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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AGO - biatko Argonaute (ang. Argonaute
protein)

c¢DNA — DNA komplementarny do RNA
(ang. complementary DNA)

CLIP — immunoprecypitacja usieciowanych
kompleksow (ang. cross-linking
immunoprecypitation)

dsRBP — biatko wigzace dsRNA
(ang. dsRNA binding protein)

dsRBD — domena wigzaca dsSRNA
(ang. dsRNA binding domain)

dsRNA — dwuniciowy RNA (ang. double-
stranded RNA)

DUF 283 — domena o nieznanej funkcji
(ang. domain of unknown function 283)

EXPS — eksportyna 5 (ang. exportin 5)

IncRNA — dlugi niekodujacy RNA
(ang. long non-coding RNA)

mRNA — RNA informacyjny
(ang. messenger RNA)

miRNA — mikroRNA (ang. microRNA)

ncRNA — niekodujagcy RNA (ang. non-
coding RNA)

NLS - sygnat lokalizacji jadrowe;j
(ang. nuclear localisation signal)

PAZ — domena Piwi/Argonaute/Zwill
(ang. Piwi/Argonaute/Zwill)

pPiRNA — RNA oddziatujacy z biatkami
Piwi (ang. PIWI-interactin RNA)

Pol II — polimeraza RNA II (ang. RNA
polymerase II)

pre-miRNA — prekursor miRNA
(ang. precursor miRNA)

pri-miRNA — pierwotny transkrypt miRNA
(ang. primary miRNA)

RIII — domena RNazy III

RISC - kompleks wyciszajacy indukowany
przez RNA (ang. RNA induced silencing
complex)

RNAI — interferencja RNA (ang. RNA
interference)

siRNA — maly interferujacy RNA
(ang. small interfering RNA)

snRNA — maty niekodujacy RNA
(ang. small non-coding RNA)

srRNA — maty regulatorowy RNA
(ang. small regulatory RNA)

sSRNA — jednoniciowy RNA (ang. single-
stranded RNA)
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I-1. Wprowadzenie

Centralny dogmat biologii molekularnej sformutowany na poczatku drugiej
potowy XX wieku glosil, ze przeptyw informacji genetycznej nastgpuje
jednokierunkowo: z DNA, poprzez RNA do biatka [1, 2]. W tym kontekscie przez dhugi
czas marginalizowano znaczenie niekodujagcego RNA (ncRNA, ang. non-coding RNA),
mimo ze stanowi on ponad 90% catkowitego RNA eukariotycznego [3, 4]. Dopiero
odkrycia dokonane na przestrzeni ostatnich 25 lat ujawnity strukturalne i funkcjonalne
bogactwo transkryptomu eukariontow, doprowadzajac do catkowitego zwrotu
w postrzeganiu roli RNA w organizmach zywych. Szczegdlne zainteresowanie
wzbudzito opisanie molekularnych podstaw zjawiska interferencji RNA (RNAd,
ang. RNA interference) — zachowawczego ewolucyjnie, niezwykle efektywnego
mechanizmu wyciszania ekspresji genéw inicjowanego przez dwuniciowy RNA
(dsRNA, ang. double-stranded RNA) [5]. Uwaza si¢, ze pierwotnie system ten stuzyt do
obrony gospodarza 1 jego genomu przed wirusami i1 ruchomymi elementami
genetycznymi. Obecnie odgrywa on rolg¢ w wielu istotnych procesach biologicznych,
np. we wzroscie 1 roznicowaniu komorek [6-11] oraz w apoptozie [12-16]. Kluczowym
elementem tego systemu sa mate regulatorowe RNA (stRNA, ang. small regulatory
RNA), ktore funkcjonuja jako specyficzne sondy umozliwiajagce odpowiednim
kompleksom biatkowym rozpoznanie docelowych transkryptow lub gendéw 1 regulacje
ich ekspresji. stRNA moga by¢ kodowane w genomie lub mie¢ pochodzenie egzogenne.
Cechami wyr6zniajacymi stRNA sposrod pozostatych ncRNA s3: dlugos¢ ~20-30 nt
oraz zdolno$¢ do oddzialywania z bialkami z rodziny Argonaute (Ago). Roznice
w biogenezie oraz wielkosci stanowig podstawe dalszego podziatu srRNA na szereg
grup, z ktorych w organizmach zwierzecych najpowszechniej wystepuja: mikroRNA
(miRNA, ang. microRNA), RNA oddziatujace z biatkami Piwi (piRNA, ang. PIWI-
interacting RNA) oraz matle interferencyjne RNA (siRNA, ang. small interfering RNA).
Sposrad tych trzech klas, w wiekszosci komorek somatycznych dominujg miRNA. Sa to
jednoniciowe czgsteczki RNA o dlugosci ~21-23 nukleotydow (nt) powstajace
z kodowanych w genomie prekursorow przyjmujacych charakterystyczng strukture typu

spinki.
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Odkrycia wskazujace na potencjat miRNA do regulacji r6znorodnych proceséw
fizjologicznych staly si¢ bodzcem do podjg¢cia intensywnych badan poswieconych
powstawaniu 1 funkcjonowaniu tych czasteczek oraz praktycznym aspektom ich
wykorzystania w diagnostyce i terapii chorob. W tym rozdziale omdéwione zostang
podstawowe zagadnienia dotyczace biogenezy miRNA u zwierzat oraz u cztowieka, ze
szczegdlnym uwzglednieniem ostatniego etapu — ciecia prekursoroOw miRNA przez

rybonukleaze Dicer.

I-2. Historia odkrycia miRNA

Pierwszy gen kodujacy miRNA (miRNA lin-4) opisano juz w 1993 roku [17,
18]. Grupy Ambrosa i Ruvkuna, badajac geny kontrolujace przejscie Caenorhabditis
elegans przez kolejne stadia larwalne, ustality, ze ekspresja [in-14, jednego
z najwazniejszych regulatorow wczesnych etapow rozwojowych nicienia, podlega
inhibicji przez krotkie transkrypty /in-4 (22 1 61 nt). Stwierdzono, ze czasteczki te nie
koduja biatka, ale zawieraja sekwencje komplementarne do fragmentéw 3'UTR (rejon
niepodlegajacy translacji, ang. untranslated region) mRNA [lin-14 1 moga uczestniczy¢
w regulacji ekspresji tego genu poprzez nieznany wowczas mechanizm. Poniewaz
jednak /in-4 nie ma homologéw w innych organizmach, biologiczne znaczenie odkrycia
dokonanego w laboratoriach Ambrosa i Ruvkuna przez dlugi czas pozostawato
niedostrzezone. Mimo ze wyciszanie gend6w w ro$linach zaobserwowano juz w 1990
roku [19], a w nastepnych latach podobne efekty opisywano takze u grzybow z rodzaju
Neurospora [20] oraz u Drosophila melanogaster [21], zjawisk tych nie wigzano
z malymi czasteczkami RNA. Przelom nadszedl w 1998 roku, kiedy zespo6t Fire'a
i1 Mello opublikowal wyniki tlumaczace podstawy mechanizmu nazwanego przez
badaczy interferencja RNA. Dowiedziono woéwczas, ze jednoczesne podanie do
komorek C. elegans sensownego i anytsensownego RNA prowadzi do 10-krotnie
wydajniejszego wyciszenia genu niz w przypadku uzycia pojedynczej nici, a do
wywolania tego efektu wystarczy zaledwie kilka czasteczek RNA w przeliczeniu na
komorke [5]. Znaczenie tego odkrycia zostalo docenione przyznaniem Nagrody Nobla
w dziedzinie fizjologii i medycyny w 2006 roku. W kolejnych latach ustalono, ze RNA
inicjujacy proces interferencji jest w komorce cigty na krotkie fragmenty o dlugosci

21-23 nt [22]. W tym samym czasie w komorkach C. elegans zidentyfikowano kolejny
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krotki, niekodujacy transkrypt, 21-nt let-7, ktéry hamowat ekspresj¢ genow [lin [23].
Wykazanie, ze homologi let-7 wystepuja powszechnie w organizmach zywych [24]
1 stanowig element odrebnego mechanizmu regulacji ekspresji genow, jakim jest RNAi
[25] zapoczatkowalo prawdziwa rewolucje miRNA. Od tamtej pory poczyniono
ogromny postep w zrozumieniu roli jakg te czasteczki odgrywaja w organizmach
zywych: zidentyfikowano tysigce kodujacych je genow oraz opisano szlaki biogenezy

1 mechanizmy funkcjonowania miRNA [26].

I-3. Znaczenie i funkcje biologiczne miRNA

miRNA wystepuja powszechnie w wielu gatunkach zwierzat i roSlin,
zidentyfikowano je takze u grzybow, protistow i wiruséw. Najnowsza wersja miRBase
— najwiekszego depozytorium sekwencji miRNA — zawiera informacje na temat 28645
prekursorow, z ktorych powstaje 35828 dojrzatych miRNA w 223 gatunkach (miRBase
21, http://www.mirbase.org/).

Wiele wskazuje na to, ze miRNA byly obecne juz na wczesnych etapach
ewolucji zwierzat, np. miR-100 wystepuje we wszystkich przebadanych do tej pory
tkankowcach [27]. Analizujac drzewo filogenetyczne zwierzat, wida¢ bezposredni
zwigzek pomiedzy liczbg miRNA a stopniem zlozono$ci organizmoéw [28-32]. Co
wiecej, tatwo zaobserwowac, ze w historii kilkukrotnie doszto do ekspansji miRNA: po
raz pierwszy, gdy wyodrebnialy si¢ zwierzgta z symetria dwuboczng, nast¢pnie
u podstawy gatezi prowadzacej do krggowcoéOw, a ostatni raz — w linii ssakow
tozyskowych [27, 28, 32-34]. Taka dystrybucja sugeruje, ze czasteczki te odegraty
istotng role w ewolucji gatunkdéw, a obecnos¢ miRNA w sieciach regulujacych
ekspresje genow moze stanowi¢ czesciowa odpowiedz na tzw. paradoksy wartosci C 1 G
(ang. C-value paradox, G-value paradox), czyli brak korelacji pomigdzy stopniem

ztozonosci organizmow a odpowiednio: wielkos$cig genomu i liczba genow.

Dojrzate miRNA wystepuja w komorce jako element ztozonych kompleksow
rybonukleoproteinowych, wsrod ktorych szczegdlng role odgrywa centralny kompleks
efektorowy procesu RNAi nazywany RISC (ang. RNA-induced silencing complex) [35-
37]. W rzeczywistosci termin RISC odnosi si¢ do heterogennej grupy kompleksow,

ktorych cechg wspolng jest funkcjonalny rdzen tworzony przez jedno z biatek rodziny
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Argonaute (Ago) oraz jednoniciowy miRNA lub siRNA [38, 39]. Komponent RNA
dziata jak sonda umozliwiajaca przytaczenie RISC do komplementarnego transkryptu
lub fragmentu DNA, ktory ma podlega¢ regulacji [37]. W wigkszosci przypadkow
kluczowe dla oddzialywania pomigdzy miRNA a docelowa czasteczka kwasu
nukleinowego s3 nukleotydy 2-7 miRNA (tzw. region ,,seed”) [40-45]. Dodatkowo
w sktad RISC wchodzg biatka, ktore wspieraja tworzenie kompleksu i inkorporowanie
regulatorowego RNA [46-49] oraz dzialaja na etapie efektorowym [50-52]. Pomimo
wielu lat badan, zar6wno budowa jak i sposob funkcjonowania RISC pozostaja tematem
dyskusji. Najczesciej obserwuje si¢ potranskrypcyjne wyciszanie ekspresji genow
wywotane degradacja mRNA, jego sekwestracja lub zaburzeniem procesu translacji. Do
degradacji transkryptow dochodzi w nastepstwie modyfikacji ich struktury, np. poprzez
deadenylacj¢ czy usuniecie struktury kap z konca 5, a takze, co rzadkie u zwierzat,
a czeste u roslin, poprzez bezposrednie cigcie przez biatko Ago [36, 53-59]. Ten ostatni
mechanizm obserwowany jest w sytuacji petnej (lub prawie pelnej) komplementarnosci
pomiedzy miRNA a docelowym transkryptem, a hydroliza dotyczy wigzania
fosfodiestrowego pomiedzy nukleotydami mRNA, ktére zaangazowane s3
w oddziatywanie z 10. 1 11. nt miRNA [53, 60]. Wplyw RISC na proces translacji
polega na: blokowaniu inicjacji [55-57, 61-67] lub elongacji [68-75], wymuszaniu
przedwczesnego oddysocjowania rybosomu od mRNA [55, 75, 76], a takze,
prawdopodobnie, na indukowaniu degradacji powstajacego polipeptydu [77].
Dodatkowo, miRNA moga uczestniczy¢ w reorganizacji chromatyny i1 wyciszaniu
gendw na poziomie transkrypcyjnym [45, 78-83], cho¢ przyjmuje si¢, ze jadrowa
regulacja ekspresji genéw jest raczej domeng srRNA dwoéch innych klas: piRNA
w komoérkach germinalnych 1 siRNA w komorkach somatycznych [84]. W ostatnich
latach pojawiaja si¢ tez doniesienia o zaleznej od miRNA transkrypcyjnej [85-89]
1 translacyjnej [90-92] aktywacji ekspresji genow (RNAa, ang. RNA activation).
Szczegdty mechanizmoéw RNAa, w tym sklad komplekséw rybonukleoproteinowych,

w ramach ktorych funkcjonuja miRNA, nie sg jeszcze w pelni poznane.

Pojedynczy miRNA moze oddziatywaé nawet z kilkoma setkami docelowych
mRNA, czgsto w kooperacji z innymi miRNA, tworzac niezwykle ztozong sieé
regulatorowg [93, 94]. Ponad 60% ludzkich gendéw kodujacych biatka posiada

przynajmniej jedno konserwatywne miejsce wigzania miRNA [94]. Biorac pod uwage
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istnienie wielu niekonserwatywnych miejsc oddziatywania [94], mozna przypuszczaé,

ze zasieg regulacji przez miRNA jest jeszcze szerszy.

Mnogos¢ sposobdw dziatania oraz ztozonos¢ sieci oddziatywan sprawiaja, ze
miRNA zaangazowane sa w kontrole roznorodnych procesow biologicznych, wlaczajac
w to te najbardziej podstawowe dla funkcjonowania organizmu: proliferacje
i r6znicowanie komorek, ich metabolizm 1 apoptoze [7, 8, 95-97]. W zwigzku z tym,
niekontrolowane zmiany ilosciowe 1 jakosciowe dotyczace dojrzatych miRNA moga
przyczynia¢ si¢ do rozwoju stanow patologicznych, np. nowotworow [98], chorob
uktadu krazenia [99] czy choréb neurodegeneracyjnych [100]. W tym miejscu nalezy
jednak odnotowaé, ze utrata okreslonych miRNA nie zawsze prowadzi do
zauwazalnych zmian fenotypu [101, 102]. Brak pojedynczego regulatora moze by¢
kompensowany przez inne czgsteczki miRNA komplementarne do tych samych
docelowych transkryptow. Ponadto miRNA bardzo rzadko powoduja catkowite
zahamowanie ekspresji regulowanego genu. W wielu przypadkach efekt przez nie
wywolywany polega na obnizeniu poziomu danego biatka jedynie okoto dwukrotnie
[93, 103], co miesci si¢ w zakresie zmiennosci naturalnie wystepujacej w populacjach
[104]. W $wietle tych obserwacji postuluje sig, ze podstawowg rolag wielu miRNA moze
by¢ przede wszystkim buforowanie losowych zmian na poziomie transkrypcji

1 translacji, czyli ttumienie szumu powstajacego w uktadach biologicznych [105, 106].
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I-4. Biogeneza miRNA

Kanoniczna $ciezka biogenezy miRNA obejmuje: transkrypcje przy udziale
polimerazy II RNA (Pol II) [107] oraz nastepujace po sobie ci¢cia prekursorow przez
dwie rybonukleazy (RNazy) z rodziny RNaz III: Drosha i Dicer (Rys. 1.1.). Powstajace
w jadrze pierwotne transkrypty miRNA (pri-miRNA, ang. primary miRNA) sa
rozpoznawane przez kompleks Mikroprocesora, w sktad ktorego wchodzi Drosha.
Rybonukleaza ta wycina struktury typu spinki wystepujace w pri-miRNA, uwalniajac
~60-nt prekursory miRNA (pre-miRNA, ang. precursor miRNA) [108, 109], ktére
nastgpnie transportowane s3 do cytoplazmy przez Eksportyn¢ 5 i czynnik Ran
w procesie zaleznym od GTP [110, 111]. W cytoplazmie pre-miRNA podlega cieciu
przez rybonukleaz¢ Dicer [6, 36], a generowany dupleks miRNA/miRNA* o dtugosci
~21 par zasad (pz) przekazywany jest do RISC, gdzie jedna z nici (tzw. ni¢ pasazerska,
miRNA*) jest usuwana, podczas gdy druga pozostaje zwigzana z biatkami kompleksu
[112, 113]. Niekiedy ni¢ pasazerska nie podlega degradacji, ale rowniez staje si¢
funkcjonalnym miRNA pelnigcym role regulatorowa [114-117]. Jak wykazano, poziom
akumulacji okreslonych miRNA* oraz stosunek miRNA/miRNA* podlegaja zmianom
w zaleznosci od etapu rozwoju komorki czy typu tkanki [114, 118], a takze w przebiegu
réznorodnych procesow patologicznych [118-122]. Ponado w przypadku niektérych
pre-miRNA czasteczka wilaczang do RISC moze by¢ rowniez fragment apikalny,
bedacy produktem ubocznym cigcia przez Dicer [123, 124]; miRNA tego typu nazwano
loop-miRami (ang. loop — petla).

Znane sg takze alternatywne $ciezki biogenezy miRNA. Dotycza one niewielkiej
puli czasteczek, obejmujacej miRNA, ktoérych prekursory wymagaja dodatkowej
modyfikacji oraz miRNA powstajace bez udziatu Drosha lub Dicer (Rys. 1.1.).

W przypadku miRNA, ktérych prekursor generowany przez rybonukleaze
Drosha posiada 1-nt wystajacy koniec 3’ (tzw. miRNA grupy II), po eksporcie
pre-miRNA do cytoplazmy nast¢puje dodatkowy etap 3’ monourydylacji, ktory jest
niezbedny dla utworzenia kanonicznego, 2-nt konca 3’ zapewniajacego stabilne
oddziatywanie z Dicer [125, 126]. Reakcja ta w komodrkach ludzkich katalizowana jest
przez biatka o aktywno$ci UTP-transferazy: Zcchc6 (ang. zinc finger, CCH domain
containing 6), Zcchcll oraz PAPD4 (ang. PAP associated domain containing 4)
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nazywane tez TUT7, TUT4, TUT2 (ang. terminal wridylyltransferase 7/4/2,
odpowiednio) [125].

Najlepiej scharakteryzowang grupa czasteczek generowanych bez udzialu
Drosha sg miRNA powstajace z mirtonow, czyli krotkich introndw, ktoére po uwolnieniu
z pre-mRNA przez kompleks splicingowy stanowig substrat dla Dicer [127-132].
W przypadku mirtronow, typowa dla intronéw struktura lassa jest liniowana dzigki
aktywnos$ci enzymoéw usuwajacych rozgatezienia [131, 132]. Niekiedy tez konce
mirtrondw sg dodatkowo docinane przez egzonukleazy [133]. Etap cigcia przez Drosha
omijany jest takze w przypadku miRNA generowanych z krétkich transkryptow
przyjmujacych strukture typu spinki [127, 134, 135]. Przyktadem jest pre-mir-320,
ktéry powstaje w wyniku transkrypcji prowadzonej przez Pol II, nastepnie jest
transportowany do cytoplazmy przez Eksportyng¢ 1, by tam ulec cigciu przez Dicer
[135]. Co ciekawe, czasteczka wilaczang do kompleksu RISC jest zawsze miR-320
generowany z ramienia 3’ (miR-320-3p), a selektywno$¢ wyboru nici
najprawdopodobniej podyktowana jest obecnoscia na koncu 5’ miR-320-5p
7-metyloguanozyny, ktora moze stanowi¢ przeszkode w prawidlowym oddziatywaniu
RNA z biatkiem Ago. Mechanizmy biogenezy niezaleznej od Drosha opisano réwniez
w przypadku miRNA lub czasteczek typu miRNA uwalnianych przez Dicer
z prekursorow powstajacych podczas dojrzewania lub degradacji: tRNA [127, 136,
137], matych jaderkowych RNA (snoRNAs, ang. small nucleolar RNAs) [138] oraz
pewnych wirusowych RNA [139].

Do tej pory zidentyfikowano tylko jeden przypadek miRNA (miR-451)
powstajacego bez udziatu Dicer [140-142]. Pre-mir-451 przyjmuje strukture typu
spinki, w ktorej trzon ma dtugos¢ jedynie ~18 pz i jest zbyt krétki, by ulec cigciu przez
Dicer. Prekursor ten jest wigzany bezposrednio przez biatko Ago2, ktore przecina RNA
w obrebie ramienia 3’ i generuje ~30-nt produkt posredni. Nastgpnie rybonukleaza
PARN (rybonukleaza specyficzna wzgledem tancucha poli(A), ang. poly(A)-specific
ribonuclease) docina koniec 3' RNA, w efekcie czego powstaje funkcjonalny miR-451

o dtugosci ~23 nt [143].

12



Wstep

Biogeneza
Biogeneza niezalezna od Drosha, Biogeneza zalezna od Drosha zalezna od Drosha,
zalezna od Dicer i Dicer niezalezna od Dicer
miRNA posiadajgce  miRNA powstajqce miRNA zalezne od
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Rysunek 1.1. Szlaki biogenezy miRNA u zwierzat

Kanoniczna $ciezka biogenezy miRNA obejmuje cigcie prekursoréw przez Drosha i Dicer
(wickszos¢ miRNA). W przypadku pre-miRNA posiadajgcych 1-nt wystajacy koniec 3’ przed
cigciem przez Dicer dochodzi do 3’ monourydylacji RNA przez UTP-transferazy (TUT),
(miRNA grupy II). miRNA generowane niezaleznie od Drosha powstaja przy udziale Dicer
z krotkich transkryptow Pol II (miRNA ze strukturg kap na koncu 5'), z mirtronow oraz innych
ncRNA. Szlak niezalezny od Dicer wymaga cigcia pre-miRNA przez Ago2 oraz egzonukleaze
PARN. MHV tRNA — tRNA mysiego wirusa zapalenia watroby; RISC — aktywny kompleks
RISC.
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W warunkach fizjologicznych kazdy z etapoéw biogenezy miRNA podlega
precyzyjnej kontroli i regulacji przez réznorodne czynniki (Rys. 1.2.), co pozwala na
dostosowanie poziomu miRNA do aktualnego stanu komorki czy etapu rozwoju
tkanki/organu [26]. Z jednej strony, na wydajno$¢ powstawania miRNA wptywa
struktura przyjmowana przez czasteczki kwasow nukleinowych na poszczegdlnych
etapach biogenezy (rejony genomu kodujagce miRNA, prekursory miRNA),
determinujgca oddziatywanie z odpowiednimi biatkami, miedzy innymi: Pol II, Drosha
czy Dicer. Odrebng ptaszczyzne regulacji stanowiag mechanizmy zwigzane z biosynteza
i funkcjonowaniem kluczowych enzymow zaangazowanych w ten szlak (Rys. 1.3.).
W zalezno$ci od mechanizmu regulatorowego, wywotana zmiana moze dotyczy¢ puli
wszystkich miRNA powstajacych w komorce (np. globalne zahamowanie biogenezy
miRNA w komoérkach nowotworowych w stanie hipoksji w nastgpstwie obnizenia
poziomu Drosha [144] i Dicer [145, 146]) lub pojedynczych czasteczek (np. hamowanie
transkrypcji miR-29 przez czynnik NF-xB w aktywowanych komorkach NK
1 limfocytach T [147]). Wiele miRNA wykazuje tkankowo-specyficzny wzor ekspres;ji
skoordynowany w czasie i przestrzeni z procesami rozwojowymi organizmu, np.:
miR-1 jest obecny przede wszystkim w ssaczych kardiomiocytach [148, 149], podczas
gdy miR-122 jest charakterystyczny dla hepatocytéw [149]. Co wigcej, bardzo czgsto
zmiany profili miRNA s3 na tyle charakterystyczne, ze postuluje si¢ wykorzystanie
okreslonych miRNA jako biomarkeréw w diagnostyce i prognozowaniu przebiegu
roznorodnych stanow patologicznych, przede wszystkim nowotworow [150], ale
rowniez ostrego zawalu migsnia sercowego [151, 152] czy nieprawidtowosci w rozwoju

ptodu [153, 154].

v

Rysunek 1.2. Regulacja kanonicznej biogenezy miRNA w komoérkach ludzkich

Sekwencje kodujace miRNA mogg stanowi¢ samodzielne jednostki transkrypcyjne ulegajgce
transkrypciji do mono- (a) lub policistronowego RNA (b) lub by¢ osadzone w obrgbie innych
genow 1 podlegaé¢ transkrypcji z wykorzystaniem promotorow tych genoéw (c) lub wiasnych
promotorow niezaleznych (d). Etapy biogenezy miRNA zaznaczono czarnymi strzatkami,
czynniki i mechanizmy regulatorowe — czerwonymi. Kolorem szarym wyr6zniono dodatkowy
etap modyfikacji miRNA. Szczegétowe informacje dotyczace bialek oddziatujacych z Dicer
i pre-miRNA zamieszczono w Tabeli 1.1. i Tabeli 1.2. ADP, — poliADP-rybozylacja;
N-oligosacharyd — N-glikozylacja; OH — hydroksylacja; P — fosforylacja; SUMO — sumoilacja;
Ub — ubikwitynacja; VA RNA — RNA wirusowe. Wyjasnienie skrotow nazw bialek w tekscie.
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Rysunek 1.3. Schematyczna reprezentacja budowy podstawowych bialek zaangazowanych
w dojrzewanie miRNA w komorce czlowieka

A — Biatka etapu jadrowego. B — Biatka zaangazowane w transport. C — Bialka etapu
cytoplazmatycznego. dsSRBD — domena wigzaca dsRNA (and. dsRNA binding domain). HBD —
domena wigzaca hem (ang. hem binding domain); HEAT — domena obecna w biatkach:
huntingtynie, czynniku elongacyjnym EF3, fosfatazie biatek 2A oraz kinazie TOR1; MID —
domena srodkowa (ang. middle); N/C — domena N-, C-koncowa; NLS — sygnal lokalizacji
jadrowej (ang. nuclear localisation signal); PAZ — domena obecna w biatkach: Piwi,
Argonaute, Zwille; RIII — domena RNazy III.
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I-4-1. Organizacja i transkrypcja genow miRNA

Geny kodujace prekursory miRNA sg zlokalizowane na wszystkich
chromosomach, ale ich rozmieszczenie nie jest rownomierne [155-157], jak réwniez nie
koreluje z dlugoscia chromosomoéw [155], np. u cztowieka az 28% zidentyfikowanych
gendw miRNA (MIR) znajduje si¢ jedynie na czterech chromosomach: Chr. 1., Chr. 19.,
Chr. X i Chr. 2. Akumulacje gendow miRNA zaobserwowano, np. w tzw. kruchych
miejscach chromosomow, czyli w regionach podatnych na pgknigcia i rearanzacje [158,
159]. Wzbogacenie okreslonych rejondw w sekwencje kodujace miRNA zwigzane jest
ze zjawiskiem wystepowania zgrupowan gené6w miRNA [160, 161]. Owe zgrupowania
moga obejmowac loci nawet kilkudziesieciu réznych MIR, ktore zazwyczaj tworza
policistronowa jednostke transkrypcyjng (Rys. 1.2. b). Bardzo czesto struktura tych
grup jest zachowawcza ewolucyjnie, a kodowane w nich miRNA s3 powigzane
funkcjonalnie lub nalezg do tej samej rodziny (gdzie rodzing nazywa si¢ miRNA
o takiej samej sekwencji regionu ,,seed”) [161]. MIR znajduja si¢ w réznorodnych
kontekstach genomowych (Rys. 1.2. a-d); stanowia samodzielne jednostki
transkrypcyjne (miRNA miedzygenowe) lub s3 osadzone w obrgbie innych genow
(miRNA wewnatrzgenowe). Az 50% ludzkich miRNA kodowanych jest wewnatrz
intronéw [155]. Geny niektérych miRNA wystepuja w kilku /oci genomowych, czego
przykltadem jest miRNA let-7a, ktory u czlowiek kodowany jest na trzech
chromosomach: Chr. 9., Chr. 11., Chr. 22.

