenTape® System (Agilent)
Chlorek magnezu, MgCl, (BioShop)

Chlorek potasu, KCI (BioShop)

Chlorek sodu, NaCl (BioShop)

Chloroform (Warchem)
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Coomasie Bradford Assay (Promega)
cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche)
Deoksycholan sodu (Sigma)
DharmaFECT kb DNA Transfection Reagent (Dharmacon)
DMEM (Gibco)

DMSO (Sigma)

dNTP mix (New England Biolabs)
DTT (BioShop)

EDTA (BioShop)

Ekstrakt drozdzowy (BioShop)

FBS (Gibco)

Fenol (Warchem)

Glicerol (BioShop)

Glicyna (BioShop)

GlycoBlue™ (Invitrogen)

HEPES (BioShop)

High Output Flow Cell (Ilumina)
Igepal CA-630 (Sigma)

Imidazol (Roth)

IPTG (Blirt)

Klisze rentgenowskie RTG-B (Primax)

Kwas chlorowodorowy, HCI (Chempur)
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Lizozym (BioShop)

Membrana nitrocelulozowa (Cytiva)

Metanol (Chempur)

mini Quick Spin Oligo Columns (Roche)

Mocznik, CO(NH,), (BioShop)

N, N, N’, N’-tetrametyloetyloenodiamina, TEMED (Sigma)
Nadsiarczan amonu, APS (BioShop)

Ni Sepharose® High Performance (GE Healthcare)
Normal Mouse IgG, sc-2025 (Santa Cruz Biotechnology)
NuPAGE™ LDS Sample Buffer (Invitrogen)

NuPAGE™ MOPS SDS Running Buffer (Invitrogen)
NuPAGE™ Transfer Buffer (Invitrogen)

Octan sodu (Warchem)

PageBlue™ Ptotein Staining Solution (Thermo Fisher Scientific)
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific)
PBS (EURX)

PBS pH 7,4 (Gibco)

PEG400 (Sigma)

Penicylina (Gibco)

Pepton (BioShop)

Perfect Plus™ 1 kb DNA Ladder (EURXx)

Perfect™ Tricolor Protein Ladder (EURXx)
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Pirogronian sodu (Gibco)

RNasin (Promega)

Proboéwki Phase Lock Gel Heavy (VWR)

SDS (BioShop)

Streptomycyna (Gibco)

SYBR GREEN I (Sigma)

Syngen Gel ME Mini Kit (Syngen)

Tergitol® NP-40 (Sigma)

Tris (BioShop)

Triton X-100 (BioShop)

Tween-20 (Thermo Fisher Scientific)

UltraPure Water (Sigma)

Woda wolna od RNaz (EURX)

Wodorotlenek sodu, NaOH (Chamipur)

Ztoze magnetyczne Dynabeads™ Protein G (Thermo Fisher Scientific)
Ztoze MyOne C1 SA-dynabeads (Thermo Fisher Scientific)

Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research)

2. Metody
2.1 Amplifikacja DNA

Reakcje taricuchowgq polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR) wykorzystano
do amplifikacji fragmentu sekwencji DNA hDicer oraz w celu identyfikacji tzw.
»pozytywnych” kolonii bakteryjnych, zawierajgcych zrekombinowany plazmid (tzw.

PCR kolonijny). Matryce do kolonijnego PCR stanowity pojedyncze kolonie bakteryjne
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zawieszone w 5 pul sterylnej wody i inkubowane przez 10 minut w temperaturze 98°C.

Sktadowe reakcji przedstawiono w Tabeli 3, warunki jej przebiegu opisano w Tabeli 4.

Tabela 3. Wykaz sktadnikow mieszanin reakcyjnych PCR.
Matrycg w PCR byta sekwencja DNA hDicer; w PCR kolonijnym matryca zostata przygotowana

z pojedynczej kolonii bakteryjnej pobranej z szalki hodowlanej.

PCR PCR kolonijny

5x Herculase Il buffer | 10 ul | 5x Green GoTaq buffer 4 ul
dNTPs (25 mM) 0,5 ul dNTPs (10mM) 0,4 ul
startery FiR (10 uM) | 1,25 ul startery FiR (5 uM) 3,2 ul

matryca 200 ng 1ul matryca 5ul
Herculase Il fusion 1l GoTaq polymerase 0,1l
DMSO (3%) 1,5ul - -
H,0 do 50 pl H,O do 20 pl

Tabela 4. Wykaz temperatur, czasu trwania i liczby cykli w PCR.

PCR PCR kolonijny
T[°C] | Czas | Liczba cykli | T[°C] | Czas | Liczba cykli

95 2 1 95 2 1
95 20” 95 1
G

20” 30 51 | 30” 30

(62 - 68)

72 56" 72 | 90”
72 3 1 72 5 1
4 - - 4 - -

‘- minuta; “ - sekunda

2.2 Elektroforeza kwaséw nukleinowych w zelach agarozowych

Produkty PCR oraz kolonijnego PCR poddano rozdziatowi elektroforetycznemu w 1%
zelu agarozowym z wykorzystaniem aparatu do poziomej elektroforezy w zelach
agarozowych. W celu podziniejszej wizualizacji kwasow nukleinowych, do zelu
agarozowego przed polimeryzacja dodano 1 pl GelView (Novazym). Poczatkowo

rozdziat prowadzono przy napieciu 50V, az do momentu wejscia préb w zel,
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nastepnie napiecie podwyzszano do 85V. Wynik rozdziatu elektroforetycznego
udokumentowano na zdjeciach wykonanych przy uzyciu aparatu UVITEC Alliance Q9

Advanced.

2.3 Oczyszczanie produktow amplifikacji

Produkty PCR po rozdziale w 0,7% zelu agarozowym wycinano z zelu i oczyszczano
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu Gel ME Mini Kit (Syngen), zgodnie

z protokotem dotgczonym do zestawu.

2.4 Wprowadzanie DNA kodujgcego domene HEL hDicer do wektora pMCSG7

Do wprowadzenia DNA kodujgcego domene HEL hDicer, uzyskanego w wyniku PCR
(Rozdziat: Metody 2.1 — 2.3) do wektora pMCSG7 wykorzystano system klonowania
niezaleznego od ligacji - LIC (ang. Ligation Independent Cloning). Wektor i insert

zostaty przygotowane zgodnie z opisem umieszczonym ponizej.

Przygotowanie wektora: linearyzacja przez ciecie enzymem Ssp/ przez 15 minut
w 37°C (sktad mieszaniny reakcyjnej na 50 pl: 1 ug wektora, 1x NEBuffer Sspl, 1 ul
Sspl 5000 U/ml, woda do 50 pl) i inkubacja z polimerazg T4 w obecnosci dGTP przez

40 minut w 22°C (zgodnie z opisem zamieszczonym w Tabeli 5).

Przygotowanie insertu: ciecie enzymem Ssp/ przez 15 minut w 37°C (sktad mieszaniny
reakcyjnej na 50 ul: 1 ug DNA, 1x NEBuffer Sspl, 1 pl Sspl 5 000 U/ml, woda do 50 pl)
i inkubacja z polimeraza T4 w obecnosci dCTP przez 20 minut w 75°C (zgodnie

z opisem zamieszczonym w Tabeli 5).
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Tabela 5. Sktadowe reakcji klonowania z wykorzystaniem systemu LIC.

*dGTP stosuje sie dla wektora, a dCTP dla insertu

10x NEB Buffer 2 1,5 ul
dGTP lub dCTP* (10 mM) 0,75 ul
DTT (100 mM) 0,6 ul

10x BSA 1,5 ul
Polimeraza T4 NEB (3 U/ul) | 0,15 pl

H,O do 15 ul
Insert (300 ng) 3,2 ul
Wektor (300 ng) 3,9 ul

Nastepnie, przeprowadzono hybrydyzacje wektora z insertem. W tym celu
mieszanine reakcyjng zawierajacg wektor i insert w stosunku 1:1 inkubowano 5 minut
w temperaturze pokojowej (RT, ang. room temperature), a nastepnie dodano 5 ul

EDTA (25 mM) i inkubowano kolejne 5 minut w RT.

2.5 Transformacja komadrek bakteryjnych metodg szoku cieplnego (ang. heat

shock)

Do 50 ul zawiesiny komérek kompetentnych E. coli (szczep DH5a lub OneShot™ BL21
Star™ — Thermo Fisher Scientific) dodano 10 ng plazmidowego DNA (wektora
pMCSG7 z wklonowang sekwencjg kodujacg domene HEL hDicer) w objetosci 2 pl,
cato$é inkubowano 20 minut w lodzie. Nastepnie zawiesine inkubowano przez 45
sekund w 42°C, po czym umieszczono w lodzie. Do transformowanych komdrek
dodano 250 pl sterylnej, ogrzanej do 37°C pozywki SOC i wytrzgsano (225 rpm) przez
1 godzine w 37°C. Po transformacji bakterie wysiano na state podtoze LB zawierajgce
antybiotyk selekcyjny (ampicylina 100 pg/ml). Szalki inkubowano przez noc

w temperaturze 37°C.

2.6 lzolacja plazmidowego DNA z pojedynczych kolonii bakteryjnych

Ptynng pozywke LB z ampicyling (100 pg/ml) w objetosci 5 ml zaszczepiono

pojedynczg kolonig bakteryjng pobrang z podtoza statego LB (kolonie bakteryjne
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otrzymano zgodnie z opisem zamieszczonym w rozdziale: Metody 2.5). Hodowle
ptynng prowadzono przez noc w 37°C z wytrzgsaniem (225 rpm). Nastepnie, uzyskang
zawiesine wirowano przez 25 minut w 4°C przy 5 000 rpm. Supernatant usunieto,
a osad wykorzystano do izolacji plazmidowego DNA za pomocy zestawu Zyppy
Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research). Podczas izolacji wykorzystano odczynniki
zataczone do zestawu i postepowano zgodnie z protokotem opracowanym przez

producenta.

2.7 Analiza ilosciowa i jakosciowa DNA

Stezenie plazmidowego DNA (otrzymanego zgodnie z opisem w rozdziale: Metody
2.6) oraz jego czystos¢ analizowano za pomocy spektrofotometru NanoDrop®1000.
Oczyszczony plazmidowy DNA (wektor pMCSG7 zawierajgcy sekwencje kodujgca
domene HEL hDicer) o znanym stezeniu (50 ng/ul) wraz z odpowiednimi starterami
(t7_fwd i P3, oba o stezeniu 5 uM) przekazano do sekwencjonowania metoda
Sangera. Ustuga zostata wykonana przez firme Genomed S.A. W celu analizy
otrzymanych sekwencji wykorzystano program DNADynamo DNA Sequence Analysis

Software.

2.8 Produkcja preparatu biatkowego w bakteryjnym systemie ekspresyjnym

Z podtoza statego zawierajgcego kolonie bakterii E. coli OneShot™ BL21 Star™ po
transformacji plazmidem z wprowadzong sekwencja DNA domeny helikazowej
(plazmid przygotowany zgodnie z opisem zawartym w rozdziale: Metody 2.6),
pobrano jedng kolonie i zawieszono w 5 ml ptynnej pozywki LB z ampicyling (100
ug/ml). Hodowle prowadzono przez noc (12—-16 h) w 37°C z wytrzgsaniem (250 rpm).
Kolejnego dnia zwiekszono skale hodowli do 1:20, tj. do kazdego 2,5 ml hodowli
nocnej dodano 47,5 ml sSwiezej ptynnej pozywki LB z ampicyling i ponownie
hodowano przez noc w 37°C z wytrzgsaniem (250 rpm). Nastepnego dnia rano
zwiekszono skale hodowli do 1:100, tj. do kolby z 495 ml swiezej ptynnej pozywki LB
z ampicyling dodano 5 ml hodowli nocnej i inkubowano w 37°C z wytrzgsaniem (250
rpm). Co godzine sprawdzano w jakiej fazie wzrostu znajdujg sie bakterie poprzez

pomiar gestosci optycznej pobranej prébki hodowli przy dtugosci fali 600 nm (ODgoo)
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z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop®1000. Hodowle prowadzono do
momentu uzyskania przez bakterie logarytmicznej fazy wzrostu, tj. do momentu
osiggniecia wartosci ODggg ok. 0,8. Po osiggnieciu logarytmicznej fazy wzrostu,
hodowle umieszczano w lodzie przez 30 minut, a nastepnie indukowano ekspresje
genu polimerazy T7 dodajac IPTG do stezenia koncowego 0,4 mM. Ekspresje
prowadzono przez 18 h w 18°C z wytrzgsaniem (225 rpm). Kolejnego dnia hodowle
wirowano przez 20 minut w 4°C przy 5 000 rpm, supernatant usunieto, a osad

zamrozono w -70°C.

2.9 lzolacja i oczyszczanie biatek metodg chromatografii powinowactwa

Uzyskany osad bakteryjny (Rozdziat: Metody 2.8) rozpuszczono w 40 ml buforu
lizujgcego i inkubowano w lodzie przez 30 minut. Zawiesine sonikowano przez 20
minut w 4°C (2 sekundy; 9,9 sekundy przerwy; amplituda 80%), a nastepnie wirowano
przez 30 minut w 4°C przy 11 000 rpm. Po wirowaniu zebrano supernatant

zawierajacy frakcje biatek rozpuszczalnych.

W miedzyczasie przygotowano kolumne chromatograficzng do oczyszczania biatka
metoda chromatografii powinowactwa. W tym celu, w kolumnie umieszczono 5 ml
ztoza niklowego Ni Sepharose® High Performance (Cytiva), nastepnie upakowane
ztoze réwnowazono 5V (1V odpowiada jednej objetosci ztoza, tj. 5ml) 0,5 M roztworu
imidazolu w buforze podstawowym 1x (BP 1x), a nastepnie 10V 0,02 M imidazolu
w BP 1x. Po zréwnowazeniu, na kolumne natozono supernatant zawierajgcy frakcje
biatek rozpuszczalnych. Nastepnie ztoze przeptukiwano 10V kolejno: 0,02 M; 0,05 M;
0,1 M roztworami imidazolu w BP 1x; i 5V kolejno: 0,2 M; 0,3 M; 05 Mi 1 M
roztworami imidazolu w BP 1x. Przemywanie kolumny roztworami byto wspomagane
pompg perystaltyczng Masterflex® L/S®. Zebrane frakcje poddano analizie metoda

elektroforezy SDS-PAGE.

2.10 Rozdziat elektroforetyczny biatek w warunkach denaturujgcych

Otrzymywane w rozdziale: Metody 2.9, frakcje poddawano analizie metoda
elektroforezy w 10% denaturujgcym zelu PAA (SDS-PAGE). Do 15 pl préby dodawano

5 ul buforu SB. Mieszanine denaturowano 5 minut w 95°C, a nastepnie inkubowano
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2 minuty w lodzie. Cato$¢ nanoszono na zel. Poczatkowo rozdziat przeprowadzono
przy napieciu 80 V (do momentu wejscia préb w zel rozdzielajacy), nastepnie napiecie
zwiekszano do 190 V. Po zakonczeniu rozdziatu, zel wygotowano trzykrotnie
w wodzie destylowanej w celu czesciowego pozbycia sie SDS. Produkty rozdziatu
barwiono w roztworze PageBlue™ Ptotein Staining Solution (Thermo Fisher
Scientific). Efekt barwienia wizualizowano za pomocg aparatu UVITEC Alliance Q9

Advanced.

2.11 Wymiana buforu i zageszczanie biatka

Na podstawie wyniku analizy frakcji rozdzielanych metoda elektroforezy SDS-PAGE
(Rozdziat: Metody 2.10), do analiz aktywnosci wybierano frakcje zawierajgce biatko
o pozadanym stopniu homogennosci (>95%). W celu wymiany buforu na bufor BP 1x
bez imidazolu oraz zageszczenia otrzymanego preparatu biatkowego wykorzystano
filtry Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filters (Merck) o punkcie odciecia MWCO 10 kDa.

Procedure wymiany buforu przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta.

2.12 Oznaczanie stezenia biatka metodg Bradforda

Przygotowano rozciericzenia BSA: 1 pg/ul; 0,75 pg/ul; 0,5 pg/ul; 0,25 pg/ul; 0,1 pg/ul
w objetosci 50 ul, w buforze BP 1x. Do wszystkich préb przygotowanych w objetosci
50 ul, tj. rozcienczen BSA, kontroli bez biatka oraz badanych préb z biatkiem
o nieznanym stezeniu, dodano 2,5 ml odczynnika Bradforda 1x. Nastepnie préby
inkubowano w ciemnosci przez 5 minut. Absorbancje préb mierzono przy dtugosci fali
A595 nm z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop®1000. Na podstawie
uzyskanych wynikéw dla znanych stezen BSA wyznaczono krzywg wzorcowg
zaleznosci absorbancji od stezenia biatka i na tej podstawie wyznaczono stezenie

badanego preparatu biatkowego.

2.13 Znakowanie radioizotopowe kornca 5' oligomeréw RNA i DNA

1 ul wybranego oligomeru RNA lub DNA o stezeniu 10 pmoli/ul dodano do 6 pl wody
wolnej od nukleaz RNase-free water (EURx). Czasteczki denaturowano 3 minuty

w 90°C, a nastepnie inkubowano przez 2 minuty w lodzie. Do préb dodano po 1ul:
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buforu A do kinazy T4 10x, kinazy polinukleotydowej T4 (10 U/ul), [y**P]-ATP.
Mieszanine inkubowano przez 15 minut w 37°C, a nastepnie dodano 20 ul wody
wolnej od RNaz. Catos¢ denaturowano 3 minuty w 90°C i inkubowano 2 minuty
w lodzie. Préby zawierajgce oligomery o dtugosci powyzej 20 nt oczyszczano na
kolumnach mini Quick Spin Oligo Columns (Roche), wedtug protokotu dostarczonego
przez producenta. Préby zawierajgce oligonukleotydy o dtugosci ponizej 20 nt byty
rozdzielane elektroforetycznie, nastepnie z Zzelu wycinano i eluowano produkty
o pozadanej dtugosci (zgodnie z procedurg opisang w rozdziale: Metody 2.16). Po
oczyszczeniu, wyznakowane oligonukleotydy byty rozcieiczane do otrzymania
sygnatu ok. 10 000 cpm/ul, co odpowiada stezeniu ok. 100 nM. Pomiar sygnatu
izotopowego (natezenia pradu jonowego) odbywat sie z wykorzystaniem licznika

scyntylacyjnego Beckman.
2.14 Elektroforeza w zelach poliakrylamidowych w warunkach denaturujgcych

Rozdziat elektroforetyczny kwaséw nukleinowych w warunkach denaturujgcych
prowadzono w zelach poliakrylamidowch zawierajgcych 7 M mocznik. W tym celu
wykorzystywano 8% lub 15% zele PAA o wymiarach 19x18,5 cm lub 39x33 cm. Skfady
zeli opisano w rozdziale: Materiaty 1.7. Analizowane preparaty przed natozeniem na
zel obcigzano roztworem 10 M mocznika w stosunku objetosciowym 1:1, roztwor
zawierat takze barwniki: Bromophenol blue (0,01%) i Xylene cyanol (0,01%). Préby
denaturowano przez 3 minuty w 95°C, a nastepnie umieszczano w lodzie na 2 minuty.
Rozdziat prowadzono w buforze 1x TBE. Przed natozeniem préb, zel poddawano pre-
elektroforezie w warunkach: 450 V, 10 mA, 25 W, przez 30 minut, dla mniejszych zeli
(19x18,5 cm) oraz 1500 V, 10 mA, 50 W, przez 30 minut dla wiekszych zeli (39x33
cm). Elektroforeze prowadzono w nastepujgcych warunkach: 450 V, 40 mA, 25 W,
przez 1,5 h, dla mniejszych zeli oraz 1500 V, 40 mA, 50 W, przez 2 h, dla wiekszych
zeli. Rozdzielone w zelu, znakowane radioizotopowo oligonukleotydy wizualizowano
z wykorzystaniem skanera Fujifilm FLA-5100 Fluorescent Image Analyzer lub skanera
Amersham™ Typhoon™ (Cytiva), a analize uzyskanych wynikdw wykonano

z wykorzystaniem oprogramowania MultiGauge 3.0 (Fujifilm).
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2.15 Elektroforeza w zelach poliakrylamidowych w warunkach natywnych

Rozdziat elektroforetyczny kwaséw nukleinowych oraz komplekséw kwas
nukleinowyebiatko w warunkach natywnych prowadzono w 5% i 10% zelach PAA
o wymiarach 19x18,5 cm. Sktady zeli opisano w rozdziale: Materiaty 1.7. Analizowane
preparaty przed natozeniem na zel obcigzano roztworem 50% glicerolu w stosunku
objetosciowym 5:1 z dodatkiem barwnikéw Bromophenol blue (0,01%) i Xylene
cyanol (0,01%). Rozdziat prowadzono w buforze 1x TBE. Przed natozeniem prdb, zel
poddawano pre-elektroforezie w warunkach: 120-180 V, 10 mA, 25 W, przez 30
minut. Elektroforeze prowadzono w warunkach: 120-180 V, 40 mA, 25 W, przez 3-8 h,
w zaleznosci od analizowanego preparatu. Rozdzielone w Zelu, znakowane
radioizotopowo oligonukleotydy (lub ich kompleksy z biatkiem) wizualizowano
z wykorzystaniem skanera Fujifilm FLA-5100 Fluorescent Image Analyzer lub skanera
Amersham™ Typhoon™ (Cytiva), a analize uzyskanych wynikdw wykonano

z wykorzystaniem oprogramowania MultiGauge 3.0 (Fujifilm).

2.16 Oczyszczanie kwasow nukleinowych w zelach PAA

Kwasy nukleinowe o dtugosciach ponizej 20 nt oraz czasteczki pre-miRNA po
znakowaniu radioizotopowym (Rozdziat: Metody 2.13) poddawano elektroforezie
w 8% zelu PAA, w warunkach denaturujgcych (Rozdziat: Metody 2.14). Po rozdziale,
czgsteczki znakowane radioizotopowo wizualizowano na kliszach rentgenowskich
i wycinano z zelu przy uzyciu skalpela. Wyciete fragmenty zelu, zawierajgce pozadane
czasteczki kwaséw nukleinowych, umieszczano w probdwce typu Eppendorf,
rozdrabniano, dodawano 200-300 ul 0,3 M octanu sodu (pH 5,5) i inkubowano w 4°C
przez noc z wytrzgsaniem 500 rpm. Nastepnie proby wirowano (14 000 rpm, 4°C,
1 minuta), po wirowaniu supernatant przenoszono do nowej probdéwki. Obecne
w supernatancie sole kwasow nukleinowych strgcano poprzez dodanie 600-900 pl
96% zimnego etanolu (-20°C) i wymrazanie przez noc w -20°C. Kolejnego dnia
preparat wirowano 30 minut przy 14 000 rpm w 4°C, po usunieciu supernatantu, osad
przemywano 200 pl 70% zimnego etanolu (-20°C). Préby ponownie wirowano 30
minut przy 14 000 rpm w 4°C. Po usunieciu etanolu, osad suszono i rozpuszczono

w wodzie wolnej od RNaz. Wyznakowane oligonukleotydy byty rozcienczane do
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otrzymania sygnatu ok. 10 000 cpm/pl. Pomiar sygnatu izotopowego (natezenia pradu

jonowego) odbywat sie z wykorzystaniem licznika scyntylacyjnego Beckman.

2.17 Badanie oddziatywan kwas nukleinowy-biatko metoda EMSA

Do badania oddziatywan biatek z kwasami nukleinowymi wykorzystano metode
réznicowej migracji w zelach poliakrylamidowych (ang. Electrophoretic Mobility Shift
Assay, EMSA). Standardowg reakcje prowadzono w objetosci 40 ul. Wyznakowany
radioizotopowo oligomer (10 000 cpm/ul) przed dodaniem do mieszaniny reakcyjnej
poddawano denaturacji przez 3 minuty w 90°C, a nastepnie umieszczano w lodzie na
2 minuty. Nastepnie oligomery inkubowano z biatkiem, w buforze do badania
oddziatywan RNA/DNA z biatkiem (50 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7,5). Stezenie
biatka w mieszaninie reakcyjnej wynosito odpowiednio: 2,97; 5,94; 11,86; 23,75; 47,5;
95 uM. W celu stwierdzenia, czy obecnos¢ ATP wptywa na aktywnos$¢ wigzania
kwasow nukleinowych przez biatko HEL hDicer, przeprowadzono takze serie reakcji
z dodatkiem ATP do stezenia koncowego 1 mM. W przypadku substratow RNA, do
mieszaniny reakcyjnej dodawano 0,5 pul inhibitora RNaz (EURx). Sktad mieszaniny

reakcyjnej podano w Tabeli 6.

Tabela 6. Sktad mieszaniny reakcyjnej do badania oddziatywan pomiedzy RNA/DNA a biatkiem.

Sktadnik | Stezenie poczatkowe Stezenie koncowe
Bufor Dicer 5x 1x
" RNA/DNA | 10000 cpm/pl 10 000 cpm (ok. 2,5 nM)
" HEL hDicer | 9 pg/pl (125 pmol/pl) 2,97 - 95 uM
- ATP | 10 mM 1 mMm

Mieszanine reakcyjng inkubowano przez 15 minut w RT. Po zakonczeniu inkubacji,
mieszaniny reakcyjne rozdzielano metodg elektroforezy w 5% zelu PAA, zgodnie

z procedurg opisang w rozdziale: Metody 2.15.

Do badania oddziatywan kwas nukleinowyebiatko wykorzystano takze czagsteczki
dwuniciowe, ktore wczesniej przygotowano poprzez hybrydyzacje
komplementarnych nici (z czego jedna byta wyznakowana radioizotopowo) zgodnie
ze schematem: 1 pl NaCl (100 mM), 10000 cpm RNA/DNA znakowanego
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radioizotopem oraz 1 pl nici komplementarnej RNA/DNA (300 fmoli). Mieszanine
denaturowano przez 3 minuty w 90°C, a nastepnie powoli schtadzano (-1°C/min.) do
10°C. Tak przygotowany dwuniciowy oligomer rozdzielano w 15% zelu PAA, w celu
otrzymania czystego, dwuniciowego substratu. Po rozdziale, czasteczki znakowane
radioizotopowo wizualizowano na kliszach rentgenowskich i wycinano z zelu przy
uzyciu skalpela. Wyciete fragmenty zelu, zawierajgce pozgdane czasteczki kwasow
nukleinowych, umieszczano w probdwce typu Eppendorf, rozdrabniano, dodawano
200-300 pl 0,3 M octanu sodu (pH 5,5) i inkubowano w 4°C przez noc z wytrzgsaniem
500 rpm. Nastepnie préby wirowano (14 000 rpm, 4°C, 1 minuta), po wirowaniu
supernatant przenoszono do nowej probdowki. Obecne w supernatancie sole kwaséw
nukleinowych stragcano poprzez dodanie 600-900 pl 96% zimnego etanolu (-20°C)
i inkubacje przez noc w -20°C. Kolejnego dnia preparat wirowano 30 minut przy 14
000 rpm w 4°C, po usunieciu supernatantu, osad przemywano 200 pl 70% zimnego
etanolu (-20°C). Préby ponownie wirowano 30 minut przy 14 000 rpm w 4°C. Po
usunieciu etanolu, osad suszono i rozpuszczono w wodzie wolnej od RNaz.
Wyznakowane oligonukleotydy byty rozciericzane do otrzymania sygnatu ok. 10 000
cpm/ul. Pomiar sygnatu izotopowego (natezenia pradu jonowego) odbywat sie
z wykorzystaniem licznika scyntylacyjnego Beckman. Przygotowany w ten sposdb

dwuniciowy substrat poddawano reakcji j.w.

2.18 Badanie aktywnosci opiekunczej biatek wzgledem kwasow nukleinowych

Standardowg reakcje prowadzono w objetosci 15 ul. Wyznakowany radioizotopowo
oligomer (10 000 cpm/ul) oraz komplementarny do niego oligomer dodawano do
mieszaniny reakcyjnej zawierajacej bufor TT (50 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7,6)
oraz biatko HEL hDicer. Stezenie biatka w mieszaninie reakcyjnej wynosito
odpowiednio: 0,58; 1,16; 2,32; 4,63; 9,27; 18,53 uM. W przypadku substratow RNA,
do mieszaniny reakcyjnej dodawano 0,5 pul inhibitora RNaz (EURx). Po zmieszaniu
wszystkich sktadowych reakcji, préby inkubowano przez 15 minut w RT. Skfad

mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w Tabeli 7.
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Dodatkowo, przeprowadzono badanie aktywnosci opiekunczej HEL hDicer o stezeniu

4,63 uM w czasie. W tym celu przygotowano mieszanine reakcyjng zgodnie z Tabela

7, a nastepnie inkubowano w RT przez: 0, 15, 30, 60, 90 i 120 minut.

W celu stwierdzenia,

czy obecnos¢ ATP wptywa na

badang aktywnosc,

przeprowadzono takze serie reakcji z dodatkiem ATP do stezenia koicowego 1 mM.

Tabela 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej do badania aktywnosci opiekunczej biatek.

Sktadnik Stezenie poczatkowe Stezenie koncowe
Bufor TT 10x 1x
HEL hDicer 4 pg/ul (55,6 pmol /ul) 0,58 — 18,53 uM

*’p RNA/DNA

komplementarny RNA/DNA

ATP

10 000 cpm/ul
300 nM
10 mM

10 000 cpm (ok. 6,7 nM)
20 nM
1mM

Po skonczonej inkubacji, dodano 5 pl 4% roztworu SDS. Nastepnie mieszaniny
reakcyjne rozdzielano metodg elektroforezy w 10% zelu PAA, zgodnie z procedurg

opisang w rozdziale: Metody 2.15.

2.19 Badanie aktywnosci rozplatania dupleksow kwaséw nukleinowych

Standardowg reakcje prowadzono w objetosci 15 ul. Wyznakowany radioizotopowo
dwuniciowy oligomer (10 000 cpm) (przygotowany zgodnie z opisem zamieszczonym
w rozdziale: Metody 2.17) dodawano do mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej bufor TT
(50 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7,6) oraz biatko HEL hDicer. Stezenie biatka
w mieszaninie reakcyjnej wynosito odpowiednio: 0,58; 1,16; 2,32; 4,63; 9,27; 18,53
UM. W przypadku substratow RNA, do mieszaniny reakcyjnej dodawano 0,5 ul
inhibitora RNaz (EURx). Po zmieszaniu wszystkich sktadowych reakcji, préby
inkubowano przez 15 minut w 37°C. Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono

w Tabeli 8.

W celu stwierdzenia, czy obecno$¢ ATP wplywa na badang aktywnosc,

przeprowadzono takze serie reakcji z dodatkiem ATP do stezenia koAicowego 1 mM.
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Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej do badania aktywnosci rozplatania duplekséw kwaséw

nukleinowych.

Sktadnik Stezenie poczatkowe Stezenie koncowe
Bufor TT 10x 1x
HEL hDicer 4 pg/ul (55,6 pmol/ul) 0,58 — 18,53 uM
32p dsRNA/dsDNA 10 000 cpm/pl 10 000 cpm (ok. 6,7 nM)
ATP 10 mM 1mM

Po skonczonej inkubacji, dodano 5 pl 4% roztworu SDS. Nastepnie mieszaniny
reakcyjne rozdzielano metodg elektroforezy w 10% zelu PAA, zgodnie z procedurg

opisang w rozdziale: Metody 2.15.
2.20 Badanie aktywnosci ATPazowej

Reakcje prowadzono w objetosci 10 pl. W mieszaninie reakcyjnej umieszczono [v32P]—
ATP (ok. 10 000 cpm, C, 200 nM), bufor do badania oddziatywarn RNA/DNA z biatkiem
(50 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7,5) oraz biatko HEL hDicer (wg. Tabeli 9) lub WT
hDicer (Cx 2 nM) lub hDicer_AHEL (Cx 2 nM) oraz MgCl, (Cx 2,5 mM). Po zmieszaniu
wszystkich sktadowych reakcji, préby inkubowano przez 30 minut w 37°C. Skfad

reakcji podano w Tabeli 9.

Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej do badania aktywnosci ATPazowej.

Sktadnik Stezenie poczatkowe | Stezenie korcowe

Bufor Dicer 5x 1x
~ Biatko | 4 pg/ul (55,6 pmol/ul) | 0,0625 -2 nM
CATP[y?P] | 10000 cpm/ul 200 nM
- MmgCl, | 25 mM 2,5mM

Po skonczonej inkubacji mieszaniny reakcyjne rozdzielano metodg elektroforezy
w 10% zelu PAA, zgodnie z procedurg opisang w rozdziale: Metody 2.15 lub w 15%

zelu PAA, zgodnie z procedurg opisang w rozdziale: Metody 2.14.
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2.21 Badanie aktywnosci RNazowej

Reakcje prowadzono w objetosci 10 pl. W mieszaninie reakcyjnej umieszczono:
(10 000 cpm, C¢ ok. 10 nM) czasteczki pre-miRNA lub dwuniciowej czgsteczki RNA,
przygotowanej zgodnie z opisem umieszczonym w rozdziale: Metody 2.17, bufor do
badania oddziatywarn RNA/DNA z biatkiem (50 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7,5) oraz
biatko hDicer_AHEL (C¢ 1,25 - 10 nM) lub WT hDicer (Cx 10 nM) oraz MgCl, (Cx 2,5
mM). Przygotowano takze reakcje kontrolng z dodatkiem EDTA (25 mM), ktory
chelatuje jony magnezu. Do mieszaniny reakcyjnej dodawano 0,5 pl inhibitora RNaz
(EURX). Po zmieszaniu wszystkich sktadowych reakcji, préby inkubowano przez 30

minut w 37°C. Sktad reakcji podano w Tabeli 10.

Tabela 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej do badania aktywnosci RNazowej.

Sktadnik Stezenie poczatkowe Stezenie koricowe
Bufor Dicer 5x 1x
Biatko 100 nM 1,25-10 nM
RNA 10 000 cpm/ul 10 000 cpm (ok. 10 nM)
MgCl, 25 mM 2,5 mM

Po skonczonej inkubacji do mieszanin reakcyjnych dodawano mocznik (10 M)
w stosunku objetosciowym 1:1 i proby denaturowano 3 minuty w 95°C, po czym
umieszczano w lodzie na 2 minuty. Mieszaniny reakcyjne rozdzielano w 15%

denaturujgcym zelu PAA, zgodnie z procedurg opisang w rozdziale: Metody 2.14.

2.22 Badanie oddziatywan kwas nukleinowy-biatko z wykorzystaniem metody

BLI

W analizie wykorzystano:

(i) bufor podstawowy (BP),

(ii) bufor do badania oddziatywan RNA z biatkiem (Dicer),
(iii) preparat biatkowy HEL hDicer (1 uM),

(iv) ligandy RNA i DNA (100 — 3,125 uM),

(v) glicyne (100 mM),

(vi) NiSO4(100 mM).
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200 pl poszczegdlnych sktadowych reakcji (wymienionych wyzej) umieszczano

w dotkach na czarnej ptaskodennej ptytce 96-dotkowej wg. schematu pokazanego na

Rysunku 7.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Rysunek 7. Schemat pokazujacy rozmieszczenie mieszanin reakcyjnych na ptytce 96-dotkowej
w metodzie BLI. BP — bufor podstawowy, HEL — biatko HEL hDicer, BR — bufor do badania oddziatywan

RNA z biatkiem (Dicer), S — rozciericzenia ligandéw RNA/DNA lub bufor do badania oddziatywarn RNA
z biatkiem (Dicer) w przypadku sciezki kontrolnej, G — glicyna, Ni — NiSO,,

Do pomiaréw wykorzystano aparat Octet K2 System (Forte Bio). Pomiar prowadzono
przy nastepujacych parametrach: (i) typ sensora Ni-NTA, (ii) temperatura: 23°C, (iii)
predkos¢ wytrzgsania: 1 000 rpm. Etapy pomiardw wraz z czasami przedstawiono

w Tabeli 11.

Tabela 11. Etapy pomiarow metodga BLI wraz z czasami trwania.

Etap Czas (sekundy)
Linia bazowa (Baseline) 60
Asocjacja (Association) 20
Dysocjacja (Dissociation) 20
tadowanie biatka (Loading) 1800
Regeneracja (Regeneration) 30
Zanurzenie (Dip) 60

Analize danych przeprowadzono w programie Data Analysis 11.1 (Forte Bio).
Eksperymenty oraz analize danych wykonano we wspdtpracy z dr hab. Anng

Urbanowicz, kierownikiem Pracowni Inzynierii Biatek, ICHB PAN.
2.23 Badanie metodgq spektroskopii dichroizmu kotowego (CD)

Widma dichroizmu kotowego (CD) zebrano na spektrometrze J-815 CD (JASCO)

wyposazonym w uchwyt termostatyczny Peltiera. Roztwér biatka HEL hDicer (Cy 28
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UM) oraz kompleks RNAeHEL hDicer (w stosunku molowym 1:1) w buforze
zawierajgcym 10 mM HEPES (pH 8,0) oraz 300 mM NaF, analizowano w kuwecie
kwarcowej 0.1 cm (Hellma 100-QS). Kazde widmo CD zostato wygenerowane na
podstawie 9 skandw, z szybkoscig skanowania 50 nm/min’, z rozdzielczoscig 1 nm.
Dane zbierano w zakresie 210-300 nm, w zakresie temperatur od 5°C do 90°C.
Wszystkie operacje na widmach wykonano w programie Jasco Spectra Menager.
Eksperymenty oraz analize danych wykonano we wspétpracy z dr Kamilem

Szpotkowskim z Zaktadu Biochemii Rybonukleoprotein ICHB PAN.

2.24 Badanie oddziatywan kwas nukleinowy-biatko z wykorzystaniem metody

irCLIP-seq

Badania oddziatywania HEL hDicer z czgsteczkami RNA w oparciu o metode irCLIP,
zostaty przeprowadzone podczas trzymiesiecznego stazu w Osrodku Genomiki
Medycznej OMICRON Wydziatu Lekarskiego U] CM w Krakowie, we wspdtpracy

z zespotem dr n. med. Pawta Wotkowa.

2.24.1 Fotozszywanie z wykorzystaniem swiatta UV (ang. UV crosslinking)

Przygotowanie préb do badania oddziatywan RNA-HEL hDicer z wykorzystaniem
metody irCLIP-seq (ang. infrared cross-linking immunoprecypitation combined with
NGS-sequencing) [161] rozpoczeto od zebrania komodrek: (i) HEK 293T (kontrole
referencyjne) i (ii) HEK 293T NoDice (4-25) transfekowanych plazmidem kodujgcym
biatko hDicer_AHEL oraz WT hDicer, po 72h od momentu transfekcji. Komérki, po
odciggnieciu pozywki, zostaty zawieszone w 6 ml zimnego PBS (EURx). Nastepnie,
komérki naswietlano swiattem UV o dtugosci fali 254 nm przy uzyciu aparatu UV
Stratalinker 2400 (Stratagene). Po naswietleniu, komorki odklejono od ptytki za
pomocg gtaszczki, a mieszanine komoérek i PBSu rozporcjowano po 2 ml do
3 probéwek typu Eppendorf (1 powtdrzenie biologiczne). Zawiesine komodrek
wirowano w temperaturze 4°C przez 3 minuty przy 2 045 rpm, nastepnie usunieto
supernatant. Osad komodrkowy zamrozono z wykorzystaniem suchego lodu
i przechowywano w -80°C. tacznie przygotowano dla kazdej z préb trzy powtdérzenia
biologiczne i jedno powtdrzenie stuzgce kontroli specyficznosci izolacji kompleksow
RNAebiatko (kontrole IgG).
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2.24.2 Przygotowanie ztoza magnetycznego oraz lizatu komoérkowego

Ztoze magnetyczne Dynabeads™ Protein G (Thermo Fisher Scientific) w objetosci 100
ul na prébe, przemywano 2x 900 ul buforu do lizy (Rozdziat: Materiaty 1.1). Po
przeptukaniu, ztoze zawieszono w 100 ul buforu do lizy i dodano 4 ug odpowiedniego
dla danego biatka przeciwciata. W przypadku, hDicer i wariantu hDicer AHEL
wykorzystano przeciwciata specyficzne wobec konca C biatka hDicer (Anti-Dicer
Antibody sc-136979, Santa Cruz Biotechnology). W przypadku kontroli izolacji
specyficznych  kompleksow RNAebiatko (kontrola 1gG), wykorzystano ztoze
magnetyczne optaszczone przeciwciatami anty-IgG (Normal Mouse IgG, sc-2025,
Santa Cruz Biotechnology). Nastepnie ztoze inkubowano w RT przez 60 minut na
rotatorze wertykalnym firmy Biosan. Przed dodaniem lizatu do ztoza, ztoze

przeptukano 3x 900 ul buforu do lizy z uzyciem magnetycznego statywu.

Przygotowanie lizatu rozpoczeto od rozpuszczenia osadéw komérkowych w 1 ml
buforu do lizy z inhibitorem proteaz (Roche). Po przeniesieniu préb do nowych
probowek typu Eppendorf, osady poddano sonikacji w 10 cyklach w 4°C (30 sekund;
30 sekund przerwy). Stezenie lizatu sprawdzono wykorzystujgc zestaw Coomasie
Bradford Assay (Promega), pomiar wykonano zgodnie z protokotem dostarczonym
przez producenta na 96-dotkowe] ptytce, na urzadzeniu GloMax®-Multi Detection
System, w odniesieniu do préby referencyjnej, zawierajacej BSA. 1 ml lizatu
o stezeniu ok. 0,56 pg/ul poddano trawieniu RNazg | oraz DNazg przez 3 minuty
w 37°C z wytrzgsaniem 1 100 rpm. Po trawieniu, lizat umieszczono w lodzie na

3 minuty, a nastepnie wirowano przez 10 minut w 4°C przy 15 000 rpm.

Supernatant zawierajacy pozgdane kompleksy RNAebiatko, powstaty po wirowaniu,

zabrano i dodano do zfoza, a nastepnie inkubowano przez noc w 4°C na rotatorze.

2.24.3 Defosforylacja korica 3’ RNA i ligacja z adapterem wyznakowanym

barwnikiem bliskiej podczerwieni

Po catonocnej inkubacji, proby umieszczono w statywie magnetycznym i usunieto
z nich supernatant. Nastepnie, ztoze przeptukano dwukrotnie 900 ul buforu ,High-

salt” (podczas drugiego ptukania ztoze inkubowano z wczesniej wspomnianym
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buforem przez minute w 4°C). Kolejnym krokiem byto przeptukanie ztoza 1x 900 pl
buforu ,PNK wash”. Po usunieciu buforu, w celu defosforylacji konca 3' RNA
zwigzanego z biatkiem hDicer_AHEL lub WT hDicer, ztoze zawieszono w 20 ul
mieszaniny zawierajacej: bufor 1x PNK pH 6,5; 0,5 pl RNasin; 0,5 ul polimerazy PNK
(NEB); 15 pL UltraPure Water. Uzycie polimerazy PNK umozliwito defosforylacje
korica 3' RNA tworzgcego kompleksy RNAebiatko. Zawiesine inkubowano 20 minut
w 37°C z wytrzgsaniem 1 100 rpm. Po inkubacji, ztoze przeptukano 1x 900 ul buforem
,PNK wash”, a nastepnie 1x buforem ,High-salt” i ponownie 1x 900 ul buforem , PNK
wash”. Po przeptukaniu, ztoze zawieszono w 100 ul buforu ,,PNK wash” i przeniesiono
do nowej probowki typu Eppendorf. Ztoze ponownie przeptukano 1x 900 ul buforu
»PNK wash” i inkubowano w 4°C na rotatorze przez 10 minut. Nastepnie préby krétko
zwirowano i usunieto supernatant. Ztoze zawieszono w 20 pl mieszaniny ligacyjnej
zawierajgcej: 1x bufor do ligacji; 0,5 ul RNasin; 1 pl ligazy RNA; 4 ul PEG400; 2 ul
adaptera L3-IR-App (1 uM); 7,5 uL UltraPure Water. Ligacja adaptera, posiadajgcego
barwnik bliskiej podczerwieni, z zdefosforylowanym wczesniej RNA (w kompleksie

RNAebiatko) odbywata sie przez noc w 16°C z wytrzgsaniem 1 100 rpm.

2.24.4 Rozdziat kompleksow w zelu SDS-PAGE i ich transfer na membrane

nintrocellulozow3

Po catonocnej inkubacji, ztoze przeptukano 1x 900 pl buforem ,PNK wash”, nastepnie
1x 900 pl buforem ,High-salt”, po czym, ztoze inkubowano na rotatorze przez
1 minute w 4°C. Ztoze ponownie przeptukano 2x 900 pl buforu ,PNK wash”, nastepnie
zawieszono w 20 pl buforu 1x NuPAGE™ LDS Sample Buffer (Invitrogen) i inkubowano
5 minut w 70°C z wytrzgsaniem 1 100 rpm, w celu uwolnienia komplekséw ze ztoza
magnetycznego. Po inkubacji, proby umieszczono w statywie magnetycznym, w celu
oddzielenia supernatantu, zawierajgcego uwolnione kompelsy RNAebiatko od ztoza.
Nastepnie, pobrano 19 pl supernatantu i natozono na zel 4-12% NuPAGE Bis-Tris
(Invitrogen). Wzorcem wielkosci byt marker PageRuler™ Prestained Protein Ladder
10-250 kDa (Thermo Fisher Scientific). Elektroforeze prowadzono w buforze 1x

NuPAGE™ MOPS SDS Running Buffer (Invitrogen) przy 180V przez 65 minut.
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Przygotowang wczesniej membrane nitrocelulozowg (8 cm x 7 cm), bibute Whatmana
(8 cm x 8 cm) oraz gabki namoczono w buforze do transferu NuPAGE™ Transfer
Buffer (Invitrogen) z dodatkiem 10% metanolu. Po skonczonej elektroforezie, zel
wyjeto i odcieto fragment zawierajgcy kieszonki. Ztozono tzw. ,kanapke” do
elektrotransferu mokrego, zgodnie z kolejnoscia od anody: gabka, 2x bibuta
Whatmana, zel, membrana nitrocelulozowa, 2x bibuta Whatmana, ggbka. Transfer
prowadzono przez 2 h przy 30 V. Po transferze, membrane przeptukano roztworem
PBS i zabezpieczono folig typu stretch. Kompleksy RNAebiatko obecne na membranie
wizualizowano z wykorzystaniem aparatu Odyssey Li-COR CLx Imager przy dtugosci

wigzki lasera 700 oraz 800 nm.