Rearanzacje genomowe i1 mutacje prowadzace do zmiany liczby kopii lub
sekwencji MIR moga w znaczacy sposob wplywaé na poziom 1 funkcjonowanie
powstajacych miRNA. Wyniki licznych badan pozwalaja potaczy¢ zmiany w strukturze
rejondw kodujacych miRNA z rozwojem réznorodnych stanéw patologicznych, np.
u chorych na przewlekta bialaczke limfocytowa B-komoérkowa obserwuje si¢ delecje
MIR-15a/16-1 [162] oraz translokacje MIR-125b-1 [163], a u osob cierpigcych na
glejaka wielopostaciowego — amplifikacj¢ MIR-26a [164]. Mutacje punktowe, poza
zmianami profili ekspresji, mogag wplywa¢ na funkcjonowanie dojrzatych miRNA
[165]. Efekt ten obserwowany jest w przypadku zmiany sekwencji tych fragmentow
miRNA, ktore sg istotne dla oddzialywania z docelowymi transkryptami lub wptywaja
na parametry termodynamiczne dupleksu miRNA/miRNA* decydujace o wyborze nici

wlaczanej do RISC [165-167].
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Poniewaz wigkszo$¢ pri-miRNA jest szybko i1 efektywnie przeksztatcana przez
kompleksy bialtkowe zaangazowane w biogenez¢ miRNA, badania struktury genow
miRNA oraz ich pierwotnych transkryptow sg utrudnione. W przypadku miRNA
wewnatrzgenowych, szczegélnie w sytuacji, gdy sekwencje MIR leza stosunkowo
blisko (<10 kb) promotora genu gospodarza, zazwyczaj dochodzi do kotranskrypcji obu
genow [168]. Mozliwa jest takze autonomiczna transkrypcja z wykorzystaniem
odregbnych rejondow  promotorowych [169-172], a ostatnie przewidywania
bioinformatyczne sugeruja, ze u ludzi taki mechanizm moze dotyczy¢ ponad 26%
miRNA wewnatrzgenowych [169]. Sekwencjonowanie RNA oraz immunoprecypitacja
chromatyny pozwolily ustali¢, ze geny miRNA stanowigce niezalezne jednostki
transkrypcyjne maja zazwyczaj dlugo$¢ kilkudziesigciu tysigcy par zasad [173],
a promotory tych genéw posiadajg charakterystyczne elementy struktury wystepujace
w promotorach gen6w kodujacych biatka, tzn.: kasetg¢ TATA (ang. TATA box), element
inicjatorowy (Inr), dolny element rdzenia promotora (DPE, ang. downstream core
promotor element), rejon rozpoznawany przez TFIIB (BRE, ang. TFIIB recognition
element) [168, 169, 173, 174]. Zidentyfikowano rowniez, dziatajagce w ukladzie cis,
dystalne elementy regulatorowe, obejmujace zaréwno sekwencje wzmacniajace

(ang. enhancers), jak 1 wyciszajace (ang. silencers) [168, 169, 175].

Wigkszo$¢ pri-miRNA powstaje w wyniku reakcji katalizowanej przez Pol II
i posiada cechy charakterystyczne dla produktow tego enzymu: 7-metyloguanozyne
(kap) na koncu 5’ 1 ogon poliadenylowy na koncu 3’ [107, 176]. Wykazano rowniez, ze
pewne miRNA wirusowe [177] oraz miRNA zlokalizowane w bliskim sgsiedztwie

retrotranspozondéw Alu [178, 179] powstaja w procesie transkrypcji zaleznej od Pol III.

System kontroli ekspresji genow miRNA na poziomie transkrypcji obejmuje
szereg mechanizméw znanych dla gendéw eukariotycznych, tj.: regulacj¢ poprzez
elementy dzialajace w ukladzie cis, czynniki transkrypcyjne, koaktywatory
1 korepresory biatkowe, a takze modyfikacje epigenetyczne prowadzace migdzy innymi
do zmiany struktury chromatyny [168, 175, 180-183]. Ponadto transkrypcja przez Pol 11
jest fizycznie 1 funkcjonalnie powigzana z procesami dojrzewania transkryptow, np.
modyfikacjami koncoéw RNA (poliadenylacja, dodawanie struktury kap) czy sktadaniem
mRNA [184-190].
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Bardzo czesto ekspresja genow utrzymywana jest na odpowiednim poziomie
dzigki dzialaniu mechanizmow sprzezen, ktore pozwalaja transkryptom danych genow
zwrotnie wptywac na proces swojej biosyntezy. Poniewaz miRNA sa bezposrednio
zaangazowane w regulacje ekspresji gendéw, czyni je to szczegdlnie dobrze
dostosowanymi do udziatu w tego typu uktadach. Znane sg liczne przyklady miRNA,
ktore tworzg petle regulatorowe z czynnikami transkrypcyjnymi, np. proces dojrzewania
granulocytow w czerwonym szpiku kostnym cztowieka kontrolowany jest migdzy
innymi poprzez szereg sprz¢zen wystepujacych pomigdzy genami kodujagcymi miR-223
i dwa czynniki transkrypcyjne: NFIA (ang. nuclear factor I A) i C/EBPa (ang. CCAAT-
enhancer-binding protein a) oraz produktami ekspresji tych gendow [191]. NFIA
1 C/EBPa rywalizuja o wigzanie w obregbie promotora genu kodujacego miR-223, przy
czym wywieraja odmienny wplyw na jego transkrypcje: NFIA jest represorem,
natomiast C/EBPa aktywatorem procesu. Podczas roznicowania granulocytow pod
wptywem stymulacji kwasem retinowym, miR-223 prowadzi do obnizenia poziomu
NFIA poprzez wyciszanie ekspresji kodujacego go genu na poziomie transkrypcyjnym
[45] 1 potranskrypcyjnym [191, 192]. W konsekwencji, inhibicja transkrypcji MIR-233
przez NFIA zostaje zniesiona, a poziom dojrzatego miRNA w ludzkich komoérkach
macierzystych hemopoezy ulega podwyzszeniu. To z kolei przeklada sie¢ na
zahamowanie dojrzewania komorek prekursorowych w kierunku erytrocytow

1 monocytodw, natomiast promuje granulocytopoeze [45, 192].

Ekspresja genow miRNA moze réwniez podlega¢ kontroli przez same miRNA
[86, 89]. Interesujacy mechanizm autoregulacji opisano w przypadku lin-4, ktory
w komorkach nabtonkowych C. elegans funkcjonuje jako aktywator transkrypcji
wlasnego genu [86]. Sekwencja /in-4 znajduje si¢ w obrgbie dziewiatego intronu genu
f59g1.4 (funkcja tego genu nie jest do tej pory poznana). W poczatkowych etapach
rozwoju nicienia, poziom komodrkowy lin-4 pozostaje niski, poniewaz ekspresja
zachodzi jedynie z wykorzystaniu promotora f59gl.4, podczas gdy autonomiczna
transkrypcja lin-4, mozliwa dzigki drugiemu, alternatywnemu promotorowi, podlega
represji przez dwa czynniki transkrypcyjne: FLH-1 and FLH-2 [193, 194]. Pod koniec
pierwszej fazy larwalnej (L1) stezenie lin-4 w komorce przekracza poziom krytyczny
niezb¢dny do zainicjowania pozytywnego sprz¢zenia zwrotnego polegajacego na tym,

ze lin-4, oddziatujac z autonomicznym promotorem /in-4, promuje rekrutacj¢ Pol II
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[86]. Wysokie stezenie lin-4 utrzymuje si¢ przez kolejne stadia larwalne oraz w postaci

dorostej, zapewniajac prawidlowy rozwdj nicienia.

I-4-2. Mechanizm powstawania prekursorow miRNA przy udziale rybonukleazy Drosha

Wigkszo$¢ pri-miRNA jest rozpoznawana i trawiona przez duzy jadrowy
kompleks biatkowy zwany Mikroprocesorem [109, 195-197], ktory u czitowieka ma
mas¢ ~650 kDa [195]. Podstawowymi biatkami tego kompleksu s3: Drosha oraz
DGCRS8 (ang. DiGeorge syndrome critical region gene §8) oddzialujace ze soba
w stosunku 1:2 [195, 197, 198] (Rys. 1.3. A). Homologiem ludzkiego DGCRS
u D. melanogaster i C. elegans jest biatko Pasha (ang. partner of Drosha) [196]. Drosha
(~160 kDa) nalezy do rodziny RNaz III i wykazuje strukturalng oraz funkcjonalng
zachowawczo$¢ ewolucyjng [199, 200]. Fragment aminowy biatka zawiera sygnatl
lokalizacji jadrowej (NLS, ang. nuclear localization signal) [201], nie jest natomiast
niezb¢dny do aktywnosci katalitycznej w warunkach in vitro [197]. Domena centralna
(CED, ang. central domain) obejmuje domeng¢ Platformy oraz domene¢ typu PAZ
(ang. Piwi-Argonaute-Zwille) 1 odgrywa role w rozpoznawaniu substratow [202].
Centrum katalityczne enzymu tworzone jest przez wewnatrzczasteczkowy dimer domen
RNazy III (RIIla i RIIIb) [197]. Na koncu karboksylowym biatka znajduje si¢ domena
wiazaca dwuniciowy RNA (dsRBD, ang. double-stranded RNA-binding domain), ktéra
jest niezbedna, ale niewystarczajaca dla zapewnienia stabilnego wigzania pri-miRNA
[197]. Aktywno$¢ Drosha wspierana jest przez dwie czasteczki DGCRS8 (~90 kDa).
Oddziatujg one zarowno z Drosha, jak 1 z RNA, 1 w ten sposob stabilizujg enzym,
zwigkszajg jego procesywnos¢ oraz pozytywnie wpltywaja na precyzje 1 efektywnosé
cigcia pri-miRNA [197, 198, 203, 204].

Poznanie struktury krystalicznej kompleksu Drosha z C-kofncowymi helisami
DGCR8 oraz wyniki badan biochemicznych pozwolily zaproponowa¢ model
funkcjonowania kompleksu Mikroprocesora [197, 198, 202, 205]. Zaktada on, ze
w pri-miRNA wystepuje jedna lub kilka struktur drugorzedowych typu spinki oraz
jednoniciowe rejony oskrzydlajace [205, 206]. Kompleks Mikroprocesora oddziatuje
z pojedyncza strukturg typu spinki na catej jej dtugosci, przy czym Drosha wiaze trzon
1 podstawe, a DGCRS8 — cze$¢ apikalng. Cigcie przez Drosha nastepuje ~11 nt powyzej
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miejsca tgczenia podstawy spinki i jednoniciowych rejonéw oskrzydlajacych. Domena
RIIla tnie po stronie 3’, a domena RIIIb — po stronie 5" nici RNA, generujac ~60-nt
produkt z charakterystycznymi, asymetrycznymi koncami, tj. dwoma niesparowanymi

nukleotydami na koncu 3.

Immunoprecypitacja chromatyny oraz badania kolokalizacji komplekséw
biatkowych wykazaly, Zze kompleks Mikroprocesora pozostaje zwigzany z DNA
w poblizu loci gend6w miRNA, a wycinanie pre-miRNA zachodzi kontranskrypcyjnie
[190]. Stwierdzono réwniez, ze transkrypty, ktoére pozostaja zwigzane z matryca DNA
podlegaja efektywniejszemu dojrzewaniu niz pri-miRNA, ktéorych synteza juz si¢
zakonczyta [207]. Co wigcej, w rejonach, w ktorych zlokalizowane sa aktywne
transkrypcyjnie geny miRNA, obserwuje si¢ zagegszczenie nukleosomoéw, ktore moga
stanowi¢ element spowalniajacy Pol II, a tym samym wydluzajacy czas retencji

syntetyzowanego RNA w miejscu transkrypcji [208].

Wycinanie pre-miRNA przez kompleks Mikroprocesora jest fizycznie
i funkcjonalnie powigzane z procesami dojrzewania typowymi dla transkryptéw Pol II,
tj. modyfikacjami koncow oraz sktadaniem RNA (Rys. 1.2.). Wykazano, ze podczas
dodawania struktury kap na koncu 5’ transkryptow, bialko Ars2 (ang. arsenite-
resistance protein 2) oddzialuje zjadrowym kompleksem wigzacym kap (CBC,
ang. cap-binding complex) oraz z Drosha 1 pozytywnie wptywa na stabilno$¢ oraz cigcie
wybranych pri-miRNA u D. melanogaster [184] oraz w proliferujacych komoérkach
ssaczych [185]. Mechanizm dziatania Ars2 nie jest jeszcze w peini poznany. Wedhug
zaproponowanych modeli, CBC 1 Ars2 moga wspiera¢ rekrutowanie pri-miRNA do
kompleksu Mikroprocesora lub zwigksza¢ efektywnos¢ 1 precyzje cigcia substratow.
Takie mechanizmy dziatania opisano dla bialka SERRATE, bedacego roslinnym
homologiem Ars2 [209, 210].

W sytuacji, gdy pri-miRNA stanowi fragment pierwotnego transkryptu genu
kodujacego biatko, cigcie przez kompleks Mikroprocesora jest powigzane
z dojrzewaniem pre-mRNA (Rys. 1.2. ¢) Kompetycja pomigdzy kompleksem
Mikroprocesora a spliceosomem oraz tkankowo-specyficzne alternatywne sktadanie
mRNA reguluja powstawanie miRNA kodowanych w egzonach lub na granicy

intron/egzon [186-188]. W przypadku miRNA intronowych, do cigcia przez Drosha
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dochodzi przed rozpoczgciem sktadania mRNA [189, 190], a obecno$¢ oskrzydlajacych

egzonOw zwigksza efektywno$¢ wycinania pre-miRNA [207].

Struktura pri-miRNA jest kluczowa dla swoistego oddziatywania z kompleksem
Mikroprocesora [198, 205, 206, 211-215], stad jej zmiany, indukowane hybrydyzacja
komplementarnej nici kwasu nukleinowego i/lub przylaczeniem czasteczki bialka,

stanowig podstawe mechanizméw regulujacych ten etap biogenezy miRNA [216-225].

Okoto 79% ludzkich pri-miRNA zawiera przynajmniej jeden z trzech motywow
sekwencyjnych: UG u podstawy spinki, UGU w petli apikalnej, CNNC
w jednoniciowym rejonie flankujacym (16-18 nt ponizej miejsca cigcia przez Drosha)
[213]. Zapewniaja one prawidtowa orientacje substratéw, co przektada si¢ na precyzje
i efektywnos¢ cigcia [198, 212, 213]. W pri-miRNA stwierdzono réwniez
nadreprezentacj¢ motywu GGAC, w obrebie ktorego moze dochodzi¢ do metylacji
atomu azotu w pozycji 6. pierScienia purynowego adeniny (m6A). Modyfikacja ta
promuje wigzanie DGCRS8 in vitro [226]. Wyniki analiz metylomu RNA sugeruja, ze
mo6A moze stanowi¢ znacznik umozliwiajacy kompleksowi Mikroprocesora odrdznienie
pri-miRNA od innych RNA przyjmujacych struktur¢ typu spinki obecnych w jadrze
[226].

Systematyczne badania modelowych pri-miRNA oraz ich mutantow ze
zmieniong strukturg drugorzedowa wykazaty, ze dla prawidtowego dojrzewania miRNA
kluczowe znaczenie maja: dtugos¢ trzonu spinki (33-35 pz) oraz wielko$¢ 1 labilnos¢
konformacyjna petli apikalnej (=10 nt) [206, 212, 227]. Ponadto rozgalezienie
pomiedzy podstawa trzonu spinki a rejonami oskrzydlajagcymi stanowi gtowny punkt

odniesienia determinujacy lokalizacje miejsca cigcia przez Drosha [205, 206, 211].

Struktura trzeciorzedowa pierwotnych transkryptow wydaje si¢ szczeg6lnie
istotna w przypadku zgrupowan gendw miRNA kotranskrybowanych w postaci dlugich,
policistronowych RNA [214, 215]. Badania pri-mir-17~92 wykazaly, ze przyjmuje on
zwartg, globularng strukturg, ktora determinuje tempo dojrzewania poszczego6lnych
miRNA [214]. Prekursory wyeksponowane na zewnatrz transkryptu sa wycinane
o wiele szybciej 1 efektywniej, a ich poziom w komorce jest wyzszy niz prekursorow
zinternalizowanych, ktore najprawdopodobniej s3 degradowane przez kompleks

egzosomu lub egzonukleaze Xrn2.
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Analiza filogenetyczna 533 ludzkich pri-miRNA wykazata, ze ~14% z nich
charakteryzuje si¢ wysoce konserwatywng strukturg pierwszorzedowa petli apikalne;,
co sugeruje, ze rejon ten moze stanowi¢ istotng platforme¢ dla oddzialywania
z r6znorodnymi regulatorami [216]. Do tej pory zidentyfikowano szereg bialek, ktore,
oddziatujac z petla apikalng pri-miRNA, pozytywnie [216-218, 221, 228] lub
negatywnie [219, 220, 222] wplywaja na wigzanie 1 cigcie transkryptow przez kompleks
Mikroprocesora.  Przykltadem  takiego  biatka  jest heterogenna  jadrowa
rybonukleoproteina A1 (hnRNP Al, ang. heterogenous nuclear ribonucleoprotein Al),
ktéra promuje dojrzewanie np. miR-18 [221]. Szczegdlowe badania funkcjonalne
1 strukturalne wykazatly, ze oddziatywanie hnRNP Al z rejonem apikalnym prekursora
miR-18a prowadzi do relaksacji trzonu spinki i umozliwia efektywniejsze ciecie przez
Drosha [216, 229]. Co wigcej, pre-mir-18 jest jedynym sposrdd szesciu pre-miRNA
wycinanych z pri-mir-17~92, ktory podlega regulacji przez hnRNP A1 [221]. To samo
biatko moze rowniez hamowac¢ dojrzewanie innych miRNA, np. w ludzkich komdrkach
somatycznych istnieje negatywna korelacja pomiedzy poziomem hnRNP A1l i1 let-7a-1
[222]. Badania in vitro wykazaly, ze hnRNP Al wiaze si¢ do petli apikalnej
pri-mir-let-7a-1 1 hamuje jego cigcie przez Drosha [222]. In vivo, obserwowany efekt
inhibitorowy moze wynika¢ nie tylko zniekorzystnej zmiany struktury RNA
indukowanej wigzaniem hnRNP Al, ale takze z kompetycji pomigdzy hnRNP Al
a czynnikami stymulujagcymi aktywno$¢ kompleksu Mikroprocesora, migdzy innymi

z KSRP (ang. KH-type splicing regulatory protein).

Obok czynnikéw biatkowych istotng role regulatorowa odgrywaja réwniez
czasteczki RNA, ktoére, hybrydyzujac do komplementarnych rejondow w obrebie
pri-miRNA, indukujg zmiany struktury tych transkryptow i/lub rekrutuja dodatkowe
bialka, uniemozliwiajac w ten sposob oddziatywanie pri-miRNA z kompleksem
Mikroprocesora. Taki mechanizm kontroli potranskrypcyjnej opisano dla mysiego
pri-mir-15a/16-1 oraz ludzkiego pri-mir-195, ktére podlegaja regulacji przez,
odpowiednio, miR-709 [223] oraz IncRNA Uc.283+A [224]. Zalezno$¢ pomiedzy
miR-15a/16-1 oraz miR-709 moze ponadto wskazywac¢ na istnienie w obrgbie miRNA
hierarchicznej kontroli, podobnej do tej, jaka reguluje aktywno$¢ kinaz tworzacych
kaskady fosforylacji w szlakach sygnatowych [230] lub do hierarchii czynnikow
transkrypcyjnych tworzacych rozbudowane sieci oparte na wzajemnych sprze¢zeniach

[231]. Dodatkowo, w komorkach C. elegans zidentyfikowano zjawisko pozytywnej

23



Wstep

autoregulacji, ktorej podlega let-7 [225]. Dojrzaly miRNA w kompleksie z biatkiem
z rodziny Argonaute, ALG-1 (ang. Argonaute like gene 1) wigze si¢ do
komplementarnego fragmentu w obrebie rejonu oskrzydlajacego po stronie 3' pri-let-7

1 stymuluje dojrzewanie transkryptu wedtug nieznanego jeszcze mechanizmu.

Oproécz struktury pierwotnych transkryptow, istotne znaczenie dla przebiegu
jadrowego etapu dojrzewania miRNA maja mechanizmy zwigzane z dziataniem
czynnikow wpltywajacych na biosyntezg, lokalizacje komorkowa oraz aktywnosc
Drosha i DGCRS. St¢zenia Drosha i DGCRS8 utrzymywane s3 na stalym poziomie
migdzy innymi dzigki mechanizmowi regulatorowemu, ktory polega na tym, ze
DGCRS, oddziatujac z Drosha, stabilizuje enzym, natomiast Drosha destabilizuje
pre-mRNA DGCRS, tnac transkrypt w obrebie egzonu 2 [232]. Wydaje si¢, ze to
sprzezenie zwrotne jest kluczowe dla utrzymania takiego stezenia kompleksu
Mikroprocesora, ktore zapewnia efektywne cigcie pri-miRNA, a jednocze$nie
minimalizuje efekty uboczne w postaci niespecyficznego cigcia innych RNA

o strukturze typu spinki [233].

Formowanie si¢ 1 aktywnos¢ kompleksu Mikroprocesora zaleza réwniez od
modyfikacji potranslacyjnych tworzacych go bialek [201, 234-236]. Fosforylacja
Drosha w pozycjach S300/S302 jest niezbgdna dla zapewnienia lokalizacji jadrowe;j
biatka [201], natomiast acetylacja lizyn na koncu aminowym Drosha, chroni biatko
przed ubikwitynacjg 1 degradacja [235]. Z kolei deacetylacja DGCRS przez deacetylaze
histonow 1 (HDACI, ang. histone deacetylase 1) zwigksza jego powinowactwo do

pri-miRNA [236].