2.24.5 lzolacja RNA z kompleksow RNAebiatko

Kolejnym etapem byto wyciecie z membrany specyficznych komplekséw RNAebiatko
i umieszczenie wycietych fragmentéw w probdwkach typu Eppendorf. Do
fragmentéw membrany dodano 200 pl roztworu proteinazy K (10 ul) i buforu
,PK+SDS” (190 pl). Mieszanine inkubowano 1,5h w 50°C z wytrzgsaniem 1 100 rpm.
Po inkubacji, do mieszaniny dodano 200 ul roztworu fenol:chloroform:alkohol
izoamylowy i zmieszano. Mieszanine przeniesiono do 2 ml probéwek Phase Lock Gel
Heavy (VWR) i inkubowano 5 minut w 30°C z wytrzasaniem 1 100 rpm. Nastepnie
probdéwki wirowano 5 minut w RT przy 13 000 rpm, w celu rozdzielenia faz. Do gérnej
fazy dodano 800 pl chloroformu i zmieszano poprzez kilkukrotne odwracanie
probdéwki. Catos¢ wirowano przez 5 minut w RT przy 13 000 rpm. Gdérng wodng
warstwe przeniesiono do nowej probéwki typu Eppendorf, dodano 21 ul glycoblue
Master Mix (1 ul glycoblue, 20 ul 5M chlorku sodu) i wymieszano przez pipetowanie.

Do mieszaniny dodano 1 ml 96% etanolu. RNA precypitowano przez noc w -20°C.

2.24.6 Odwrotna transkrypcja i cyrkularyzacja

Po wyjeciu préb z -20°C, catos¢ wirowano w temperaturze 4°C przy 15 000 rpm przez
45 minut. Supernatant usunieto, a osad przemyto 900 pl 80% etanolu. Nastepnie
proby zwirowano przez 35 minut przy 15 000 rpom w 4°C. Po usunieciu supernatantu,
osad suszono przez 2 minuty w RT. Osad, zawierajgcy RNA, rozpuszczono w 6 pl

UltraPure Water i przeniesiono do probowki typu PCR. Do probowki dodano: 1 pl
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startera irCLIP_ddRT ## (1 pmol/ul) (## - wybrany numer indeksu do
sekwencjonowania NGS, Tabela 2) i 0,5 pul mieszaniny dNTP (10 mM), 1x bufor SSIV
(Invitrogen), 0,5 upl 0,1M DTT, 0,25 pl RNasin, 0,25 pl odwrotnej transkryptazy
Superscript IV. Préby umieszczono w termocyklerze i ustawiono program: 5 minut
25°C; 5 minut 50°C; 5 minut 55°C; 4°C. Po skonczonej inkubacji, do mieszaniny
dodano: 0,5 pul RNazy H (NEB) i 0,5 pul RNazy A (Ambion). Préby inkubowano 15 minut
w 37°C. W tym czasie przygotowano ztoze MyOne C1 SA-dynabeads (Thermo Fisher
Scientific) przez przeptukanie 2x 100 pl buforem NT2 (Rozdziat: Materiaty 1.1). Ztoze
wykorzystano w celu oczyszczenia produktéw odwrotnej transkrypcji przed
cyrkularyzacja cDNA. Na kazda probe wykorzystano 80 ul ztoza zawieszonego
w buforze NT2. Po dodaniu cDNA do ztoza, préby inkubowano na rotatorze
wertykalnym przez 45 minut w RT. Nastepnie usunieto supernatant i przeptukano

ztoze 2x 100 pl buforem , High stringency”, 3x 100 ul PBS (pH 7,4, Gibco).

Po usunieciu supernatantu, ztoze MyOne C1 SA-dynabeads zawierajgce cDNA,
zawieszono w 12,75 ul roztworu do elucji cDNA (1 pl 1 uM P3 tall, 0,75 ul 50mM
MnCl,, 3 ul betainy, 8 ul UltraPure Water). Préby umieszczono w termocyklerze
i nastawiono program: 3 minuty 95°C; 95 - 60°C (spadek temperatury
0,1°C/sekunde); 5 minut 60°C. Nastepnie, do préob dodano 2,25 pul roztworu do ligacji:
bufor 1x CircLigase Il (Epicentre), 0,75 pl CirclLigase Il (Epicentre) i inkubowano 2h
w 60°C, a nastepnie schtodzono do 4°C. Po ligacji, préby ze ztozem inkubowano
3 minuty w 95°C, nastepnie umieszczono w statywie magnetycznym i zbierano cDNA
(ok. 15 pl). W celu odzyskania resztek cDNA, do ztoza dodano 185 pl buforu TE
i inkubowano przez 5 minut w 80°C. Po inkubacji, 185 ul buforu TE pobrano znad
ztoza i dodano do pobranego wczesniej cDNA. Nastepnie do mieszaniny zawierajgcej
c¢DNA dodano 200 ul buforu TE oraz 40,75 pl roztworu glycoblue (0,75 ul glycoblue,
40 pl 3M octanu sodu pH 5,5) oraz 1 ml 100% etanolu. cDNA precypitowano przez

noc w -20°C.

2.24.7 Namnazanie cDNA metodg PCR

Po catonocne] precypitacji, préby wirowano 30 minut przy 15 000 rpm w 4°C. Po

usunieciu supernatantu, do osadu dodano 0,5 ml 80% etanolu. Nastepnie, ponownie
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wirowano 30 minut przy 15 000 rpm w 4°C. Po usunieciu supernatantu, osad suszono
3 minuty w RT i rozpuszczono w 15 pl UltraPure Water (Sigma). Nastepnie,
przygotowano mieszaniny reakcyjne, zgodnie z Tabelg 12. Przed wtasciwg reakcja
PCR, wykonano optymalizacje liczby cykli (21, 24, 27 i 30), w celu wybrania ilosci cykli,
ktéra pozwoli na uzyskanie homogennego produktu. Ostatecznie w PCR zastosowano

25 cykli.

Warunki przebiegu reakcji zamieszczono w Tabeli 13.

Tabela 12. Wykaz sktadnikéw mieszanin reakcyjnych PCR.

PCR optymalizacyjny PCR preparatywny
cDNA 1l cDNA 1l
mix starteréw (10uM) mix starteréw (10uM)
0,5 ul 0,5 ul
P5Solexa/P3Solexa P5Solexa/P3Solexa

Phusion HF Master mix | 10 ul | Phusion HF Master mix | 10 pl
UltrPure Water 8,5 ul UltrPure Water 8,5 ul

Tabela 13. Wykaz temperatur, czasu trwania i liczby cykli w PCR.

PCR optymalizacyjny PCR preparatywny
T[°C] | Czas | Liczba cykli | T[°C] | Czas | Liczba cykli
98 | 40” 1 98 | 40” 1
98 | 20” 95 20”
65 30” 15-30 65 30” 25
72 | 45" 72 | 45"
72 3 1 72 3 1
25 - - 25 - -

‘- minuta; “ - sekunda

Produkty PCR poddano rozdziatowi elektroforetycznemu w 6% zelu TBE Novex™
(Invitrogen) z wykorzystaniem aparatu do pionowej elektroforezy w Zelach
poliakrylamidowych. Rozdziat prowadzono przy napieciu 185 V przez 25 minut. Po
rozdziale, zel barwiono w buforze zawierajgcym SYBR GREEN | (Sigma) przez 5 minut

i udokumentowano na urzgdzeniu Gel Dox XR Imaging System (Bio Rad).
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2.24.8 Oczyszczanie produktow PCR z zelu

Oczyszczanie produktéw PCR z Zelu rozpoczeto od wyciecia z zelu prazkéw DNA
odpowiadajacych dtugosci 145-400 pz. Fragmenty zelu umieszczono w probdéwkach
typu Eppendorf z odrecznie zrobionymi dziurkami na wieczku i wirowano 1 minute
przy 13 000 rpm w 4°C, w celu rozdrobnienia fragmentéw zelu. Po wirowaniu, do
rozdrobnionego zelu dodano 500 pl buforu ,Crush-soak” i inkubowano 2 h w 65°C
z wytrzgsaniem 1 000 rpm. Po zakoriczonej inkubacji, supernatant przeniesiono do
probowki typu Eppendorf z kolumng Costar SpinX (Sigma) i wirowano 1 minute przy
13 000 rpm w RT w celu pozbycia sie resztek zelu. Nastepnie, przesgcz przeniesiono
do nowej probdéwki typu Eppendorf i dodano 51 ul roztworu glycoblue (1 pl
glycoblue, 50 pl 3 M octanu sodu, pH 5,5) oraz 1 ml 96% etanolu. Préby
precypitowano przez noc w -20°C. Po catonocnej precypitacji proby wirowano przez
30 minut przy 15 000 rpm w 4°C. Po usunieciu supernatantu, do osadu dodano 900 pl
80% etanolu i wirowano 30 minut przy 15 000 rpm w 4°C, a osad pozostawiono na
3 minuty w RT do wysuszenia. Po wysuszeniu, osad rozpuszczono w 15 ul UltraPure

Water.

2.24.9 Przygotowanie i normalizacja bibliotek do sekwencjonowania NGS

W celu przygotowania biblioteki cDNA do sekwencjonowania NGS, wykonano analize
TapeStation (Agilent), ktéra umozliwia ocene rozktadu fragmentdw oraz jakos¢
biblioteki cDNA. W tym celu wykorzystano rozdziat elektroforetyczny
z zastosowaniem chipéw High Sensitivity D100 Screen Tape® Sytem (Agilent) oraz
aparat Agilent 2200 TapeStation System (Agilent). Préby oraz marker wielkosci
przygotowano zgodnie z zaleceniami producenta. Pomiarowi poddawano 2 pl

nierozciernczonego cDNA z biblioteki.

Po okresleniu stezenia bibliotek cDNA za pomocg spektrofotometru NanoDrop®1000
oraz sprawdzeniu rozktadu dtugosci fragmentéw w bibliotekach cDNA, biblioteki
taczono ze sobg w jednej probdéwce typu Eppendorf do stezenia koAcowego 0,05
ng/ul kazdej z bibliotek. Z kazdej biblioteki kontroli IgG dodano po 2 pl do biblioteki
koricowe]. Nastepnie, ponownie wykonano pomiar stezenia biblioteki cDNA na

spektrofotometrze NanoDrop®1000. Na podstawie wyliczonego stezenia, obliczono
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Srednie stezenie biblioteki, ktére wynosito 0,315 ng/ul. Na korcu wyznaczano

stezenie biblioteki, zgodnie ze wzorem:

stezenie probki (TL—‘?)

x 10°
660 (%) X Srednia dtugos¢ produktéw cDNA w bibliotece (pz)

= stezenie biblioteki (nM)
Stezenie przygotowanej biblioteki cDNA wynosito ok. 3 nM.

Przygotowanie biblioteki zostato wykonane we wspotpracy z dr Justyng Toton-
Zuranska z Os$rodka Genomiki Medycznej OMICRON (Wydziat Lekarski UJ

w Krakowie).

2.24.10 Sekwencjonowanie z zastosowaniem sekwenatora lllumina NextSeq550

Biblioteke przygotowang zgodnie z opisem zamieszczonym w rozdziale: Metody
2.24.9, rozciericzono wodg wolng od DNaz i RNaz do koncowego stezenia 2 nM.
Kolejnym krokiem byta denaturacja biblioteki, w tym celu biblioteke zmieszano
z jedng objetosciag 0,2 M NaOH (10 ul) i wirowano 1 minute przy 1500 rpm,
a nastepnie inkubowano przez 5 minut w RT. Po zakoriczonej inkubacji, do préby
dodano 10 pl 200 mM Tris-HCI (pH 7,0) i wirowano 1 minute przy 1 500 rpm. Po
zwirowaniu, bilbioteke rozcieficzano do stezenia koricowego 20 pM, poprzez dodanie

970 ul buforu HT1 (lllumina) i ponownie wirowano 1 minute przy 1 500 rpm.

Sekwencjonowanie bibliotek wykonano na ptytce High Output Flow Cell (lllumina).
Finalne stezenie biblioteki na ptytce wynosito 1,8 pM. W tym celu, zmieszano 90 pl
biblioteki cDNA (20 pM) z 10 ul (10 nM) bilbioteki genomu bakteriofaga Phix, ktory
stanowi kontrole wewnetrzng sekwencjonowania oraz 1,2 ml buforu HT1. Tak
przygotowane rozcienczenie (1,3 ml) naktadano na kartridz z odczynnikami do
sekwencjonowania. Sekwencjonowanie wykonano na sekwenatorze Illumina
NextSeq550 z wykorzystaniem odczynnikdw pozwalajgcych na uzyskanie odczytow

1x75 pz.
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Sekwencjonowanie NGS wykonano we wspoétpracy z dr Michatem Sewerynem i mgr
Marcinem Stomka z Pracowni Biobank (Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,

Uniwersytet £édzki).

2.24.11 Analiza danych po sekwencjonowaniu NGS

Dane uzyskane po sekwencjonowaniu NGS bibliotek irCLIP zostaty poddane analizie
i obrébce przy wspoétpracy z bioinformatykami, dr Michatem Sewerynem (Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet tédzki) oraz mgr. Ziemowitem
Radogostowiczem. Pierwszym etapem byto uporzadkowanie uzyskanych danych
w oparciu o zastosowane adaptery (zawierajgce unikalne sekwencje identyfikujace,
tzw. UMI, ang. Unique Molecular Identifiers) oraz jako$¢ uzyskanych odczytéw (tzw.

III

»,quality control”). W tym celu zastosowano program Cutadapt, ktdéry stuzy do
kontroli jako$ci odczytdw uzyskiwanych po NGS, wraz z mozliwoscig usuniecia
adapterow, starteréw oraz ogondw poli(A). Kolejny etap obejmowat wstepne
mapowanie uzyskanych odczytéw z wykorzystaniem programu Bowtie2, ktory
umozliwia przyréwnanie sekwencji odczytéw do sekwencji referencyjnej (referencja
hg38). Nastepnie, dane poddano mapowaniu w programie STAR. W celu identyfikacji
barkoddéw i dopasowania odczytéw do konkretnych badanych prébek zastosowano
narzedzia bioinformatyczne UMI-tools, niezbedne do analizy sekwencji UMI. Do
identyfikacji miejsc crosslinku, czyli sekwencji RNA wigzanych przez biatko,
wykorzystano narzedzie BEDTools. Nastepnym etapem byto tzw. ,wywotywanie
pikdw” (ang. peak calling), ktére stosowane jest do identyfikacji obszaréw
w genomie, ktore zostaty wzbogacone o odczyty otrzymane w wyniku NGS (w tym
przypadku: obszary zawierajgce sekwencje wigzane przez biatko). W tym celu
wykorzystano narzedzie iCount. Dla pozyskanych danych przeprowadzono takze
kontrole jakosci sekwencjonowania (program FastQC), kontrole kompleksowosci
bibliotek (program Preseq) oraz kontrole dystrybucji danych (program RSeQC).

Ostatnim etapem byta réznicowa analiza ekspresji gendw w programie DESeq?2.
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IV.  WYNIKI

1. Otrzymywanie domeny helikazowej hDicer

W celu otrzymania preparatu domeny helikazowej hDicer wykorzystano bakteryjny
system ekspresyjny E. coli One Shot™ BL21 Star™ (Thermo Fisher Scientific). Komorki
E. coli One Shot™ BI21 Star™ transformowane byty wektorem ekspresyjnym pMCSG7

zawierajgcym sekwencje kodujacg domene helikazowg hDicer.

1.1 Otrzymanie konstruktu pMCSG7_HEL zawierajgcego sekwencje kodujaca

domene helikazowej hDicer

W celu otrzymania plazmidu ekspresyjnego zawierajgcego sekwencje kodujgca
domene helikazowg hDicer wykorzystano metode LIC (ang. Ligation Independent
Cloning, klonowanie niezalezne od ligacji). Metoda LIC zostata wybrana z uwagi na
brak koniecznosci stosowania enzymow restrykcyjnych i ligazy do wprowadzenia
sekwencji kodujgcej biatko do wektora ekspresyjnego, co znaczgco upraszcza
procedure klonowania. Do przygotowania konstruktéw genetycznych wykorzystano
odpowiedni dla metody LIC wektor, pMCSG7 [162]. Wektor ten posiada sekwencje
znacznika heksa-histydynowego (Hisg-tag). Znacznik ten, po ekspresji sekwencji
kodujgcej biatko, znajduje sie na N-koncu biatka i umozliwia jego pdiniejsze
oczyszczenie metodg chromatografii powinowactwa. W wektorze znajduje sie takze
gen kodujgcy polimeraze RNA bakteriofaga T7, ktdry znajduje sie pod kontrolg
promotora operonu laktozowego. Dzieki obecnosci operonu laktozowego, ekspresja
polimerazy T7 moze by¢ indukowana poprzez dodanie IPTG do pozywki LB podczas
hodowli komdrek bakteryjnych [163]. Plazmid posiada takze gen opornosci na
ampicyline, oraz sekwencje rozpoznawang przez endonukleaze Sspl, ktéra

wykorzystywana jest do linearyzacji plazmidu (Rysunek 8).
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DNA kodujacy sekwencje aminokwasowg domeny helikazowej hDicer (rejon 1-624 aa
sekwencji hDicer) uzyskano z wykorzystaniem metody PCR (Rozdziat: Metody 2.1;
Tabela 2.). Matrycg w reakcji PCR byt plazmid zawierajgcy petng sekwencje cDNA
hDicer (PubMed, NM_030621) (GeneCopoeia). Startery uzyte w reakcji amplifikacji
posiadaty dodatkowo sekwencje wykorzystywane w klonowaniu metodg LIC, tj. 18 nt
sekwencje TACTTCCAATCCAATGCC, dodang do startera HEL F_LIC oraz 19 nt
sekwencje TTATCCACTTCCAATGTTA, dodang do startera HEL_R_LIC (Rozdziat:
Materiaty 1.3, Tabela 1). Dodawane w reakcji amplifikacji sekwencje s3

komplementarne do odpowiednich sekwencji obecnych w wektorze pMCSG?7.

6xHis Sspl (219)
ATG|
RBS
(T7 promoter’

pMCSG7

5286 bp

Rysunek 8. Mapa wektora ekspresyjnego pMCSG7. Na mapie zaznaczono sekwencje Hisg-tag,
miejsce ciecia przez enzym Sspl, promotor wirusowej polimerazy T7, operon laktozowy, a takze gen
kodujacy opornosc¢ na ampicyline. Mape wygenerowano w programie SnapGene®.

Produkty reakcji PCR rozdzielano w zelu agarozowym (Rozdziat: Metody 2.2),
Rysunek 9, a nastepnie wyizolowano produkt o dtugosci 1 800 pz, przypuszczalnie
zawierajgcy sekwencje DNA kodujgcg domene helikazowg hDicer (Rozdziat: Metody

2.3), zgodnie z procedurg opisang w protokole dotgczonym do zestawu Gel ME Mini
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Kit (Syngen). Stezenie oczyszczonego produktu (insertu, nazwanego cDNA HEL)

wynosito: 92,6 ng/ul.

M

1kpz K HEL
2 kpz ‘ 18k
1,5kpz - S oKz
1kpz

Rysunek 9. Zdjecie przedstawiajgce rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR. Rozdziat
prowadzono w 1% zelu agarozowym. W kieszonkach umieszczono: M — 7 ul markera; K — 5 pl reakcji
kontrolnej bez matrycy; HEL - 5 ul produktu PCR; strzatkg zaznaczono otrzymany produkt.

Réwnolegle przygotowano wektor pMCSG7 do reakcji LIC (Rozdziat: Metody 2.4),
wykorzystujgc enzym restrykcyjny Sspl. Stezenie oczyszczonego, zliniowanego

wektora wynosito: 76 ng/ul.

Insert cDNA HEL (300 ng) oraz wektor pMCSG7 (300 ng) inkubowano z polimeraza T4
oraz odpowiednio: (i) dCTP, w przypadku cDNA HEL lub (ii) dGTP, w przypadku
wektora, zgodnie z procedurg opisang w rozdziale: Metody 2.4. Aktywno$é egzo-
nukleazowa (3' = 5') polimerazy T4 prowadzi do hydrolizy wigzan fosfodiestrowych,
az do napotkanej reszty C (w przypadku insertu) oraz G (w przypadku wektora), dzieki
czemu powstajg 15 nt komplementarne jednoniciowe korice 5'. Tak przygotowany
wektor i insert zmieszano w proporcji molowej 1:1 i inkubowano 5 minut w RT.
W kolejnym kroku, produkt reakcji LIC zostat wprowadzony do komadrek bakteryjnych
E. coli DH5a, zgodnie z procedurg opisana w rozdziale: Metody 2.5. Selekcja komadrek
bakteryjnych posiadajgcych pozgdany plazmid, po wysianiu na szalke ze statym
podtozem LB wzbogaconym ampicyling, byta mozliwa dzieki obecnosci w wektorze

pMCSG7 sekwencji zapewniajacej opornos¢ na ampicyline - genu ampR, ktdrego
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produkt katalizuje hydrolize pierscienia [B-laktamowego ampicyliny. Chcac
potwierdzi¢ obecnos¢ insertu w wektorze pMCSG7, pobrano pojedyncze kolonie
bakteryjne i przeprowadzono reakcje amplifikacji, tzw. ,PCR kolonijny” (Rozdziat:
Metody 2.1); w reakcji tej uzyto starteréw t7fwd oraz t7rvd (Rozdziat: Materiaty 1.3,

Tabela 1). Rozdziat produktéw kolonijnego PCR przedstawiono na Rysunku 10.

1 kpz

—
m—— N e 1 S

2kpz ) - . ) . : . €— 2,2kpz

1kpz

Rysunek 10. Rozdziat elektroforetyczny produktéw kolonijnego PCR. Produkty rozdzielono w 1%
zelu agarozowym. W kieszonkach umieszczono: M — 7 pl markera Perfect Plus™ 1 kb DNA Ladder
(EurX); K - 5ul reakcji kontrolnej bez matrycy; 1-4 — numery porzadkowe kolonii wybrane z szalki,
ktére postuzyty jako matryca do reakcji; strzatkg zaznaczono otrzymany produkt.

Z wytypowanych, na podstawie kolonijnego PCR, kolonii bakteryjnych wyizolowano
plazmidowy DNA (Rozdziat: Metody 2.6). W celu sprawdzenia zgodnosci
wprowadzonej sekwencji z sekwencjg domeny HEL hDicer oraz prawidtowej orientacji
i zachowania ramki odczytu pozwalajgcej na uzyskanie produktu w postaci domeny
helikazowej hDicer, przeprowadzono reakcje sekwencjonowania metody Sangera
z wykorzystaniem wyizolowanych plazmidowych DNA, jako matryc. Otrzymane wyniki
potwierdzity catkowitg zgodnos$é sekwencji wprowadzonej do wektora z sekwencjg
domeny HEL hDicer. Potwierdzono takze, ze sekwencja insertu znajduje sie w ramce

odczytu zgodnej z kodonem start AUG.
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1.2 Ekspresja sekwencji kodujagcej domene helikazowa w bakteryjnym

systemie ekspresyjnym

W celu otrzymania preparatu biatkowego domeny helikazowej hDicer komérki
bakteryjne E. coli szczep ekspresyjny OneShot™ BL21 Star™ transformowano
konstruktem pMCSG7_HEL, metoda szoku cieplnego (Rozdziat: Metody 2.5). Hodowle
prowadzono zgodnie z metodg opisang w rozdziale: Metody 2.8. Przyktadowe
wartosci ODggo uzyskiwane dla pomiaréw w czasie: 2h, 3h i 3,5h po rozpoczeciu

hodowli przedstawiono w Tabeli 14.

Po osiggnieciu wartosci ODgoo ok. 0,8, hodowle inkubowano w lodzie przez 30 minut,
a nastepnie indukowano ekspresje poprzez dodanie analogu laktozy, IPTG do stezenia
koncowego 0,4 mM. Hodowle nastepnie inkubowano przez 18 h w 18°C
z wytrzgsaniem 225 rpm. Po tym czasie pozywke wraz z bakteriami wirowano
w ultrawiréwce Avanti J-26 XPl przez 10 minut w 4°C przy 7000 rpm. Osady

zawierajgce komoérki bakteryjne zbierano i przechowywano w -70°C.

Tabela 14. Wartosci ODgqy uzyskane podczas hodowli E. coli przed zaindukowaniem ekspresji.

czas wartosci ODggg
2h 0,15 0,16 0,2 0,22
3h 0,43 0,46 0,6 0,68
3,5 0,77 0,79 0,87 0,89

1.3 Oczyszczanie domeny helikazowej hDicer

Dzieki obecnosci znacznika Hisg-tag domene helikazowg oczyszczano wykorzystujac
metode chromatografii powinowactwa. W celu otrzymania supernatantu
zawierajgcego frakcje biatek rozpuszczalnych, otrzymane osady bakteryjne poddano
lizie, a nastepnie wirowano, zgodnie z opisem zawartym w rozdziale: Metody 2.9.
Supernatant naktadano na wczesniej przygotowang kolumne chromatograficzng ze
ztozem niklowym Ni Sepharose® High Performance (Cytiva) (Rozdziat: Metody 2.9).

Do wymywania frakcji wykorzystano bufor podstawowy 1x (50 mM HEPES, pH 7,5,
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500 mM NaCl, 5% glicerol, 0,01% Triton X-100) wzbogacony o imidazol o stezeniach,
odpowiednio: 0,02 M; 0,05 M; 0,1 M; 0,2 M; 0,3 M; 0,5 M oraz 1M, zgodnie
z procedurg opisang w rozdziale: Metody 2.9. Wymywane z kolumny frakcje
analizowano metody elektroforezy SDS-PAGE w 10% denaturujgcym zelu PAA
(Rysunek 11 A). Zgodnie z wynikami przedstawionymi na Rysunku 11 A, frakcje
zawierajgce HEL hDicer o pozgdanym stopniu czystosci (homogennosé 95%<) zostaty

otrzymane po przemyciu ztoza roztworem imidazolu o stezeniu 0,2-0,3 M.

Frakcje zawierajgce HEL hDicer o pozgdanym stopniu homogennosci zostaty poddane
procedurze zageszczania i wymianie buforu, na bufor do przechowywania BP 1x
(Rozdziat: Materiaty 1.1). Tak uzyskany preparat HEL hDicer przechowywano w 4°C.
Stezenie uzyskane dla preparatu HEL hDicer wynosito 4-9 pg/ul. Reakcje wigzania
przeprowadzono z wykorzystaniem preparatu 9 pg/ul, w pozostatych
eksperymentach wykorzystano preparat 4 pg/ul. Reprezentatywng probke preparatu

HEL hDicer przedstawiono na Rysunku 11 B.

A imidazol B

M  HEL

100 kDa
75kDa

63 kDa

Rysunek 11. Zdjecie przedstawiajgce rozdziat elektroforetyczny frakcji zebranych po oczyszczaniu
HEL hDicer metodg chromatografii powinowactwa (A) oraz preparat HEL hDicer po oczyszczeniu
i zageszczeniu (B). (A) W kieszonkach umieszczono: M — 5 pl markera Perfect™ Tricolor Protein Ladder
(EURX); lizat — supernatant po lizie i wirowaniu (15 p); FT — frakcja zebrana po przepuszczeniu lizatu
przez ztoze (15 p); frakcje uzyskane po natozeniu na kolumne roztwordéw imidazolu o wzrastajgcym
stezeniu (15 pl). Czerwong ramka zaznaczono frakcje wybrane do dalszych analiz. (B) M —5 pl markera
Perfect™ Tricolor Protein Ladder (EURX); HEL — 5 pl preparatu HEL.

84



WYNIKI

2. Badanie aktywnosci biochemicznych domeny helikazowej hDicer

W 2009 roku na Uniwersytecie w Hamburgu ukazata sie rozprawa doktorska pt.
»Functional Investigation of the ATPase/Helicase Domain of Human Dicer” autorstwa
Ikenna R. Obi [A], ktérej opiekunem naukowym byt prof. Uli Hahn z Instytutu
Biochemii i Biologii Molekularnej w Hamburgu. Autor pracy w swoich badaniach
wykorzystat preparat domeny helikazowe] hDicer wyprodukowany w bakteryjnym
systemie ekspresyjnym (E. coli) i wykazat, ze domena helikazowa hDicer posiada
aktywnos¢ hydrolizy ATP, wigze czgsteczki RNA o dtugosci 21 nt i 70 nt oraz wspiera
proces parowania sekwencji komplementarnych wystepujgcych w 21 nt substratach
RNA. Dane zawarte w doktoracie I.R. Obi nie ukazaty sie jednak nigdy w postaci
publikacji naukowej. Z uwagi na fakt, ze jak dotgd nie przeprowadzono szczegétowej
charakterystyki aktywnosci biochemicznych domeny helikazowej hDicer, w tym
aktywnosci wigzania w odniesieniu do réznych typow substratéw RNA i DNA,
w ramach prowadzonych prac postanowiono zbadac: (i) aktywnosé wigzania kwasow
nukleinowych: RNA oraz DNA, zaréwno jedno- jak i dwuniciowych, a takze (ii)
aktywnos¢ rozplatania dwuniciowych RNA oraz DNA, iii) aktywnos$¢ wspierania
parowania sekwencji komplementarnych kwaséw nukleinowych (ang. nucleic acid

annealing activity).

2.1 Aktywnosci ATPazy

Jak wspomniano wczes$niej, domena helikazowa hDicer posiada motyw A Walkera,
ktory jest odpowiedzialny za wigzanie i hydrolize ATP [28]. W celu sprawdzenia czy
otrzymany preparat HEL hDicer posiada aktywnos$¢ wigzania ATP zastosowano
metode rdznicowej migracji w zelach poliakrylamidowych (EMSA). W reakcjach
wykorzystano substrat [y*2P]-ATP (Cy 200 nM) i HEL hDicer (Cx 2 nM) (Rozdziat: Metody
2.20). Wyniki reakcji wigzania ujawnity, ze preparat HEL hDicer wigze ATP (Rysunek
13 A).

Nastepnie sprawdzono, czy HEL hDicer posiada aktywno$¢ hydrolizy ATP. Reakcje
prowadzono w obecnosci substratu [y32P]—ATP (Cx 200 nM) oraz preparatu HEL hDicer

o stezeniach od 0,0625 do 2 nM, a jej produkty rozdzielano w 15% denaturujgcym
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zelu PAA (Rozdziat: Metody 2.14). Zaobserwowano, ze HEL hDicer wykazuje

aktywnos¢ ATPazowg, w sposob zalezny od stezenia biatka (Rysunek 13 B).

Jak dotad, w literaturze nie pojawity sie jednoznaczne informacje na temat zdolnosci
do hydrolizy ATP przez hDicer. W celu sprawdzenia, czy hDicer przeprowadza proces
hydrolizy ATP, a jedli tak, to czy za te aktywnos$¢ odpowiedzialna jest domena
helikazowa hDicer, prowadzono reakcje, w ktérych uzyto [v32P]—ATP (Ck 200 nM),
preparat WT hDicer (Cx 2 nM) oraz wariant delecyjny hDicer nieposiadajgcy domeny
helikazowej (hDicer_AHEL) (Cx 2 nM), zgodnie z opisem zamieszczonym w rozdziale:
Metody 2.20. Wariant hDicer_AHEL jest pozbawionym domeny helikazowej (delecja
rejonu od 1 do 624 aa WT hDicer) wariantem hDicer (Rysunek 12). Wspomniane
preparaty hDicer zostaty otrzymane w ludzkich liniach komdrkowych HEK 293T
NoDice (4-25): preparat typu wild-type hDicer (WT hDicer), przez mgr inz. Marte
Wojnickg oraz preparat hDicer_AHEL, przez mgr inz. Agnieszke Szczepanska (Rozdziat:
Materiaty 1.4). Kontrolg pozytywng w prowadzonych reakcjach byt uzyskany preparat
HEL hDicer. Mieszaniny reakcyjne rozdzielano w 10% natywnym zelu PAA (Rozdziat:
Metody 2.15). Uzyskane wyniki wykazaty, ze WT hDicer wydajnie przeprowadza
proces hydrolizy ATP (Rysunek 13 D), aktywnosci takiej nie posiada natomiast
hDicer_AHEL (Rysunek 13 C).

WT hDicer (1-1922 aa)

Domena DUF RNaza
NH,—  nelikazowa — 283 PAZ T ree— COOH

hDicer AHEL (625-1922 aa)

NH, = a3 PAZ il ereo— COOH

HEL (1-624 aa)

Domena
NH, —

helikazowa — COOH

Rysunek 12. Schemat przedstawiajacy wykorzystywane w badaniach warianty hDicer: WT hDicer,
hDicer_AHEL oraz HEL hDicer.
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Podsumowujgc, zgromadzone dane wykazaty, ze preparat HEL hDicer otrzymany
w bakteryjnym systemie ekspresyjnym posiada aktywnos$¢ wigzania i hydrolizy ATP.
Co wazne, przeprowadzone doswiadczenia po raz pierwszy ujawnity zdolnosé¢
hydrolizy ATP przez WT hDicer. Biorgc pod uwage fakt, ze aktywnosci hydrolizy ATP
nie odnotowano dla wariantu hDicer AHEL, przypuszczalnie zaobserwowana

aktywnos¢ ATPazowa hDicer wynika z obecnos$ci domeny helikazowe;.

- \ 2% &

K HEL . \'\: e & & K- WThDicer

kompleks

ATP-bialko (¢ 32P]-ATP - | [v*Pl-ATP

[v32P)-ATP

wolnyy-(PO;})3*? wolnyy-(PO})3?
32p]_
e ! WOInyv-(pO:)u
1

Rysunek 13. Wynik analizy reakcji wigzania i hydrolizy ATP przez HEL hDicer oraz WT hDicer. Jako
substrat wykorzystano [v32P]—ATP (C 200 nM), ktéry inkubowano w samym buforze reakcyjnym (K-)
lub z dodatkiem biatka: HEL, WT hDicer lub hDicer_AHEL. (A) Wigzanie ATP przez preparat HEL
hDicer, zastosowano elektroforeze w 10% natywnym zelu PAA. Wykorzystano biatko HEL hDicer o C
2 nM. Preparat naniesiono na zel w dwdch powtdrzeniach. (B) Hydroliza ATP przez preparat HEL
hDicer (w kolejnych reakcjach stezenie enzymu wzrastato, odpowiednio: 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2
nM), elektroforeze w 15% denaturujgcym zelu PAA. Tréjkatem oznaczono wzrastajgce stezenia HEL.
(C) Aktywno$¢ ATPazowa dla HEL hDicer (C, 2 nM) oraz hDicer_AHEL (C, 2 nM), zastosowano
elektroforeze w 15% denaturujgcym zelu PAA. (D) Aktywnos$¢ ATPazowg dla WT hDicer (C, 2 nM);
elektroforeze prowadzono w 10% natywnym zelu PAA. Preparat naniesiono na zel w dwdch
powtdrzeniach. Na zdjeciach zaznaczono substrat przed hydrolizg [vaZP]-ATP oraz produkt hydrolizy
(wolny v-(PO43')32.

2.2 Aktywno$¢ wigzania kwasow nukleinowych

Jak wspomniano weczesniej, obecnie wiadomo, ze domena helikazowa hDicer
odpowiada za rozréznianie substratéw pre-miRNA od pre-siRNA, poprzez
oddziatywanie z petlg apikalng czasteczek pre-miRNA [74, 75]. Dodatkowo, pojawity
sie doniesienia na temat udziatu domeny helikazowej hDicer w pasywnym wigzaniu
czgsteczek RNA, takich jak mRNA czy IncRNA [159]. Wiadomo réwniez, ze domena
helikazowa biatek typu Dicer, np. Dicer-2 D. melanogaster, moze wigza¢ czgsteczki
dsRNA posiadajgce w petni sparowane konce [79]. W celu poszerzenia wiedzy na
temat substratow, ktére mogg by¢é wigzane przez domene helikazowg hDicer

przeprowadzono badania aktywnosci wigzania kwaséw nukleinowych przez HEL
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hDicer z wykorzystaniem metody EMSA oraz substratéw: jednoniciowych czasteczek
RNA i DNA o dtugosciach 10-60 nt, pre-miRNA oraz dwuniciowych RNA i DNA
posiadajgcych w pefni sparowane konce lub dwa niesparowane nukleotydy na
koncach 3' dupleksu. Dodatkowo, do badania aktywnosci wigzania przez HEL hDicer

wykorzystano metode BLI (ang. Bio-layer Interferometry).

2.2.1 Badanie aktywnosci wigzania kwasow nukleinowych z wykorzystaniem

metody EMSA

Poczatkowo do badania aktywnosci wigzania kwaséw nukleinowych przez HEL hDicer
wykorzystano metode EMSA (Rozdziat: Metody 2.17). Metoda z powodzeniem
stosowana jest do badania oddziatywan pomiedzy biatkami i kwasami nukleinowymi
oraz wyznaczania réwnowagowej statej dysocjacji (Kg) komplekséw kwas
nukleinowyebiatko. Dodatkowg zaletg tej metody jest mozliwos¢ jakosSciowej oceny
substratéw i powstajgcych produktéw. W reakcjach zastosowano: (i) jednoniciowe
substraty RNA i DNA, odpowiednio: R10/D10 (14 nt), R20/D20 (21 nt), R30/D30 (32
nt), R40/D40 (42 nt), R50/D50 (56 nt); (ii) czasteczki pre-miRNA charakteryzujace sie
réoznym stopniem sparowania zasad, zarédwno w obrebie trzonu, jak i petli apikalnej
(Rysunek 15) oraz (iii) dwuniciowe czgsteczki RNA i DNA o dtugosci 32 nt posiadajgce
w petni sparowane korice (dsSRNA/dsDNA_blunt) lub dwa niesparowane nukleotydy
na koncach 3' dupleksu (dsRNA/dsDNA_over). Wszystkie substraty wykorzystywane
w badaniach byty znakowane na koricach 5' z uzyciem [y*’P]-ATP (Rozdziat: Metody
2.13). W reakcjach zastosowano 10 000 cpm (Ci ok. 2,5 nM) substratu oraz preparat
HEL hDicer o stezeniach: 2,97; 5,94; 11,86; 23,75; 47,5; 95 uM. Kazdy eksperyment
zostat powtdrzony co najmniej trzykrotnie. Dodatkowo, sprawdzano zalezno$é
aktywnosci wigzania przez HEL hDicer od obecnosci ATP, poprzez inkubacje
substratéw z biatkiem w obecnosci 1 mM ATP, lub jego braku w buforze reakcyjnym.
Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw pokazaty, ze HEL hDicer wigze
jednoniciowe czgsteczki RNA oraz DNA o dtugosci 20 nt i diuzsze substraty (Rysunek
14), nie zaobserwowano natomiast wigzania krétszych czasteczek jednoniciowych, tj.
R10 i D10. Nie zaobserwowano zaleznosci wigzania kwaséw nukleinowych przez HEL
hDicer od obecnosci ATP (dane niepokazane). W przypadku substratéw RNA

(Rysunek 14 A), wyrazne kompleksy zaobserwowano jedynie dla czgsteczek R20
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i R30. Dtuzsze substraty RNA (R40 oraz R50) nie tworzyly wyraznych kompleksow
z HEL hDicer. Co ciekawe, w przypadku czgsteczek R40 i R50 zaobserwowano zalezny
od stezenia HEL hDicer ubytek gtéownej formy substratu (konformer migrujacy
wolniej) i przyrost (dla R40) lub pojawianie sie (dla R50) form migrujacych szybciej
w natywnym zelu PAA. W przypadku substratéw DNA (>20 nt) zaobserwowano
powstawanie wyraznych kompleksow DNAeHEL hDicer, przy czym wydajnosc¢

powstawania kompleksdw wzrastata wraz z dtugoscia substratu (Rysunek 14 B).

Biorgc pod uwage fakt, ze dla krétszych substratow DNA (< 40 nt) oraz substratéw
RNA nie zaobserwowano catkowitego zwigzania substratu z HEL hDicer,
przeprowadzono kolejne reakcje wigzania, w ktérych zastosowano wyzisze stezenia
biatka. Niestety, w przypadku wyziszych stezen HEL hDicer (> 125 pM) nie
zaobserwowano powstawania komplekséw kwas nukleinowyebiatko,
z wykorzystaniem metody EMSA. Przy stezeniu HEL hDicer ok. 165 uM, biatko sie
wytrgcato (obserwowano pojawianie sie biatych strgtéw w preparacie HEL hDicer),

badz powstajace kompleksy agregowaty i pozostawaty w kieszonkach zelu.

Biorgc pod uwage uzyskane wyniki, rbwnowagowe state dysocjacji (Ky) wyznaczono
jedynie dla uktadéw: D40eHEL hDicer oraz D50eHEL hDicer. Ky wyznaczono
wykorzystujgc analize densytometryczng wykonang w programie Multi Gauge
(Fujifilm). K4 wyliczono zgodnie ze wzorem [164]:

= AxPg
~ (Po+Ky)

f — frakcja zwigzanego substratu
Py — stezenie molowe biatka dla danej préby (LM)

A — maksymalne wigzanie RNA (%)

Ky wyliczono dla wartosci f = 0,5, czyli dla uktadu, gdzie potowa substratu byta
zwigzana z biatkiem. Py - stanowito stezenie biatka, dla ktérego osiggnieto 50%
wigzania substratu. Dla parametru A, przyjeto 95% dla kompleksu D40eHEL hDicer
i 92% dla kompleksu D50eHEL hDicer.
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Wartosci Ky wyniosty odpowiednio: 8,55 uM, dla D40<HEL hDicer oraz 7,36 uM, dla
D50eHEL hDicer.

A R10 R20 R30 R40 RS0

weL
K- 4‘

kompleksy
RNAe<bialko

wolny
substrat

— |

B D10 D20 D30 D40 D50

HeL HEL HEL neL WeL
e | | K | | ke |

-
kompleksy
} - ~ stnated ] e } DNAbialko

] ] ] P ] ]

substrat

Rysunek 14. Oddziatywanie jednoniciowych RNA i DNA z preparatem HEL hDicer. Do badania
aktywnosci wigzania wykorzystano (A) jednoniciowe czgsteczki RNA: R10, R20, R30, R40, R50; oraz (B)
jednoniciowe czgsteczki DNA: D10, D20, D30, D40, D50. Wyznakowane radioizotopowo ssRNA
i ssDNA inkubowano w samym buforze reakcyjnym (K-) lub z dodatkiem HEL hDicer (w kolejnych
reakcjach stezenie enzymu wzrastato, odpowiednio: 2,97; 5,94; 11,86; 23,75; 47,5; 95 uM).
Tréjkatami oznaczono wzrastajace stezenia HEL hDicer. Rozdziat prowadzono w 5% zelu PAA.

Nastepnie badano aktywnos¢ wigzania kanonicznych substratéw hDicer przez HEL
hDicer. W tym celu zastosowano czgsteczki pre-miRNA charakteryzujgce sie roznym
stopniem sparowania zasad, zaréwno w obrebie trzonu, jak i petli apikalnej (Rysunek
15): pre-mir-21, pre-mir-33a, pre-mir-16-1. Reakcje prowadzono zgodnie z opisem
zawartym w rozdziale: Metody 2.17 (Rysunek 15). W przypadku substratéw pre-
miRNA, niezaleznie od ich struktury, nie obserwowano powstawania wyraznych
komplekséw RNAebiatko (Rysunek 15), zaobserwowano jedynie rozmyty sygnat,
pochodzacy przypuszczalnie od szeregu komplekséw pre-miRNAeHEL hDicer. Nie
zaobserwowano zaleznosci powstawania komplekséw od obecnosci ATP (dane
niepokazane). Biorgc pod uwage uzyskane wyniki, nie udato sie wyznaczy¢ statych

dysocjacji dla uktadéw pre-miRNAeHEL hDicer.
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Rysunek 15. Oddziatywanie HEL hDicer z pre-miRNA. Wynik analizy reakcji wigzania pre-miRNA
przez HEL hDicer. Wyznakowane radioizotopowo pre-miRNA: pre-mir-21, pre-mir-33a oraz pre-mir-

16-1, inkubowano w samym buforze reakcyjnym (K-) lub z dodatkiem HEL hDicer (w kolejnych
reakcjach stezenie enzymu wzrastato, odpowiednio: 2,97; 5,94; 11,86; 23,75; 47,5; 95 uM).
Tréjkatami oznaczono wzrastajgce stezenia HEL hDicer. Rozdziat prowadzono w 5% zelu PAA.
Przewidywania struktur czasteczek pre-miRNA wykonano w programie RNAstructure (Mathews Lab).

W kolejnym kroku badano wigzanie dwuniciowych RNA i DNA przez HEL hDicer
W badaniach wykorzystano substraty: (i) w petni sparowany dupleks RNA o dtugosci
32 pz (dsRNA_blunt), (ii) dupleks RNA o dtugosci 30 pz posiadajgcy dwa niesparowane
nukleotydy na koricu 3' (dsRNA_over), (iii) w petni sparowany dupleks DNA o dtugosci
32 pz (dsDNA_blunt) oraz (iv) dupleks DNA o dtugosci 30 pz posiadajgcy dwa

niesparowane nukleotydy na koricu 3' (dsDNA over). Reakcje prowadzono zgodnie

zopisem zawartym w rozdziale: Metody 2.17. W przypadku wszystkich

zastosowanych dwuniciowych substratéw: dsRNA_blunt, dsRNA_over, dsDNA_blunt,
dsDNA_over, nie zaobserwowano powstawania komplekséw kwas nukleinowyeHEL

hDicer (Rysunek 16). Nie zaobserwowano wptywu ATP na powstawanie kompleksow

kwas nukleinowyeHEL hDicer (dane niepokazane).
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Rysunek 16. Oddziatywanie HEL hDicer z dwuniciowymi RNA i DNA. Wynik analizy reakcji wigzania
dsRNA i dsDNA przez HEL hDicer. Wyznakowane radioizotopowo dupleksy: dsRNA_blunt,
dsRNA_over, dsDNA_blunt oraz dsDNA_over, inkubowano w samym buforze reakcyjnym (K-) lub
z dodatkiem HEL hDicer (w kolejnych reakcjach stezenie enzymu wzrastato, odpowiednio: 2,97; 5,94;
11,86; 23,75; 47,5; 95 uM). Jako kontrole wykorzystano ssRNA/ssDNA, ktére takze inkubowano
w buforze reakcyjnym z dodatkiem HEL hDicer (C, 95 uM). Tréjkatami oznaczono wzrastajace stezenia
HEL hDicer. Rozdziat prowadzono w 5% zelu PAA.