Liczba znanych czynnikow, ktore posrednio lub bezposrednio wplywaja na
aktywno$¢ kompleksu Mikroprocesora wcigz rosnie. Do bialek, ktore wigzag si¢ do
kompleksu 1 stymulujg cigcie pewnych pri-miRNA nalezg mi¢dzy innymi helikazy: p68
1 p72 [237]. Ich rola w procesie dojrzewania miRNA nie jest do konca wyjasniona. By¢
moze aktywno$¢ helikazowa obu enzymoéw indukuje korzystne zmiany struktury
pri-miRNA lub prowadzi do wyparcia biatek inhibitorowych zwigzanych z RNA.
Udowodniono natomiast, ze p68 1 p72 posrednicza w wigzaniu do kompleksu
Mikroprocesora innych bialek regulatorowych, w tym p53 [238] oraz biatek z rodziny
SMAD [239, 240].
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I-4-3. Eksport prekursora miRNA z jgdra do cytoplazmy

Jednym z etapow biogenezy RNA w komorkach eukariotycznych jest na ogot
eksport RNA z jadra do cytoplazmy. Czasteczki RNA, podobnie jak inne biomolekuty
1 kompleksy o masie >40 kDa, transportowane sg przez pory jadrowe dzigki specyficzny
receptorom, karioferynom [241]. Gléwnym biatkiem odpowiedzialnym za translokacje
pre-miRNA  jest Eksportyna 5 (Exp5), ktora dziata we  wspolpracy
z guanozynotrifosfatazg Ran (ang. Ras-related nuclear protein) [110, 111, 242-245]
(Rys. 1.3. B). Gradient Ran*GTP/Ran*GDP, tworzony po obu stronach btony jadrowej,
zapewnia wlasciwy kierunek transportu. W jadrze, gdzie stezenie Ran*GTP jest wyzsze,
Exp5 wigze pre-miRNA. Tetrameryczny kompleks Exp5¢Ran*GTPepre-miRNA
przechodzi do cytoplazmy, gdzie, w nastgpstwie hydrolizy GTP do GDP, pre-miRNA
jest uwalniany, a biatka oddysocjowuja od siebie [243]. Zwigzanie pre-miRNA przez
Exp5 nie tylko warunkuje transfer RNA z jadra, ale prawdopodobnie réwniez chroni

pre-miRNA przed degradacja przez nukleazy [111].

Badania krystalograficzne kompleksu ExpS5eRan*GTPepre-miR-30a wykazaty,
ze Exp5S przyjmuje ksztalt dtoni, wewnatrz ktorej wigzany jest RNA [242]. Koniec
karboksylowy biatka odpowiada kciukowi, natomiast koniec aminowy — pozostatym
palcom. Wewngtrzna, wklesta strona biatka ma charakter silnie zasadowy 1 oddziatluje
zresztami fosforanowymi w trzonie spinki RNA. Dodatkowo, pre-miRNA
zakotwiczone jest w strukturze biatka dzieki wigzaniom wodorowym i oddzialywaniom
jonowym pomiedzy wystajacym koncem 3’ RNA a resztami aminokwasoéw tworzacych
dodatnio natadowany tunel u podstawy kciuka [242]. Poniewaz w wigkszo$¢ (siedem na
dziewig€) oddzialywan pomiedzy biatkiem a koncem 3’ RNA zaangazowane s3 atomy
szkieletu cukrowcowo-fosforanowego RNA, a nie atomy zasad azotowych, wigzanie
RNA przez Exp5 zachodzi w sposob niezalezny od sekwencji kwasu nukleinowego
[242]. Model ten jest spdjny z wynikami wcze$niejszych analiz biochemicznych, ktore
wskazywaly, ze ExpS wigze cale spektrum RNA (oprocz pre-miRNA, takze mRNA
DICERI, RNA wirusowe, tRNA) rozpoznajac ich strukture drugorzedowa niezaleznie
od sekwencji nukleotydow [244, 246]. Wykazano, ze RNA transportowanymi przez
Exp5 sa czasteczki posiadajagce motyw minihelisy o dlugosci >14 pz oraz wystajacy,
wolny koniec 3’ (1-8 nt) [244, 246]. Obecno$¢ wystajacego konca 5’ wyklucza wigzanie
RNA przez ten receptor [244].
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Mimo ze eksport jadrowy jest etapem ograniczajagcym szybko$¢ powstawania
miRNA w komorce [247], niewiele wiadomo na temat jego regulacji. Jak wspomniano
wczesniej, transport RNA przez ExpS jest bezwzglednie zalezny od Ran*GTP [110,
111, 242-244]. Symulacje dynamiki molekularnej wolnej Exp5 oraz jej kompleksow
zRan*GTP i/lub RNA wykazaly, ze struktura apo-Exp5 jest niezwykle labilna
(szczegdlnie na koncach), 1usztywnia si¢ dopiero po zwigzaniu kofaktora [243].
Zmiany konformacji Exp5, indukowane przylaczeniem Ran*GTP, promuja pdzniejsze
zwigzanie RNA. Ran*GTP oddzialuje réwniez bezposrednio z pre-miRNA, co na etapie
zatadunku w jadrze stabilizuje kompleks, natomiast w cytoplazmie ulatwia uwolnienie
RNA [248]. W komorkach jedwabnika morwowego, Bombyx mori, w trakcie infekcji
wirusem BmNPV (ang. Bombyx mori nucleopolyhedrosis virus) poziom ekspresji Ran
podlega potranskrypcyjnej represji przez wirusowy bmnpv-miR-1 [249]. Obnizenie
poziomu Ran w komorce, powoduje zahamowanie biogenezy miRNA, w tym tych
zaangazowanych w odpowiedz przeciwwirusowa, np. miR-8, co w konsekwencji

umozliwia namnazanie BmNPV.

Wykorzystujac model mysi wykazano, Zze w komodrkach aktywnych
proliferacyjnie oraz aktywowanych limfocytach T, ekspresja genu kodujacego Exp5
(Xpo5) podlega indukcji podczas przejscia z fazy Gl do fazy S cyklu komorkowego,
a gwaltowne podwyzszenie poziomu Exp5 wynika z regulacji potranskrypcyjnej
zaleznej od kinazy fosfatydyloinozytolu, PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinase) [250].
Opisano réwniez transkrypcyjng aktywacje ekspresji Xpo5 w odpowiedzi na dziatanie
steroidowych hormondéw plciowych na komorki macicy myszy [251]. W obu
przypadkach, konsekwencja jest globalne podwyzszenie poziomu miRNA. Ponadto,
w ludzkich komorkach nowotwordw charakteryzujacych sie niestabilnoscia
mikrosatelitarng, zidentyfikowano mutacje inaktywujace XPOJ5 i zaburzajace eksport
pre-miRNA do cytoplazmy [252]. Exp5 powstajaca w tych komdrkach ma skrécony
koniec karboksylowy; zachowuje zdolnos¢ oddzialywania z Ran*GTP, ale nie jest
w stanie rozpozna¢ i trwale wigza¢ pre-miRNA. W ostatnim czasie dowiedziono
réwniez, ze fosforylacja Exp5 przez kinaz¢ ERK (ang. extracellular signal-regulated
kinase) prowadzi do rearanzacji struktury biatka 1 obniza jego zdolno$¢ do wigzania
pre-miRNA w komorkach raka watrobokomorkowego (HCC, ang. hepatocellular
carcinoma) [253]. Dodatkowo, w komorkach zainfekowanych adenowirusem typu 5

odkryto mechanizm regulatorowy polegajacy na kompetycji pomigdzy pre-miRNA,
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wirusowym RNA VA1l oraz mRNA DICER1 [254]. W nastepstwie wysycenia Exp5
wirusowym RNA dochodzi do zaburzenia transportu pre-miRNA 1 transkryptu DICER 1
do cytoplazmy, a w konsekwencji, do zahamowania dojrzewania wigkszosci miRNA

[254, 255].

I-4-4. Etap cytoplazmatyczny biogenezy miRNA — ciecie pre-miRNA przez rybonukleaze

Dicer

Koncowy etap biogenezy miRNA zachodzi w cytoplazmie, gdzie czasteczki
pre-miRNA sg rozpoznawane i cigte do formy dojrzatego miRNA przez rybonukleaze
Dicer [256]. Rozpatrujac interakcje Dicer z pre-miRNA, nalezy wyraZznie rozgraniczy¢
dwa etapy: wiazanie icigcie [257]. Zaréwnoe wyniki badan biochemicznych
prowadzonych in vitro [258], jak i obrazownia z wykorzystaniem mikroskopii
elektronowej [259] wskazuja, ze efektywnos$¢ cigcia nie jest wprost zalezna od
powinowactwa enzymu do substratu. Na oba parametry wptywaja: sekwencja i struktura
drugorzedowa pre-miRNA [257, 258, 260-263] oraz aktywnos$¢ kofaktorow i innych
czynnikow oddzialujacych z RNA 1/lub z Dicer [264]. W poréwnaniu do jadrowego
etapu dojrzewania miRNA, podczas ktorego funkcjonowanie Drosha jest pozytywnie
stymulowane przez réznorodne biatka, regulacja na etapie cytoplazmatycznym wydaje
si¢ bazowac przede wszystkim na inhibicji aktywnosci Dicer. Odrebny poziom regulacji
biogenezy miRNA tworzag mechanizmy wplywajace na ekspresj¢ genu Dicer oraz

lokalizacje funkcjonalnego biatka w komorce.

I-4-4-1. Rybonukleaza Dicer

Rybonukleaza Dicer, podobnie jak Drosha, nalezy do rodziny RNaz III
i katalizuje cigcie dwuniciowych czasteczek RNA do 5'-fosfomonoesterow,
pozostawiajac dwa niesparowane nukleotydy na koncu 3'. Dicer wystepuje przede
wszystkim w cytoplazmie, w strefie okolojadrowej [257, 265], gdzie odpowiada za
dojrzewanie siRNA oraz miRNA, trawigc ich prekursory do ~19-27-nt dsRNA [256,
257], ktére nastgpnie przekazuje do kompleksu RISC [37, 46, 266-268]. Dodatkowo
substratami enzymu mogg by¢ takze snoRNA [138, 269], tRNA [270] oraz transkrypty
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powtorzen Alu [271-273]. Jak wykazano w komoérkach mysich, akumulacja
transkryptow powoérzen Alu, do ktorej dochodzi w wyniku mutacji zaburzajgcych
funkcjonowanie enzymu, jest cytotoksyczna i prowadzi do degradacji siatkowki [271,
272]. Obecnos¢ Dicer stwierdzono rowniez w jadrze komérkowym, gdzie enzym ten
zaangazowany jest w transkrypcyjng regulacje ekspresji genow [80, 274-276] oraz
degradacj¢ potencjalnie niebezpiecznych transkryptow ruchomych elementow
genetycznych [271] 1 dsRNA powstajacego znachodzacych na siebie jednostek
transkrypcyjnych [277]. Podstawy molekularne transportu Dicer pomiedzy jadrem
a cytoplazma nie s3 w pelni poznane. Badania w liniach komoérek HelLa wykazatly, ze
dsRBD Dicer moze funkcjonowac jako atypowy NLS rozpoznawany przez importyny 3
[278]. W pelnej dlugosci bialku, NLS dsRBD jest najprawdopodobniej maskowany
przez inne domeny lub nieznany jeszcze czynnik biatkowy. Wyniki badan w systemie
heterokarionowym wykazaty, ze Dicer moze by¢ transportowana pomigdzy
kompartmentami komorkowymi, co wskazuje na istnienie w obrgbie biatka réwniez
sygnatu eksportu jadrowego [278]. Translokacj¢ Dicer do jadra stwierdzono takze
w ludzkich 1imysich liniach komoérkowych oraz w C. elegans w nastgpstwie

odwracalnej fosforylacji Dicer po aktywacji $ciezki sygnatowej Ras [279, 280].

Wykazano rowniez, ze podczas apoptozy w komorkach ludzkich hodowanych in
vitro [281, 282] 1 w komorkach C. elegans [283] Dicer podlega proteolitycznemu cigciu
w wyniku aktywnosci specyficznych kaspaz. Powstajacy w tym procesie fragment
biatka, obejmujacy u C. elegans cze¢s¢ domeny RIlla i domen¢ RIIlb, pelni
w komorkach nicienia funkcje deoksyrybonukleazy, ktéra inicjuje degradacje DNA,
przyczyniajac si¢ do propagowania apoptozy [283]. Do tej pory brak jednak dowodow
na to, ze fragment uwalniany z ludzkiej Dicer moze petni¢ podobng rolg¢ iréwniez

uczestniczy¢ we fragmentacji chromosomow.

Homologi Dicer wystepuja powszechnie wéréd eukariontéw, nie sg natomiast
obecne u bakterii 1 archeonow. Analizy filogenetyczne wskazuja, ze gen Dicer ulegl
duplikacji na wczesnych etapach ewolucji eukariontow, a nast¢gpnie podlegat
niezaleznej dywersyfikacji u ro$lin, zwierzat i grzybow. Procesy te zbiegly si¢ w czasie
z pojawieniem si¢ potrzeby bardziej zlozonej kontroli ekspresji gendw w zwigzku
zrozwojem w tych krolestwach organizmow wielokomorkowych [284, 285]. Proces

dywergencji doprowadzil do wyksztalcenia si¢ u roslin czterech rodzajow biatek typu
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Dicer (DCL, ang. Dicer-like proteins): DCL-1, DCL-2, DCL-3 i DCL-4, natomiast
uzwierzat — Dicer-1 1 Dicer-2. Co wigcej, gen kodujacy Dicer-2, czyli biatko
zaangazowane Ww odpowiedz przeciwwirusowa m.in u owadoéw, nie zostal
zidentyfikowany w tych liniach ewolucyjnych zwierzat, w ktérych rozwingly sie¢
alternatywne mechanizmy obronne (np. u krggowcoéw) lub nie wystepuje presja
srodowiskowa w zwigzku z ograniczong liczbg naturalnych patogendéw (np. u nicieni)

[285].

I-4-4-1-1. Budowa i model funkcjonowania Dicer

Dicer jest wielodomenowym biatkiem o wysoce konserwatywnej budowie.
Z powodu duzych trudnosci w jego krystalizacji, obecnie znana jest petna struktura
jedynie bialka pochodzacego z wiciowca Giardia intestinalis [286]. Przyjmuje sig, ze
Dicer z G.intestinalis reprezentuje najprawdopodobniej minimalny, konieczny do
funkcjonowania trzon wspdlny dla wszystkich enzymow tego typu. Jest to stosunkowo
mate biatko (~82 kDa), posiadajace domen¢ PAZ oraz dwie domeny RNazy III (RIlla
i RIIIb). Czasteczka biatka o dtugosci ~100 A i szerokosci ~30-50 A przypomina swoim
ksztattem topor, gdzie dwie domeny RNazowe tworzg ostrze, a domena PAZ —
podstawe uchwytu. Pomiedzy nimi biegnie dtuga helisa o, zwana helisg taczaca
(ang. connector helix), ktéra, jak si¢ przypuszcza, determinuje dlugo$¢ generowanego
przez enzym produktu. Helis¢ laczaca otacza N-koncowa czes$¢ bialtka sktadajaca sig
z arkuszy P 1 trzech helis a, razem tworzacych dodatnio natadowang domene Platformy
(ang. platform domain). Tylng cze$¢ ostrza stanowi domena mostkujaca (ang. bridging

domain), bedaca helisa taczaca obie domeny RNazowe [287].

W  poréownaniu do rybonukleazy =z G. intestinalis, ortologi Dicer
zidentyfikowane u wyzszych eukariontow charakteryzuja si¢ bardziej ztozong budowa.
U czlowieka wystgpuje jedna izoforma Dicer o masie ~220 kDa zbudowana
z: N-koncowej domeny helikazowej (homologicznej do helikaz DExD/H-box), domeny
o nieznanej funkcji — DUF283 (ang. domain of unknown function 283), domen:
Platformy 1 PAZ, dwoch domen RNazy III (RIIla I RIIIb) oraz C-koncowej dsRBD
[256, 286-289] (Rys. 1.3. C). Do tej pory poznano jedynie struktury krystaliczne
wyizolowanych fragmentéw biatka: domeny RIIIb [290], polipeptydu o dtugosci 300
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aminokwasow, obejmujacego Platforme i PAZ wraz z rejonami oskrzydlajagcymi [291]
oraz zaangazowanej w oddzialywanie z partnerami biatkowymi, §rodkowej czesci
domeny helikazowej (132 aminokwasy) [292]. Dodatkowo, wykorzystujac mikroskopig
elektronowa, uzyskano informacje na temat utozenia poszczegélnych domen wzglgdem
siebie [259, 266, 293-295]. W pofaczeniu z wynikami badan biochemicznych,
pozwolito to zaproponowac¢ model budowy i funkcjonowania ludzkiej Dicer (Rys. 1.4.).
Zgodnie z nim czasteczka enzymu o dhugosci ~160 A i szerokosci ~115 A przypomina
ksztattem liter¢ ,,L”, z tandemem domen RNazy III u podstawy oraz domeng PAZ na
przeciwlegtym koncu. Badania strukturalne wskazuja na dynamizm konformacyjny
Dicer podczas interakcji z substratem [259, 295]. Jest to zjawisko analogiczne do
indukowanego dopasowania opisywanego dla miejsc aktywnych niektorych enzymow.
Ze wzgledu na rozmiar substratow (>80 A), zmiana konformacji obejmuje caty
czasteczke biatka, a znaczna elastyczno$¢ enzymu umozliwia wigzanie RNA
o zroznicowanej strukturze. Wiodaca rol¢ w oddzialywaniu z substratem odgrywa
domena PAZ, ktora rozpoznaje 1 wiagze 2-nt wystajacy koniec 3’ [289, 296, 297]. Grupa

fosforanowa na koncu 5' RNA dokowana jest w kieszeni tworzonej w obrgbie

A B

domena
PAZ

petla apikalna
pre-miRNA

domena
helikazowa

domena
Platformy

Rysunek 1.4. Struktura ludzkiej rybonukleazy Dicer

A — Topologia ludzkiej Dicer okreslona za pomocg mikroskopii elektronowej. W strukturze
biatka wskazano lokalizacj¢ poszczegdlnych domen: PAZ i Platformy (obszar fioletowy), obu
RNaz III (z6tty), dsRBD (jasnoniebieski) oraz trzech subdomen sktadajacych si¢ na domeng
helikazowg (pomaranczowy, ciemnoniebieski, czerwony). W obrebie domen dokonano
dokowania znanych struktur homologéw (model wstegowy). B — Reprezentacja modelu
kompleksu Dicer i pre-miRNA. Reprodukcja za zgodg © Macmillan Publishers Ltd.) [293]
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Platformy 1 PAZ [291]. Wigzanie prekursora wspierane jest takze przez dsRBD [289,
298, 299]. Ponadto domena helikazowa zaangazowana jest w oddziatywanie z petla
apikalng pre-miRNA, co umozliwia dopasowanie substratu do centrum katalitycznego
oraz pozwala na dyskryminacj¢ pomigdzy substratami [259, 263, 298, 300]. Domena
helikazowa odgrywa réwniez role regulatorowa, stuzac jako platforma kontaktu
z biatkami modulujagcymi aktywnos$¢ Dicer [265, 301]. Badania in vitro wykazaty, ze
usuni¢cie tej domeny zwigksza procesywnos¢ enzymu, co wskazuje na jej zdolnos¢ do
autoinhibicji funkcjonowania Dicer [302]. Dicer posiada pojedyncze centrum
katalityczne tworzone przez wewnatrzczasteczkowy heterodimer domen RNazowych
[289], ktore jednak dziatajg niezaleznie od siebie [303]. Domena Rllla jest wieksza od
RIIIb i1 hydrolizuje wigzanie fosfodiestrowe w obrgbie ramienia 3’ prekursora [289],
odpowiednio — RIIIb tnie rami¢ 5" prekursora. Produktem hydrolizy jest dupleks RNA
z dwoma niesparowanymi nukleotydami na koncu 3’ i grupa fosforanowa na koncu 5’
[289, 304]. Dlugo$¢ generowanego produktu (~21 pz) determinowana jest przez
odleglo$¢ pomiedzy domeng PAZ a centrum katalitycznym enzymu. Funkcja domeny
DUF283 nie zostata jeszcze jednoznacznie wyjasniona. Badania in vitro izolowanej
domeny wykazaly jej zdolno$¢ do wigzania ssRNA oraz wspierania hybrydyzacji
komplementarnych nici kwaséw nukleinowych, co mogloby wskazywaé na funkcje
opiekuncze Dicer [305]. Ponadto sugeruje si¢ zaangazowanie DUF283 w oddziatywania

z biatkami regulujagcymi aktywnos¢ Dicer [306].

I-4-4-1-2. Regulacja ekspresji genu kodujgcego ludzkq Dicer

Lokalizacja chromosomowa i struktura genow Dicer r6znig si¢ w zalezno$ci od
gatunku. U cztowieka, DICER1 (ENSG00000100697) znajduje si¢ na dtugim ramieniu
chromosomu 14, w rejonie subtelomerowym (14q32.13). DICERI uznawany jest za gen
metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping gen), cho¢ w poréwnaniu do innych
genow tego typu charakteryzuje si¢ znacznie dtuzszym rejonem 3'UTR (>4000 bp)
[307]. Ekspresja DICERI podlega dynamicznej regulacji poprzez mechanizmy
wplywajace na: transkrypcje genu [145, 146, 308-312], dojrzewanie mRNA [313-315]
1jego transport do cytoplazmy [254], translacje [307, 313, 314, 316, 317] 1 stabilnos¢
biatka [318, 319].
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Transkrypcja DICER1

Transkrypcyjna  kontrola  ekspresji DICERI  obejmuje: modyfikacje
epigenetyczne [145, 146], wybor alternatywnych miejsc promotorowych [311, 312]
1 sygnalow poliadenylacji [320, 321], a takze regulacj¢ przez czynniki dziatajace
w uktadzie trans [308-310]. Na poziomie epigenomu, o tempie transkrypcji decyduje
kompetycja pomiedzy demetylazami histonow: KDM6A i KDM6B a metyltransferaza
histonéw, EZH2 rezydujacymi w obrebie locus DICERI [145, 146]. KDM6A/B sa
dioksygenazami zaleznymi od Fe (II) i kwasu a-ketoglutarowego [322, 323]. W stanie
hipoksji, w komorkach nowotworowych ich aktywnos$¢ podlega inhibicji, co skutkuje
hipermetylacja promotora DICERI 1 wyciszeniem ekspresji genu [145, 146]. Prowadzi
to do globalnej redukcji poziomu miRNA 1 promuje tranzycj¢ nablonkowo-

mezenchymalng warunkujaca powstawanie przerzutow [145, 146].

Niewiele wiadomo na temat specyficznych czynnikéw transkrypcyjnych
koordynujacych ekspresje DICER1. Znane s3 jedynie nieliczne przyklady tego typu
regulacji, np. podczas roznicowania komorek grzebienia nerwowego w melanocyty,
biatko MITF (ang. microphthalmia-associated transcription factor), czynnik
transkrypcyjny zwigzany z mikroftalmig, stymuluje transkrypcje DICERI [309].
Analizy bioinformatyczne w polaczeniu z immunoprecypitacja chromatyny wykazaty,
ze MITF oddziatuje z DNA ~2 kb powyzej miejsca startu transkrypcji DICERI [309].
Ekspresja DICERI podlega rowniez pozytywnej regulacji przez SOX4 (ang. Sry-related
high mobility group box 4), bialko nalezace do rodziny czynnikow transkrypcyjnych
zaangazowanych w koordynacj¢ embriogenezy [308]. Badania in vitro sugeruja, ze
zalezna od SOX4 ekspresja DICERI jest jednym z mechanizméw ograniczajacych
inwazyjno$¢ komorek czerniaka skoéry [308]. W obrgbie rejonu promotorowego
DICERI1 zidentyfikowano rowniez sekwencje rozpoznawane przez pS3, p63 1 p73,
znane czynniki transkrypcyjne o wlasnosciach supresorow nowotworowych, ktore

potencjalnie moga hamowac transkrypcje DICERI [310].

Znane s3 cztery warianty mRNA kodujace Dicer pelnej dhugosci (1922
aminokwasow) [311, 312]. Zostaly one wyizolowane z szeregu zdrowych tkanek
ludzkich. Szczegétowe badania tych transkryptéw wykazaly znaczne zrdéznicowanie
strukturalne rejonu 5'UTR, wynikajace zarowno z wyboru odmiennych miejsc startu

transkrypcji, jak iz alternatywnego skladania pre-mRNA [311, 312]. Poniewaz rejon
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5'UTR zawiera sekwencje cis-regulatorowe, jego organizacja wplywa w istotny sposéb
na efektywnos$¢ procesu translacji oraz tkankowo-specyficzny wzor ekspresji Dicer
[311, 312]. Ponadto w pelni zroznicowanych komorkach nabtonkowych oraz w szeregu
linii komodrek nowotworowych zidentyfikowano skrocone transkrypty DICERI
powstajace w wyniku alternatywnego sktadania pre-mRNA [313-315]. Cze$¢ z nich
koduje polipeptydy obejmujace jedynie N- lub C-koncowy fragment Dicer, a niektore
znich sg transkryptami niekodujacymi biatko. Oprocz tego znane sa cztery
antysensowne transkrypty DICERI o dhlugosci od ~720 do ~2300nt
(ENST00000439819, ENST00000435343, ENST00000439999, ENST00000554631).
Ich funkcja nie zostala jeszcze wyjasniona. Niewykluczone, ze pelnig one role

regulatorowa podobna do tej, jakg zaproponowano dla innych IncRNA tego typu [324].

Regulacja potranskrypcyjna ekspresji DICER1

Poziom mRNA DICERI nie koreluje z poziomem dojrzatego biatka, co
wskazuje na istotny udziat mechanizmoéw potranskrypcyjnych w regulacji ekspresji tego
genu [325]. Transport mRNA DICERI do cytoplazmy, przynajmniej cze¢sciowo, jest
zalezny od Exp5. Badania in vitro oraz immunoprecypitacja usieciowanych
kompleksow RNA-<biatko potwierdzity bezposrednie oddziatywanie pomiedzy ExpS5
1imRNA DICERI [254], a zahamowanie ekspresji XPO5 powoduje akumulacje
transkryptow DICERI w jadrze komorkowym [254].