2.2.2 Badanie aktywnosci wigzania kwasow nukleinowych z wykorzystaniem

metody BLI

Z uwagi na trudno$é¢ z wyznaczeniem rownowagowej statej dysocjacji (Kq) dla
komplekséw RNAeHEL hDicer oraz (<40 nt) DNAeHEL hDicer na podstawie wynikéw
uzyskanych metodg EMSA, podjeto prébe wyznaczenia wartosci K4 metodg BLI
(Rozdziat: Metody 2.21). Interferometria biowarstwowa (ang. Bio-layer
Interferometry, BLI) jest optyczng metodg stuzacg do badania interakcji miedzy
czgsteczkami  w czasie rzeczywistym, bez koniecznosci ich znakowania
fluorescencyjnego czy radioizotopowego [165]. Technologia ta wykorzystuje
biosensory specyficzne wobec badanego substratu lub biatka, np. zawierajgce jony
Ni** dla biatek posiadajacych znacznik Hisg-tag. BLI ma zastosowanie w ilo$ciowym
okreslaniu sity wigzania, mierzeniu interakcji biatek, okreslaniu wartosci statych
szybkosci asocjacji i dysocjacji, a takze rdwnowagowej statej dysocjacji Ky. Zatozono,
iz jedng z przyczyn niepowodzenia w wyznaczaniu wartosci Kq metodg EMSA,
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w szczegolnosci w przypadku substratéw RNA, mdgt byé problem ze stabilnosciag
komplekséw RNAeHEL hDicer w trakcie przeprowadzane] analizy. Jak wspomniano
powyzej, metoda BLI, w przeciwienstwie do metody EMSA, umozliwia badanie

oddziatywan miedzyczasteczkowych w czasie rzeczywistym.

Podczas badania oddziatywan metodg BLI pomiary prowadzono z wykorzystaniem
czarnej ptytki 96-dotkowej posiadajgcej okragte studzienki o ptaskim dnie. Ptytke
przygotowano wg. schematu przedstawionego na Rysunku 17. W pomiarach
wykorzystano substraty opisane w rozdziale: Wyniki 2.2.1, dla ktérych
zaobserwowano kompleksy z HEL hDicer podczas pomiaréw metodg EMSA, tj.
czgsteczki: R20, R30, R40, R50 oraz D20, D30, D40, D50 (o stezeniach: 3,125; 6,25;
12,5; 25; 50; 100 uM), a takze preparat HEL hDicer o stezeniu 1 uM. Poczatkowo,
biatko HEL hDicer posiadajace znacznik Hise-tag, immobilizowano na biosensorze
opfaszczonym jonami Ni%* przez 1 800 s. (ang. Loading). Pomiar prowadzono na
aparacie Octet K2 System (Forte Bio), zgodnie z zadanym protokotem: asocjacja 20 s.
(ang. Association), dysocjacja 20 s. (ang. Dissociation), regeneracja 30 s. (ang.
Regeneration), przed kazdym pojedynczym pomiarem sensor opfukiwano w buforze
podstawowym 1x (50 mM HEPES, pH 7,5 500 mM NacCl; 5% glicerol; 0,01% Triton X-
100) przez 60 s. (ang. Baseline) oraz po regeneracji zanurzano w roztworze siarczanu
niklu w celu ponownego optaszczenia sensora jonami Ni** przez 60 s. (ang. Dip)
(Rozdziat: Metody 2.22). Kazdy pomiar dla danego substratu zostat powtdérzony
trzykrotnie. Wykresy przedstawiajgce wyniki pomiaru oddziatywan dla czasteczek

RNA lub DNA i biatka HEL hDicer przedstawiono na Rysunku 18.
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Rysunek 17. Schemat przedstawiajacy utozenie prob na ptytce 96-dotkowej do pomiarow
oddziatywania kwas nukleinowy-HEL metoda BLI.

W przypadku czgsteczek RNA: R20, R30 oraz R40, sygnat pochodzgcy od
potencjalnych komplekséw RNAeHEL hDicer okazat sie zbyt staby, aby wyznaczy¢
rownowagowaq statg dysocjacji (Kq). Udato sie jedynie wyznaczy¢ K4 dla kompleksu
R50¢HEL hDicer, wartos$¢ statej Ky dla tego kompleksu wyniosta 23 uM (Rysunek 18
A). Podobnie, jak w przypadku analiz przeprowadzonych z wykorzystaniem metody
EMSA, najsilniejsze oddziatywanie odnotowano dla jednoniciowych czgsteczek DNA:
D40 oraz D50; wartos¢ rownowagowej statej dysocjacji (Ky) dla kompleksu D40eHEL
hDicer wyniosta 22 uM, natomiast dla kompleksu D50eHEL hDicer, 21 uM. Dla
czgsteczek D20 i D30 sygnat okazat sie za staby do wyznaczenia réwnowagowej statej

dysocjacji (Rysunek 18 B).

Biorgc pod uwage ksztatt krzywych uzyskanych podczas pomiaréw dla: R20, R30, R40
oraz D20 i D30, obrazujacy asocjacje i dysocjacje kompleksdw w czasie (Rysunek 18),
przypuszczalnie w mieszaninach reakcyjnych powstawato kilka kompleksdow kwas
nukleinowyeHEL hDicer lub, po podaniu HEL hDicer, dochodzito do zmian

strukturalnych w obrebie substratéw (pojawienie sie heterogennych ligandow).
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Przypuszczenia te sg zgodne z wynikami uzyskanymi dla badan prowadzonych
metoda EMSA (Rysunek 14). W przypadku R20, R30, R40 oraz D20 i D30
zaobserwowano pojawienie sie kilku produktow reakcji; dodatkowo, w przypadku
R20 obserwowano pojawienie sie formy substratu migrujacej szybciej w natywnym
zelu PAA, niz forma przypuszczalnie liniowa, migrujgca wolniej (Rysunek 14).
Podobny wynik zaobserwowano dla R40 i R50, jednakze w przypadku tych dwdch
czgsteczek, po podaniu HEL hDicer, ubytkowi gtéwnej formy substratu, nie

towarzyszyt wzrost wydajnosci tworzenia komplekséw RNAeHEL hDicer (Rysunek 14).

Podsumowujgc, badania aktywnosci wigzania kwaséw nukleinowych przez HEL hDicer
z wykorzystaniem metody EMSA oraz BLI, pozwolity na wyznaczenie rownowagowych
statych dysocjacji Ky jedynie dla komplekséw R50¢HEL hDicer, D40eHEL hDicer oraz
D50¢HEL hDicer.
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Rysunek 18. Wykresy obrazujace oddziatywanie HEL hDicer z jednoniciowymi substratami RNA (A)
i DNA (B). Wykresy zostaty wygenerowane przez program Data Analysis 11.1 (Forte Bio), na
podstawie pomiardow prowadzonych w czasie rzeczywistym metodg interferometrii biowarstwowej

(BLI). Zaznaczono obszary obrazujgce asocjacje (k,) i dysocjacje (kq) kompleksédw w czasie.
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2.2.3 Poszerzona analiza oddziatywan HEL hDicer z jednoniciowymi RNA

Biorgc pod wuwage zgromadzone dane dotyczace oddziatywan pomiedzy
jednoniciowymi RNA i HEL hDicer, zaprezentowane na Rysunku 14 A i 19 (uzyskane
metodg EMSA) oraz na Rysunku 18 (uzyskane metoda BLI), postawiono hipoteze, ze
domena helikazowa hDicer moze indukowa¢ zmiany strukturalne w obrebie
jednoniciowych RNA Ilub prowadzi¢c do pekania takich substratéw. W celu
sprawdzenia tej hipotezy przeprowadzono dodatkowe eksperymenty umozliwiajgce
jakosciowa analize substratu inkubowanego z biatkiem: (i) za pomoca rozdziatu
elektroforetycznego wyznakowanego radioizotopowo substratu w denaturujgcym
oraz natywnym zelu PAA oraz (ii) z wykorzystaniem spektroskopii dichroizmu

kotowego. Badania przeprowadzono dla substratu R40.

/‘iELI/"”‘
K-

kompleks
- <~ RNAebiatko

forma
migrujgca —>f
najwolniej

forma
<—— migrujgca
szybciej

ssRNA

Rysunek 19. Oddziatywanie jednoniciowego RNA z preparatem HEL hDicer. Wyznakowany
radioizotopowo ssRNA inkubowano w samym buforze reakcyjnym (K-) lub z dodatkiem HEL hDicer (w
kolejnych reakcjach stezenie enzymu wzrastato, odpowiednio: 2,97; 5,94; 11,86; 23,75; 47,5; 95 uM).
Tréjkatem oznaczono wzrastajace stezenia HEL. Rozdziat prowadzono w 5% zelu PAA.
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A. Analiza jakosciowa RNA z wykorzystaniem elektroforezy w zelach
poliakrylamidowych

Poczatkowo zbadano, czy uzyte substraty, na przyktadzie czgsteczki R40, zachowuja
swojg integralno$¢ podczas inkubacji z preparatem HEL hDicer. W tym celu
znakowang [y*’P]-ATP czasteczke R40 (C¢ 2,5 nM) inkubowano 30 minut w RT
w samym buforze reakcyjnym lub w buforze z dodatkiem HEL hDicer, przy czym
kolejne mieszaniny reakcyjne zawieraty HEL hDicer w stezeniach: 2,97; 5,94; 11,86;
23,75; 47,5; 95 uM, zgodnie z eksperymentem, ktdrego wyniki przedstawiono na
Rysunku 14. Inkubacje prowadzone bylty bez dodatku oraz z dodatkiem ATP (Cy
1 mM). Po inkubacji, do mieszanin reakcyjnych dodano 10 M roztwdér mocznika,
w stosunku objetosciowym 1:1. Préby denaturowano 3 minuty w 95°C, umieszczano
w lodzie na 2 minuty, a nastepnie rozdzielano w 8% zelu PAA, a nastepnie
wizualizowano przy uzyciu skanera Amersham™ Typhoon™ (Cytiva). Analiza
z wykorzystaniem rozdziatu elektroforetycznego w warunkach denaturujgcych
wykazata, ze czgsteczka R40 zachowuje swojg integralno$é, tj. nie ulega rozpadowi,
nawet przy najwyzszym stezeniu HEL hDicer (Cc 95 uM) (Rysunek 20 A). Na

integralnos¢ substratu nie ma takze wptywu dodatek ATP (dane niepokazane).

W kolejnym kroku, do mieszanin reakcyjnych zawierajgcych znakowang [v32P]—ATP
czgsteczke R40 (C¢ 2,5 nM), bufor reakcyjny z dodatkiem HEL hDicer o stezeniach
5,94; 23,75; 95 uM lub bez dodatku biatka, po skoriczonej inkubacji (30 minut w RT)
dodawano SDS do stezenia korcowego 1%. SDS jest detergentem i powoduje
denaturacje biatek, zatem w mieszaninach reakcyjnych zawierajgcych SDS nie
zachowujg sie kompleksy kwas nukleinowyebiatko. SDS nie denaturuje jednak
kwaséw nukleinowych, a jego dodatek umozliwia obserwacje rdéinych form
(konformeréw) przyjmowanych przez kwas nukleinowy w wyniku jego oddziatywania
z biatkiem, po rozdziale elektroforetycznym produktow reakcji. Mieszaniny reakcyjne
zawierajagce 1% SDS rozdzielano w 5% natywnym zelu PAA, a nastepnie
wizualizowano przy uzyciu skanera Amersham™ Typhoon™ (Cytiva) (Rys. 20 B).
Analiza uzyskanych wynikow ujawnita, iz przy najwyzszym uzytym stezeniu biatka (95
UM) pojawily sie produkty migrujgce szybciej niz produkty odpowiadajgce

przypuszczalnie liniowej formie R40. Zgodnie z wynikami przewidywan struktury dla
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R40, wygenerowanymi w programie RNA Structure (Mathews Lab), czasteczka R40
moze przyjmowac strukture zawierajgcg dwie spinki (Rys. 20 C). Uzyskane wyniki
wspierajg zatem hipoteze, ze domena helikazowa hDicer moze indukowaé zmiany

strukturalne w obrebie jednoniciowych RNA, a proces ten jest niezalezny od ATP.

A R40 B R40 C

+ATP
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Rysunek 20. Efekt oddziatywania preparatu HEL hDicer z ssRNA o dtugosci 42 nt: (A) w warunkach
denaturujacych z dodatkiem 10 M mocznika; (B) w warunkach natywnych z dodatkiem 1% SDS. K-
oznacza kontrole reakcji wigzania pozbawiong biatka. Trdjkgtami zaznaczono wzrastajgce stezenia
biatka HEL (A: 2,97 ;5,94; 11,86; 23,75; 47,5; 95 uM), (B: 5,94; 23,75; 95 uM). Rozdziat prowadzono w:
(A) 8% denaturujgcym zelu PAA; (B) 5% natywnym zelu PAA. (C) Przewidywana struktura czasteczki
R40 wykonana w programie RNAstructure (Mathews Lab).

B. Analiza zmian strukturalnych w obrebie RNA z wykorzystaniem
spektroskopii dichroizmu kotowego

W celu zbadania, czy HEL hDicer indukuje zmiany strukturalne w obrebie substratéow
RNA, zastosowano takze metode spektroskopii dichroizmu kotowego (CD).
Spektroskopia dichroizmu kotowego jest doskonatg metodg umozliwiajgca $ledzenie
zmian strukturalnych w biomolekutach. Ze wzgledu na to, ze charakterystyczne
pasma biatek i kwaséw nukleinowych w widmie CD s3g rozdzielone, metoda ta
umozliwia niezalezng analize strukturalng zaréwno biatek, jak i kwasow

nukleinowych. Zazwyczaj w widmie CD obserwuje sie kilka maksimow, ktore sg
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charakterystyczne dla odpowiednich struktur drugorzedowych w biatku i kwasie
nukleinowym. Podczas analizy jakoSciowej z wykorzystaniem CD wykorzystano
czasteczke R40 (28 uM), ktérg inkubowano w buforze (10 mM HEPES pH 8.0, 300 mM
NaF) bez dodatku biatka, z HEL hDicer (Cx 28 uM) oraz z HEL hDicer (Cx 28uM) i ATP
(Ck 1 mM) (Rozdziat: Metody 2.23).

Na Rysunku 21 A, przedstawiono poréwnanie ksztattu widm CD badanych uktadéw:
(i) HEL hDicer, (ii) HEL hDicer z R40 oraz (iii) HEL hDicer z R40 oraz ATP
w temperaturze 15°C, w zakresie od 210 do 350 nm. W przypadku biatka HEL hDicer,
widoczny jest wzrost intensywnosci pasma przy 222 nm, w catym zakresie badanych
temperatur, tj. od 5°C do 90°C (Rysunek 21 B). Widoczne sg rowniez dwie
nieciggtosci: (i) przy ok. 30°C oraz (ii) przy 60°C. Nieciggtosci te wynikajg ze zmian
strukturalnych zachodzacych w biatku podczas wzrostu temperatury. Sg to wartosci
temperatur przemian fazowych. Na podstawie analizy maksimum przy 222 nm
wykonanej dla powstatego kompleksu R40eHEL hDicer, zauwazono, ze obserwowane
nieciggtosci sg przesuniete w kierunku wyzszych temperatur i wynoszg odpowiednio:
52°C i 74°C (Rysunek 21 C). Swiadczy to o wigzaniu R40 przez HEL hDicer
i dodatkowo, o stabilizacji struktury biatka po zwigzaniu R40. W przypadku kompleksu
R40eHEL hDicer powstatym w buforze zawierajgcym ATP, zaobserwowano podobne
wartosci temperatur przemian fazowych do wartosci temperatur zaobserwowanych

dla kompleksu R40eHEL hDicer (Rysunek 21 D).

Na Rysunku 21 E-G przedstawiono zaleznosci temperaturowe intensywnosci piku
przy 270 nm dla czgsteczki R40, samej (Rysunek 21 E) oraz w kompleksie z HEL hDicer
(Rysunek 21 F) i w kompleksie z HEL hDicer w obecnosci ATP w buforze (Rysunek 21
G). W przypadku RNA analizowano maksimum dodatnie, ktérego intensywnosc
zmniejsza sie, wraz ze zmniejszaniem zawartosci struktury drugorzedowej.
W przypadku R40, wraz ze wzrostem temperatury zaobserwowano zmniejszanie
intensywnosci piku przy 270 nm. Dwie nieciggtosci obserwowane sg w temperaturach
35°Ci 75°C. W przypadku kompleksu R40*HEL hDicer, nie jest obserwowana, lub jest
bardzo stabo widoczna nieciggtos¢ w poblizu 35°C. Natomiast nieciggtos¢ w wysokich
temperaturach (75°C) jest przesunieta w kierunku nizszych temperatur, a rdznica

temperatur przemian fazowych pomiedzy samg czasteczka R40, a kompleksem
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R40eHEL hDicer wynosi 15°C. Obserwowane zanikanie przemian fazowych oraz

obnizenie ich temperatur dowodzi silnego oddziatywania RNA z HEL hDicer.

W Tabeli 15 przedstawiono pordéwnanie danych termodynamicznych
eksperymentalnych i teoretycznych dla R40, kompleksu R40eHEL hDicer oraz
kompleksu R40eHEL hDicer z dodatkiem ATP. Na podstawie analizy parametrow
termodynamicznych, stwierdzono ze entropia i entalpia dla uktadu R40eHEL hDicer
zmniejszyta sie o ok. 12%, w stosunku do odpowiednich wartosci dla same] czgsteczki

R40. Dowodzi to zmian struktury RNA pod wptywem oddziatywania z HEL hDicer.
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Tabela 15. Poréwnanie parametréw termodynamicznych teoretycznych i eksperymentalnych dla R40, kompleksu R40eHEL hDicer oraz kompleksu R40ehDicer
w obencosci ATP [166].

Masa
Zawartosc T mbasic Tmsalt | Tmexp. RInK AG AGeyp, AH AHeyp, AS DSy,
molekularna
GC [%] [°C] [°C] [°C] [cal/(°Kmol)] | [kcal/mol] | [kcal/mol] | [kcal/mol] | [kcal/mol] | [cal/(°Kmol)] | [cal/(°Kmol)]
RNA [Da]
R40 12741 50 69,4 79,9 35/75 33,404 58,6 56,7 347,5 336,03 915,5 885,28
R40eHEL
12741 50 69,4 79,9 60 33,404 58,6 50,2 347,5 297,81 915,5 784,58
hDicer
R40eHEL
hDicer + 12741 50 69,4 79,9 60 33,404 58,6 50,1 347,5 298,21 915,5 786,21
ATP

Tmbasic — teoretyczna temperatura topnienia bez dodatku buforu

Tmsalt — teoretyczna temperatura topnienia w buforze zawierajgcym sdl

Tm exp. — temperatura topnienia wyznaczona eksperymentalnie
RInK — iloczyn: R - statej gazowej (ok. 8,31 [J*mol™**K™]) i logarytmu naturalego z K - statej réwnowagi [mol/L]

AG — teoretyczna entalpia swobodna reakcji

AGe,p. — entalpia swobodna reakcji wyznaczona eksperymentalnie

AH —teoretyczna entalpia reakgcji

AHeyp. — entalpia reakcji wyznaczona eksperymentalnie

AS — teoretyczna entropia reakcji

AScyp. — entropia reakcji wyznaczona eksperymentalnie
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Rysunek 21. Analiza zmian strukturalnych w obrebie biatka i RNA z wykorzystaniem spektroskopii
dichroizmu kotowego dla R40, HEL hDicer, kompleksu R40eHEL hDicer oraz kompleksu R40eHEL
hDicer z ATP. (A) Przyktadowe widma badanych uktadéw (czerwony — R40, fioletowy — HEL hDicer,
czarny — kompleks R40eHEL hDicer, zielony — kompleks R40eHEL hDicer +ATP), (B, C, D)
temperaturowa zaleznos¢ intensywnosci piku przy 222 nm, informujgca o zmianach zachodzacych
w biatku, (B — HEL hDicer, C - kompleks R40eHEL hDicer, D —kompleks R40eHEL hDicer +ATP),
strzatkami zaznaczono temperatury przemian fazowych. (E, F, G) temperaturowa zaleznosé
intensywnosci piku przy 270 nm, informujaca o zmianach strukturalnych zachodzacych
w czgsteczce RNA. (E — R40, F - kompleks R40eHEL hDicer, G - kompleks R40eHEL hDicer +ATP).
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2.3 Aktywnosé¢ helikazowa — rozplatanie dwuniciowych struktur RNA i
DNA

Z uwagi na obecnos$¢ w domenie helikazowej hDicer w petni zachowanego motywu
DExD/H-box, domena ta mogtaby potencjalnie posiada¢ aktywnos¢ rozplatania
dwuniciowych struktur w czasteczkach RNA i DNA [28]. Jednakze jak dotad nie

udato sie zaobserwowac aktywnosci rozplatania u domeny helikazowej hDicer.

W celu sprawdzenia czy otrzymany preparat HEL hDicer posiada aktywnosé
rozplatania dupleksow RNA i DNA wykorzystano substraty: (i) w petni sparowany
dupleks o dtugosci 32 pz (dsRNA_blunt), (ii) dupleks RNA o dtugosci 30 pz
posiadajgcy dwa niesparowane nukleotydy na koricu 3' (dsDNA_over), (iii) w petni
sparowany dupleks DNA o dtugosci 32 pz (dsDNA_blunt) oraz (iv) dupleks DNA
o dtugosci 30 pz posiadajagcy dwa niesparowane nukleotydy na koncu 3'
(dsDNA_over). W dupleksach jedna z nici byta wyznakowana na koricu 5' z uzyciem
[y32P]—ATP (Rozdziat: Metody 2.13). W reakcjach zastosowano 10 000 cpm (Cy 6,7
nM) dwuniciowego substratu oraz preparat HEL hDicer o stezeniach od 0,58 uM do
18,53 uM (Rozdziat: Metody 2.19). Przeprowadzono dwie serie reakcji: (i)
z dodatkiem ATP (Cx 1 mM) i (ii) bez dodatku ATP. Reakcje byty zatrzymywane
poprzez dodanie buforu zawierajgcego 1% SDS. Kazdy eksperyment zostat
powtdrzony co najmniej trzykrotnie. Mieszaniny reakcyjne rozdzielano w 10%

natywnym zelu PAA (Rozdziat: Metody 2.15).

W przypadku wszystkich zastosowanych dwuniciowych substratow: dsRNA_blunt,
dsRNA_over, dsDNA _blunt oraz dsDNA_over, nie zaobserwowano aktywnosci
rozplatania dwuniciowych struktur RNA i DNA dla preparatu HEL hDicer (Rysunek
22). Na wynik reakcji nie miat takze wptywu dodatek ATP, badz jego brak (dane

niepokazane).
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Rysunek 22. Rozplatanie dupleksow kwasow nukleinowych przez HEL hDicer. Wynik analizy reakcji
rozplatania duplekséw RNA i DNA przez HEL hDicer. Wyznakowane radioizotopowo dupleksy:
dsRNA_blunt, dsRNA_over, dsDNA_blunt, dsDNA_over, inkubowano w samym buforze reakcyjnym
(K-) lub z dodatkiem HEL hDicer (w kolejnych reakcjach stezenie enzymu wzrastato, odpowiednio:
0,58; 1,16; 2,32; 4,63; 9,27; 18,53 uM). Trojkatami oznaczono wzrastajgce stezenia HEL hDicer.
Rozdziat prowadzono w 10% zelu PAA. Do badania rozplatania wykorzystano substraty dsRNA
i dsDNA o dtugosciach 32 pz, posiadajgce: w petni sparowane konce (blunt) lub dwa niesparowane
nukleotvdv na korcu 3' (over).

2.4 Aktywnos¢ wspierania parowania sekwencji komplementarnych

kwasdw nukleinowych

Wyniki poprzednich badan prowadzonych w Zaktadzie Biochemii Rybonukleoprotein
ICHB PAN wykazaty, ze domena DUF283 wspiera hybrydyzacje komplementarnych
czasteczek kwasow nukleinowych (ang. nucleic acids annealing activity) [94, 95].
Badania opisane w rozprawie doktorskiej lkenna R. Obi wykazaty, ze domena
helikazowa hDicer moze takze wykazywaé aktywnos¢ wspierania parowania
sekwencji komplementarnych kwaséw nukleinowych [A]. W celu sprawdzenia, czy
otrzymany preparat HEL posiada aktywnos¢ wspierania parowania sekwencji
komplementarnych kwaséw nukleinowych wykorzystano pary komplementarnych
wzgledem siebie jednoniciowych czgsteczek RNA, bgdz DNA, o dtugosci 32 nt, ktore
po hybrydyzacji mogg tworzy¢ dupleksy z w petni sparowanymi koricami (blunt) lub
dupleksy zawierajgce dwa niesparowane nukleotydy na konicu 3' (over).
W reakcjach zastosowano 10 000 cpm (C¢ ok. 6,7 nM) substratu znakowango
radioziotopowo oraz komplementarnego oligomeru (Cx ok. 20 nM) oraz preparat
HEL hDicer o stezeniach od 0,58 uM do 18,53 uM (Rozdziat: Metody 2.18).

Przeprowadzono dwie serie reakcji: (i) z dodatkiem ATP (Cx 1 mM) i (ii) bez dodatku
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ATP. Reakcje byty zatrzymywane poprzez dodanie buforu zawierajgcego 1% SDS.
Kazdy eksperyment zostat powtérzony co najmniej trzykrotnie. Mieszaniny
reakcyjne rozdzielano w 10% natywnym zelu PAA (Rozdziat: Metody 2.15).
W przypadku wszystkich zastosowanych ukfadéw nie zaobserwowano, aby HEL
hDicer wspierata parowanie sekwencji komplementarnych czasteczek. Na wynik
reakcji nie miat takze wptywu dodatek ATP, badZ jego brak (dane niepokazane).
Pogladowo, na Rysunku 23 przedstawiono wyniki dla reakcji z udziatem

komplementarnych DNA.

Biorac pod uwage wyniki badan I.R. Obi, wskazujgce, iz domena helikazowa hDicer
posiada aktywnos¢ wspierania parowania sekwencji komplementarnych kwasow
nukleinowych [A], przeprowadzono kolejne serie reakcji. Majac na wzgledzie
mozliwos¢ indukowania zmian strukturalnych w substratach RNA przez HEL hDicer,
w badaniach wykorzystano pare komplementarnych DNA o dtugosci 32 nt, ktére
mogg utworzy¢ dupleksy w petni sparowane (blunt) lub z dwoma niesparowanymi
nukleotydami na koncach 3' (over). Zastosowano takze rézny czas inkubacji (0, 15,
30, 60, 90 i 120 minut) substratéw z HEL hDicer (C¢ 4,65 uM) (Rysunek 23 B).
Reakcje rozdzielano w 10% natywnym zelu PAA iskanowano z wykorzystaniem
skanera Fujifilm FLA-5100 Fluorescent Image Analyzer lub skanera Amersham™
Typhoon™ (Cytiva). Na podstawie analizy densytometrycznej przeprowadzonej
w programie Multi Gauge (Fujifilm), oszacowano, ze obecno$¢ HEL hDicer
powodowata przyrost dwuniciowej formy produktu srednio o ok. 5%, w stosunku do
reakcji kontrolnej, bez HEL hDicer (Rysunek 23 B). Uzyskane wyniki pokazaty, ze
w zastosowanym uktadzie reakcyjnym, HEL hDicer w niewielkim stopniu wspierata

parowanie sekwencji komplementarnych kwaséw nukleinowych.
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Rysunek 23. Wspieranie parowania sekwencji komplementarnych kwasoéw nukleinowych przez
HEL hDicer. Wynik analizy reakcji annealingu komplementarnych DNA przez HEL hDicer
z wykorzystaniem: (A) réznych stezern HEL hDicer lub (B) réznych czaséw inkubacji. Wyznakowang
radioizotopowo czasteczke D30 (Cy, 6,7 nM) inkubowano z komplementarna czasteczka D30_blunt
(C« 20 nM) lub D30_over (C, 20 nM) w samym buforze reakcyjnym (K-) lub z dodatkiem HEL hDicer.
Trojkatami oznaczono wzrastajgce stezenia HEL hDicer (w kolejnych reakcjach stezenie enzymu
wzrastato, odpowiednio: 0,58; 1,16; 2,32; 4,63; 9,27; 18,53 uM) (A) lub wzrost czasu inkubacji préb
(0, 15, 30, 60, 90 i 120 minut) (B). Rozdziat prowadzono w 10% zelu PAA.

3. Analiza komorkowej sieci oddziatywan pomiedzy RNA i domeng

helikazowg hDicer — badania wstepne

Badania prowadzone przez grupe prof. N. Rajewsky’ego wykazaty, ze hDicer moze
oddziatywac¢ w komdrce z wieloma typami czasteczek RNA [159]. W celu zbadania
znaczenia domeny helikazowej dla wigzania komdrkowych RNA przez hDicer
zastosowano metode irCLIP (ang. infrared cross-linking immunoprecypitation),
potgczong z sekwencjonowaniem nowej generacji (ang. Next-Generation
Sequencing, NGS). W badaniach wykorzystano trzy linie komdrkowe: (i) komérki
HEK 293T NoDice (4-25) transfekowane wektorem z sekwencjg kodujaca
hDicer_AHEL oraz jako kontrole (ii) komérki HEK 293T NoDice (4-25) transfekowane
wektorem z sekwencjg kodujacg WT hDicer (tzw. ,rescue control”) i (iii) komorki
HEK 293T z endogenng WT hDicer (linia typu dzikiego). Strategia irCLIP jest obecnie
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uznawana za jedng z najczulszych i najbardziej specyficznych technik typu CLIP (ang.
cross-linking immunoprecipitation) [167]. Metody tego typu polegajg na tworzeniu
wigzan kowalencyjnych pomiedzy biatkami a czgsteczkami kwasu nukleinowego
w komérkach przy uzyciu promieniowania UV, a nastepnie ,wytawianiu”
pozgdanych komplekséw RNAebiatko za pomocg specyficznych wobec danego
biatka przeciwciat. W metodzie irCLIP do wizualizacji wyizolowanych komplekséw
RNAebiatko stosuje sie barwnik infrared (bliskiej podczerwieni), ktéry jest bardziej
czuty od radioizotopu stosowanego w innych wersjach metody CLIP. Obecnie irCLIP
to najbardziej rekomendowana metoda do badania oddziatywan pomiedzy biatkami
a kwasami nukleinowymi, pozwalajaca pozna¢ motywy sekwencyjne w obrebie RNA,

ktére sg wigzane przez biatko.

3.1 Badanie aktywnosci RNazowej wariantu hDicer_AHEL

Badania komdrkowej sieci oddziatywan pomiedzy RNA i domeng helikazowg hDicer
poprzedzone zostaty analizg aktywnosci ciecia wybranych substratéw RNA

(aktywnos¢ RNazowa) przez wariant hDicer_AHEL.

W tym celu wykorzystano kanoniczne substraty hDicer: czgsteczke pre-miRNA-21
oraz pre-miRNA-16-1, a takze dwuniciowy substrat RNA posiadajgcy dwa
niesparowane nukleotydy na koncach 3' dupleksu (dsRNA_over) (Cx 10 nM) oraz
hDicer_AHEL (C 1,25 - 10 nM). Jako kontrole wykorzystano biatko WT hDicer (C 10
nM). Reakcje ciecia prowadzono w 10 pl, zgodnie z procedurg opisang w rozdziale:
Metody 2.21. Produkty rozdzielano w 15% denaturujgcym zelu PAA. Uzyskane
wyniki ujawnity, ze otrzymany preparat hDicer AHEL jest aktywny i mimo delecji
domeny helikazowej posiada aktywnos¢ RNazowag wzgledem pre-miRNA i dsRNA
(Rysunek 24). Aktywnos¢ ta byta wyzsza, w pordwnaniu do aktywnosci RNazowej
WT hDicer. Otrzymane wyniki sg zgodne z wynikami otrzymanymi przez grupe prof.
J. Doudny dla ciecia substratow pre-hlet-7 i dsRNA o dtugosci 35 pz przez jeden
z wariantéw delecyjnych hDicer, pozbawiony domeny helikazowej [72]. Jak ustalono
wczesniej (Rozdziat: Wyniki 2.1), wariant hDicer AHEL nie posiada aktywnosci

ATPazowej (Rysunek 13 B).
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Rysunek 24. Aktywnos¢ RNazowa preparatu hDicer_AHEL. Wykorzystano dwa rodzaje substratéw
pre-miRNA (pre-miR21 i pre-miR16-1) oraz dsRNA (dsRNA_over). Zastosowano kontrole pozytywng
w postaci WT hDicer. K- oznacza kontrole reakcji bez biatka. Trdéjkgtami zaznaczono wzrastajgce
stezenia preparatu hDicer_AHEL, (w kolejnych reakcjach stezenie enzymu wzrastato, odpowiednio:
1,25; 2,5; 5; 10 nM). Mieszaniny reakcyjne, do ktérych dodano EDTA, oznaczono +. Rozdziat
prowadzono w 15% denaturujagcym zelu PAA.

3.2 lzolacja kompleksow RNAeWT hDicer oraz RNAehDicer_AHEL z
ludzkich komérek typu HEK 293T NoDice

Szczegétowa  procedura  izolacji kompleksow ~ RNAeWT  hDicer oraz
RNAehDicer_AHEL z ludzkich komérek typu HEK 293T zostata opisana w rozdziale:
Metody 2.24. Skrétowo, procedure izolacji rozpoczeto od naswietlania komoarek: (i)
HEK 293T - linia typu dzikiego (kontrola), (ii) HEK 293T NoDice (4-25)
transfekowanych plazmidem kodujgcym WT hDicer (,,rescue control”) oraz (iii) HEK
293T NoDice (4-25) transfekowanych plazmidem kodujgcym hDicer_AHEL, swiattem
UV (254 nm), w celu stabilizacji powstajgcych w komdrce komplekséw RNAebiatko
za pomocg tworzacych sie wigzan kowalencyjnych miedzy RNA a biatkiem (ang. UV
crosslinking). Nastepnym krokiem byta izolacja komplekséw RNAebiatko z komarek,
z wykorzystaniem ztoza magnetycznego optaszczonego: (i) przeciwciatem
specyficznym wobec C-korica hDicer (Anti-Dicer Antibody sc-136979, Santa Cruz
Biotechnology) lub (ii) przeciwciatem anty-IgG (Normal Mouse 1gG sc-2025, Santa
Cruz Biotechnology), ktére stuzy jako kontrola izolacji specyficznych kompleksow
RNAebiatko. Kolejnym krokiem byta defosforylacja koncow 3' czgsteczek RNA
zwigzanych z biatkiem oraz ligacja do korica 3' RNA adaptera posiadajgcego barwnik
bliskiej podczerwieni. Po uwolnieniu ze ztoza magnetycznego, kompleksy

RNAebiatko rozdzielane byty w zelu SDS-PAGE i przenoszone na membrane
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nitrocelulozowa. Po transferze, kompleksy RNAebiatko wizualizowano na
membranie nitrocellulozowej, dzieki obecnosci adaptera z barwnikiem bliskiej
podczerwieni, ktory zostat wczesniej doligowany do RNA, Rysunek 25 (Rozdziat:

Metody 2.24).

Nastepnie, wycieto specyficzne kompleksy RNAehDicer_AHEL i RNAeWT hDicer,

zaznaczone na Rysunku 25.

M IgG  hDicer_AHEL

Specyficzne
kompleksy
RNA-biatko

Specyficzne
kompleksy
RNA-biatko

dimery
dimery adaptora IR

adaptora IR

Rysunek 25. Analiza kompleksé6w RNAeWT hDicer i RNAehDicer_AHEL wyizolowanych z komoérek
HEK 293T NoDice (4-25) z wykorzystaniem metody irCLIP. Pozgdane kompleksy RNAebiatko,
wybrane do dalszej analizy, zaznaczono czerwong ramka. M — PageRuler™ Prestained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific). 1gG — kontrola specyficznosci izolacji komplekséw. Wizualizacja za
pomocyg barwnika bliskiej podczerwieni (IR). Kompleksy wizualizowano z wykorzystaniem aparatu
Odyssey Li-COR CLx Imager.

Kolejnym krokiem byta izolacja RNA z wycietego fragmentu membrany, poprzez
trawienie biatka proteinazg K (pozostaje jedynie fragment biatka z motywem
wigzgcym RNA, z uwagi na wigzanie kowalencyjne miedzy RNA a biatkiem), po
izolacji (metoda fenol:chloroform:alkohol izoamylowy) RNA strgcano w obecnosci
etanolu. Nastepne etapy obejmowaty: reakcje odwrotnej transkrypcji, w ktorej
matrycg byt wyizolowany RNA, cyrkularyzacje otrzymanego cDNA, namnozenie
cDNA z uzyciem PCR oraz przygotowanie bibliotek cDNA do sekwencjonowania NGS

(sekwencjonowanie z wykorzystaniem sekwenatora lllumina NextSeq550), zgodnie

z procedurami opisanymi w rozdziale: Metody 2.24.
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3.3  Wstepna analiza danych po sekwencjonowaniu NGS

Przygotowane biblioteki cDNA przekazano do sekwencjonowania NGS
(sekwencjonowanie z wykorzystaniem sekwenatora lllumina NextSeq550).
Uzyskane dane bioinformatyczne poddano kontroli jakosci, wstepnej obrdbce
i uporzagdkowaniu, zgodnie z opisem zamieszczonym w rozdziale: Metody 2.24.11.
W oparciu o analizy réznicowe przeprowadzone za pomocg pakietu DESeq2, ktory
umozliwia ujawnienie zmian ilosciowych miedzy grupami eksperymentalnymi (tzw.
identyfikacje gendéw wyrazanych réznicowo; (DE), ang. differential expression
analysis), wyznaczono geny, do ktérych mapowaty sie odczyty sekwencji dla préb: (i)
hDicer_AHEL oraz (ii) WT hDicer (Tabela S1 i S2 w elektronicznej wersji Rozprawy
Doktorskiej). Dane zostaty uszeregowane od najwiekszej do najmniejszej liczby
zliczen, tj. parametru: ,baseMean” (Srednia znormalizowanych wartosci zliczen,
podzielona przez wspétczynniki wielkosci préby, przyjeta dla wszystkich probek) dla
danego genu. Dane dla préb: (i) hDicer_AHEL oraz (ii) WT hDicer zamieszczono
w elektronicznej wersji Rozprawy Doktorskiej, Tabela S1 (hDicer_AHEL) i S2 (WT
hDicer).

Dla arbitralnie wybranych genéw: PRPC2A (gen kodujgcy biatkowa fosfataze PrpC),
PLIN2 (gen kodujgcy biatko z rodziny perilipin — biatka budujgce krople lipidowe)
oraz DICER1 (gen kodujgcy hDicer), charakteryzujgcych sie wysokimi warto$ciami
,baseMean”, przeprowadzono wstepng analize w programie Interactive Genome
Viewer (IGV) [168]. IGV jest fatwym w uzyciu, interaktywnym narzedziem do

wizualizacji analiz danych genomicznych.

Wstepna analiza porédwnawcza wykazata, ze w puli wyizolowanych RNA, ktére
w komdrce utworzyty kompleks z biatkiem, pojawito sie wiele sekwencji, ktore byty
wigzane wytgcznie przez hDicer_AHEL, natomiast nie byty wigzane przez WT hDicer
(Rysunek 26 A-E) i odwrotnie, byty wigzane wytacznie przez WT hDicer lecz nie
przez hDicer_AHEL (Rysunek 27 A-E).

W obrebie genu PRPC2A zmapowano miejsca dla transkryptéw wigzanych wytgcznie
przez wariant hDicer_AHEL (Rysunek 26 A-C). Dla tej pozycji w genomie nie
zaobserwowano odczytéw dla biatka kontrolnego WT hDicer (endogenna hDicer)
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i WT hDicer (NoDice WT hDicer) ,rescue control”. Brak odczytéw dla kontroli
hDicer_AHEL IgG i pozostatych kontroli 1gG potwierdzit, ze izolacja komplekséw
RNAehDicer AHEL byta specyficzna. Odczyty wystepujgce wewnatrz intronow

sugerujg, ze do wigzania transkryptu z hDicer_AHEL dochodzito w jgdrze.

W obrebie genu PLIN2 zmapowano miejsca dla transkryptow wigzanych wyfacznie
przez wariant hDicer_AHEL (Rysunek 26 D-E). Dla tej pozycji w genomie nie
zaobserwowano odczytdw dla biatka kontrolnego WT hDicer (endogenna hDicer)
i WT hDicer (NoDice WT hDicer) ,rescue control”. Brak odczytéw dla kontroli
hDicer_AHEL IgG i pozostatych kontroli IgG potwierdzit, ze izolacja komplekséw
RNAehDicer_AHEL byta specyficzna. Odczyty te takie wystepowaty wewnatrz

intronow.

Zaobserwowano takze bliskie sgsiedztwo zmapowanych miejsc dla transkryptéw
wigzanych przez hDicer_AHEL oraz WT hDicer (endogennej hDicer i NoDice WT
hDicer) w obrebie genu PRPC2A (Rysunek 26 C). Co ciekawe, odczyty dla
transkryptow wigzanych przez hDicer_AHEL wystepowaty w obrebie intronu, za$
odczyty dla transkryptow wigzanych przez oba biatka WT hDicer pochodzity od

sekwencji znajdujacej sie w egzonie.

W obrebie genu DICER1 zmapowano miejsca dla transkryptow wigzanych wytgcznie
przez WT hDicer (Rysunek 27 A-E). Dla tych pozycji w genomie zaobserwowano
podobne odczyty dla biatka kontrolnego WT hDicer (endogenna hDicer) i WT hDicer
(NoDice WT hbDicer) ,rescue control” i brak odczytéw dla hDicer AHEL. Brak
odczytéw dla kontroli WT hDicer I1gG i pozostatych kontroli IgG potwierdzit, ze
izolacja kompleksdw RNAeWT hDicer byfa specyficzna. Odczyty dla WT hDicer

wystepowaty wewnatrz sekwencji ezgonu.
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Rysunek 26. Analiza sekwencji genéw, ktorych transkrypty zostaty zwigzane przez hDicer_AHEL
w komodrce, otrzymane po sekwencjonowaniu NGS, wykonana w programie IGV stuzacym do
analiz  danych genomicznych. (A-E) sekwencje zwigzane wytacznie przez hDicer AHEL.
Endogenna WT hDicer — kontrola w postaci linii typu dzikiego HEK 293T. hDicer_AHEL — préba
badana, biatko otrzymane w komdrkach HEK 293T NoDice (4-25) trensfekowanych plazmidem
kodujgcym hDicer_AHEL. NoDice WT hDicer — kontrola tzw. ,rescue control”, biatko otrzymane po
transfekcji komdrek HEK 293T NoDice (4-25) plazmidem kodujgcym WT hDicer. IgG — kontrola
izolacji.
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Rysunek 27. Analiza sekwencji genow, ktérych transkrypty zostaty zwigzane przez WT hDicer
w komoarce, otrzymane po sekwencjonowaniu NGS, wykonana w programie IGV stuzagcym do
analiz danych genomicznych. (A-E) sekwencje zwigzane jednoczesnie przez WT hDicer
z komérek HEK 293T NoDice (4-25) oraz endogennej WT hDicer z komérek HEK 293T. Endogenna
WT hDicer — kontrola w postaci linii typu dzikiego HEK 293T. hDicer_AHEL — préba badana, biatko
otrzymane w komoérkach HEK 293T NoDice (4-25) transfekowanych plazmidem kodujgcym
hDicer_AHEL. NoDice WT hDicer — kontrola tzw. ,rescue control”, biatko otrzymane po transfekcji
komodrek HEK 293T NoDice (4-25) plazmidem kodujgcym WT hDicer. 1gG — kontrola izolacji.
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Podsumowujgc, odczyty znaleziono zaréwno w obrebie sekwencji kodujgcych biatko
(egzondéw), (Rysunek 26 C; Rysunek 27 A-E), jak i w intronach (dane dla
hDicer_AHEL dla gendw: PRPC2A i PLIN2; Rysunek 26 A-E), co sugeruje jadrowg
lokalizacje hDicer i jej wigzanie do transkryptéw, ktére nie przeszty jeszcze petnego

procesu dojrzewania.

Na podstawie wstepnych analiz danych zebranych z eksperymentu irCLIP-seq mozna
wnioskowa¢, ze w komoérkach cztowieka, wariant hDicer pozbawiony domeny
helikazowej oddziatuje z inng pulg czasteczek RNA, czy tez innymi fragmentami

tozsamych RNA, niz hDicer typu dzikiego.

3.4 Plany

W najblizszym czasie kontynuowana bedzie analiza danych pochodzgcych z analiz
irCLIP-seq dla zbiorow: (i) RNAehDicer_AHEL, (ii) RNAeWT hDicer (typu ,rescue
control”) oraz (iii) RNA®WT hDicer (kompleksy izolowane z linii typu dzikiego HEK
293T). W szczegdlnosci przeprowadzona zostanie szczegdtowa analiza réznicowa
zbioréw sekwencji (wraz z koordynatami genomowymi, zgodnie z hg38), uzyskanych
dla préb (i-iii), ktéra pozwoli wskazaé réznice miedzy pulami RNA wigzanymi przez
hDicer AHEL i WT hDicer, z uwzglednieniem analizy przewidywanych struktur
drugorzedowych przyjmowanych przez wigzane w komodrce RNA. Nastepnie,
znajdowane bedg motywy sekwencyjne charakterystyczne dla danych grup RNA
(wigzanych przez WT hDicer lub wigzanych przez wariant hDicer_AHEL). Dzieki
temu, mozliwa bedzie szersza analiza specyficznosci substratowej domeny
helikazowej hDicer in cellulo, co pozwoli wnioskowaé o znaczeniu domeny

helikazowej dla wigzania komoérkowych RNA przez hDicer.

Opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej badania sg czescig projektu
realizowanego w ramach grantu PRELUDIUM 20 (2021/41/NZ2/03849) pt.
,Komdrkowa sie¢ oddziatywarnn pomiedzy RNA i domenq helikazowq rybonukleazy
Dicer cztowieka” (kierownik: mgr Kinga Ciechanowska). Kolejnym etapem,
realizowanym w ramach projektu PRELUDIUM, bedzie charakterystyka aktywnosci
biochemicznych wariantu hDicer z mutacja w motywie A Walkera, w domenie

helikazowej (hDicer_K70A, Addgene #41589). Motyw ten odpowiedzialny jest za
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hydrolize ATP, a mutacja K70A catkowicie znosi jego aktywnos¢ ATPazowg, wobec
czego, potencjalnie, mutacja K70A moze mieé¢ wptyw na niektére aktywnosci
domeny helikazowej lub samej hDicer. Biatko hDicer_K70A, bedzie produkowane
w komédrkach HEK 293T NoDice (4-25) i oczyszczane metodg immunoprecypitacji,
podobnie jak biatko WT hDicer [96] oraz hDicer_AHEL. Planowane jest zbadanie: (i)
aktywnosci wigzania RNA przez hDicer_K70A; (ii) aktywnosci ciecia pre-miRNA oraz
dsRNA przez hDicer_K70A; (iii) aktywnosci wspierania parowania sekwencji
komplementarnych czasteczek RNA przez hDicer_K70A oraz (iv) aktywnosci
rozplatania dsRNA przez hDicer_K70A. Dodatkowo, przeprowadzona zostanie
analiza oddziatywan pomiedzy komdrkowymi RNA i wariantem hDicer_K70A,

w oparciu o metode irCLIP-seq.
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V. DYSKUSIA

Produkcja rekombinowanych biatek w bakteryjnym systemie ekspresyjnym
jest najbardziej powszechng i wydajng metoda otrzymywania biatek. Najczesciej
w tym celu wykorzystuje sie szczepy ekspresyjne bakterii E. coli, np. BL21 (DE3).
Wykorzystanie systemu bakteryjnego do produkcji biatek rekombinowanych jest
stosunkowo fatwe, tanie i umozliwia otrzymanie duzych ilosci preparatu, ktéry
pdzniej mozna réwnie tatwo oczysci¢, np. z wykorzystaniem metod chromatografii
jonowymiennej czy powinowactwa. Niestety, system ten niesie ze sobg pewne
ograniczenia, ktére wynikajg gtdwnie z braku mozliwosci wprowadzania
modyfikacji potranslacyjnych w komdrkach bakteryjnych, w przeciwienstwie do
eukariotycznych systemoéw ekspresyjnych, a takze ograniczonych mozliwosci

produkcji biatek rekombinowanych o masie wiekszej niz ok. 100 kDa [169].

W badaniach prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej autorstwa I.R.
Obi, dotyczacej helikazy hDicer [A], domena helikazowa zostata wyprodukowana
zarbwno w bakulowirusowym systemie ekspresyjnym, jak i w bakteryjnym
systemie ekspresji gendw. Po oczyszczeniu, preparat uzyskany w bakteryjnym
systemie ekspresyjnym charakteryzowat sie jednak wiekszym stopniem
homogennosci niz preparat uzyskiwany w bakulowirusowym systemie ekspresji
genow, dlatego tez zostat on wybrany do dalszych analiz funkcjonalnych.
Prowadzone przez I.R. Obi badania wykazaty, ze preparat helikazy hDicer
otrzymany w bakteriach posiada aktywno$¢ hydrolizy ATP, co sugerowato, ze jesli
modyfikacje potranslacyjne zachodzg w obrebie domeny helikazowej hDicer, nie
sg one niezbedne dla jej aktywnosci ATPazowej [A]. Podobnie, badania
prowadzone przez zespét prof. Jennifer Doudny, w ktorych wykorzystano hDicer
zrekonstruowang z poszczegélnych domen produkowanych w bakteriach E. coli,
w tym domeny helikazowej, ujawnity, iz tak odtworzona hDicer prezentuje
aktywnos¢ RNazowag [74]. Ponadto, inne domeny hDicer byly réwniez
z powodzeniem produkowane w komorkach E. coli, przyktadowo domena DUF283
[94] oraz domena PAZ [104], podobnie jak inne biatka zawierajgce domene

helikazy z motywem DExD/H-box [170]. Badania zaprezentowane w niniejszej
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pracy doktorskiej zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem preparatu domeny
helikazowej hDicer wyprodukowanej w szczepie ekspresyjnym E. coli One Shot™
BL21 Star™. Otrzymana domena ma mase ok. 72 kDa i obejmuje pozycje
aminokwasowe (aa) od 1 do 624 aa hDicer; dtugos¢ badanego fragmentu zostata
wybrana w oparciu o analize sekwencji aminokwasowej hDicer i stanowi brakujacy
fragment domeny helikazowej w wariancie delecyjnym hDicer_AHEL (Rysunek 12).
Aminokwas 625 jest pierwszym aminokwasem wchodzgcym w sktad kolejnej
domeny hDicer, tj. domeny DUF283. Helikaza hDicer otrzymana przez I.R. Obi
obejmowata obszar od 1 do 566 aa hDicer (helikaza bez petnej subdomeny HEL2)
[A], natomiast przez grupe J. Doudny, pozycje aminokwasowe od 1 do 604 aa
hDicer [74]. Preparat otrzymany przez I.R. Obi zostat oczyszczony dwuetapowo, za
pomocg chromatografii powinowactwa z wykorzystaniem immobilizowanych na
ztozu agarozowym jondw Ni** (HisTrap) oraz amylozy [A]. Preparat otrzymany
przez zespét J. Doudny, zostat oczyszczony metodg immunoprecypotacji
z wykorzystaniem C-koncowego znacznika hemaglutyniny (HA) i ztoza
agarozowego optaszczonego przeciwciatem anty-HA [74]. Preparat HEL hDicer
wykorzystany podczas opisywanych w niniejszej rozprawie doktorskiej badan
zostat oczyszczony metodg chromatografii powinowactwa z uzyciem ztoza
z immobilizowanymi jonami Ni** (HisTrap). Po tym etapie oczyszczania, preparat
HEL hDicer wykazywat stopien homogennosci 95%< (Rysunek 11 B), zatem nie

byto koniecznosci dalszego oczyszczania biatka.

Domena helikazowa hDicer nalezy do helikaz z nadrodziny SF2, miedzy
innymi dzieki obecnosci motywu DExD/H-box [28]. Motyw ten odpowiada za
rozplatanie dwuniciowych struktur RNA i DNA, w sposdb zalezny od hydrolizy ATP.
Pomimo obecnosci petnego motywu DExD/H-box w subdomenie HEL1 hDicer,
aktywnosci helikazowej nie zaobserwowano jednak w przypadku tej i zadnej innej
Dicer. Niemniej jednak, podobnie jak w przypadku domeny helikazowej
wyprodukowanej przez |.R. Obi, preparat wykorzystywany w badaniach opisanych
w niniejszej rozprawie doktorskiej posiada zdolnos¢ wigzania i hydrolizy ATP
(Rysunek 13). Co wiecej, po raz pierwszy udato sie pokazaé, ze cata hDicer rowniez

potrafi przeprowadzaé¢ hydrolize ATP (Rysunek 13 D). Wariant hDicer_AHEL,
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pozbawiony domeny helikazowej, nie wykazywat aktywnosci ATPazowej (Rysunek
13 C), co wspiera przypuszczenia, ze domeng odpowiedzialng za wigzanie
i hydrolize ATP w hDicer jest domena helikazowa. Zachowanie aktywnosci
ATPazowej przez domene helikazowg hDicer moze wskazywaé na istnienie
niepoznanej dotychczas aktywnosci tej domeny, ktéra mogtaby by¢ zalezna od
hydrolizy ATP. Dla poréwnania, motyw DExD/H-box znajdujgcy sie w domenie
helikazowej Dicer-1 D. melanogaster ulegt degeneracji, w wyniku czego doszto do
utraty aktywnosci ATPazowej przez Dicer-1 [171]. Owadzia Dicer-1 zaangazowana
jest w produkcje miRNA, jednakze obecnie wiadomo, ze aktywnos¢ ATPazowa
Dicer nie jest wymagana w procesie biogenezy miRNA [172]. Opublikowane
w 2022 w Nature dane dotyczgce struktury biatka Dicer-2 D. melanogaster
w kompleksie z dsRNA umozliwity zaproponowanie mechanizmu wigzania, ciecia
i uwalniania substratu dsRNA przez Dicer-2 [173]. Badania strukturalne ujawnity
rearanzacje strukturalne, ktére zachodzg w obrebie domeny helikazowej podczas
wigzania, ciecia i uwalniania dsRNA. W zdeponowanych strukturach widoczna jest
takze czgsteczka ATP oraz jon Mg2+, ktérych zwigzanie w obrebie motywu DExD/H-
box konieczne jest do translokacji Dicer-2 wzdtuz substratu [173]. Niestety, jak
dotad nie udato sie zobrazowac wigzania, ciecia i uwalniania substratu dla hDicer,
jednakze w ostatnim czasie zespotowi prof. P. Svobody udato sie pokazac
mechanizm dziatania mysiej Dicer [172], ktory przypuszczalnie jest bardzo zblizony
do mechanizmu dziatania hDicer. Sugeruje sie, ze ssacze Dicer mogg przyjmowac
dwa stany strukturalne: (i) ,,zamkniety” (ang. locked) i (ii) ,otwarty” (ang. open),
w zaleznosci od etapu ciecia pre-miRNA [172]. W stanie ,,zamknietym” domena
helikazowa stanowi miejsce wigzania petli apikalnej pre-miRNA, w ten sposéb
mozliwe jest rozpoznanie substratu. Na skutek zwigzania pre-miRNA, dochodzi do
zmiany struktury Dicer z ,,zamknietej” na ,,otwarty”, ktdra umozliwia umieszczenie
substratu w rejonie katalitycznym i ciecie substratu przed domeny RNazy llla i lllb.
W zmianie stanu z ,zamknietego” na ,otwarty” pomaga takze biatko TARBP2,
ktére wymusza przyjecie stanu , otwartego” przez Dicer [172]. Niemniej jednak,
elastycznos¢ domeny helikazowej mysiej Dicer jest kluczowa dla zmiany stanéw

z ,zamknietego” na ,otwarty” [172].
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Badania strukturalne ujawnity, Zze czasteczki pre-miRNA s3 wigzane
w obrebie domeny Platformy i PAZ hDicer, koniec 3' substratu kotwiczony jest
w kieszeni wigzgcej 3', za$ koniec 5', w kieszeni wigzacej 5' [80]. Dodatkowo, petla
apikalna pre-miRNA oddziatuje z domeng helikazowg hDicer [56]. Dane
opublikowane przez prof. Rajewsky’ego i jego zespdt wskazujg, ze w warunkach in
vivo, hDicer moze takze oddziatywac z innymi czasteczkami RNA, przyktadowo
zmRNA czy z IncRNA [159]. Wigzanie innych niz pre-miRNA czgsteczek RNA
prawdopodobnie zachodzi w sposéb pasywny, czyli niepowigzany z procesem
hydrolizy RNA (niezalezny od aktywnosci RNazowej Dicer) [159]. Autorzy postawili
hipoteze, ze w przypadku pasywnego wigzania RNA przez Dicer, rozpoznanie
substratu odbywa sie poprzez domene helikazowg. W celu lepszego poznania
specyficznosci substratowej domeny helikazowej hDicer, w ramach realizacji
niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono reakcje wigzania, w ktérych
wykorzystano szereg jedno- i dwuniciowych czasteczek RNA i DNA oraz otrzymany
w systemie bakteryjnym preparat HEL hDicer (Rysunek 11). Zgromadzone wyniki
wykazaty, ze HEL hDicer wigze jednoniciowe czasteczki RNA i DNA o dtugosci
powyzej 20 nt. Wydajnos$¢ wigzania byta wyzsza w przypadku dtuzszych substratow
(40-50 nt) (Rysunek 14). Niemnie] jednak, czasteczki RNA, ktére z racji swojej
dtugosci zaczynaty przyjmowaé bardziej ztozone struktury zawierajgce regiony
dwuniciowe, np. czasteczki pre-miRNA, nie byly wydajnie wigzane przez HEL
hDicer (Rysunek 15). W przypadku DNA, dochodzito do tworzenia jednego
stabilnego kompleksu DNAeHEL (Rysunek 14 B), podczas gdy przy wigzaniu RNA
obserwowano powstawanie kilku kompleksow RNAebiatko (Rysunek 14 A). Co
wiecej, zaobserwowano takie zmiany w szybkos$ci migracji niezwigzanego
z biatkiem RNA (Rysunek 14 A), co sugerowato, ze domena helikazowa hDicer
moze indukowac zmiany strukturalne w obrebie substratu RNA (Rysunek 14 A).
Przypuszczenia te potwierdzono przeprowadzajagc dodatkowe badania
oddziatywan RNA z HEL hDicer. Analiza produktow reakcji wigzania RNA przez HEL
hDicer metodg elektroforezy w denaturujgcych zelach poliakrylamidowych
potwierdzita, ze RNA nie ulega degradacji w obecnosci HEL hDicer (Rysunek 20 A),
natomiast analiza produktéw tej samej reakcji z wykorzystaniem elektroforezy w

warunkach natywnych oraz w obecnosci czynnika denaturujgcego biatko (1% SDS),
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ujawnita powstawanie dodatkowych form RNA po dodaniu HEL hDicer (Rysunek
20 B). Obserwowane zmiany byly niezalezne od ATP. Zachodzenie zmian
strukturalnych w obrebie RNA pod wptywem HEL hDicer potwierdzono takze

z wykorzystaniem metod spektroskopii CD (Rysunek 21).

Biorgc pod uwage wyniki badani strukturalnych [172, 174], a takze wyniki
analiz komplekséw pre-miRNAeHEL (Rysunek 15), mozna przypuszczaé, ze po
zwigzaniu substratu pre-miRNA przez hDicer, domena helikazowa indukuje szereg
zmian strukturalnych w obrebie petli apikalnej pre-miRNA. Petle apikalne pre-
miRNA wystepujg w postaci jednoniciowego RNA. Zmiany strukturalne w petli
apikalnej pre-miRNA mogtyby stuzyé jak najlepszemu dopasowaniu substratu do
centrum katalitycznego enzymu w obrebie domen: RNazy llla i RNazy lllb. Lepsze
dopasowanie substratu do miejsca aktywnego Dicer przypuszczalnie przektada sie
na bardziej precyzyjne ciecie pre-miRNA. Dodatkowym argumentem
potwierdzajgcym te przypuszczenia jest zaobserwowanie powstawania pul
niehomogennych miRNA w komdrkach produkujgcych Dicer pozbawiong
fragmentu domeny helikazowej [172]. W obecnosci HEL hDicer nie
zaobserwowano natomiast zmian w szybkos$ci migracji niezwigzanego z biatkiem
DNA, co sugeruje, ze domena helikazowg hDicer nie indukuje, badz tylko

w niewielkim stopniu indukuje zmiany strukturalne w obrebie DNA.

Z uwagi na powstawanie szeregu komplekséw RNAeHEL hDicer, a takze
pojawianie sie roznych konformeréw RNA w obecnosci HEL hDicer, wyznaczenie
rownowagowych statych dysocjacji (Ky) dla komplekséw RNAeHEL hDicer byto
problematyczne. Wyznaczono natomiast rownowagowe state dysocjacji (Kq) dla
komplekséw DNA (>40 nt) i HEL hDicer; wyniosty one odpowiednio, dla pomiaréw
uzyskanych z wykorzystaniem metody EMSA: Ky (D40eHEL) = 8,5 uM i Kg
(D50¢HEL) = 7,4 uM oraz dla pomiaréw uzyskanych z wykorzystaniem metody BLI:
Ky (D40eHEL) = 22 uM i Kq (D50¢HEL) = 21 uM. Rdéznice w wartosSciach statych
dysocjacji mogg wynika¢ z zastosowania dwéch réznych podejsé do wyznaczenia
wartosci Kg. W przeciwienstwie do metody EMSA, metoda BLI jest bardziej czuta
i umozliwia monitorowanie powstawania i dysocjacji komplekséw w czasie

rzeczywistym. Niemniej jednak, metoda BLI ma takze ograniczenia wynikajgce
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z wielkosci czgsteczek, ktére mogg by¢ immobilizowane na sensorze (im mniejsza
czasteczka tym lepiej, poniewaz fatwiej jest monitorowac zmiany grubosci warstwy
na sensorze po zwigzaniu ligandu). W metodzie EMSA, uzyto rosngcego stezenia
HEL hDicer, podczas gdy w metodzie BLI, HEL hDicer byta immobilizowana na
sensorze, a wzrastato stezenie substratu, co mogto by¢ przyczyna
zaobserwowanych réznic w wartosciach Ky. Metoda BLI udato sie natomiast
wyznaczyé rownowagowg statg dysocjacji dla kompleksu R50¢HEL, wyniosta ona

ok. 23 uM.

Wyznaczone wartosci statych dysocjacji dla komplekséw RNAeHEL oraz
DNAeHEL s3 zblizone do wartosci statych dysocjacji wyznaczonych dla kompleksow
domeny DUF283 hDicer z kwasami nukleinowymi [94]. W przypadku kompleksu 22
nt RNAeDUF283, Ky = 9,5 uM [94]. Podobne wartosci rownowagowej statej
dysocjacji otrzymano dla komplekséw: 20 pz dsRNAedsRBD, K4 = 6,5 UM [127] oraz
>8,0 uM [123]. Dla poréwnania, wartosci Ky dla wigzania 21 nt RNA przez kasete
PPC hDicer wynosity ok. 0,05 uM [175].

Wyniki reakcji wigzania z uzyciem dwuniciowych RNA lub DNA, zaréwno
w petni sparowanych, jak i posiadajgcych 2 wolne nukleotydy na koncu 3,
wykazaty, ze HEL hDicer nie wigze dwuniciowych kwaséw nukleinowych (Rysunek
16). Biorgc pod uwage wyniki badan strukturalnych opublikowanych dla
komplekséw dsRNAeDicer-2 D. melanogaster [173], pre-miRNAeDCL1 A. thaliana
[81] oraz pre-miRNAeDicer Mus musculus [172], jedng z przyczyn niewigzania
dwuniciowych RNA lub DNA przez domene helikazowg hDicer mogg by¢
ograniczenia strukturalne wynikajgce z przestrzennej aranzacji domen hDicer.
Opublikowane na tamach Nature plants przez zesp6t prof. Fenga struktury biatka
DCL1 z A. thaliana, w odniesieniu do struktur Dicer-2 z D. melanogaster oraz
hDicer, pokazaly, ze do wigzania dsRNA wymagana jest obecnos¢ szerokiej
szczeliny wigzgcej w obrebie domeny helikazowej, co zostato zaobserwowane dla
kompleksu dsRNAeDicer-2 [81]. W przypadku hDicer, tak szeroka szczelina wigzaca
substrat nie jest obserwowana w strukturze biatka, co moze sugerowaé, ze
w obrebie domeny helikazowej hDicer brakuje miejsca do zwigzania substratu

dwuniciowego. Podsumowujac, biorgc pod uwage uzyskane wyniki, mozna
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zauwazyé, ze pod wzgledem specyficznosci substratowej, domena helikazowa
hDicer wykazuje podobieiAstwo do domeny DUF283, poniewaz DUF283 wigze
jednoniciowe czasteczki RNA i DNA, natomiast nie wigze czgsteczek dwuniciowych

[94].

Dane uzyskane w ramach realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej
potwierdzity brak aktywnosci rozplatania dwuniciowych RNA oraz DNA dla
domeny helikazowej hDicer (Rysunek 22). Dodatek ATP do mieszanin reakcyjnych
nie wptynat na wynik reakcji. Podobne wyniki uzyskat I.R. Obi podczas realizacji
swojej pracy doktorskiej [A]. Brak aktywnosci helikazowej dla catej hDicer
potwierdzity réwniez wyniki naszych wczesniejszych badan [94]. Jak dotad nie
pojawity sie w literaturze wzmianki o aktywnosci helikazowej hDicer, ani zadnej
innej Dicer. Zwazywszy na fakt, ze domena helikazowa hDicer nie wigze
dwuniciowych kwaséw nukleinowych, brak aktywnosci rozplatania dwuniciowych
RNA, czy tez DNA nie jest zaskoczeniem. W przypadku biatek Dicer wigzgcych
dtugie dsRNA, np. owadziej Dicer-2, pomimo braku aktywnos$ci rozplatania struktur
dwuniciowych, biatka te mogg poruszaé sie (translokowaé) wzdtuz kwasow

nukleinowych; do aktywnosci tej potrzebna jest hydroliza ATP [28, 173].