Ekspresja DICERI moze podlega¢ wyciszaniu indukowanemu przez produkty
generowane przez Dicer. W obrebie rejonu 3'UTR  transkryptow DICERI
zidentyfikowano miejsca oddzialtywania dla szeregu miRNA, w tym: miR-103/107
[307, 313, 314], miR-192 [316] oraz miRNA z rodziny let-7 [314, 317]. Te ostatnie
wiaza sie do transkryptu rowniez w czesci kodujacej sekwencje biatka [317]. Co wiecej,
w wielu typach komorek nowotworowych wykorzystywane sg alternatywne sygnatly
poliadenylacji, co prowadzi do powstania transryptow ze skroconym rejonem 3'UTR,
pozbawionym czg$ci miejsc rozpoznawanych przez miRNA [320, 321]. W efekcie,
synteza biatka na tych matrycach zachodzi kilkukrotnie wydajniej niz w przypadku
mRNA pelnej dlugosci [320].
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Modyfikacje potranslacyjne Dicer

Modyfikacje potranslacyjne wptywaja na wiasciwosci fizyko-chemiczne bialka,
determinujac jego stabilno$¢ i aktywnos¢. Jak wspomniano wcze$niej, w ludzkich
1mysich liniach komorkowych oraz w C. elegans wykazano, ze Dicer podlega
fosforylacji w obrebie domen: RIIIb 1dsRBD, co hamuje aktywno$¢ enzymu
i powoduje jego translokacje do jadra komorkowego [279, 326]. Za t¢ modyfikacje
odpowiadaja kinazy serynowo-treoninowe aktywowane mitogenami [279, 280]. Co
wiecej, badania in vivo wykazaty, ze zalezna od fosforylacji inhibicja Dicer jest
niezb¢dna dla prawidlowego przebiegu oogenezy u C. elegans [279]. Z kolei
defosforylacja enzymu zachodzi tuz przed zaptodnieniem oocytu i jest konieczna dla
prawidlowego przebiegu embriogenezy [279]. Znaczenie fosforylacji w przypadku
ludzkiej Dicer nie zostato jeszcze wyjasnione. Ponadto stwierdzono, ze w makrofagach
pecherzykéw phucnych, w wyniku ekspozycji na dym tytoniowy, dochodzi do
sumoilacji Dicer, co zaburza aktywnos$¢ enzymu i prowadzi do deregulacji poziomow
miRNA [327]. Badania in vitro w ludzkich komérkach HEK293 wykazaly réwniez, ze
Dicer przechodzi przez siateczke srédplazmatyczng, gdzie podlega N-glikozylacji [318].
Modyfikacja ta moze mie¢ znaczenie dla prawidtowego faldowania oraz stabilno$ci

bialka.

Homeostaza Dicer wymaga réwniez obecnosci w komoérce mechanizmow
degradacji biatka. Wykazano, ze w komodrkach ludzkich Dicer oraz AGO2, w stanie
wolnym, tj., gdy nie wigzg RNA, podlegaja selektywnej makroautofagii. W proces ten
zaangazowane jest biatko NDP52 (ang. nuclear dot 52 kDa protein), ktore oddziatuje
z czasteczkami przeznaczonymi do degradacji oraz z receptorem Atg8 (ang. autophagy-
related protein 8) obecnym w blonie pecherzyka autofagosomalnego. Nie jest jednak
jasne, jaki mechanizm prowadzi do mikroautofagii Dicer [319], NDP52 moze bowiem
oddziatywaé¢ zaréwno z bialkami niemodyfikowanymi, jak rowniez poddanymi
ubikwitynacji (co jest czgstym znacznikiem kierujacym biatka do proteasomu) [328].
Degradacja Dicer w sposob zalezny od kompleksu ligazy ubikwityny CRL4 (ang.
cullin-ring finger ligase-4) obserwowana jest za to w makrofagach w trakcie infekcji
wirusem HIV-1 [329]. W proces ten zaangazowane jest wirusowe bialko R, ktore

oddziatuje z Dicer i rekrutuje kompleks modyfikujacy rybonukleazg.
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1-4-4-1-3. Regulacja aktywnosci Dicer

Mimo ze Dicer jest zdolna samodzielnie cig¢ pre-miRNA in vitro, w warunkach
komoérkowych funkcjonuje ona w formie kompleksow biatkowych, w ktérych jej
aktywno$§¢ wspierana jest przez inne biatka wigzace dsRNA (dsRBP, ang. dsRNA-
binding protein). U cztowieka podstawowymi parterami Dicer sg dwa strukturalnie
podobne biatka: TRBP (ang. HIV-1 transactivating response RNA-binding protein)
1 PACT (ang. protein activator of protein kinase R) [47, 330, 331]. TRBP pierwotnie
zidentyfikowano jako endogenny czynnik wspierajacy replikacje wirusa HIV-1, migdzy
innymi poprzez inhibicje indukowanej przez intereferon biatkowej kinazy R (PKR,
ang. protein kinase R) [332, 333]. Z kolei PACT jest aktywatorem dzialania tej kinazy
w odpowiedzi na roéznorodne czynniki stresowe pochodzenia zewnatrzkomorkowego
[334]. Zaréwno TRBP, jak i PACT posiadajg trzy domeny dsRBD; jedna z nich
(C-konicowa) jest zaangazowana w oddzialywanie z domeng helikazowa Dicer,
natomiast dwie pozostale wigza RNA [262, 265, 330, 331, 335]. TRBP i PACT nie
tylko rekrutuja RNA do Dicer, ale takze wplywaja na struktur¢ rybonukleazy i jej
substratu oraz dopasowanie RNA do centrum atywnego enzymu. Wykazano, ze PACT
faworyzuje wigzanie 1 cigcie pre-miRNA [336]. TRBP nie przyczynia si¢ do
dyskryminacji pomigdzy prekursorami dla siRNA imiRNA [336], stwierdzono
natomiast, ze ulatwia selekcje pre-miRNA w $rodowisku, w ktérym wystepuja inne
RNA o strukturze typu spinki [337] . Ponadto oddzialywanie TRBP z Dicer zmienia
kinetyke reakcji katalizowanej przez enzym, zwigkszajac predkos¢ maksymalng ~4-5-
krotnie [262]. Oddziatywanie z TRBP lub PACT moze takze wptywa¢ na wzor cigcia
pre-miRNA przez Dicer, przyczyniajac si¢ do powstawania izoform miRNA
nieznacznie rdéznigcych si¢ dlugoscig [292, 336, 338, 339]. Dodatkowo, TRBP
stabilizuje Dicer [47, 340] oraz wspiera tworzenie kompleksu RISC 1 przekazywanie
dupleksu miRNA do biatka Argonaute [46, 47, 266, 330, 339]. Podobne funkcje
zaproponowano rowniez dla PACT, cho¢ jego rola w tym aspekcie funkcjonowania

Dicer jest stabiej poznana [292, 331].

Badania interaktomu ludzkiej Dicer doprowadzity do identyfikacji szeregu
biatek oddzialujacych z nig bezposrednio. Wptywaja one na aktywnos$¢ Dicer miedzy
innymi poprzez zmiany struktury bialka, jego sekwestracje i1 translokacj¢ w obrebie

komorki [264]. Regulatory te obejmujg zaréwno czynniki endogenne, jak i1 biatka
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pochodzenia wirusowego. Infomacje na temat natury oraz znaczenia poszczegdlnych
oddzialywan przedstawiono w Tabeli 1.1. W ostatnim czasie pojawiajg si¢ réwniez
doniesienia o zaangazowaniu czgsteczek kwasow nukleinowych w regulacje aktywnosci
Dicer. Wykazano, ze w komoérkach ludzkich oraz C. elegans w obrgbie czasteczek
mRNA ilncRNA obecne s3 tzw. miejsca pasywnego wigzania Dicer [341]. Sa to
lokalne struktury typu spinki rozpoznawane przez Dicer, ale — ze wzgledu na kontekst,
w ktorym si¢ znajduja (dlugie rejony oskrzydlajace trzon spinki) — niecigte przez
enzym. Postuluje si¢, ze miejsca pasywne moga zakotwicza¢ Dicer na transkryptach
genoéw kodujacych biatka oddziatujace z rybonukleaza (np. TRBP) i w ten sposob
utatwia¢ tworzenie si¢ funkcjonalnych komplekséw Dicer z syntetyzowanymi in situ
biatkami. Ponadto miejsca te moga stanowi¢ element regulacji aktywno$ci Dicer
poprzez sekwestracje rybonukleazy. Mechanizm oparty na wspolzawodniczeniu
o wigzanie z Dicer jest wykorzystywana takze przez wirusy [255, 342]. W trakcie
infekcji komorek ludzkich adenowirusem typu 5 produkowane sg znaczne ilo$ci
wirusowego RNA dzialajacego jak inhibitor kompetycyjny Dicer [255, 342]. W wyniku
wysycenia enzymu wirusowym RNA, dochodzi do deregulacji poziomu miRNA

1 ostabienia potencjatu komorki do prawidlowej odpowiedzi odpornosciowe;.
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Tabela 1.1. Biatka oddziatujace z ludzka rybonukleaza Dicer

CHARAKTER ZNACZENIE
GRUPA  BIALKO FUNKCIJE BIOLOGICZNE ODDZIALYWANIA ZDICER  ODZIALYWANIA ZDICER  REF.

AGO2 (ang. Podstawowy komponent Bezposrednie oddzialywanie Przejmuje produkty Dicer. [47, 343]

Argonaute protein 2)  biatkowy RISC, poprzez domeny PIWI i RNazy
& odpowiedzialny za cigcie IIT; wspierane przez batko
8 mRNA w procesie RNAI. opiekuncze HSP90.
a
: PACT (ang. protein ~ Udziat w odpowiedzi Bezposrednie oddziatywanie Wplywa na dyskryminacje [292, 331,
g activator of protein przeciwwirusowej; aktywator C-koncowej dsRBD PACT substratow oraz wybor miejsca 336, 338]
z. kinase R) indukowanej przez interferon i N-koncowy rejonu Dicer. cigcia; wspomaga formowanie
; kinazy biatkowej R; partner RISC.
< Dicer i komponent RISC.
A
>
o TRBP (ang. HIV-1 Pierwotnie zidentyfikowany Bezposrednie oddziatywanie Wspiera rekrutacj¢ substratow  [46, 47,
= transactivating jako czynnik utatwiajacy C-koncowej dsRBD TRBP oraz zwigksza procesywnosc¢ 265, 266,
ﬁ response RNA- replikacje wirusa HIV poprzez i domeny helikazowej Dicer. enzymu; wptywa na dhugosé¢ 292, 330,
w binding protein) stymulacje translacji powstajacych produktow; 336, 337,
g wirusowego mRNA oraz stabilizuje Dicer i wspiera 339, 344,
& inhibicje¢ aktywnosci tworzenie si¢ RISC. 345]

indukowanej przez interferon
kinazy biatkowej R; partner
Dicer i komponent RISC.




8¢

arachidonowego do kwasu 5-
hydroperoksyeikozatetraecnowy
(5-HpETE) oraz konwersj¢ 5-
HpETE to leukotrieny A4.

RNA o dhugosci ~55 nt i ~10-
12 nt.

CHARAKTER ZNACZENIE
GRUPA  BIALKO FUNKCIJE BIOLOGICZNE ODDZIALYWANIA Z DICER ODZIALYWANIA ZDICER  REF.
ADARI (ang. Jadrowa deaminaza dziatajaca ~ Bezposrednie oddziatywanie Zwigksza efektywno$¢ cigcia [306]
= adenosine deaminase na dsRNA, katalizuje angazujace domeny: DUF238 pre-miRNA przez Dicer
8 acting on RNA 1) konwersje A—1. 1 helikazowg Dicer. 1 wspiera przekazywanie
E produktu do RISC.
N RHA (ang. RNA Zalezna od ATP helikaza Bezposrednie oddzialywanie Sugerowana rola w rozwijaniu  [346]
& helicase A) rozwijajaca dsRNA i dupleksy  z Dicer oraz TRBP, AGO2 dupleksu miRNA/miRNA*.
A RNA-DNA. i miRNA.
H
3 FMRP (ang. fragile X Biatko wigzace RNA, . Bezposrednie 0ddzialywani§ Przyjmuje produkty Dicer. [347]
< mental retardation zaangazowane w transport i hamowane przez fosforylacje
- protein) translacj¢ mRNA; czynnik FMRP.
2 etiologiczny zespotu tamliwego
a chromosomu X.
o
@) polimeraza II RNA Kluczowy enzym Oddziatywanie poprzez RNA. Rekrutuje Dicer do loci, [277]
< zaangazowany w transkrypcje w ktorych powstaja
=) DNA, prowadzi synteze pre- nachodzace na siebie
O mRNA, wigkszosci matych transkrypty ciete przez
) jadrowych i jaderkowych RNA rybonukleaze do siRNA.
; oraz pri-miRNA.
N
n 5-lipooksygenaza Kluczowy enzym szlaku Bezposrednie oddzialywanie Wplywa na wzor cigcie
= . . , . .
biosyntezy leukotrien, z C-koficowym fragmentem pre-miRNA przez Dicer,
; katalizuje utlenianie kwasu Dicer. prowadzac do powstawania [348, 349]
el
<
]
=]




6¢€

porowego.

jadra komorkowego.

CHARAKTER ZNACZENIE
GRUPA  BIALKO FUNKCIJE BIOLOGICZNE ODDZIALYWANIA Z DICER ODZIALYWANIA ZDICER  REF.
CLIMP-63 (ang. Biatko transbtonowe siateczki Bezposrednie oddzialywanie Stabilizuje Dicer podczas [318]
cytoskeleton-linking  $rddplazmatycznej; petni role pomigdzy N-koncowym przechodzenia przez siateczke
membrane protein 63  strukturalng oraz odpowiada za  fragmentem Dicer (242-430 aa)  $rodplazmatyczng, wptywa na
O kDa) interakcje z cytoszkieletem. a domeng CLIMP-63 skierowana lokalizacj¢ komoérkowa Dicer,
wn do $wiatla siateczki np. poprzez kotwiczenie
O S sroédplazmatyczne;. RNazy w bliskim sgsiedztwie
E — rybosoméw na szorstkiej
; " siateczce $rodplazmatycznej.
<z
[
© O ERK (ang. Kinaza serynowo-treoninowa Brak danych. Fosforylacja Dicer prowadzi [279]
< E extracellular signal-  nalezaca do kinaz do relokalizacji biatka do jadra
z \©  regulated kinase) aktywowanych mitogenami. komorkowego
8 s i prawdopodobnie hamuje
< a aktywnos$¢ enzymu.
H
<
E 8 Kaspaza-3 Proteaza zaangazowana Bezposrednie oddzialywanie Cigcie Dicer prowadzi do [281-283]
< W proces apoptozy. prowadzace do cigcia powstania fragmentu Dicer
; E proteolitycznego Dicer. o wlasciwosciach DNAzy.
=)
« <
£~ g NDP52 (ang. nuclear  Receptor autofagii. Brak danych. Posredniczy w degradacji [319]
j —  dot protein 52 kDa) Dicer na drodze
; — makroutofagii.
Nukleoproteina 153 Biatko jadrowego kompleksu Bezposrednie oddziatywanie. Wspiera transport Dicer do [350]




ov

HIV-1 (Vpr)

w replikacji HIV-1
w komorkach nieulegajacych
podziatowi; w komorkach

proteasomu przez kompleks
ligazy ubikwityny.

CHARAKTER ZNACZENIE
GRUPA  BIALKO FUNKCIJE BIOLOGICZNE ODDZIALYWANIA Z DICER ODZIALYWANIA ZDICER  REF.
Biatko rdzeniowe Biatko strukturalne kapsydu. Bezposrednie oddzialywanie, Inhibuje aktywnosci Dicer. [351, 352]
wirusa HCV najprawdopodobniej angazujace
domene helikazowa Dicer oraz
< fragment N-koncowy biatka
- .
- wirusowego.
=
N
g ©  HIV-I Tat (ang. HIV- Biatko kluczowe dla replikacji ~ Oddziatywanie za Inhibuje aktywnosci Dicer, [301, 353]
= S 1 transactivator of HIV-1; aktywuje transkrypcje posrednictwem RNA, efekt ten dodatkowo
Oz transcription) dtugich powtoérzen koncowych  angazujace domene helikazowa  wzmacniany jest przez
O o (LTRs, ang. long terminal Dicer. sekwestracj¢ TRBP.
~ »n repeats).
=
e X
o o]
» 2 Biatko R wirusa Odgrywa kluczowa role Bezposrednie oddzialtywanie. Indukuje kierowanie Dicerdo  [329]
=
=4
A
=)
n

proliferujacych indukuje
zatrzymanie cyklu
komorkowego w fazie G2 oraz
wejscie na droge apoptozy.
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1-4-4-2. Prekursory miRNA

Obecnie znanych jest ponad 28600 pre-miRNA, z czego 1881 to prekursory
zidentyfikowane w komorkach ludzkich [miRBase 21, http://www.mirbase.org/].
Ogdlny plan budowy pre-miRNA jest podobny: sg to ~60-nt czasteczki przyjmujace
strukture typu spinki zazwyczaj z dwoma niesparowanymi nukleotydami na koncu 3’
(Rys. 1.5.). Przewidywane struktury drugorzedowe pre-miRNA réznig si¢ jednak
znaczgco, co do natury koncéw, stabilnosci i dlugosci dwuniciowego trzonu spinek,
atakze rozmiaru petli apikalnej [354]. Silne zréznicowanie architektury czasteczek

istotnie wptywa na proces ich dojrzewania [258, 300, 355-357].

petla apikalna
=10 nt

helikaza

U=A>>C>G

N
= Rillb z« Rlilla UsA>>G

~2 skrety helisy

kieszen 2-nt wystajacy koniec 3’
wiazaca koniec 5' NpU>NpA/G/C
kieszen

wigzgca koniec 3’

Rysunek 1.5. Schemat budowy kompleksu pre-miRNA i ludzkiej Dicer

Zaznaczono elementy pierwszo- i drugorzedowej struktury RNA, ktore sg kluczowe dla
oddziatywania substratu z enzymem oraz gtéwne domeny Dicer odpowiedzialne za wigzanie
i ciecie pre-miRNA.

Analiza poréwnawcza 161 ludzkich pre-miRNA wykazata, ze cechy takie jak:
dwa niesparowane nukleotydy na konicu 3’, obecno$¢ elementéw rozluzniajacych
strukture dwuniciowg w obrebie trzonu spinki i duza petla apikalna (>10 nt) znaczaco
podwyzszajg efektywnos$¢ cigcia pre-miRNA przez Dicer, natomiast ich wptyw na

tworzenie kompleksu enzymesubstrat jest duzo stabszy [258] (Rys. 1.5.). Wnioski te sg

41



Wstep

spojne z wynikami innych badan wskazujacych na to, ze Dicer moze wigza¢ RNA
o zroznicowane] budowie, natomiast jedynie czasteczki posiadajace specyficzne
elementy strukturalne (Rys. 1.5.) sg przez nig cigte [260, 288, 295, 341]. Jak
wspomniano wczesniej, Dicer posiada dwie kieszenie (wigzacg 2-nt wystajacy koniec 3’
1 wigzaca fosforylowany koniec 5'), ktore umozliwiajg zakotwiczenie pre-miRNA [291,
357]. W zwigzku z powyzszym struktura koncoéw substratu, w szczegdlnosci dlugosé
1 sekwencja konca 3’, determinuje specyficznos¢ oddziatywania z Dicer i efektywnos¢
wycinania miRNA. Wykazano, ze skrocenie konca 3’ (0-1 nt) przektada si¢ na znaczng
mikroheterogenno$¢ powstajacych produktow, natomiast jego wydluzenie (3-5 nt)
obniza efektywnos$ci cigecia pre-miRNA [260]. W porownaniu do innych ncRNA
o podobnej dlugos$ci, przyjmujacych strukture typu spinki, pre-miRNA charakteryzuja
si¢ stosunkowo matg liczba niesparowan i petli wewnetrznych [358]. Elementy
destabilizujace helikalng strukture trzonu prekursora do pewnego stopnia zwigkszaja
efektywnos¢ cigcia przez ludzka Dicer [258], co jest spojne z wynikami otrzymanymi
dla Dicer-1 z D.melanogaster [263], ale przyczyniaja si¢ réwniez do
mikroheterogennosci uwalnianych produktow [354, 355]. Zréznicowanie dhugosci
miRNA moze wynika¢ nie tylko ze struktury drugorzedowej prekursoréw, ale takze
z sekwencji nukleotydowej trzonu spinki [354, 356]. Badania in vitro wykazaty
preferencj¢ domen RNazowych ludzkiej Dicer do hydrolizy wigzan fosfodiestrowych
w uktadach: UpN, ApN i1 NpU [354, 356], przy czym efekt ten jest bardziej wyrazny
w przypadku domeny RIIIA [356]. Prawidlowe uloZenie substratu w obrgbie centrum
katalitycznego enzymu zapewnione jest takze przez oddzialywanie domeny helikazowe;j
z rejonem jednoniciowym w cze$ci apikalnej pre-miRNA, 2 nt powyzej miejsca cigcia
[300]. Zbyt mata petla apikalna moze zatem nie gwarantowaé efektywnego
oddziatywania z domeng helikazowa 1/lub wprowadza¢ napre¢zenia steryczne w obrebie

trzonu pre-miRNA, uniemozliwiajac dopasowanie substratu do centrum aktywnego.

Zmiany struktury RNA, w tym pre-miRNA, stanowig podstawe¢ mechanizmow
regulujacych biogenez¢ miRNA. RNA jest ujemnie naladowanym polimerem, stad
wiazanie kationow zmniejszajacych odpychanie elektrostatyczne wystepujace pomiedzy
rybonukleotydami, jest niezwykle wazne dla zwijania si¢ tancucha oraz stabilizacji jego
struktury. Dwa najpowszechniej wystepujace w ludzkich komoérkach kationy
nieorganiczne to: K (sposrod kationéw jednowartosciowych) i Mg®" (sposrod kationow

dwuwarto$ciowych). Badania dotyczace miR-92b (miRNA zaangazowany mig¢dzy
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innymi w rozwoj lekoopornosci niedrobnokomoérkowego raka ptuc [359]) wykazaty, ze
pre-mir-92b w warunkach panujacych w cytoplazmie wystgpuje w dwoch formach —
jako struktura typu spinki lub G-kwadrupleks [360]. Dowiedziono, ze zalezne od
stezenia jonow K przyjecie przez prekursor struktury G-kwadrupleksu zapobiega jego
przecieciu przez Dicer in vitro. Ponadto analizy bioinformatyczne wykazaty, ze ~16%
ludzkich pre-miRNA posiada sekwencje bogata w G, ktéora umozliwia im tworzenie
alternatywnej struktury G-kwadrupleksu. Obserwacja ta pozwala sadzi¢, ze stezenie
jonow i/lub aktywnosci czynnikow faworyzujacych przyjmowanie przez pre-miRNA
struktur innych niz kanoniczna moze by¢ jednym z czynnikow regulujacych biogeneze

czesci miRNA [360].

W Tabeli 1.2. przedstawiono charakterystyke bialek, ktore oddziatluja
z pre-miRNA 1wplywaja na dojrzewanie miRNA w komodrkach ludzkich. Efekty
regulatorowe wywierane przez te biatka wynikaja migdzy innymi ze zmiany sekwencji
[125, 361-366] i struktury drugorzegdowej RNA [367], rekrutacji lub wyparcie innych
czynnikow regulatorowych i/lub enzymoéw [217, 219, 220, 228, 362, 363, 368-378],
sekwestracji prekursorow [219, 220, 374-376]. Zmiany sekwencji pre-miRNA obejmuja
mono- 1 poliurydynylacje konca 3’ [125, 361-364], przylaczenie grupy metylowej do
fosforanu na koncu 5’ [365] oraz edytowanie pre-miRNA [366]. Jak wspomniano
wczesniej, grupa monofosforanowa, zapewniajaca negatywny tadunek elektrostatyczny
na koncu 5’ pre-miRNA, jest niezbedna dla zakotwiczenia substratu w dodatnio
natadowanej kieszeni wigzacej RNA w obrgbie domeny Platformy/PAZ Dicer [357].
Wykazano, ze zardwno in vitro jak 1 in vivo biatko BCDIN3D (ang. BCDIN3 domain
containing), bedace metylotransferaza RNA, katalizuje reakcj¢ dimetylacji grupy
fosforanowej na konicu 5’ pre-mir-145 i pre-mir-23b [365]. Modyfikacja ta prowadzi do
neutralizacji tadunku ujemnego na koncu 5' 1 zaburza wigzanie pre-miRNA przez Dicer.
Rowniez koniec 3’ pre-miRNA moze podlega¢ modyfikacjom, np. przez terminalne
transferazy urydylowe. Monourydynylacja pre-miRNA grupy II, prowadzi do
utworzenia kanonicznej struktury konca 3’ prekursoré6w i zapewnia ich wydajne
wigzanie przez Dicer [125, 361], podczas gdy poliurydynylacja pre-miRNA inicjowana
przez Lin28A blokuje oddzialywanie z Dicer 1 przyczynia si¢ do degradacji pre-miRNA
przez egzonukleazy [125, 361-364].
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Sposrdéd biatek przedstawionych w Tabeli 1.2. najliczniejsza grupe stanowig te
wigzgce si¢ do rejonu apikalnego prekursorow. Jak wspomiano wczesniej,
oddzialywanie pomiedzy petla apikalng a domeng helikazowg Dicer jest istotne dla
przyjecia przez rybonukleaze konformacji warunkujacej aktywnos¢ katalityczng [295].
W zwigzku z tym, zmiany struktury rejonu apikalnego pre-miRNA najprawdopodobnie;j
wywierajg efekt allosteryczny na aktywnos$¢ Dicer. Jednym z czynnikéw indukujacych
rearanzacje struktury prekursoréw jest ADARIpl110, biatko nalezace do rodziny
deaminaz adenozyny dwuniciowego RNA (ADAR, ang. double-stranded RNA
adenosine deaminase), ktore odpowiada za edytowanie pre-mir-151 w komodrkach
ludzkich, prowadzac do powstania, obok formy niezmodyfikowanej, trzech wariantow
sekwencyjnych: pre-mir-151A1L, pre-mir-151A31 1 pre-mir-151A131 [366] rdznigcych
si¢ istotnie pod wzgledem struktury rejonu apikalnego [295]. In vitro wykazano, ze
pre-mir-151A11 oraz pre-mir-151A131, tj. te prekursory, ktoérych rozmiar petli apikalne;j
odbiega znaczaco od struktury pre-mir-151, sg cigte przez Dicer mniej efektywnie
[295]. Co wigcej, rekonstrukcje kompleksow rybonukleinowych wykonane na
podstawie obrazéw z mikroskopu elektronowego wykazaty, ze obserwowana inhibicja
aktywnos$ci enzymu wynika z niekorzystnych zmian konformacyjnych, ktorym podlega
Dicer po zwigzaniu edytowanego RNA [295]. ADARI1 wykazuje aktywno$¢ deaminazy
jedynie, gdy wystepuje w formie homodimeru [379]. Co ciekawe, bialko to tworzy
rowniez heterodimery z Dicer (z powinowactwem podobnym do obserwowanego dla
TRBP) 1iwywiera wtedy pozytywny wplyw na dojrzewanie miRNA, zwigkszajac
predko$¢ maksymalna reakcji katalizowanej przez Dicer oraz wspierajac tworzenie si¢

kompleksu RISC [306] (Tabela 1.1.).
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Tabela 1.2. Biatka wptywajace na dojrzewanie ludzkich miRNA poprzez modyfikacje struktury pre-miRNA

REJON WPLYW NA
PREKURSORA BIALKO FUNKCJE BIOLOGICZNE DOJRZEWANIE miRNA REF.

w BCDIN3D (ang. BCDIN3 Metylotranferaza zalezna od S-adenozylo-metioniny, Metylacja fosforanu na koncu 5’ [365]
g domain containing) odpowiada za tworzenie y-metylofosforanowej pre-miRNA zaburza wigzanie
E struktury typu kap na koncu 5" RNA 7SK oraz substratu przez Dicer, prowadzac
) dimetylacj¢ 5" monofosforanu pre-miRNA. do obnizenia poziomu dojrzalego
= miRNA.