Wczesniejsze badania prowadzone w naszym zespole badawczym wykazaty,
ze hDicer, prawdopodobnie dzieki obecnosci domeny DUF283, wspiera proces
parowania sekwencji komplementarnych wystepujacych w kwasach nukleinowych
(tzw. nucleic acid annealing acyivity) [94]. Ponadto, niektére z helikaz typu
DExD/H-box zostaty opisane w literaturze jako biatka zdolne do wspierania
parowania sekwencji komplementarnych RNA, np. helikazy: Ddx42p [176], Ded1l
i Mss116 [177]. Dane zgromadzone w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazaty, ze
otrzymany preparat HEL hDicer nie posiada zdolnosci do wydajnego wspierania
parowania komplementarnych RNA, czy tez DNA (Rysunek 23). W przypadku
czgsteczek RNA, brak wspomnianej aktywnosci modgtby wynika¢ z mozliwosci
indukowania zmian strukturalnych w obrebie RNA przez domene helikazowg
hDicer (Rysunek 14 A, 19 i 20 B), co w konsekwencji mogtoby utrudniaé

dostepnosc sekwencji komplementarnych do oddziatywan miedzyczasteczkowych.
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Wyniki zgromadzone w niniejszej rozprawie doktorskiej odbiegajg od
wynikéw zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej I.R. Obi [A]. Wykorzystywany
w badaniach I.R. Obi preparat domeny helikazowej hDicer wspierat hybrydyzacje
w petni komplementarnych RNA o dtugosci 21 nt. I.R Obi zastosowat metode
rezonansowego transferu energii fluorescencji (ang. Resonance Energy Transfer,
FRET), a komplementarne czasteczki RNA posiadaty na koricach 5' fluorofory: Cy3
i Cy5. Fluorofor Cy3 (bedacy donorem), po znalezieniu sie w bliskim sgsiedztwie
fluoroforu Cy5 (bedacego akceptorem), np. po utworzeniu dupleksu przez
czgsteczki RNA, przekazywat energie wzbudzenia, powodujgc fluorescencje
akceptora. W obecnosci helikazy hDicer, obserwowano wzrost sygnatu
fluorescencyjnego, w poréwnaniu do reakcji kontrolnej prowadzonej bez dodatku
preparatu helikazy. Zaobserwowana aktywnos¢ byta niezalezna od ATP. W tym
miejscu nalezy wspomnie¢, ze preparat wyprodukowany przez I.R Obi réznit sie od
preparatu HEL hDicer cze$ciowym brakiem subdomeny HEL2. Réznica ta mogtaby,
hipotetycznie, wptyngé na aktywnos¢ preparatu helikazowego I.R. Obi. Niemniej
jednak, metoda FRET nie daje mozliwosci obserwacji substratéw i produktéw
reakcji, w odréznieniu od metody EMSA. By¢ moze w mieszaninach reakcyjnych
dochodzito do zmian strukturalnych w obrebie czgsteczek RNA pod wptywem
helikazy, w wyniku ktérych nastepowato wzbudzanie fluorescencji barwnikdéw.
W celu doktadniejszego zbadania tego zagadnienia, planowane sg dalsze badania
aktywnosci wspierajgcej parowanie komplementarnych sekwencji kwasow
nukleinowych z wykorzystaniem otrzymanego preparatu HEL hDicer oraz szeregu
komplementarnych RNA i DNA charakteryzujgcych sie rézng stabilnoscig struktur.
Warto jednak wspomniec, ze wczesniejsze badania prowadzone w naszym zespole
badawczym wykazaty, iz wariant delecyjny hDicer pozbawiony domeny DUF283,
posiadajgcy wszystkie pozostate domeny, nie wspiera procesu parowania
sekwencji komplementarnych wystepujgcych w kwasach nukleinowych [96]. Dane
te pozwalajg przypuszczaé, iz w przypadku braku DUF283, pozostate z domen
hDicer, w tym réwniez domena helikazowa, nie sg w stanie zrekompensowac
aktywnosci DUF283 wspierajgcej parowanie komplementarnych czgsteczek

kwasoéw nukleinowych.
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Biorgc pod uwage wyniki badan grupy prof. Rajewsky’ego, prezentujgce
udziat rybonukleazy Dicer w pasywnym wigzaniu komdrkowych RNA i potencjalnie
kluczowa role domeny helikazowej Dicer w tym procesie [159], kolejnym celem
badawczym zaprezentowanym w niniejszej rozprawie doktorskiej byto okreslenie
pul komdrkowych RNA, ktérych wigzanie moze by¢ uzaleznione od obecnosci
domeny helikazowej hDicer. Chcac poréwnac pule komoérkowych RNA wigzanych
przez hDicer oraz wariant hDicer pozbawiony domeny helikazowej (hDicer_AHEL),
wykorzystano metode irCLIP-seq, ktéra umozliwia ,wytawianie” specyficznych
komplekséw RNAebiatko, powstajgcych w zywych komdrkach i identyfikacje
zwigzanych z biatkiem RNA. W badaniach wykorzystano linie komdrkowe: (i) HEK
293T NoDice (4-25) transfekowane wektorem z sekwencjg kodujacg hDicer_AHEL;
(ii) HEK 293T NoDice (4-25) transfekowane wektorem z sekwencjg kodujagcg WT
hDicer (tzw. ,rescue control”); (iii) HEK 293T z endogenng WT hDicer. Wariant
hDicer z delecjy domeny helikazowej zostat juz wczesniej otrzymany
i scharakteryzowany przez grupe prof. J. Doudny [72]. Zauwazono, ze usuniecie
domeny helikazowej hDicer powoduje zwiekszenie aktywnosci RNazowej takiego
wariantu delecyjnego hDicer, w poréwnaniu do kompletnej hDicer [72]. Wyniki
testow aktywnosci RNazowej dla hDicer_AHEL i kanonicznych substratéw Dicer,
zaprezentowane w niniejszej rozprawie, potwierdzity wczesniejsze obserwacje
zespotu J. Doudny, dotyczgce wariantu hDicer z delecja domeny helikazowej
(Rysunek 24). Uzyskane metodg irCLIP-seq dane pozwolity na poznanie pul
czgsteczek RNA wigzanych w komodrce przez ludzkg rybonukleaze Dicer oraz
poréwnanie ich do pul czgsteczek RNA wigzanych w komérce przez wariant hDicer
pozbawiony domeny helikazowej. Wstepne analizy poréwnawcze wykazaty, iz
wariant hDicer pozbawiony domeny helikazowej oddziatuje z inng pulg czgsteczek
RNA, czy tez z innymi fragmentami tozsamych RNA, niz hDicer typu dzikiego.
Wyniki tych wstepnych analiz sugeruja, ze domena helikazowa hDicer bierze udziat
nie tylko w rozrdéznianiu substratow pre-miRNA od dsRNA, lecz moze takze miec
wazne znaczenie przy wyborze i wigzaniu innego typu czasteczek RNA
wystepujgcych w komérkach. Poznanie komdrkowej sieci oddziatywan pomiedzy
Dicer i RNA jest bez watpienia niezbedne dla lepszego zrozumienia proceséw

komodrkowych, w ktére jest zaangazowana rybonukleaza Dicer.
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Zainteresowanie domeng helikazowg rybonukleaz typu Dicer znacznie
wzrosto w ostatnim czasie. W 2022 roku ukazato sie wiele artykutdw naukowych
prezentujgcych wyniki badan strukturalnych obrazujgcych kompleksy biatek Dicer
z substratami RNA. Dane te dotyczg zaréwno owadzich Dicer (Dicer-2 z D.
melanogaster) [173], roslinnych biatek DCL (DCL1 z A. thaliana) [81], jak i ssaczej
Dicer (Dicer z M. musculus) [172]. Zaprezentowane wyniki wskazujg, ze
odpowiednie utozenie domeny helikazowej w strukturze Dicer podczas procesu
biogenezy siRNA, czy tez miRNA jest kluczowe dla specyficznego oddziatywania
Dicer z substratem i dalszego procesu ciecia substratu. By¢ moze w przypadku
pasywnego wigzania substratow przez Dicer, elastyczna struktura domeny
helikazowej umozliwia takg rearanzacje substratu, ze nie zostaje on umieszczony
w centrum katalitycznym biatka. W konsekwencji, nie dochodzi do ciecia
substratu, a substrat pozostaje zwigzany z Dicer w sposéb pasywny, przyktadowo
prowadzgc do sekwestracji biatka, co zostato zaproponowane przez zespét prof.

Rejewsky’ego [159].

Jak wspomniano wczes$niej, domena helikazowa owadziej Dicer-2, czy tez
roslinnych biatek DCL, moze dziata¢ jako czujnik wirusowego RNA, aktywujgcy
odpowiedni efektorowy szlak RNAi prowadzacy do ciecia wirusowego RNA [67].
Przypuszcza sie, ze rybonukleazy Dicer kregowcow utracity zdolnosc¢
rozpoznawania wirusowego RNA z powodu rozwoju innych sensoréw infekcji
wirusowej, przyktadowo helikazy RIG-I [70]. W 2021 roku pojawito sie doniesienie
dotyczace oddziatywania hDicer z biatkami wigzgcymy dsRNA i helikazami RNA
podczas infekcji wirusowej [178]. W ludzkich komdrkach raka okreznicy HCT 116
zakazonych wirusem SINV (Sindbis virus) znaleziono biatka takie jak: DHX9, ADAR-1
oraz kinaze biatkowa aktywowang RNA (PKR), ktére wchodzity w interakcje
z hDicer poprzez oddziatywanie z jej domeng helikazowg [178]. Sugeruje sie, ze
domena helikazowa hDicer moze mie¢ istotne znaczenie podczas infekcji
wirusowych poprzez wigzanie specyficznych partnerow biatkowych biorgcych
udziat w odpowiedzi przeciwwirusowej. Niemniej jednak, rola domeny helikazowej
hDicer w odpowiedzi na infekcje wirusowe] nie zostata jeszcze dobrze poznana

[76, 178].
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Dane zgromadzone w niniejszej rozprawie doktorskiej dotyczace
oddziatywan miedzy domeng helikazowag hDicer a réinymi typami kwasow
nukleinowych, zaréwno RNA jak i DNA, mogg znalez¢ zainteresowanie szerokiego
grona badaczy zajmujacych sie problematyka nieprawidtowe]j regulacji proceséw
komérkowych prowadzacych do rozwoju wielu choréb, w tym takze chordb
nowotworowych. Zwazajgc na udokumentowane znaczenie domeny helikazowej
hDicer w obronie przeciwwirusowej, uzyskane wyniki mogg réwniez przyczynié sie
do lepszego zrozumienia chorédb wywotywanych przez wirusy i roli hDicer

w oddziatywaniach wirus-gospodarz.

129



PODSUMOWANIE

VI. PODSUMOWANIE

Badania realizowane w ramach przedtozonej pracy doktorskiej miaty na celu
poszerzenie stanu wiedzy na temat domeny helikazowej hDicer, w szczegdlnosci
okreslenie jakie aktywnosci biochemiczne prezentuje domena helikazowa hDicer
oraz jakiego rodzaju kwasy nukleinowe mogg stanowié¢ substraty dla domeny
helikazowej hDicer, zarédwno w warunkach in vitro, jak i in cellulo. W badaniach in
vitro wykorzystano preparat domeny helikazowej hDicer (HEL hDicer)
wyprodukowany w bakteriach E. coli typu BL21 (DE). Chcac zgtebi¢ role domeny
helikazowej w wigzaniu komdérkowych RNA przez hDicer, wykorzystano metode
irCLIP-seq (ang. Infrared Crosslinking Immunoprecipitation followed by NGS
sequencing), ktéra umozliwia , wytawianie” specyficznych komplekséw RNAebiatko,
powstajgcych w zywych komodrkach i identyfikacje zwigzanych z biatkiem RNA.
W badaniach tych uzyto: (i) komérki HEK 293T NoDice (4-25) (bez endogennej
hDicer) transfekowane wektorem z sekwencjg kodujgcg wariant hDicer pozbawiony
domeny helikazowej, oraz jako kontrole (ii) komérki HEK 293T NoDice (4-25)
transfekowane wektorem z sekwencjg kodujgcg hDicer typu dzikiego (tzw. ,rescue

III

control”) i (iii) komorki HEK 293T z endogenng hDicer (linia typu dzikiego).

Podczas prowadzonych badan wykazano, ze:

e HEL hDicer prezentuje aktywnos$¢ wigzania i hydrolizy ATP,

e hDicer typu dzikiego (tzw. ,kompletna” hDicer) takze wykazuje aktywnos$é
hydrolizy ATP,

e wariant hDicer pozbawiony domeny helikazowej nie wykazuje aktywnosci
ATPazowej, co wspiera przypuszczenia, ze domeng odpowiedzialng za
wigzanie i hydrolize ATP w hDicer jest domena helikazowa,

e HEL hDicer wigze jednoniciowe RNA i DNA o dfugosci powyzej 20
nukleotyddw, w sposdb niezalezny od ATP,

e HEL hDicer moze indukowaé zmiany strukturalne w obrebie czgsteczek RNA,
rowniez w sposéb niezalezny od ATP,

e HEL hDicer nie wigze dwuniciowych RNA i dwuniciowych DNA,
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e HEL hDicer nie wykazuje aktywnosci helikazowej wobec dwuniciowych RNA
oraz dwuniciowych DNA, pomimo obecnosci motywu DExD/H-box, ktéry
znany jest z aktywnosci rozplatania dwuniciowych struktur kwaséw
nukleinowych,

e HEL hDicer nie prezentuje aktywnosci wspierania parowania sekwencji
komplementarnych kwaséw nukleinowych (ang. nucleic acid annealing
activity),

e w komorkach cztowieka, wariant hDicer pozbawiony domeny helikazowej
oddziatuje z inng pulg czgsteczek RNA, czy tez innymi fragmentami tozsamych

RNA, niz hDicer typu dzikiego.

Zgromadzone dane pozwalajg sadzi¢, ze domena helikazowa hDicer bierze
udziat nie tylko w rozréznianiu substratéw pre-miRNA od dwuniciowych RNA, lecz
moze mieé takze wazne znaczenie przy wyborze i wigzaniu innego typu czgsteczek
RNA wystepujgcych w komadrkach. Obecnos¢ domeny helikazowej moze indukowac
zmiany strukturalne w obrebie RNA, co przypuszczalnie wptywa na dopasowanie
substratu do centrum aktywnego (miejsca hydrolizy RNA) w obrebie hDicer. By¢
moze dzieki tej aktywnosci domena helikazowa hDicer moze decydowaé, badz
wspotdecydowac razem z innymi domenami hDicer, czy biatkami partnerujgcymi
hDicer, o losie zwigzanej czgsteczki RNA: czy ulegnie ona przecieciu przez hDicer, czy
tez nie. Interesujgcym aspektem jest zachowanie aktywnosci ATPazowej przez
domene helikazowg hDicer i kompletng hDicer, co moze wskazywac na istnienie
niepoznanej dotychczas aktywnosci hDicer, ktéra mogtaby by¢ zalezna od hydrolizy

ATP.
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VIl. STRESZCZENIE

Rybonukleazy Dicer kojarzone sg gtéwnie z ich waznej roli w biogenezie
mikroRNA (miRNA) oraz matych interferujgcych RNA (siRNA). Substratami Dicer
w tym procesie sg odpowiednio: prekursory miRNA (pre-miRNA) oraz dtugie
dwuniciowe RNA (dsRNA). Jednakze biatka te mogg uczestniczyé¢ takze w wielu
innych procesach, przyktadowo, w remodelowaniu struktury chromatyny,
degradacji chromosomalnego DNA podczas apoptozy, czy procesie naprawy
uszkodzen DNA. Zaangazowanie Dicer w tak rodine procesy wskazuje, ze
rybonukleaza ta moze oddziatywac¢ z réznymi rodzajami kwasow nukleinowych,
zarowno RNA, jak i DNA. Wiekszos¢ enzyméw Dicer to wielodomenowe biatka
zbudowane, poczawszy od korca aminowego, z domeny helikazowej, domeny
DUF283 (ang. domain of unknown function), domeny PAZ (Piwi-Argonaute-Zwille),
dwéch domen RNazy Il (RNaza llla i RNaza lllb) oraz domeny wigzgcej dwuniciowy
RNA. Badania zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej skupiajg sie na
domenie helikazowej ludzkiej rybonukleazy Dicer (hDicer).

Obecnie wiadomo, ze domena helikazowa hDicer odpowiada za odrdznianie
substratéw pre-miRNA od dsRNA, przypuszczalnie poprzez oddziatywanie z petla
apikalng pre-miRNA. Warianty delecyjne hDicer pozbawione domeny helikazowej,
w poréwnaniu do kompletnej hDicer, wydajniej wigzg dtugie dsRNA i wydajniej tng
je na fragmenty o diugosci ok. 22 par zasad. Bez watpienia interesujgcym aspektem
jest udziat hDicer w ,pasywnym” wigzaniu komdrkowych RNA, czyli wigzaniu,
ktéremu nie towarzyszy proces ciecia substratu. Przypuszczalnie kluczowa role
w pasywnym wigzaniu komérkowych RNA odgrywa domena helikazowa hDicer.
Szczegbétowa charakterystyka aktywnosci biochemicznych, w tym specyficznosci
substratowej, domeny helikazowej hDicer nie zostata jednak przeprowadzona.
Celem badan prowadzonych w ramach realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej
byto poszerzenie stanu wiedzy na temat domeny helikazowej hDicer,
w szczegdlnosci okreslenie jakie aktywnosci biochemiczne prezentuje domena
helikazowa hDicer oraz jakiego rodzaju kwasy nukleinowe mogg stanowi¢ substraty
dla domeny helikazowej hDicer, zaréwno w warunkach in vitro, jak i in cellulo.

W badaniach in vitro wykorzystano preparat domeny helikazowej hDicer
(HEL hDicer) wyprodukowany w bakteriach E. coli typu BL21 (DE). Otrzymany
preparat prezentowat aktywnos¢ wigzania i hydrolizy ATP. Na uwage zastuguje fakt,
Ze po raz pierwszy udato sie pokazaé, ze hDicer réwniez potrafi hydrolizowac ATP.
Wariant hDicer pozbawiony domeny helikazowej nie wykazywat aktywnosci
ATPazowej, co wspiera przypuszczenia, ze domeng odpowiedzialng za wigzanie
i hydrolize ATP w hDicer jest domena helikazowa. Nastepnie, wykorzystujgc metode
spowolnionej migracji w zelach poliakrylamidowych (EMSA) oraz interferometrie
biowarstwowg (BLI), pokazano, ze HEL hDicer wigze jednoniciowe RNA i DNA
o dtugosci powyzej 20 nukleotyddw, nie wigze natomiast dsRNA i dsDNA. Wigzanie
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kwasow nukleinowych przez HEL hDicer odbywato sie w sposéb niezalezny od ATP.
Co ciekawe, zauwazono, iz HEL hDicer moze indukowac¢ zmiany strukturalne
w obrebie czgsteczek RNA, rowniez w sposdb niezalezny od ATP. W dalszej
kolejnosci pokazano, ze HEL hDicer nie wykazuje aktywnosci helikazowej wobec
dsRNA oraz dsDNA, pomimo obecnosci motywu DExD/H-box, ktdéry znany jest
z aktywnosci rozplatania dwuniciowych struktur kwaséw nukleinowych. HEL hDicer
nie  prezentowat takze aktywnos$ci wspierania  parowania sekwencji
komplementarnych kwaséw nukleinowych (ang. nucleic acid annealing activity).

Chcac zgtebi¢ role domeny helikazowej w wigzaniu komdrkowych RNA przez
hDicer, wykorzystano metode irCLIP-seq (ang. Infrared  Crosslinking
Immunoprecipitation followed by NGS sequencing), ktéra umozliwia , wytawianie”
specyficznych kompleksow RNAebiatko powstajagcych w zywych komérkach
i identyfikacje zwigzanych z biatkiem RNA. W badaniach uzyto: (i) komérki HEK 293T
4-25 NoDice (bez endogennej hDicer) transfekowane wektorem z sekwencja
kodujgca wariant hDicer pozbawiony domeny helikazowej (hDicer_AHEL) oraz jako
kontrole (ii) komorki 4-25 NoDice transfekowane wektorem z sekwencjg kodujaca
WT hDicer (tzw. ,rescue control”) i (iii) komorki HEK 293T z endogenng WT hDicer
(linia typu dzikiego). Wstepne analizy poréwnawcze wykazaty, iz hDicer_AHEL
oddziatuje z inng pulg czasteczek RNA, czy tez innymi fragmentami tozsamych RNA,
niz WT hDicer. Wyniki wstepnych analiz sugerujg, ze domena helikazowa hDicer
bierze udziat nie tylko w rozrdznianiu substratéw pre-miRNA od dsRNA, lecz moze
miec takze wazne znaczenie przy wyborze i wigzaniu innego typu czgsteczek RNA
wystepujacych w komaérkach.

Poznanie komdrkowej sieci oddziatywan pomiedzy RNA i hDicer pozwoli na
poszerzenie wiedzy na temat funkcji hDicer wykraczajgcych poza sciezki biogenezy
miRNA i siRNA. Uzyskane wyniki mogg znalezé zainteresowanie szerokiego grona
badaczy zajmujgcych sie problematyka nieprawidiowej regulacji procesow
komdrkowych prowadzacych do rozwoju wielu chordéb, w tym takze choréb
nowotworowych. Zwazajgc na udokumentowane znaczenie domeny helikazowej
hDicer w obronie przeciwwirusowej, uzyskane wyniki mogg réwniez przyczynic sie
do lepszego zrozumienia chordb wywotywanych przez wirusy i roli hDicer
w oddziatywaniach wirus-gospodarz.
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VIIl. ABSTRACT

Dicer ribonucleases are mostly known from their important role in microRNA
(miRNA) and small interfering RNA (siRNA) biogenesis. Their substrates in this
process are: precursors of miRNAs (pre-miRNAs) and long double stranded RNAs
(dsRNAs), respectively. However, Dicers have also been reported to be involved in
other processes, like chromatin structure remodeling, apoptotic DNA degradation
or DNA damage repair. Contribution of Dicer to these processes implies that this
ribonuclease can interact with many different RNA- and DNA-type substrates. Most
Dicer enzymes are multi-domain proteins, comprising an amino-terminal helicase
domain, a domain of unknown function (DUF283), Piwi—Argonaute—Zwille (PAZ)
domain, two RNase Il domains (RNase llla and RNase lllb), and a dsRNA-binding
domain. The research presented in this doctoral dissertation focuses on the helicase
domain of human Dicer (hDicer).

Currently it is known that the helicase domain of hDicer contributes to
recognizing the precursors of miRNAs from siRNAs, presumably through the
interactions with the apical loop of pre-miRNAs. In comparison to the full-length
hDicer, hDicer variants lacking the helicase domain bind and cleave long dsRNA
substrates more efficiently. The hDicer helicase domain is also suggested to
participate in Dicer “passive” binding, i.e. binding without further cleavage of
different cellular RNAs. Presumably, the helicase domain of hDicer plays a key role
in this passive binding of cellular RNAs. Nevertheless, a comprehensive
characterization of the biochemical activities of the hDicer helicase domain and its
substrate specificity towards different nucleic acids have never been reported.
Consequently, the aim of the research conducted as part of this doctoral
dissertation was to expand the state of knowledge about the hDicer helicase
domain, in particular to determine what biochemical activities the hDicer helicase
domain presents and what kind of nucleic acids can be substrates for the hDicer
helicase domain, both in vitro and in in cellulo.

In in vitro studies, the hDicer helicase domain preparation (HEL hDicer),
produced in E. coli BL21 (DE) system, was used. The obtained preparation displayed
ATP-binding and ATP-hydrolysis activities. Importantly, for the first time it was
shown that the full-length hDicer can also hydrolyze ATP. The hDicer variant lacking
the helicase domain showed no ATPase activity, supporting the hypothesis that the
domain responsible for ATP-binding and hydrolysis in hDicer is the helicase domain.
Then, by applying the Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) and Bio-layer
Interferometry (BLI), it was shown that HEL hDicer binds single-stranded RNAs and
single-stranded DNAs longer than 20 nucleotides, but it does not bind dsRNA and
dsDNA. Binding of nucleic acids by HEL hDicer was ATP-independent. Interestingly,
it was noticed that HEL hDicer can induce structural changes within RNA molecules;
this activity was also an ATP-independent. It was further shown that HEL hDicer
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cannot unwind double-stranded nucleic acids, despite the presence of the DExD/H-
box motif, which is known from the dsRNA and dsDNA unwinding activity. HEL
hDicer also did not support base-pairing of complementary nucleic acids.

To explore the role of the helicase domain in the binding of cellular RNAs by
hDicer, the irCLIP-seq strategy (Infrared Crosslinking Immunoprecipitation followed
by NGS sequencing) was used. This strategy allows the immunoprecipitation of
specific RNAeprotein complexes formed in living cells, and then the identification of
the protein-bound RNAs. The following were used in the study: (i) HEK 293T 4-25
NoDice cells (hDicer knock-out) transfected with a plasmid encoding for the hDicer
variant lacking the helicase domain (hDicer_AHEL), and as controls (ii) 4-25 NoDice
cells transfected with a plasmid encoding for the wild-type full-length hDicer, WT
hDicer (so-called "rescue control") and (iii) HEK 293T cells with endogenous WT
hDicer (wild-type line). Preliminary comparative analysis showed that hDicer AHEL
interacts with a different pool of RNA molecules or with different fragments of
identical RNAs, than WT hDicer. The results from these preliminary studies suggest
that the helicase domain of hDicer is involved not only in the differentiation of pre-
miRNA substrates from dsRNA, but may also be important in the selection and
binding of other types of RNA molecules present in cells.

Understanding the cellular network of interactions between RNA and hDicer
would allow to expand our knowledge on hDicer's functions beyond miRNA and
siRNA biogenesis pathways. The obtained results may be of interest to a wide range
of the researchers focused on the problem of misregulation of cellular processes
that may cause the development of many diseases, including cancer. Given the
documented importance of the hDicer helicase domain in antiviral defense, the
obtained results may also contribute to a better understanding of viral diseases and
the role of hDicer in virus-host interactions.
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