ADARI (ang. adenosine Jadrowa deaminaza dziatajaca na dsRNA, katalizuje Edytowanie pre-miRNA zmienia  [295, 366]

deaminase acting on RNA 1) konwersje A—1. strukture prekursorow, co

decyduje o ich powinowactwie do
Dicer i efektywnosci cigcia przez

— enzym.
z
j KSRP (ang. KH-type splicing ~ Bialko wigzace RNA, zaangazowane w transkrypcje, Promuje dojrzewanie miRNA
M regulatory protein) alternatywne sktadanie pre-mRNA, degradacje prawdopodobnie poprzez [217,368-371]
= niestabilnych czasteczek mRNA; wiaze pri- rekrutowanie Dicer i/lub
; i pre-miRNA, rozpoznajac bogate w G motywy wspieranie prawidtowego
@) strukturalne w obrebie petli apikalnych. wigzania pre-miRNA
E z rybonukleaza.
(=7

Lin28A Biatko wigzace RNA, zwicksza efektywno$¢ translacji ~ Antagonista Dicer; wiaze

poprzez stabilizowanie mRNA oraz rekrutowanie
rybosomow; selektywny supresor dojrzewania
okreslonych miRNA; oddziatuje z pri- i pre-miRNA.

pre-miRNA posiadajace motywy
GNGAY 1 GGAG w rejonie
apikalnym i rekrutuje UTP-
transferazy, prowadzac do
poliurydylacji i degradacji
pre-miRNA.

[219, 220,
362, 363, 372-
377]
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PREKURSORA BIALKO FUNKCIJE BIOLOGICZNE DOJRZEW ANIE miRNA REF.
MCPIP-1 (ang. monocyte RNaza regulujaca stabilnoé¢ mRNA kodujacego IL-13;  Antagonista Dicer; przecina [367]
chemoattractant protein- zaangazowana w rozwoj stanu zapalnego, migracje pre-miRNA w obrgbie petli
; induced protein 1) makrofagdw; indukuje apoptoze¢ i angiogeneze. apikalnej, indukujac ich
> degradacjg.
= g e
o
= RBM3 (ang. RNA binding Biatko wigzace RNA, indukowane niskimi Promuje dojrzewanie miRNA; [378]
< motif protein 3) temperaturami, zwicksza ogdlny poziom translacji wigze pre-miRNA 1 utatwia ich
% w warunkach umiarkowanej hipotermii. oddziatywanie z Dicer.
H
E TDP-43 (ang. TAR DNA- Biatko wigzace DNA i RNA, zaangazowane Promuje dojrzewanie miRNA;
inding protein- w regulacje¢ transkrypcji oraz sktadania pre-m ; ulatwia wigzanie i cigcie
binding protein-43) gulacje krypcji kladania pre-mRNA tatwia wigzanie i cigci [228]
hamuje transkrypcje DNA HIV-1; komponent pre-miRNA przez Dicer.
kompleksoéw Drosha i Dicer.
GLD2, tez: TUT2 Niekanoniczna polimeraza poli(A) o aktywnosci UTP-  Monourydylacja konca 3’ [125]
transferazy dzialajaca w cytoplazmie. prekursorow miRNA grupy 11
o promuje ich dojrzewanie.
Q
= ZCCHCO/11 (ang. zinc finger ~ Terminalne transferazy urydylowe dziatajace Monourydylacja konca 3’ [125, 362-364]
% CCHC domain-containing w cytoplazmie. prekursorow miRNA grupy 11
N protein 6/11), tez: TUT7/4 promuje ich dojrzewanie. Zalezna

(odpowiednio)

od Lin28A, poliurydylacja konca
3’ prekursorow, w tym pre-let-7a
indukuje ich degradacjg.
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I-4-5. Przekazanie dupleksu miRNA/miRNA* do kompleksu biatka Argonaute

Biogeneza miRNA nie konczy si¢ na etapie ciecia pre-miRNA przez Dicer.
Generowany przez Dicer dupleks miRNA/miRNA* przekazywany jest do bialtka
Argonaute, gdzie nastgpuje selekcja nici. Niekiedy tez konce miRNA poddawane sa
modyfikacjom chemicznym lub skracaniu, co wptywa na stabilno$¢ i funkcjonowanie

miRNA.

Biatka z rodziny Argonaute s3 podstawowymi partnerami srRNA.
U eukariontow wyro6znia si¢ podrodzine biatek Ago, ktorej przedstawiciele oddziatuja
z miRNA 1 siRNA [380, 381], oraz podrodzing biatek Piwi wiazacych piRNA [382].
Biatka Argonaute charakteryzuja si¢ obecnoscia domeny N, domeny PAZ, domeny
MID (ang. middle) oraz domeny PIWI (Rys. 1.3. C). Badania strukturalne pozwolity
ustali¢, ze RNA zwigzany przez Argonaute kotwiczony jest w obrgbie domen: PAZ
(kieszen wigzaca koniec 3' RNA) i MID (kieszen wigzaca koniec 5" RNA) [383-385].
Domena N jest niezbedna w procesie zatadunku i rozplatania dupleksu RNA [386],
natomiast domena PIWI jest strukturalnie podobna do RNazy H i odpowiada za
aktywno$¢ endonukleazowa niektérych Argonaute. Spos$rod paralogéw AGO
zidentyfikowanych u cztowieka (AGO1-4), jedynie AGO?2 jest aktywne katalitycznie
[387-389]. Wszystkie cztery bialka tworzg funkcjonalne kompleksy RISC, a wyniki
glebokiego sekwencjonownaia wskazuja na istnienie mechanizmow selektywnie

sortujagcych miRNA do poszczegolnych biatek [390, 391].

Przyjmuje sig, ze transfer dwuniciowego produktu generowanego przez ludzka
Dicer nastgpuje w obrebie kompleksu tadujacego RISC (RLC, ang. RISC-loading
complex), w sktad ktérego, oprocz Dicer, wchodzg réwniez AGO 1 TRBP [37, 46, 266].
Rekonstrukcja budowy RLC wykonana na podstawie wynikow obrazowania
z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej wykazata, ze domena helikazowa Dicer
zaangazowana jest w oddziatywanie z TRBP, podczas gdy centrum Kkatalityczne
enzymu znajduje si¢ proksymalnie w stosunku do AGO [266]. Wyniki badan in vitro
z wykorzystaniem dsRNA wskazuja, ze produkt generowany przez Dicer jest uwalniany
z kompleksu Dicer*TRBP Ilub Dicer.PACT, a nastgpnie ponownie wigzany
w odmiennej orientacji [268]. Wedlug tego modelu, mniej stabilny termodynamicznie
koniec dupleksu kotwiczony jest w obrebie domeny helikazowej Dicer, podczas gdy

koniec bardziej stabilny wigzany jest przez dsRBP (tj. TRBP lub PACT). W kolejnym
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etapie nastgpuje transfer dsSRNA do AGO, najpierw czeSci wigzanej przez dsRBP,
a nastgpnie konca oddzialujacego z Dicer. Proces ten jest wspierany przez biatka
opiekuncze: HSP70 i HSP90 [48, 49], ktore przeprowadzajg hydrolize ATP i utrzymujg
AGO w konformacji otwartej, tj. faworyzujacej przyjmowanie dsRNA. Istniejg
sprzeczne doniesienia na temat roli Dicer na dalszych etapach funkcjonowania RISC.
Cz¢$¢ z nich sugeruje, ze Dicer, TRBP 1 AGO pozostajg zwigzane [37, 331], a obecnos¢
Dicer 1 TRBP stymuluje aktywno$¢ AGO na etapie efektorowym RNAi [37, 47]. Inne
wyniki wskazuja na dysocjacje kompleksu po zwigzaniu dsRNA przez AGO [267].

Wybor nici miRNA, ktora zostanie wlaczona do kompleksu RISC podyktowany
jest termodynamiczng asymetrig koncéw oraz strukturg drugorzedowa dupleksu [392,
393]. Zazwyczaj inkorporowana jest ni¢ bogatsza w pirymidyny i posiadajagca mniej
stabilny termodynamicznie koniec 5'. Ponadto wykazano preferencj¢ poszczeg6lnych
biatek Argonaute do wigzania miRNA o okreslonej sekwencji [393]; dzigki rozwigzaniu
struktury krystalicznej domeny MID ludzkiego AGO2 ustalono, ze p¢tla tworzona przez
aminokwasy w pozycjach 523-527 odpowiada za selektywne oddziatywanie z 5'U 1 5'A
[394]. Mechanizm rozplatania dupleksu miRNA/miRNA* nie zostal jednoznacznie
wyjasniony. Wykazano, ze w komorkach ludzkich oraz D. melanogaster, w przypadku
dupleksow o niezaburzonej strukturze dwuniciowej, Argonaute 2 nacina ni¢ pasazerska,
ktora jest nastgpnie usuwana przez endonukleaze C3PO [395, 396]. Wigkszo§¢ miRNA
tworzy jednak dupleksy o niepelnej komplementarnosci, ktére nie podlegaja cigciu.
Niezaleznie od mechanizmu, postuluje si¢, Ze rozplatanie inicjowane jest przez domeng

N biatka AGO, ktora dziata jak klin, wchodzac pomiedzy nici dupleksu [386].

Pojedynczy miRNA wystepuje czgsto w postaci izoform, tzw. izomiRow, ktore
sg wariantami o odmiennej sekwencji i/lub dlugosci powstajacymi z tego samego loci
genomowego [397-399]. IzomiRy dzieli si¢ na izomiRy 5’ 13’ oraz izomiRy
polimorficzne, w zalezno$ci od tego, czy zrdznicowanie dotyczy sekwencji koncow
miRNA czy sekwencji wewnetrznej [400]. Najczesciej obserwuje si¢ izomiRy 3,
zarowno pod wzgledem liczby heterogennych miRNA, jak i czestosci wystepowania
wariantow [377, 397, 398, 401]. Heterogenno$¢ konca 5’ jest znacznie mniej
powszechna, poniewaz pojedyncza zmiana w tym fragmencie miRNA wplywa
radykalnie na sekwencj¢ funkcjonalnego regionu ,seed”, a tym samym — na pule

docelowych transkryptow. Poréwnanie profili izomiRow w réznych liniach
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komorkowych oraz typach tkanek wskazuje, ze biogeneza poszczegdlnych wariantow

jest specyficzna komorkowo [401, 402] oraz podlega dynamicznej regulacji [377, 398].

Heterogenno$¢ obserwowana w przypadku izomiRoéw jest wynikiem nie tylko
alternatywnego/nieprecyzyjnego ci¢cia przez Drosha 1 Dicer [338, 344, 403] czy zmian
wprowadzanych do sekwencji prekursorow przez inne enzymy [125, 126], ale takze
modyfikacji miRNA przed i po zwigzaniu z biatkiem Argonaute [404-408]. Wyniki
analiz krystalograficznych ludzkiego biatka AGO2 oraz jego kompleksu z miR-20a
wskazuja, ze, w przeciwienstwie do konca 5’ miRNA, ktory jest zakotwiczony 1 ukryty
wewnatrz domeny MID, koniec 3’, cho¢ wigzany przez domen¢ PAZ, jest dostgpny dla
oddziatywania z innymi biatkami i moze by¢ narazony na ataki egzonukleaz [384, 385].
W komorkach D. melanogaster zidentyfikowano egzonukleaz¢ Nibbler, ktora
odpowiada za docinanie kofica 3' miRNA zwigzanego przez Agol [404, 405]. Mutanty
delecyjne pozbawione Nibbler wykazuja odmienny profil izomiRéw 3’ oraz
charakteryzuja si¢ sterylnoscia. Tozsamos$¢ egzonukleaz skracajacych konce 3’ miRNA
w komoérkach ssaczych nie jest znana, cho¢ preferencja do wytrawiania konca 3'A
w porownaniu do 3'U [408] moze wskazywa¢ na zaangazowanie w ten proces
specyficznych deadenylaz. Podobnie jak w przypadku izomiRow zidentyfikowanych
u D. melanogaster, docinanie nast¢puje po etapie selekcji nici miRNA 1 jest
uwarunkowane tym, ktory z paralogéw Argonaute wchodzi w sktad kompleksu RISC
[408]. Biatka Argonaute wigzace miRNA charakteryzuja si¢ obecno$cia w domenie
PAZ konserwatywnego motywu KY (313-314) zaangazowanego w oddziatywanie
z dwoma ostanimi nukleotydami konca 3’ miRNA. W bialkach Argonaute 2
u czworonogoéw stwierdzono substytucje KY—RH. Postuluje si¢, ze zmiana ta, ze
wzgledu na wilasciwosci fizyko-chemiczne histydyny (mniejszy rozmiar i brak grupy
OH w fancuchu bocznym), wptywa na ostabienie oddziatywania z RNA, czynigc koniec
3’ miRNA zwigzanych z bialkami Argonaute 2 bardziej dostgpnym dla innych
enzymow [408].

Wigkszos¢ znanych transferaz nukleotydow to polimerazy 5'—3’ [409], co
réwniez sprzyja powstawaniu heterogennosci konca 3’ miRNA. Najcze$ciej obserwuje
si¢ urydylacje oraz adenylacje miRNA [401]. Badania in vivo w modelu mysim
wykazaty zaangazowanie transferazy Zcchcll w urydylacje licznej grupy miRNA

[407]. Stwierdzono na przyktad, ze 3-monourydylacja miR-126-5p i miR-379, do ktorej
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dochodzi w komoérkach watroby nowonarodzonych myszy, skutecznie obniza zdolnos$¢
obu miRNA do wyciszania ekspresji genu kodujgcego insulinopodobny czynnik
wzrostu-1 (IGF-1, ang. insulin-like growth factor 1) — biatko kluczowe dla
réznicowania i dojrzewania tkanek [407]. Z kolei charakterystyczny dla hepatocytow
miR-122 podlega 3'-adenylacji przez polimeraz¢ poli(A) GLD2, co zostalo
potwierdzone zarowno w komorkach ludzkich, jak 1imysich [406]. Ponadto
w watrobach myszy GLD2”" stwierdzono drastyczny spadek poziomu miR-122
w poréwnaniu do prob uzyskanych z myszy heterozygotycznych [406]. GLD2 jest
podstawowym enzymem odpowiadajacym za adenylacje konca 3’ szeregu innych
miRNA, miedzy innymi w liniach ludzkich monocytéw [401] i fibroblastow [410]. We
wszystkich przebadanych przypadkach modyfikacja wprowadzana przez GLD2
wydtuza czas pottrwania miRNA w komorce. Znane sg rowniez biatka zaangazowane
w deadenylacje 1 degradacje miR-122 [411]. Badania in vitro wlinii ludzkich
hepatocytow wykazaly, ze miR-122 wigzany jest przez biatko CUGBPI1 (ang. CUG-
binding protein 1), ktore rekrutuje rybonukleaze PARN, prowadzac do degradacji
miRNA. CUGBP1 wigze takze inne miRNA bogate w UG, np. miR-93
1 miR-652-3p, indukujac ich deadenylacj¢, w konsekwencji rowniez degradacje [411].
Dalsze analizy biochemiczne wykazaty, ze zwigzanie miRNA przez AGO2 chroni je
przed deadenylacja, co sugeruje, ze zalezna od CUGBP1 i PARN degradacja miR-122
odbywa si¢ najprawdopodobniej juz po zaj$ciu etapu efektorowego RNAi [411]. Co
ciekawe, 3'-adenylacja matczynych miRNA w oocytach oraz na wczesnym etapie
rozwoju embrionéw D. melanogaster jest czynnikiem destabilizujagcym miRNA [412].
Enzymem zaangazowanym w adenylacje¢ miRNA u D. melanogaster jest homolog
GLD2 — polimeraza poli(A) Wispy. Zalezny od adenylacji mechanizm usuwania
matczynych miRNA podczas przejscia fazowego oocyt—zygota jest obecny takze
u jezowcow 1 ssakow [412]. Podobna strategia obnizania poziomu dojrzalych miRNA
jest wykorzystywana takze przez pokswirusy. Wykazano, ze w zainfekowanych
komorkach ludzkich 1 owadzich wirusowa polimeraza poli(A) VP55 przeprowadza
poliadenylacj¢ miRNA gospodarza, a poliadenylowane czasteczki kierowane s3 na

droge degradacji [413].

Przytoczone przyklady pokazuja, ze w zaleznosci od kontekstu komorkowego
pozornie ta sama modyfikacja chemiczna kofca 3’ miRNA moze wywiera¢ zgota

odmienny efekt na stabilno$¢ czasteczki, a réznica jedynie nukleotydu w przypadku
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kluczowych miRNA (np. miR-122 w watrobie) moze by¢ czynnikiem determinujagcym
prawidlowy rozw¢j 1 funkcjonowanie poszczegdlnych organow czy calych organizmoéw.
Istnieje zatem potrzeba dalszych badan, ktore wyjasnityby podstawy mechanizmow
selekcji miRNA oraz zidentyfikowalyby czynniki zaangazowane w degradacje

zmodyfikowanych miRNA.

Poziom miRNA w komorce jest wypadkowa biogenezy (regulowanej na wielu
plaszczyznach, Rys. 1.2.), a takze procesoOw aktywnej degradacji miRNA. Dojrzate
czasteczki, szczegolnie po wlaczeniu do kompleksu RISC sg niezwykle stabilne. Okres
poltrwania wigkszosci ludzkich miRNA liczony jest w godzinach, a nawet dniach [414,
415] 1ijest zasadniczo dluzszy niz okres poéttrwania mRNA [416, 417]. Badania
w roznych systemach modelowych pozwolity na identyfikacje determinant
strukturalnych oraz czynnikow dziatajacych w uktadzie trams, ktére wplywaja na
réznice w stabilnosci poszczegdélnych miRNA. Wspomniano juz o kluczowej roli
modyfikacji chemicznych konca 3’ miRNA. Ponadto zidentyfikowano motywy
sekwencyjne, ktore wplywaja na szybkos$¢ degradacji poszczegdlnych miRNA [414,
418, 419], np. analiza poréwnawcza rodziny miR-29 wykazala, Ze elementem
destabilizujgcym miR-29b/c sg urydyny w pozycji 9-11 [418]. Podobng zaleznos¢
zaobserwowano w przypadku innych miRNA posiadajach ciag urydyn w tej pozycji.
Z kolei dla miR-308, motyw zaangazowany w jego degradacje obejmuje sekwencje
GGAUUCG na koncu 3’ [414]. Znanych jest rowniez szereg czynnikow dziatajacych
w ukladzie frans, ktore indukuja degradacj¢ miRNA lub sa wnig bezposrednio
zaangazowane. Oprocz wspomnanych juz polimeraz poli(A) (np. Wispy, VP55), do
grupy tej nalezg takze: czasteczki RNA pochodzenia wirusowego [420] oraz
specyficzne egzonukleazy dzialajace niezaleznie [421-424] 1 w kompleksie egzosomu

[414].
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I-5. Zastosowanie aptamerdw w badaniach regulacji powstawania i funkcjonowania

miRNA

Z uwagi na role, jaka miRNA odgrywaja w uktadach biologicznych, znaczny
wysitek badawczy zostal skierowany w stron¢ opracowania narzedzi pozwalajgcych
lepiej zrozumie¢ powstawanie i funkcjonowanie miRNA. W badanich tych, oprocz
metod inzynierii genetycznej pozwalajacych wplywac na poziom ekspresji okreslonych
genow (np. DICERI czy poszczegolne MIR), wykorzystuje si¢ rowniez oligomery
oddziatujace bezposrednio z prekursorami badz z dojrzalymi miRNA, lub tez
stanowigce ich kompetytory. Glowne grupy narzedzi reprezentuja: wektory do
produkcji dlugich transkryptéw zawierajacych miejsca komplementarne do miRNA
[425, 426], oligomery antysensowe (ASOs, ang. anti-sense oligonucleotides) [427-429],
analogi miRNA (ang. miRNA mimics) [430] oraz aptamery RNA [431, 432].

Aptamery to krotkie, jednoniciowe czasteczki kwaséw nukleinowych
przyjmujace S$cisle okreSlong strukture trzeciorzedowa, ktora odpowiada za
selektywno$¢ ich interacji z okre$lonymi ligandami, np.: z kwasami nukleinowymi,
peptydami, biatkami czy zwigzkami niskoczasteczkowymi. Selekcji aptamerow
dokonuje si¢ na drodze ukierunkowanej ewolucji in vitro, wykorzystujac metode
SELEX (ang. systematic evolution of ligands by exponential enrichment) [433].
Zastosowanie restrykcyjnych warunkoéw selekcji aptamerow pozwala uzyskiwaé
czasteczki wykazujace bardzo wysokie powinowactwo 1 selektywnos¢ wobec
wybranych ligandow. W badaniach dotyczacych RNAi 1 miRNA aptamery
wykorzystuje si¢ przede wszystkim do precyzyjnego dostarczania innych
funkcjonalnych czasteczek, np. ASO [434] czy siRNA [435] do wybranych typow
komorek. Jedynie pojedyncze doniesienia informujg o zastosowaniu aptamerow jako

samodzielnych narzedzi do interferencji w powstawanie czy funkcjonowanie miRNA.

W nurt badawczy wykorzystujacy aptamery RNA do badania biogenezy miRNA
wpisuja si¢ dziatania podjete w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Systemowej IChB
PAN. Ich celem byta selekcja i charakterystyka aptameréw RNA wigzacych Dicer.
W efekcie przeprowadzonych badan zidentyfikowano 126 aptameréw RNA o dtugosci
od 50 do 80 nt bedacych potencjalnymi substratami i regulatorami Dicer [436].
Wszystkie wyselekcjonowane aptamery wykazuja jednakowa organizacjg; centralng

~20-nt cze¢§¢ aptameru o zmiennym skladzie nukleotydowym oskrzydlaja 18-nt
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fragmenty o statej sekwencji. Przewidywane struktury drugorzgdowe tych oligomerow,
mimo ze zblizone do typowej struktury pre-miRNA, charakteryzuja si¢ licznymi
zaburzeniami w trzonie spinki (lub spinek), co potwierdza wczesniejsze obserwacje
dotyczace silnie zréznicowanej budowy czasteczek RNA wigzanych przez Dicer [261].
Wyniki analiz biochemicznych jakim poddano wybrane aptamery pozwolity
zidentyfikowac¢ oligomery, ktore stanowig substrat dla Dicer i w zwigzku z tym moga
by¢ kompetytorami wobec pre-miRNA oraz czasteczki wigzane i niecigte przez enzym,
ktére najprawdopodobniej dziatajg jak inhibitory allosteryczne rybonukleazy. Potencjat
wybranych aptameréw do hamowania powstawania miRNA w reakcjach z Dicer byt
zalezny od rodzaju uzytego substratu. Sposrdd przebadanych oligomerow szczegdlng
uwage zwrocity dwa aptamery: ATD 13.6 (niecig¢ty przez Dicer) 1 ATD 15.52 (ciety
przez Dicer). W ich przypadku obserwowano wyraznie selektywny wzrost potencjatu
inhibitorowego w reakcjach z jednym z testowanych pre-miRNA, tj. z pre-mir-210
[436]. Poziom miR-210 powstajacego w reakcjach z Dicer ulegal obnizeniu o >80%,
gdy w probie obecny byt ATD 13.6 lub ATD 15.52 w poréwnaniu do reakcji
kontrolnych bez ich udziatu. Natomiast wptyw tych aptameréw na powstawanie innych
testowanych miRNA byl znacznie mniejszy, np. wreakcjach z pre-mir-33a
powodowaly one jedynie ~30% spadek wydajnosci powstawania miR-33a
w porownaniu do reakcji kontrolnych. Na podstawie wstepnych ustalen ATD 13.6
zaklasyfikowano do grupy inhibitoréw allosterycznych Dicer, natomiast ATD 15.52 do
grupy inhibitorow funkcjonujacych na zasadzie kompetycji wobec substratow tego
enzymu. Uzyskane wyniki nie pozwolity jednak jednoznacznie wyjas$ni¢ znaczacych
réznic w efektywnosci dziatania obu aptameréw w zaleznosci od rodzaju pre-miRNA

uzytego w reakcji.

W kolejnych latach pojawily si¢ pojedyncze doniesienia opisujace selekcje
aptamerow oddziatujacych z prekursorami miRNA. Liinse i wsp. otrzymali aptamer
RNA wigzacy policistronowy pri-mir-17~92 1 hamujacy jego cigcie przez Drosha
invitro [431]. Szczegdlowe badania strukturalne, obejmujace ukierunkowang
mutagenez¢ oraz mapowanie chemiczne, wykazaty, Ze aptamer wigzat si¢ do petli
apikalnej pre-mir-18a. Dalsze badania, prowadzone in vitro z wykorzystaniem frakcji
jadrowej lizatow komorek eukariotycznych (zawiera endogenng Drosha), potwierdzity,
ze wspomniane oddziatywanie bylo wystarczajace do zahamowania powstawania

wszystkich sze$ciu pre-miRNA kodowanych w obrebie pri-mir-17~92. Liczne
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doniesienia wskazuja na powigzanie podwyzszonego poziomu ekspresji MIR-17~92
z kancerogenezg, w tym, z rozwojem siatkowczaka [437]. Grupa Krishnakumara
wykazata, ze aptamer wyselekcjonowany przez Liinse i wsp. efektywnie hamowat
cigcie pri-mir-17~92 przez kompleks Mikroprocesora w liniach komorkowych
siatkbwczaka (Y79 1 WERI-Rbl), co z kolei skutkowato obnizeniem poziomow
dojrzalych miRNA 1 prowadzito do indukcji apoptozy oraz zahamowania proliferacji

komorek rakowych [432].

Podobng strategie regulacji dojrzewania miRNA, jednak na etapie cigcia
pre-miRNA przez Dicer, przyj¢li Sczepanski i Joyce. Dokonali oni selekcji aptamerdéw
L-RNA wigzacych si¢ do rejonu apikalnego szeregu pre-miRNA [438]. L-RNA to
enancjomer naturalnie wystgpujacego D-RNA, z uwagi na konformacje budujacych go
ryboz jest on odporny na dziatanie komorkowych nukleaz. Wyniki badan in vitro
z oczyszczong rekombinowang Dicer dowiodly, ze utworzenie si¢ kompleksu
pre-miRNA-<L-aptamer uniemozliwialo oddziatywanie Dicer z pre-miRNA i hamowato
powstawanie miRNA. Nalezy jednak zauwazy¢, ze warunki rekacji (stezenie jonow
Mg*" w buforze oraz temperatura inkubacji) wptywaly w istotny sposob na warto$é
stalej dysocjacji (Kd) odpowiednich kompleksow, jak 1 potencjal inhibitorowy danego
L-aptameru.  Najwiekszag  zmian¢ odnotowano w  przypadku  czasteczki
wyselekcjonowanej wobec pre-mir-155; w reakcji z Dicer w warunkach
odpowiadajacych przyjetym podczas selekcji aptamerow (5 mM MgCl,, 23°C)
wydajnie hamowata ona powstawanie miR-155 (IC50 = 52 nM'), natomiast
w warunkach zblizonych do fizjologicznych (0,5 mM MgCl,, 37°C) nie wywierata
zadnego efektu inhibitorowego. Biorac pod uwage, ze zaréwno stezenie jonOw
dwuwarto$ciowych, jak 1 temperatura w istotny sposob wptywaja na strukture
przestrzenng RNA, wyniki uzyskane przez Sczepanskiego i Joyce’a potwierdzaja
wczesniejsze obserwacje, ze za oddzialywanie aptamerdow 1 ich ligandow odpowiada

struktura drugo- 1 trzeciorzedowa tych czasteczek.

! ang. half maximal inhibitor concentration, czyli stezenie czasteczki, przy ktérym obserwowano
obnizenie poziomu miRNA o 50% w stosunku do reakcji kontrolnej
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Z przedstawionych we Wstepie informacji jasno wynika, ze biogeneza miRNA
jest wieloetapowym procesem, ktory podlega zlozonej, kilkustopniowej regulacii.
Dotychczasowe badania skupialy si¢ przede wszystkim na maszynerii biatkowej
bezposrednio lub posrednio zaangazowanej w powstawanie miRNA. Niewiele
natomiast wiadomo na temat udziatu czynnikéw niebiatkowych w biogenezie miRNA,
szczegOlnie na etapie cytoplazmatycznym. Tymczasem wydaje si¢, ze oligomery RNA,
ze wzgledu na ich potencjal do oddziatywania zarowno z substratami Dicer, jak i z sama
rybonukleaza sg predestynowane do tego, by bra¢ udziat w regulacji uwalniania miRNA
z czasteczek prekursorowych. Stad, od szeregu juz lat, w pracowni Biologii
Molekularnej 1 Systemowej ICHB PAN prowadzone sa badania zmierzajace do
weryfikacji hipotezy zakltadajacej, iz czasteczki RNA sg nie tylko substratami, ale
1 regulatorami bialek odpowiedzialnych za wycinanie miRNA z ich prekursorow.
W rezultacie zidentyfikowano szereg aptamerow RNA wiazacych Dicer 1 w roznoraki
sposob wplywajacych na aktywno$¢ tej rybonukleazy. Wykazano, ze krotkie czasteczki
RNA mogg funkcjonowa¢ jako selektywne (specyficzne dla danego miRNA)
1 nieselektywne inhibitory powstawania miRNA. Wyniki wstepnych badan sugeruja, iz
zidentyfikowane czasteczki moga dziala¢ na zasadzie kompetycji lub by¢ inhibitorami

allosterycznymi.

Bioragc pod uwage powyzsze wzgledy zdecydowatam, by celem mojej pracy
byto poznanie czynnikéw decydujacych o zdolnosci krotkich RNA do selektywnej
inhibicji procesu powstawania wybranych miRNA. Osiggni¢cie tak zarysowanego celu

wymagato realizacji nast¢pujacych zadan:

poznanie mechanizmu dziatania aptameréw RNA, ktore wigzg Dicer

1 selektywnie hamujg powstawanie jednego z badanych miRNA;

zaproponowanie ogolnego modelu selektywnej inhibicji wywieranej przez

oligomery RNA na proces wycinania miRNA z pre-miRNA;

weryfikacja zaproponowanego modelu.
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II-1. Materiaty

II-1-1. Bufory i roztwory barwigce

Bufor 10xPBS, pH 7.4

1370 mM NaCl
27 mM KCl

43 mM Na,HPO,
14,7 mM KH,PO4

Bufor 10xTBE

890 mM Tris
890 mM H;BO;
20 mM EDTA

Bufor do reakciji ciecia RNA przez Dicer

2,5 mM MgCl,
250 mM NaCl
20 mM Tris-HCL, pH 7,5

Bufor do badania oddziatywan RNA z Dicer

250 mM NaCl
20 mM Tris-HCI, pH 7,5

Bufor I do naktadania prob na zel poliakryloamidowy (LB 1, ang. loading buffer 1)

0,05% biekit bromofenolowy
0,05% ksylencyjanol

w 10 M wodnym roztworze mocznika
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Bufor II do naktadania préb na zel poliakryloamidowy (LB II)

0,05% biekit bromofenolowy
0,05% ksylencyjanol

w 30% wodnym roztworze glicerolu

Bufor do elektroforezy w zelach poliakryloamidowych w warunkach natywnych

IxTBE
5% glicerol

Bufor do lizy komorek

100 mM KCl

5 mM MgCl,

10% glycerol

0,5 mM DTT

0,2% NP40

1xComplete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche)
30 mM HEPES, pH 7,4

Roztwor N-metylomezoporfiryny IX (NMM) do wybarwiania w zelach PAA kwasow
nukleinowych o strukturze G-kwadrupleksoéw

8,61 mM NMM
w 0,2 M HCI

Roztwér Sybr Gold® do wybarwiania kwaséw nukleinowych w zelach PAA

1xSybr Gold®
w I1XTBE
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II-1-2. Materiat biologiczny

W badaniach wykorzystano lini¢ komoérek HelLa (American Type Culture Collection);

materiat do badan stanowila izolowana z nich frakcja cytoplazmatyczna (I11-2-5).

I1I-1-3. Oligorybonukleotydy

W badaniach wykorzystano jednoniciowe RNA zakupione w firmach: IBA Germany

1 FutureSynthesis Sp. z 0.0. RNA i DNA wystepujace w formie G-kwadrupleksow

zostaty zsyntetyzowane w zespole prof. Ryszarda Kierzka z Zakladu Chemii i Biologii

Strukturalnej Kwasow Nukleinowych IChB PAN. Sekwencje wszystkich oligomerdéw

przedstawiono w Tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Oligomery wykorzystane w badaniach

nazwa sekwencja dlugosé

20MeAL-16-1 2* GAAUCUUAACGC 12 nt

3'-ATD 15.52 GUGAGUCGUUGUGCUGCCCAUGUUAACAGUUAGCC 35nt

5'-ATD_15.52 AGGGAGAAUCAUAAGUGCGCA 21 nt

AL-16-120MeAL-16-1*  AUUUUAGAAUCU 12 nt

AL-21/20MeAL-21* AUGAGAUUCAAC 12 nt

AL-210/20MeAL-210%* GGGGCAGCGCAG 12 nt

AL-33a/20MeAL-33a* GGGUACCACCAG 12 nt

ATD 13.6 GGGAGAAUCAUAAGUAGCGGUGUGUGAGUCGUGGUG 56 nt
CCCCAUGUUAACAGUUAGCC

ATD 15.52 AGGGAGAAUCAUAAGUGCGCAGUGAGUCGUUGUGCU 56 nt
GCCCAUGUUAACAGUUAGCC

G,U, Gy GGGGUUUUGGGG 12 nt

PCDH21 fr GGAAGAACAGAAGUAGAGGUGUGUGAGUC 29 nt

pre-mir-16-1 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCGUUAAGAUUCUAAAA 65nt
UUAUCUCCAGUAUUAACUGUGCUGCUGAA

pre-mir-21 AGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCAUG 58nt
GCAACACCAGUCGAUGGGCUGU

pre-mir-210 GCCCCUGCCCACCGCACACUGCGCUGCCCCAGACCCA  58nt
CUGUGCGUGUGACAGCGGCUG

pre-mir-33a GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCAUGUUCUGGUGGUACC  61nt
CAUGCAAUGUUUCCACAGUGCAUCA

QU14 GGAGGUUUUGGAGG 14 nt

RNAI12 AGCUUAUCAGAC 12 nt
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nazwa sekwencja dlugosé
RNA14 GGGUACCACCAGAA 14 nt
RNA22 CAAUGUUUCCACAGUGCAUCAC 22 nt
RNA32 GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCAUGUUCUGGUCA 32nt
RNA42 GGGAGAAUCAUAAGUAGCCUCCCCCCAUGUUAACAG 42 nt
UUAGCC
RNAS52 GGGAGAAUCAUAAGUAGCCCCUCGUUCAcCUCCCCCC  S2nt
AUGUUAACAGUUAGCC
RNAG62 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCGUUAAGAUUCUAAAA 62nt
UUAUCUCCAGUAUUAACUGUGCUGCU
TER10 GGGUUAGGGU 10 nt
TERI12 UAGGGUUAGGGU 12 nt
TER18 GGGUUGCGGAGGGUGGGC 18 nt
TER18-2A AAGGGUUGCGGAGGGUGGGC 20 nt
TER22 AGGGUUAGGGUUAGGGUUAGGG 22 nt
THAP4 fr GGAGAAGCAGUAGGAGUGCAGUGAGUCGAUGAGCU 35nt

*ryboza kazdego nukleotydu zawiera grupe metylowa przylaczona kowalencyjnie do atomu tlenu

w pozycji 2'

Ill-1-4. Rybonukleaza Dicer

W badaniach wykorzystano: dostepny komercyjnie enzym Turbo Dicer  (Genlantis),

preparat rekombinowanej ludzkiej Dicer otrzymany w systemie bakulowirusowym

(ITI-2-6) oraz frakcje cytoplazmatyczng lizatow komorek eukariotycznych (w dalszej

czgscl pracy nazywang preparatem komorkowym) zawierajagca endogenng Dicer

(I11-2-5.).

I1I-1-5. Zele poliakrylamidowe (PAA)

Zele analityczne do rozdziatu elektroforetycznego kwasow 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, 30 ul TEMEDu na 80 ml

zelu.
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Zele preparatywne do rozdziatu elektroforetycznego kwaséw  nukleinowych
w warunkach denaturujacych

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

zelu.

Zele do badania oddzialywan RNAeRNA w warunach natywnych

12% akrylamid/N,N'-bisakrylamid w stosunku 29:1, 5% glicerol w buforze 1xTBE.
Katalizatory polimeryzacji: 200 ul 10% nadsiarczanu amonu, 30 pl TEMEDu na 50 ml

zelu.

Zele do badania oddziatywahn RNA ebiatko w warunkach natywnych

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

zelu.

Ill-1-6. Enzymy i odczynniki wykorzystane podczas badan

Akrylamid/N,N'-bisakrylamid, 29:1 (Serva)

Albumina wotowa, BSA (Promega)

Antibiotic Antimycotic Solution, 100x (Sigma-Aldrich)
Bio Rad Protein Assay (Bio Rad)

Blekit bromofenolowy (BioShop)

Bydleca surowica ptodowa, FBS (PAA)

Chlorek magnezu, MgCl, (BioShop)

Chlorek potasu, KCI (BioShop)

Chlorek sodu, NaCl (BioShop)

cOmplete , EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche)

Ditiotreitol, DTT (BioShop)
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Glicerol (BioShop)

Hepes (BioShop)

Ksylencyjanol (Sigma-Aldrich)

Kwas edetynowy, EDTA (BioShop)

Kwas octowy lodowaty, CH;COOH (Chemipur)

Kwas solny, HCI (Chempur)

L-glutamina (Sigma-Aldrich)

Mocznik, CO(NH,), (BioShop)

N,N,N', N'-tetrametyloetylenodiamina, TEMED (Sigma-Aldrich)
Nadsiarczan amonu, APS (BioShop)
N-metylomezoporfiryna IX, NMM (Frontier Scientific)
Octan sodu, CH3;COONa (Serva)

RNA drozdzowe (Ambion)

RNaza T1 (Ambion)

RPMI-1640 (Gibco/Thermo Fisher Scientific)

SYBR" Gold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific)

Tergitol® NP-40 (Sigma-Aldrich)
Trypsyna (Sigma-Aldrich)

Turbo Dicer  (Genlantis)

Woda wolna od RNaz (Ambion)

Wodorotlenek sodu, NaOH (Chemipur)
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I1I-2. Metody
I1I-2-1. Elektroforeza w zelach poliakrylamidowych w warunkach denaturujgcych

Rozdziat elektroforetyczny kwaséw nukleinowych (12-65 nt) w warunkach
denaturujacych prowadzono w zelach poliakryloamidowych zawierajacych 7 M
mocznik. Do celow preparatywnych stosowano 8% zele PAA o wymiarach 19x18,5 cm,
do celow analitycznych stosowano 15% zele PAA o wymiarach 39x33 cm. Sktady obu
podano w Tabeli 3.2. Analizowane preparaty przed natozeniem na zel denaturowano,
w tym celu mieszano je z rdwna objetosciag LB I i inkubowano przez 3 min w 90°C,
a nastgpnie przez 5 min na lodzie. Rozdzial prowadzono w buforze 1xTBE. Przed
natozeniem prob, zel poddawano preelektrforezie: 1500 V, 50 W, 10 mA, 15 min
Elektroforeze¢ prowadzono w nastepujacych warunkach: 1500 V, 50 W, 40 mA, 2,5-3 h.
RNA znakowany radioizotopowo wizualizowano na kliszach rentgenowskich (zele
preparatywne) lub przy uzyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm) (Zele analityczne). Do

analizy uzyskanych danych wykorzystywano oprogramowanie Multi Gauge (Fujifilm).

Tabela 3.2. Sklad zeli poliakrylamidowych do elektroforezy w warunkach denaturujacych

skladnik 8% PAA  15% PAA
bufor TBE 1x 1x
akrylamid/N,N"-bisakrylamid (29:1) 8% 15%
mocznik 7™ 7™

APS 0,05% 0,05%
TEMED 0,1% 0,1%

preelektroforeza: 1500 V, 50 W, 10 mA, 15 min
elektroforeza wlasciwa: 1500 V, 50 W, 40 mA, 2,5-3 h

I1I-2-2. Elektroforeza w zelach poliakrylamidowych w warunkach natywnych

Rozdziat  elektroforetyczny =~ kwaséw  nukleinowych  oraz ~ kompleksow
rybonukleopreoteinowych ~w  warunkach natywnych prowadzono w Zelach

poliakrylamidowych, ktorych sktad podano w Tabeli 3.3. Stosowano zele o wymiarach
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19x18,5 cm. Analizowane preparaty przed natozeniem na zel mieszano z rowng
objetoscig LB II. Rozdzial prowadzono w buforze 1xTBE z dodatkiem 5% glicerolu.
Przed natozeniem prob, zel poddawano 15 min preelektrforezie pod napigciem 120 V.
Elektroforeze prowadzono przy takim samym napigciu przeptywajacego pradu przez
8 h w 4°C. Kwasy nukleinowe znakowane radioizotopowo wizualizowano przy uzyciu
skanera FLA-5100 (Fuyjifilm). Materiat niewyznakowany radioizotopowowo
wizualizowano przy uzyciu tego samego skanera po uprzednim wybarwieniu zelu
w roztworze barwigcym: SybrGold (wizualizacja calkowitego RNA) Iub NMM
(wizualizacja RNA  przyjmujacych strukture G-kwadrupleksow o topologii
rownolegtej). Do analizy uzyskanych danych wykorzystywano oprogramowanie Multi

Gauge (Fuyjifilm).

Tabela 3.3. Sklad zZeli poliakrylamidowych do elektroforezy w warunkach natywnych

skladnik 5% PAA 12% PAA
bufor TBE 1% 1x
akrylamid/N,N"-bisakrylamid (29:1) 5% 12%
glicerol 5% 5%

APS 0,05% 0,05%
TEMED 0,1% 0,1%

preelektroforeza: 120V,15 min
elektroforeza wlasciwa: 120V, 8 h

Ill-2-3. Znakowanie radioizotopowe korica 5' oligomeréw RNA

Czasteczki kwasdéw nukleinowych znakowano radioizotopowo przez fosforylacje¢ konca
5" y(**P)ATP. Sktad i warunki reakcji podano w Tabeli 3.4. Przed przygotowaniem
mieszaniny reakcyjnej RNA denaturowano poprzez podgrzanie do temperatury 90°C
1 gwattowne schtodzenie na lodzie. Produkty reakcji rozdzielano elektroforetycznie
w 8% zelu PAA w warunkach denaturujacych ioczyszczano zgodnie z procedurg
opisana w I11-2-4. (RNA < 20 nt) lub na kolumnach NucAway  (RNA > 20 nt) wedtug

protokotu dostarczonego przez producenta (Ambion).
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Tabela 3.4. Sklad mieszaniny i warunki reakcji fosforylacji konca 5' RNA

sktadnik stezenie poczatkowe stezenie koncowe
bufor A 10% 1x

RNA 10 uM 1uM

[y*P] ATP 10 uCi/pl 0,5 uCi/pl

kinaza polinukleotydowa T4 10 U/ul 0,5 U/ul

H,O (wolna od RNaz) do 20 ul

inkubacja: 37°C, 15 min
inaktywacja kinazy: 90°C, 5 min

Ill-2-4. Oczyszczanie kwasow nukleinowych w Zelach PAA

Czasteczki kwasow nukleinowych poddawano elektroforezie 1 wizualizowano zgodnie
z procedurg opisang w III-2-1. Wyciete fragmenty zelu zawierajace czasteczki kwasow
nukleinowych o pozadanej dlugosci rozdrabniano, przenoszono do 400 pl 0,3 M octanu
sodu (pH 5,0) i inkubowano w 4°C przez 16 h, delikatnie mieszajac. Nastgpnie proby
kréotko wirowano (16000xg, 4°C, 1 min), pobierano supernatant, ktdry przenoszono do
nowej probowki. Obecne w supernatancie kwasy nukleinowe wytrgcano przez dodanie
3 objetosci 96% etanolu (-20°C) 1 wymrazanie w -20°C przez 1 h. Po zakonczeniu
inubacji preparat wirowano (16000xg, 4°C, 30 min), roztwor dekantowano, a osad
zawieszano w 200 ul 70% etanolu (-20°C). Préby powtornie wirowano (16000xg, 4°C,
30 min), po usunigciu etanolu osad suszono i rozpuszczano w wodzie wolnej od RNaz.
Stezenie materiatu znakowanego radioizotopowo doprowadzono do 10000cpm/pl.
Homogennos¢ materialu po oczyszczaniu z zelu sprawdzano poprzez elektroforeze
w 15% PAA w warunkach denaturujacych. Analizowane czasteczki wizualizowano

przy uzyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm).

Ill-2-5. Przygotowanie lizatéw komdrkowych

Adherentne komorki HeLa hodowano w pozywce RPMI-1640 suplementowanej 10%
ptodowa surowicg bydleca (FBS), penicyling (100 U/mL), streptomycyng (100 pg/mL),
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amphoterycyna B (250 ng/mL) i L-glutaming (2 mM). Przy stanie ~80% konfluencji,
komorki odczepiano od podtoza, stosujac trypsyne (0,05 %), a nastepnie poddawano
sedymentacji poprzez krotkie wirowanie (100xg, 21°C, 3 min) i przemywano 10 ml
1xPBS. Natychmiast po usunicciu PBS, osad komoérek (~8.4x10° komoérek) zawieszano
w 200 pl buforu do lizy i inkubowano w 4°C przez 20 min Naste¢pnie preparat mrozono
przez 15 min w -80°C, po czym poddawano go powolnemu rozmrazaniu na lodzie.
Zamrazanie/rozmrazanie preparatu powtarzano , worteksujac probki pomiedzy cyklami.
Preparat poddawano wirowaniu roéznwukrotnieicowemu (700xg, 10 min, 4°C
1 13000xg, 30 min, 4°C). Koncowy supernatant stanowil frakcje cytoplazmatyczna,
ktora stuzyla jako materiat do dalszych badan (tzw. preparat komoérkowy). Stezenie
catkowitego biatka obecnego w preparacie wyznaczano metoda Bradford (zgodnie
z protokotem producenta) i doprowadzano do wartosci 10 mg/ml, rozcienczajac

buforem do lizy.

IlI-2-6.  Produkcja ludzkiej rekombinowanej rybonukleazy Dicer w systemie

bakulowirusowym

Otrzymywaniem Dicer w systemie bakulowirusowym i oczyszczaniem biatka zajmowat
si¢ zespot prof. Krystyny Bienkowskiej-Szewczyk z Zaktadu Biologii Molekularnej
Wirusow w Katedrze Wirusologii Molekularnej Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii w Gdansku. Matryce do syntetyzy biatka w komorkach owadzich (S19)
skonstruowano metodami inZynierii  genetycznej z wykorzystaniem  wektora
pBlueScript (GeneCopoeia) niosacego sekwencje cDNA kodujaca drugi wariant
transkrypcyjny DICERI (NM_030621). Przed sekwencje kodujaca Dicer wprowadzono
sekwencje¢ znacznika histydynowego (His6) umozliwiajacego pdzniejsze oczyszczanie
bialka. Preparat otrzymany po lizie komoérek Sf9 zakazonych rekombinowanym
bakulowirusem oczyszczano dwuetapowo: z wykorzystaniem  chromatografii
powinowactwa na kolumnie ze zlozem Ni** (Ni-NTA, Qiagen) oraz chromatografii
jonowymiennej (HiTrap Q HP, GE Healthcare). Czysto$¢ otrzymanego preparatu
sprawdzano, dokonujac rozdzialu w zZelach poliakryloamidowych w warunkach

denaturujacych (SDS PAGE).
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I11-2-7. Ciecie RNA przez Dicer

Reakcje hydrolizy znakowanego radioizotopowo substratu RNA prowadzono
w standardowym buforze reakcyjnym zawierajacym jony Mg”" (III-1-1.). Stosowano
preparat Dicer otrzymany w systemie bakulowirusowym (150 nM), komercyjnie
dostepny preparat Turbo Dicer (1 U) lub preparat komoérkowy (1 pg catkowitego
biatka). Reakcje kontrolne prowadzono w obecnosci 5 mM EDTA lub bez dodatku
biatka (zgodnie z opisem na rysunkach). Sktad i warunki reakcji podano w Tabeli 3.5.
Produkty reakcji rozdzielano metoda elektroforezy w 15% zelu poliakryloamidowym

zgodnie z procedurg opisang w II1-2-1.

Tabela 3.5. Sklad mieszaniny i warunki reakcji hydrolizy RNA przez Dicer

skladnik stezenie poczatkowe stezenie koncowe

bufor 5% 1x

RNA 10000 cpm/pl, 1 uM 1000 cpm/ul, 0,1 pM

Dicer 1 U/ul, 750 nM lub 10 pg/pl* 0,1 U/ul,150 nM lub 1 pg/pl

H,O (wolna od RNaz) do 10 pl -

inkubacja: 37°C, 30 min
*w zaleznosci od preparatu,szczegdty w tekscie

I1l-2-8. Ocena potencjatu inhibitorowego oligomerdw

Potencjat inhibitorowy oligomerow oceniano w standardowych reakcjach hydrolizy pre-
miRNA przez Dicer (III-2-6.). Stezenie koncowe biatka bylo state (0,1 U/ul dla
preparatu komercyjnego, 150 nM dla preparatu z systemu bakulowirusowego, 0,1 pg/pl
catkowitego biatka dla preparatow komorkowych), podobnie, jak ilo$¢ substratu RNA
(10000 cpm). Zmieniato si¢ natomiast stezenie testowanego oligomeru, tak, aby
stosunek molowy pre-miRNA:oligomer wynosit odpowiednio: 1:1, 1:10, 1:100.
W pierwszym etapie przeprowadzano pre-inkubacje substratu i oligomeru (15 min,
4°C). Reakcje inicjowano przez dodanie enzymu i przeniesienie prob do 37°C.
W przypadku eksperymentow, w ktorych stosunek molowy Dicer:oligomer byt jak 1:1,

1:10 i 1:100, w pierwszym etapie pre-inkubowano Dicer i oligomer (15 min, 4°C),
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a nastgpnie do mieszaniny dodawano pre-miRNA i proby przenoszono do 37°C.
Reakcje kontrolne prowadzono bez dodatku biatka i testowanego oligomeru (K-) lub
jedynie bez dodatku oligomeru (K+). Wszystkie proby inkubowano w 37°C przez
30 min. Po tym czasie reakcje zatrzymywano przez dodanie 1 objetosci buforu LB I
i denaturacj¢ termiczng (3 min, 90°C). Produkty reakcji rozdzielano metoda
elektroforezy w 15% zelu poliakryloamidowym zgodnie z procedurg opisang w III-2-1.
Zele analizowano przy uzyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm) i oprogramowania Multi
Gauge 3.0 (Fuyjifilm). Dla kazdej z prob okre$lano ilos¢ powstajacego miRNA,
a wartosci otrzymane dla reakcji z testowanymi oligomerami  normalizowano
wzgledem K+ (poziom miRNA uwalnianego przez Dicer pod nieobecnos$¢ inhibitora
przyjmowano za 100%). Stupki btedow na wykresach zalezno$ci poziomu
generowanego MiRNA od stosunku pre-miRNA:oligomer odpowiadaja wartoSciom
odchylenia standardowego wyznaczonego na podstawie przynajmniej trzech powtdrzen

eksperymentu.

I1l-2-9. Badanie oddziatywari RNA*RNA

Odzialywanie RNA*RNA badano w teScie spowolnienia migracji RNA w zelach
poliakrylamidowych w warunkach natywnych (EMSA, ang. electrophoretic mobility
shift assay). Wyznakowany radioizotopowo oligomer inkubowano ze 100-krotnym*
molowym nadmiarem drugiej czasteczki w standardowym buforze reakcyjnym
zawierajacym jony Mg”" (IlI-1-1.). Sktad i warunki reakcji podano w Tabeli 3.6.
Mieszaniny reakcyjne rozdzielano metoda elektroforezy w 10% niedenaturujacym zelu

poliakrylamidowym zgodnie z procedurg opisang w I11-2-2.
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Tabela 3.6. Sklad mieszaniny i warunki reakcji do badania
oddzialywan pomie¢dzy oligomerami

skladnik stezenie poczatkowe stezenie koncowe
bufor 5% 1x

RNA1 10000 cpm/pl, 1uM 1000 cpm/ul, 0,1 uM
RNA2 100 uM* 10 uM

H,0 (wolna od RNaz) do 10 ul -

inkubacja: 37°C, 15 min
*chyba, ze zaznaczono inaczej

I1I-2-10. Badanie oddziatywarn biatkoeRNA z wykorzystaniem techniki dot blot

Wydajnos¢ tworzenia si¢ komplekséw rybonukleoproteinowych w ukladzie
trojsktadnikowym: testowany RNA, pre-miRNA, Dicer badano, wykorzystujac
filtrowanie przez membrang nitrocelulozowa w aparacie Schleicher and Schuell dot blot
[439]. Membrane nitrocelulozowa (Protran, Schleicher and Schuell) 1 nylonowa
(Hybond-N+, Amersham) oraz bibul¢ Watman 3 mm (Watman) nasaczano w roztworze
buforujacym (20 mM Tris-HCL, pH 7,5, 250 mM NaCl). W aparacie do transferu
umieszczano kolejno: bibulg, membran¢ nylonowa (wigzaca RNA), membrang
nitrocelulozowg (wigzacg biatka). Mieszaniny reakcyjne zawieraly niezmienne st¢zenie
testowanego oligomeru RNA wyznakowanego radioizotopowo na koncu 5’ (1000 cpm,
1 uM) i Dicer (0,1 U/ul preparatu komercyjnego). W poszczegdlnych prébach
zmieniato si¢ natomiast st¢zenie pre-miRNA (0-600 nM), tak, by stosunek molowy
pre-miRNA:Dicer wynosit odpowiednio: 1:1, 5:1, 10:1, 50:1, 100:1, 300:1 i 600:1. Po
pre-inkubacji testowanego oligomeru z Dicer (10 min) do mieszaniny reakcyjnej
dodawano pre-miRNA 1 prowadzono dalsza inkubacje w 37°C. Po 30 min proby
naktadano na membrane nitrocelulozow3 i filtrowano pod ci$nieniem. I[lo$¢ zwigzanego
na membranie RNA analizowano z wykorzystaniem skanera FLA-5100 (Fujifilm)

1 oprogramowania Multi Gauge (Fujifilm).
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IlI-2-11. Badanie oddziatywari biatkoeRNA w tescie spowolnienia migracji RNA

w zelach poliakrylamidowych w warunkach natywnych

Wyznakowany radioizotopowo oligomer (10000 cpm) inkubowano z Dicer (500 nM)*
w standardowym buforze do badania oddzialywan RNA z Dicer (III-1-1.). Skiad
1 warunki reakcji podano w Tabeli 3.7. Mieszaniny reakcyjne rozdzielano metoda

elektroforezy w 10% zelu poliakrylamidowym zgodnie z procedurg opisang w 111-2-2.

Tabela 3.7. Sklad mieszaniny i warunki reakcji do badania
oddzialywan pomiedzy RNA a Dicer

skladnik stezenie poczatkowe stezenie koncowe
bufor 5% 1x

RNA 10000 cpm/pl 1000 cpm/pl
Dicer 500 nM* 50 nM

H,O (wolna od RNaz) do 10 pl -

inkubacja: 4°C, 30 min
*chyba, ze zaznaczono inaczej

Il-2-12. Hydroliza RNA przez rybonukleaze T1

Zawieszony w wodzie RNA (znakowany radioizotopowo pre-miRNA oraz aptamer)
denaturowano termicznie (3 min, 90°C), po czym poddawano je renaturacji poprzez
powolne schladzanie do temperatury pokojowej. Tak przygotowany RNA
wykorzystywano do przygotowania mieszanin reakcyjnych. W reakcjach kontrolnych
stosowano pre-miRNA przygotowywany jak wyzej, ale bez udziatu aptameru. Sktad
1 warunki reakcji podano w Tabeli 3.8. Produkty reakcji rozdzielano metoda

elektroforezy w 15% zelu poliakryloamidowym zgodnie z procedurg opisang w I1I-2-1.
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Tabela 3.8. Sklad mieszaniny i warunki reakcji hydrolizy RNA przez rybonukleaze T1

skladnik stezenie poczatkowe stezenie koncowe
bufor* 10x 1x

RNA1 20000 cpm/pl 2000 cpm/ul
RNA2 -/10 uM/ 100 uM -/1 uM/10 uM
RNA drozdzowe 1 pg/ul 0,1 ng/ul

T1 0,1 U/ul 0,01 U/ul

H,O (wolna od RNaz) do 10 pl -

inkubacja: 21°C, 15 min
*dolaczony do enzymu 10x RNA Structure Buffer (Ambion)

IlI-2-13. Analiza bioinformatyczna struktury RNA

Struktu¢ drugorzgdowa RNA analizowano przy uzyciu programéw z pakietu
RNAstructure: Fold [440] oraz bifold [441-443]. Narzedzia te stuzg do przewidywania
optymalnych 1 suboptymalnych struktur drugorzgdowych pojedynczych czasteczek oraz
dupleksow migdzyczasteczkowych tworzonych przez RNA w warunkach 1 M NaCl,
obliczajg one rowniez energie swobodng (AGy) proponowanych struktur. Modelowanie

struktury prowadzono przy warto$ciach domyslnych parametrow obu programow.

I1I-2-14. Analiza bioinformatyczna transkryptomu cztowieka

Baze danych zawierajacg ludzkie sekwencje genomowe 1 sekwencje transkryptow
zdeponowanych w RefSeq (ang. human genomic plus transcript database) poddano
przeszukiwaniu z wykorzystaniem algorytmu BLASTn (ang. basic local alignment
search tool), wersja 2.2.23+ [444], stosujac jako zapytanie (ang. query) sekwencje
nukleotydowe 120 aptamerow wyselekcjonowanych wobec Dicer (Zatacznik 1.).
Analiz¢ prowadzono przy domyslnych wartoSciach parametrow oceniajacych
przyréwnania, tj. 2, -3 w przypadku punktow przyznawanych za
dopasowanie/niedopasowanie  nukleotydow  (ang. match/mismatch) oraz 5, 2
w przypadku kar za, odpowiednio, otwarcie przerwy (ang. gap existence) i jej

wydtuzanie (ang. gap extension). Ponadto, za oczekiwang warto$¢ progow3a (ang. expect
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treshold), wskazujaca na istotnos$¢ statystyczng dopasowan, przyjeto 100. Otrzymane
wyniki poddano filtrowaniu ograniczajacemu zbiér do dopasowan o dhugosci

(ang. alignment lenght) przynajmniej 20 nt.
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Analizy potencjalu inhibitorowego oligomeréw RNA, w tym dwoch
wspomnianych  aptamerow (ATD 13.6 1 ATD 15.52), prowadzone byly
z wykorzystaniem enzymu dostgpnego komercyjnie (Genlantis). Preparat ten jest
powszechnie stosowany w rdéznego typu eksperymetach in vitro, w ktérych
wykorzystuje si¢ aktywno$¢ rybonukleazowa Dicer [325, 445-448]. Szerokie spektrum
biatek towarzyszacych enzymowi komercyjnemu (Zatacznik 2.) sprawia jednak, iz nie
nadaje si¢ on do badan mechanizméw inhibicji, wtym: analizy oddziatywan
RNA ¢ biatko. Zaistniata zatem konieczno$¢ otrzymania preparatu o Wwyzszej
homogennosci. W tym celu podjeto wspolprace z grupa prof. Krystyny Bienkowskiej-
Szewczyk z Zakladu Biologii Molekularnej Wirusow w Katedrze Wirusologii
Molekularnej Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii w Gdansku. Zespot ten
podjat si¢ produkcji i oczyszczania ludzkiej Dicer w systemie bakulowirusowym
(III-2-6.). W konsekwencji pierwszy etap prezentowanych badan poswigcony zostat
charakterystyce uzyskanego preparatu pod katem jego zdolnosci do wigzania i cigcia

RNA.

IV-1. Charaterystyka preparatu ludzkiej rekombinowanej rybonukleazy Dicer

otrzymywanej w systemie bakulowirusowym

Do produkcji ludzkie; rekombinowanej Dicer wykorzystano system ekspres;ji
biatek heterogenicznych w liniach komoérek owadzich Sf9. Otrzymywang w ten sposéb
rybonukleaze¢ oczyszczano metoda chromatografii powinowactwa, wykorzystujac
znacznik histydynowy na koficu aminowym Dicer, a nastgpnie metoda chromatografii
jonowymiennej. Aktywno$¢ rybonukleazowa Dicer oceniano w standardowych
reakcjach hydrolizy wybranych ludzkich pre-miRNA: pre-mir-16-1, pre-mir-21,
pre-mir-33a 1 pre-mir-210; RNA znakowany radioizotopowo na koncu 5’ inkubowano
z testowanym preparatem przez 30 min w temperaturze 37°C w buforze zawierajagcym
jony Mg®". Nastepnie mieszaniny reakcyjne  poddawano  rozdzialowi
elektroforetycznemu w denaturujacych zelach PAA. Na podstawie analizy
autoradiogramoéw okreslano ilos¢ miRNA powstatego w poszczegdlnych probach.

Uzyskane dane pozwolily wyznaczy¢ stezenie Dicer (~150 nM), w ktérym wydajnosé
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hydrolizy pre-miRNA jest najwyzsza (Rys. 4.1.). Ponadto, zgodnie ze schematem
zaprezentowanym na Rys. 4.2., porownano aktywnos¢ katalityczng testowanego biatka
1enzymu dostepnego komercyjnie. Uzyskane wyniki potwierdzity jednakowy wzor

cigcia pre-miRNA generowany przez oba preparaty Dicer.

Dicer
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b:-_-_ - pre-mir-21
: 2 100
@
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§ ~ 60 ¢
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: g a 20
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stezenie Dicer [nM]

Rysunek 4.1. Okre$lenie wydajnosci hydrolizy pre-miRNA przez preparat Dicer
otrzymany w systemie bakulowirusowym

Wynik analizy reakcji cigcia pre-mir-21 przez Dicer. Wyznakowany radioizotopowo pre-mir-21
inkubowano w samym buforze reakcyjnym (K-) lub z dodatkiem Dicer (w kolejnych reakcjach
stezenie enzymu zmieniato si¢ od 20 do 650 nM). Wykres przedstawia zaleznos¢ wydajnosci
powstawania miRNA (oznaczona jako stopien przereagowania substratu) od stezenia Dicer.
Stupki btedoéw odpowiadaja odchyleniu standardowemu wyznaczonemu na podstawie trzech
powtorzen technicznych. Na podstawie [449].

Zdolnos¢ Dicer do wigzania RNA badano, wykorzystujac test EMSA. Wybrany
pre-miRNA (pre-mir-21) wyznakowany radioizotopowo na koncu 5' inkubowano
z Dicer w warunkach inhibujacych aktywnos¢ katalityczng enzymu, ale pozwalajacych
na tworzenie si¢ kompleksow rybonukleoproteinowych (4°C) [257], a nastgpnie
poddawano rozdzialowi elektroforetycznemu w zelach PAA w warunkach natywnych
(Rys. 4.3.). Uzyskane wyniki pozwolily na wyznaczenie stalej dysocjacji (Kg)
kompleksu pre-mir-21¢ Dicer, ktéora wynosi 80+5.6 nM ijest poréwnywalna do
warto$ci K4 kompleksow pre-miRNA-« Dicer opisywanych w innych pracach [258, 302].
Ze wzgledu na brak danych na temat oddziatywan Dicer z ssSRNA o dtugosci innej od
typowych substratow (~60-70 nt) lub produktow (~21-24 nt) enzymu, stosujac test

EMSA zweryfikowano zdolno$¢ uzyskanego preparatu do wigzania szeregu ssRNA:
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RNA12, RNA14, RNA22, RNA32, RNA42, RNAS52, RNA62, o dlugosci wskazanej
w nazwie, tj. od 12 nt do 62 nt (Rys. 4.4.). Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze Dicer nie tworzy wydajnie kompleksow z oligomerami krétszymi niz
~20nt. W przypadku ssRNA > ~20 nt zaobserwowano pozytywna korelacj¢ pomiedzy
dlugoscia oligomeru a wydajno$cia wigzania przez Dicer 1 trwatoscig tworzonych

kompleksow rybonukleoproteinowych.

pre-mir-16-1 pre-mir-21 pre-mir-33a pre-mir-210

-+ -+ R e - -+ -+ EDTA
& df o = - - 4+ 4 - = =4 - = = 44 Dicer

= 3 =+ + = = =+ = = - ++ - - Dicer*

+ -
= = = WEWW . | T W -pre-miRNA

- . ]miRNA

Rysunek 4.2. Poroéwnanie aktywnos$ci rybonukleazowej preparatéw rekombinowanej
Dicer wykorzystanych w badaniach

Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w ktorych wskazane pre-miRNA (znakowane
radioizotopowo) byly trawione przez preparat otrzymany w systemie bakulowirusowym
(150 nM Dicer) lub preparat komercyjny (1U Dicer*). Reakcje kontrolne prowadzono
w obecnosci 5SmM EDTA Iub bez dodatku enzymu. Wskazano pozycje prazkoéw
odpowiadajgcych pre-miRNA i miRNA. Na podstawie [449].
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Rysunek 4.3. Okreslenie wydajnoSci wiazania pre-miRNA przez preparat Dicer
otrzymany w systemie bakulowirusowym

Wynik testu EMSA z udziatem pre-mir-21 i Dicer. Wyznakowany radioizotopowo pre-mir-21
inkubowano w samym buforze reakcyjnym (K-) lub z dodatkiem Dicer (st¢zenie enzymu
zmieniato si¢ od 20 do 650 nM) . Wykres przedstawia zalezno$§¢ pomigdzy stezeniem Dicer
a iloscig pre-miRNA znig zwigzanego. Przerywana linig zaznaczono st¢zenie enzymu, przy
ktorym 50% RNA pozostaje w kompleksie z Dicer (Kd). Stupki bledow odpowiadaja
odchyleniu standardowemu wyznaczonemu w oparciu o wyniki trzech powtoérzen
eksperymentu. Na podstawie [449].

12nt  14nt 22nt 32nt 42nt 52nt 62nt
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. I RNA «Dicer

—— S|

Rysunek 4.4. Badanie wplywu dlugosci ssSRNA na wydajno$¢ jego wigzania przez preparat
Dicer otrzymany w systemie bakulowirusowym

Wynik testu EMSA z udzialem Diceri szeregu ssRNA o dlugosci od 12 do 62 nt.
Wyznakowany radioizotopowo oligomer o wskazanej dlugosci inkubowano w samym buforze
reakcyjnym (-) lub zdodatkiem Dicer (500 nM), (+). Mieszaniny reakcyjne rozdzielano
w zelach PAA w warunkach natywnych. Na radiogramie wskazano pozycje prazkow
odpowiadajacych niezwigzanemu RNA oraz RNA w kompleksie z Dicer. Na podstawie [449].

Reakcje trawienia pre-miRNA przez Dicer stanowily uklad modelowy,
w ktoérym testowany byl potencjat inhibitorowy wybranych oligomeréw (Zatgcznik 3.).

Jak zaznaczono wczesniej, badania te prowadzo z wykorzystaniem enzymu dostepnego
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komercyjnie. Po uzyskaniu bardziej homogennego preparatu Dicer w systemie
bakulowirusowym wszystkie uzyskane uprzednio wyniki zostaly zweryfikowane.
W tym celu przeprowadzono seri¢ eksperymentow, w ktorych kazdorazowo
przygotowywano trzy mieszaniny reakcyjne zawierajace odpowiedni preparat Dicer,
pre-miRNA znakowany radioizotopowo na koncu 5’ oraz wybrany oligomer w st¢zeniu
zapewniajagcym stosunek pre-miRNA:oligomer odpowiednio: 1:1, 1:10 lub 1:100.
Dodakowo przygotowywano dwie mieszaniny, w ktorych prowadzono reakcje
kontrolne: kontrole negatywna (K-), pozwalajaca na monitorowanie integralnosci
pre-miRNA w trakcie inkubacji w samym buforze reacyjnym oraz kontrole pozytywna
(K+), na podstawie ktorej szacowano ilo§¢ miRNA powstajacego w reakcji z Dicer, bez
testowanego oligomeru. Proby inkubowano w 37°C przez 30 min, a nast¢pnie
poddawano rozdziatlowi w denaturujacych zelach PAA. Na podstawie uzyskanych
autoradiograméw szacowano ilosci miRNA powstajacego w reakcjach z danym
oligomerem i poréwnywano je do ilosci miRNA powstajacych w reakcji kontrolnej
(K+). Na Rys. 4.5. przedstawiono przyktadowe wyniki badan przeprowadzonych dla
preparatu bakulowirusowego (Dicer) oraz komercyjnej Dicer (Dicer*) z udzialem
pre-mir-16-1 1oligomeru Y. Wyniki otrzymane dla obu enzyméw s3 spojne, tzn.
oligomer Y wreakcjach z preparatem otrzymanym w systemie bakulowirusowym
hamowat cigcie pre-mir-16-1 z podobna wydajnoscia, jak w reakcjach z komercyjna
Dicer. Na podstawie zgromadzonych danych stwierdzono, ze w doswiadczeniach,
w ktorych  badana jest aktywno$¢ rybonukleazowa Dicer, oba preparaty
rekombinowanego biatka, tj. komercyjny oraz uzyskany w systemie owadzim, moga

by¢ stosowane zamiennie.
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Rysunek 4.5. Poréwnanie potencjalu inhibitorowego oligomeru Y w reakcjach
z preparatami rekombinowanej Dicer wykorzystywanymi w badaniach

Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w ktorych pre-mir-16-1 byl trawiony przez preparat
otrzymany w systemie bakulowirusowym (Dicer) lub preparat komercyjny (Dicer®)
w obecnosci oligomeru Y. Trojkatami oznaczono zmiang st¢zenia oligomeru Y (0,1 uM, 1 uM,
10 uM). (K-) reakcja kontrolna bez dodatku enzymu i oligomeru Y, (K+) reakcja ze wskazanym
preparatem rybonukleazy, bez oligomeru Y. Wykresy przedstwiajg wydajno$¢ tworzenia
miR-16-1 w reakcjach z oligomerem Y znormalizowane wzgledem K+ (100%). Stupki bledow
odpowiadajg odchyleniu standarowemu obliczonemu na podstawie wynikow uzyskanych
w trzech niezaleznych powtoérzeniach eksperymentu.

IV-2. Badanie mechanizmow inhibicji Dicer przez oligomery RNA
IV-2-1. Badanie mechanizmu inhibicji powstawania miR-210 w reakcjach z ATD_13.6

ATD 13.6 (56 nt), cho¢ silnie wigzany przez Dicer (K4 = 600 nM), pozostaje
niecigty przez ten enzym [436]. Co wigcej, badania potencjatu inhibitorowego tego
aptameru wykazaty, ze w reakcjach z Dicer ATD 13.6 wydajnie hamowatl powstawanie
miR-210, natomiast w niewielkim stopniu wptywal na wydajnos¢ tworzenia innych
badanych miRNA [436]. By lepiej zrozumie¢ natur¢ oddziatywan pomigdzy ATD 13.6
1 Dicer oraz wyjasni¢ zaobserwowang selektywno$¢ dziatania aptameru zbadano wptyw
pre-mir-210 na wigzanie ATD 13.6 do enzymu. W tym celu do mieszaniny reakcyjnej

zawierajace] Dicer (Genlantis) oraz ATD 13.6 znakowany radioizotopowo na koncu 5’
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dodawano pre-mir-210, a nastgpnie proby inkubowano przez 1 h w 4°C. Bufor
reakcyjny nie zawieral jonow Mg”", przez co enzym mogt oddzialywaé z RNA, jednak
jego aktywnos¢ rybonukleazowa byla zahamowana. Nast¢pnie mieszaniny reakcyjne
naktadano na membrang nitrocelulozowg i filtrowano pod ci$nieniem. Ze wzglgdu na
wlasciwosci fizyko-chemiczne membrany biatka oraz czasteczki znimi zwigzane
ulegaty zatrzymaniu na jej powierzchni, podczas gdy byla ona przepuszczalna dla
wolnych kwaséw nukleinowych. Ilos¢ ATD 13.6 zwigzanego przez Dicer szacowano
na podstawie intensywnosci sygatu pochodzacego od **P znajdujacego si¢ na koncu 5’
oligomeru. Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze zwigkszenie ilosci
pre-miRNA w mieszaninie reakcyjnej powodowato wydajniejsze wigzanie ATD 13.6

z Dicer (Rys. 4.6.).
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Rysunek 4.6. Badanie wplywu pre-mir-210 na wigzanie ATD_13.6 przez Dicer

Wykres obrazujacy korelacje pomiedzy stezniem pre-mir-210 a wydajnoScia wigzania
ATD 13.6 przez Dicer. Na rysunku umieszczono radiogram btony nitrocelulozowej wiazacej
kompleksy Dicer i wyznakowanego radioizotopowo ATD 13.6; trojkatem oznaczono zmiang
stezenia pre-mir-210.

Powyzsza obserwacja zrodzita przypuszczenie, ze ATD_13.6 moze oddziatywac
nie tylko z Dicer, ale takze z pre-mir-210, tworzac trojsktadnikowy kompleks. By
sprawdzi¢, czy obie czasteczki RNA moga ze soba odziatywac, przeprowadzono test
EMSA, w ktorym wyznakowany radioizotopowo ATD 13.6 inkubowano
z pre-mir-210 w stosunku molowym 1:100, a nastgpnie mieszaning reakcyjna
rozdzielono w Zelu PAA w warunkach natywnych. Otrzymane wyniki jednoznacznie

potwierdzity tworzenie si¢ dupleksu ATD 13.6 « pre-mir-210 (Rys. 4.7. A).
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Dodatkowo, analiza bioinformatyczna wykazata, ze pomigdzy ATD 13.6 i pre-mir-210
istnieje komplementarno$¢ sekwencji pozwalajaca na stabilne wigzanie si¢ obu
czasteczek (Rys. 4.7. B). Przewidywana struktura drugorz¢dowa tego dupleksu jest
znacznie trwalsza pod wzgledem termodynamicznym niz struktury zaproponowane dla
ATD 13.6 ipre-mir-210 osobno. W celu weryfikacji uzyskanych modeli struktury
drugorzedowej kompleksu ATD 13.6 « pre-mir-210 przeprowadzono mapowanie
enzymatyczne struktury drugorzgedowej pre-mir-210 oraz jego dupleksu z ATD 13.6.
W badaniach wykorzystano RNAz¢ T1, endorybonukleaze specyficzng wobec ssRNA,
ktéra hydrolizuje wigzanie fosfodiestrowe po stronie 3’ G. Wyniki rozdzialu
elektroforetycznego produktow trawienia enzymatycznego RNA  potwierdzity
prawdziwos¢, przewidzianych in silico, modeli struktury drugorzedowej pre-mir-210

oraz jego dupleksu z ATD 13.6 (Rys. 4.7. B-C).
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Rysunek 4.7. Badanie oddzialywania pomiedzy ATD_13.6 i pre-mir-210

A — Wynik testu EMSA z udzialem ATD 13.6 i pre-mir-210. Wyznakowany radioizotopowo
ATD 13.6 poddano denaturacji termicznej oraz powolnej renaturacji i inkubowano w samym
buforze reakcyjnym (-) lub z dodatkiem pre-mir-210 (+). Wskazano pozycje prazkow
odpowiadajacych ATD 13.6 oraz dupleksowi ATD 13.6 ¢ pre-mir-210. Na podstawie [450];
B —Struktury o najnizszej energii swobodnej (AG,) przewidziane dla ATD 13.6, pre-mir-210
i dupleksu obu czasteczek. Na niebiesko zaznaczono rejon pre-mir-210, ktorego rearanzacja po
zwigzaniu ATD 13.6 zostala potwierdzona w mapowaniu enzymatycznym. Autoradiogram
przedstawia wynik rozdzialu elektroforetycznego produktow trawienia przez RNaze Tl1
znakowanego radioizotopowo pre-mir-210, inubowanego bez (-) lub z ATD 13.6 (+).
Wskazanym na zdjeciu prazkom przypisano odpowiadajace im miejsca hydrolizy w obrebie
pre-miRNA (G7-G48). Trojkat symbolizuje zmiang stezenia ATD _13.6 (1 uM, 10 uM).
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Aby zweryfikowaé teze, ze za wykazane wczesniej selektywne hamowanie
powstawania mir-210 w reakcjach z ATD 13.6 odpowiada oddzialtywanie tego
aptameru z pre-mir-210, wykonano seri¢ dodatkowych eksperymentéw z udzialem
trzech innych prekursoréw, tj.: pre-mir-16-1, pre-mir-21 i pre-mir-33a. Potencjalne
oddziatywanie pomigdzy czasteczkami RNA badano analogicznie jak poprzednio, tj.:
ATD 13.6 wyznakowany radioizotopowo na koncu 5’ inkubowano z odpowiednim
pre-miRNA, a nastgpniec mieszaniny reakcyjne poddawano rozdzialowi
elektroforetycznemu w zelach PAA w warunkach natywnych. Dla kazdego pre-miRNA
przygotowano trzy mieszaniny reakcyjne, w ktorych stosunek molowy pre-miRNA do
ATD 13.6 wynosil odpowiednio: 1:1, 1:10, 1:100. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze ATD 13.6 oddzialywat jedynie z pre-mir-210. Nie zaobserwowano
tworzenia si¢ dupleksow ATD 13.6 z pre-mir-16-1, pre-mir-21 i pre-mir-33a, nawet
przy najwyzszym zastosowanym stezeniu prekursora (10 uM), (Rys. 4.8.). Otrzymane
wyniki potwierdzily selektywno$¢ oddziatywania ATD 13.6 i pre-mir-210 wynikajaca

z komplementarno$ci ich sekwencji.

- - ATD_13.6 « pre-miRNA
-ATD_13.6

Rysunek 4.8. Badanie selektywnos$ci oddzialywania ATD 13.6 z pre-mir-210

Wynik testu EMSA z udzialem ATD 13.6 i wybranych ludzkich pre-miRNA. Wyznakowany
radioizotopowo ATD 13.6 poddano denaturacji termicznej oraz powolnej renaturacji w samym
buforze reakcyjnym (K-) lub ze wskazanym prekursorem. Trojkatami oznaczono zmiang
stezenia pre-miRNA (0,1-10 uM). Wskazano pozycj¢ prazkow odpowiadajacych ATD 13.6
oraz dupleksowi ATD 13.6 « pre-mir-210. Na podstawie [450].

W kolejnym etapie okreslono wptyw poszczegdlnych pre-miRNA na stabilno$¢
kompleksu ATD 13.6 * Dicer. Do badan wykorzystano cztery pre-miRNA
(pre-mir-16-1, pre-mir-21, pre-mir-33a, pre-mir-210), ktore byly obecne
w mieszaninach reakcyjnych w stezeniach 1-30 uM. W pierwsze] fazie reakcji,

ATD 13.6 (wyznakowany radioizotopowo na koncu 5') preinkubowano z Dicer
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(preparat otrzymany w systemie baulowirusowym) w 4°C, pozwalajac na utworzenie si¢
kompleksu ATD 13.6 « Dicer. Nastgpnie do mieszaniny dodawano pre-miRNA
W stezeniu zapewniajagcym stosunek molowy ATD 13.6 do pre-miRNA, odpowiednio,
1:10, 1:100 lub 1:300, po czym prowadzono dalsza inkubacje, po zakonczeniu ktorej
nastgpowat rozdziat prob w zelu PAA w warunkach natywnych. W przypadku inhibicji
kompetycyjnej, tj., gdy dochodzi do wspotzawodnictwa substratu i1 inhibitora o miejsce
aktywne enzymu, nalezatoby spodziewaé si¢ wypierania inhibitora (ATD 13.6)
z kompleksu z Dicer, szczegélnie w warunkach, w ktorych do mieszaniny reakcyjne;j
dodawany jest nadmiar substratu (pre-miRNA). Natomiast w przypadku inhibicji
allosterycznej, gdy obnizenie aktywnosci katalitycznej enzymu wynika ze zmiany
konformacji biatka spowodowanej przytaczeniem si¢ inhibitora do innego miejsca niz
miejsce aktywne, podanie pre-miRNA nie powinno powodowaé dysocjacji kompleksu
ATD 13.6 * Dicer. Zaobserwowano, ze w przypadku trzech sposréd testowanych
prekursoréw, tj.: pre-mir-16-1, pre-mir-21 1 pre-mir-33a wzrostowi stezenia pre-miRNA
towarzyszyl wzrost ilosci ATD 13.6 niezwigzanego z Dicer (Rys. 4.9.). Innymi stowy,
pre-miRNA powodowaty wyparcie aptameru z kompleksu z Dicer. Efekt ten byl
najlepiej widoczny dla pre-mir-16-1, ktory indukowal dysocjacje kompleksu
ATD 13.6 * Dicer juz w najnizszym zastosowanym st¢zeniu — 1 uM (stosunek molowy
ATD 13.6 do pre-mir-16-1 wynosil 1:10). W przeciwienstwie do wymienionych
pre-miRNA, w probach z pre-mir-210 na radiogramach obserwowano zanik prazka
odpowiadajacego kompleksowi ATD 13.6 « Dicer 1 pojawienie si¢ migrujgcego wolniej
prazka odpowiadajacego najprawdopodobniej trojsktadnikowemu kompleksowi

ATD 13.6 « pre-mir-210 * Dicer.

Uzyskane dane pozwalily zaproponowa¢ dwa mechanizmy, wedlug ktérych
ATD 13.6 moze hamowa¢ proces powstawania miRNA. Pierwszy z nich zaklada
wspotzawodniczenie ATD 13.6 1 pre-miRNA o wigzanie z Dicer. Drugi z nich wymaga
bezposredniego oddziatywania ATD 13.6 z komplementarnym pre-miRNA.
Hybrydyzacja ATD 13.6 do pre-miRNA idukuje zmiany struktury prekursora
uniemozliwiajace jego cigcie przez Dicer. Ilustracja tego mechanizmu jest przypadek
pre-mir-210; ATD 13.6 tworzy z pre-mir-210 dupleks, ktory jest wigzany, ale nieciety

przez Dicer, najprawdopodobniej ze wzgledu na strukture koncow dsRNA.
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Rysunek 4.9. Badanie wplywu pre-miRNA na trwalo$¢ kompleksow ATD _13.6 ¢ Dicer

Wynik testu EMSA z udziatem ATD 13.6, wybranych ludzkich pre-miRNA i Dicer.
Kompleksy wyznakowanego radioizotopowo ATD 13.6 i Dicer inkubowano ze wskazanym
pre-miRNA. Tréjkatami oznaczono zmiang stgzenia pre-miRNA (1, 10, 30 uM). (K-)
ATD 13.6 inkubowany w buforze bez dodatku biatka i pre-miRNA, (K+) ATD 13.6
inkubowany z biatkiem, bez dodatku pre-miRNA. Wskazano pozycje prazkow
odpowiadajacych ATD 13.6 oraz jego kompleksom z pre-mir-210 i/lub Dicer. Na podstawie
[450].

IV-2-2. Badanie mechanizmu inhibicji powstawania miR-210 w reakcjach z ATD_15.52

Weczesniejsze badania wykazaty, ze ATD_15.52 (56 nt) jest wigzany 1 wydajnie
cigty przez Dicer [436]. Rybonukleaza ta hydrolizuje wigzanie fosfodiestrowe
pomiedzy A21 i G22, prowadzac do powstania 21-nt fragmentu 5' (5'-ATD_15.52) oraz
35-nt fragmentu 3’ (3-ATD_15.52), (Rys. 4.10. A). Poniewaz ATD 15.52
najprawdopodobniej wspotzawodniczyt z innymi substratami o miejsce wigzania
w centrum aktywnym Dicer, wstepnie zaklasyfikowano go do grona kompetytorow
pre-miRNA [436]. Co wigcej, stwierdzono, ze ATD 15.52 selektywnie hamowat
powstawanie miR-210, podczas gdy jedynie w niewielkim stopniu wptywat na proces
cigcia przez Dicer prekursorow innych testowanych miRNA. Dodatkowo
zabserwowano, ze efekt inhibicji w przypadku miR-210 nie ulegat zniesieniu w miare

wydtuzania czasu inkubacji, mimo hydrolizy ATD 15.52 przez Dicer [436].

W $wietle powyzszych obserwacji postawiono hipoteze, ze fragment Iub
fragmenty ATD 15.52 uwalniane przez Dicer moga wplywa¢ na aktywno$¢
rybonukleazy 1 odpowiada¢ za selektywng inhibicje produkcji miR-210. By
zweryfikowaé te przypuszczenia przeprowadzono ocen¢ potencjatu inhibitorowego

fragmentow ATD 15.52 powstajacych w wyniku cigcia tego apatameru przez Dicer.
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W tym celu sprawdzono, jak preinkubacja z poszczegdlnymi oligomerami,
tj. ATD 15.52, 5'-ATD 15.52, 3'-ATD _15.52, wplywa na zdolno$¢ enzymu (Genlantis)
do generowania miR-210. Dla kazdego z oligomeréw oraz mieszaniny 1:1 fragmentow
5" 1 3" (5'+3’-ATD 15.52) przeprowadzono seri¢ trzech reakcji, w ktorych ilo$¢
pre-mir-210 znakowanego radioizotopowo na koncu 5’ byla stata, natomiast zmieniato
si¢ stezenie testowanego oligomeru, tak, by stosunek Dicer:oligomer wynosit
odpowiednio: 1:1, 1:10 1 1:100. Dodatkowo przeprowadzono reakcje kontrolne:
integralno$ci pre-mir-210 w czasie trwania inkubacji w samym buforze reakcyjnym
(K-) oraz cigcia pre-mir-210 przez Dicer pod nieobecno$¢ potencjalnego inhibitora
(K+). Mieszaniny reakcyjne rozdzielano w zelach PAA w warunkach denaturujacych,
a nastgpnie wizualizowana przy uzyciu skanera materiatdw radioaktywnych. Na
podstawie otrzymanych radiograméw okreslano ilos¢ miRNA w kazdej z prob.
Wydajnos¢ powstawania miRNA w reakcjach ztestowanymi oligomerami
normalizowano wzgledem kontroli pozytywnej; poziom miRNA uwalnianego przez

Dicer pod nieobecno$¢ inhibitora przyjmowano za 100% (Rys. 4.10. B).

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, Ze spadek wydajnosci
produkcji miR-210 miat miejsce w probach zawierajacych pelnej dtugosci aptamer,
fragment 5' lub mieszaning fragmentow 5’ 1 3’ (Rys. 4.10. B). Obserwowany efekt
inhibitorowy byl najbardziej wyrazny w przypadku 5-ATD 15.52. W reakcjach
znajwyzszym stezeniem tego oligomeru powstawalo o 80% mniej miR-210 niz
w rekacji kontrolnej (K+). Odmienne wyniki otrzymano dla 3'-ATD_15.52, ktory
zasadniczo nie hamowat powstawania miR-210; zaobserwowano jedynie ~15% spadek
poziomu miRNA w reakcji z najwyzszym stezeniem oligomeru w porownaniu do

reakcji kontrolnej (K+), (Rys. 4.10. B).
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Rysunek 4.10. Badanie wplywu fragmentéw ATD_15.52 na cigcie pre-mir-210 przez Dicer

A — Model struktury drugorzedowej ATD 15.52; podano energie swobodng (AGy) i zaznaczono
miejsce cigcia przez Dicer; B — Wynik analizy reakcji cigcia pre-mir-210 (znakowany
radioizotopowo) przez Dicer. Trojkatami oznaczono zmiang stezenia wskazanych oligomerow
0,1 uM, 1 uM, 10 pM). (K-) reakcja kontrolna bez enzymu i testowanego inhibitora; (K+)
reakcja z Dicer, bez inhibitora. Wykresy przedstawiaja wydajno$¢ powstawania miRNA
w reakcjach z testowanymi inhibitorami po normalizacji wzgledem K+ (100%). Stupki btgdow
odpowiadajg odchyleniu standarowemu obliczonemu na podstawie wynikow uzyskanych
w trzech niezaleznych powtorzeniach eksperymentu. Na podstawie [450].

Bioragc pod uwage powyzsze obserwacje, postawiono hipotezg, ze
5'-ATD _15.52, podobnie jak ATD 13.6, oddzialuje z pre-mir-210. W celu weryfikacji
tego przypuszczenia, przeprowadzono reakcje, w ktorych jeden z trzech oligomerow
znakowanych radioizotopowo na koncu 5 ATD 1552,  5-ATD 15.52 lub
3-ATD _15.52 inkubowano ze 100-krotnym molowym nadmiarem pre-mir-210
(10 uM). Wyniki rozdzialu mieszanin reakcyjnych w zelach PAA w warunkach
natywnych wykazaty, ze 5'-ATD 15.52 tworzyt stabilny dupleks z pre-mir-210 (Rys.
4.11. A). Pelnej dlugosci ATD 15.52 réwniez oddzialywat, cho¢ mniej efektywnie,
z pre-miRNA. Natomiast w przypadku 3-ATD 15.52 nie stwierdzono wigzania do

prekursora.
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Analizy in silico struktury drugorzedowej dupleksu 5'-ATD_15.52 ¢ pre-mir-210
sugerowaty, ze oddzialywanie pomiedzy obiema czasteczkami jest mozliwe dzigki
komplementarnosci sekwencji 5'-ATD 15.52 oraz rejonu apikalnego pre-mir-210 (Rys.
4.11. B, Zalacznik 5.). Na tej podstawie mozna bylo zalozy¢, ze wigzanie
5'-ATD_15.52 do pre-mir-210 zaburza strukturg prekursora w sposéb uniemozliwiajacy

jego ciecie przez Dicer.
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Rysunek 4.11. Badanie oddzialywania pomiedzy pelnej dlugosci ATD_15.52 oraz
fragmentami 5’ i 3’ aptameru a pre-mir-210

A — Wynik testu EMSA z udziatem pre-mir-210 i ATD 15.52 lub fragmentu 5'/3" aptameru.
Wyznakowane radioizotopowo oligomery poddano denaturacji termicznej oraz powolnej
renaturacji bez (-) lub z pre-mir-210 (+). Wskazano pozycje prazkow odpowiadajacych
dupleksom pre-mir-210 z ATD 15.52 1 5'-ATD_15.52; B — Model struktury drugorzedowej
pre-mir-210, na czerwono zaznaczono potencjalny rejon oddziatywania z 5'-ATD 15.52. Na
podstawie [450].

Nastepnie zbadano, czy ATD_15.52 moze oddziatywac nie tylko z pre-mir-210,
ale rowniez z innymi testowanymi pre-miRNA. Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢,
ze ATD_15.52 nie wigzal si¢ do: pre-mir-16-1, pre-mir-21 i pre-mir-33a, tj. do tych
pre-miRNA, do ktorych nie wykazywal dostatecznie wysokiej komplementarno$ci
sekwencji (Rys. 4.12.). Prazki odpowiadajace dupleksowi ATD 15.52 « pre-miRNA

widoczne byly na radiogramie jedynie w probach z pre-mir-210.
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Rysunek 4.12. Badanie selektywno$ci oddzialywania ATD_15.52 z pre-mir-210

Wynik testu EMSA z udziatem ATD 15.52 i wybranych ludzkich pre-miRNA. Wyznakowany
radioizotopowo ATD 15.52 poddano denaturacji termicznej oraz powolnej renaturacji
w samym buforze reakcyjnym (K-) lub ze wskazanym pre-miRNA. Tréjkatami oznaczono
zmiane st¢zenia pre-miRNA (0,1 uM, 1 uM, 10 uM). Na rysunku wskazano pozycj¢ prazkow
odpowiadajacych: ATD_15.52 oraz dupleksowi ATD 15.52 « pre-mir-210. Na podstawie [450].

W rezultacie przeprowadzonych analiz wykazano, ze fragment 5’ powstajacy
w wyniku cigcia ATD 15.52 przez Dicer wigze si¢ do pre-mir-210, a oddziatywanie to

indukuje zmiany struktury prekursora, ktore hamuja powstawanie miR-210 in vitro.

IV-2-3. Analiza transkryptomu cztowieka pod kgtem wystepowania sekwencji

identycznych lub wysoce podobnych do sekwencji wyselekcjonowanych aptamerdow

Zaprezentowane powyze] dane pozwalaja sadzi¢, ze aktywnos$¢ Dicer i proces
powstawania miRNA moga podlega¢ regulacji przez oligomery RNA. Postanowiono
zatem sprawdzi¢, czy w transkrybowanej cze$ci genomu czlowieka mozna znalezé
sekwencje identyczne lub zblizone do sekwencji zidentyfikowanych wcze$niej
aptameréw wiazacych Dicer. W tym celu zastosowano algorytm BLASTn (ang. basic
local alignment search tool), ktory umozliwil poszukiwanie w bazie danych sekwencji
genomowych 1 transkryptow cztowieka (ang. human genomic plus transcript database)
zadanych sekwencji nukleotydowych. Jako zapytanie (ang. query) wykorzystano
sekwencje nukleotydowe wyselekcjonowanych wczesniej 120 aptamerow (Zalacznik
1.). W efekcie otrzymano 4189 trafien. Uzyskane dane poddano filtrowaniu, ktore
umozliwito zawezenie otrzymanego zbioru wynikéw do 68 transkryptéw wykazujacych
najwyzsze podobienstwo sekwencyjne (minimum 20 nt identycznych) do
zidentyfikowanych aptamerow (Zatacznik 4.). W puli wyszukanych transkryptow
znalazty si¢ miedzy innymi fragmenty mRNA kodujacych: kinazy biatkowe, biatka
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wigzace DNA i1 RNA, czynniki transkrypcyjne, biatka rybosomalne, biatka strukturalne
kanatéw jonowych. Wsréd 10 najlepiej ocenionych dopasowan zidentyfikowano
sekwencje podobne do ATD 13.6 1 ATD 15.52. Odpowiadaly one wariantom
transkryptow ~ kodujacych ~ odpowiednio:  protokadheryne 21 (PCDH21,
ang. protocadherin 21, NM _033100.3) i biatko THAP4 (ang. THAP domain containing
4,NM _015963.5). ATD 13.6 wykazuje podobienstwo do 29-nt fragmentu PCDH21 (26
nt identycznych), natomiast ATD 15.52 — do 35-nt fragmentu THAP4 (28 nt
identycznych), (Zatacznik 4.). PCDH21 nalezy do rodziny transbtonowych biatek
adhezyjnych, ktore warunkuja, zalezne od jonéw Ca’’, przyleganie komoérek [451].
Z kolei biatko THAP4 wyroznia obecno$¢ domeny THAP, wykazujacej sekwencyjne
1 strukturalne podobienstwo do domeny wigzacej DNA w traspozazie oddziatujacej

z transpozonem P D. melanogaster [452].

Nastegpnie sprawdzono, czy fragmenty mRNA o sekwencjach zblizonych do
wyselekcjonowanych aptamerow moga wpltywaé na proces cigcia przez Dicer
komplementarnego do nich pre-miRNA. W tym celu przeprowadzono standardowy test
oceny potencjalu inhibitorowego oligomerow, ktéore wykazywaly podobienstwo
sekwencji do ATD 15.521 ATD 13.6, tj. PCDH21 fr (29 nt) 1 THAP4 fr (35 nt). Jako
substratu dla enzymu uzyto pre-mir-210, ze wzgledu na jego czgsciowa
komplementarno$¢ do testowanych oligomerow (Rys. 4.13. C). Wyznakowany
radioizotopowo pre-miRNA inkubowano w buforze reakcyjnym z Dicer (preparat
bakulowirusowy) i PCDH21 fr lub THAP4 fr, stosunek pre-miRNA:oligomer wynosit
odpowiednio: 1:1, 1:10, 1:100. Wydajnos¢ inhibicji normalizowano wzgledem poziomu
miRNA generowanego w reakcjach kontrolnych, w ktorych nie byly obecne testowane
oligomery (K+). Uzyskane dane wykazaly, Ze oba oligomery byly w stanie inhibowaé
cigcie pre-mir-210 przez Dicer (Rys. 4.13. A). W najwyzszym stezeniu (10 uM),
zarowno PCDH21 fr jak 1 THAP4 fr hamowaly powstawanie miR-210 o ~60%

w porownaniu do reakcji kontrolnej (K+).

88



Wyniki

A pH21_fr A fr
ke T ke AR

pre-mir-210 |-—--| '--—-—-- |

miR210 | e | SRS

B
peoH_fr THARA_fr
g . PCDH2T fr
go + THAP4 fr
= ™ - "
9 50%- 50%-
3 % . A
g ir-210
: . - pre-mir-
S 0%. 0%
84% 61% 40% 88% 75% 43%
C PCDH21 fr
) C.
3 G’U‘C G G’C‘G A C/A“‘G
1 nni 1
GCC cucG C

5 ~c” ~c-c”

pre-mir-210 THAP4_fr

Rysunek 4.13. Badanie potencjalu inhibitorowego PCDH21 fr i THAP4 fr

A — Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w ktorych pre-mir-210 (znakowany radioizotopowo)
byl trawiony przez Dicer w obecnosci PCDH21 fr lub THAP4 fr. Trojkatami oznaczono
zmiang stezenia wskazanego oligomeru (0,1 pM, 1 uM, 10 uM ). (K-) reakcja kontrolna bez
enzymu i testowanego inhibitora; (K+) reakcja z Dicer, bez inhibitora. Wykresy przedstawiaja
warto$§ci wydajnosci powstawania miRNA wreakcjach z testowanym inhibitorem po
normalizacji wzgledem K+ (100%). Stupki btedow odpowiadaja odchyleniu standarowemu
obliczonemu na podstawie wynikow uzyskanych w trzech niezaleznych powtorzeniach
eksperymentu. B — Wynik testu EMSA z udziatem pre-mir-210 i PCDH21_fr lub THAP4 fr.
Wyznakowany radioizotopowo pre-mir-210 inkubowano w samym buforze reakcyjnym (-) lub
ze wskazanym oligomerem (+). Czerwonymi trojkgtami oznaczono pozycje prazkow
odpowiadajacych dupleksom pre-mir-210 z PCDH-21_fr lub THAP4 fr. C — Model struktury
drugorzedowej pre-mir-210, na czerwono zaznaczono potencjalny rejon oddzialywania
z PCDH21 _fr, na niebiesko —z THAP4_fr. Na podstawie [449].

By ustali¢, czy testowane oligomery dziataty zgodnie z tym samym
mechanizmem, jaki opisano dla ATD 13.6 i ATD 15.52 (tj. poprzez hybrydyzacj¢ do
pre-mir-210), wykorzystujac test EMSA, okre§lono ich zdolno$¢ do oddziatywania
z pre-mir-210. Wyznakowany radioizotopowo pre-mir-210 inkubowano przez 15 min
w 37°C ze 100-krotnym molowym nadmiarem PCDH21 fr lub THAP4 fr, a nastgpnie
mieszaniny reakcyjne rozdzielano w zelach PAA w warunkach natywnych. Uzyskane

wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze badane oligomery tworzyly dupleksy z pre-mir-210,

89



Wyniki

przy czym proces ten zachodzit wydajniej w przypadku THAP4 (Rys. 4.13. B). Dla tego
oligomeru na radiogramie zelu widoczny byt prazek odpowiadajacy dupleksowi
THAP4 fr e pre-mir-210. Z kolei dla PCDH21 fr brak wyraznego prazka
i charakterystyczne  smuzenie  materialu = wskazuja na to, ze  dupleks
PCDH21 fr ¢ pre-mir-210, cho¢ powstawal, byl na tyle nietrwaly, ze w trakcie
inkubacji i1/lub elektroforezy ulegal dysocjacji. Przewidywania struktury RNA
wykazaty, ze PCDH21 fr i THAP4 fr najprawdopodobniej wigzg si¢ do pre-mir-210
w rejonie obejmujacym rami¢ 5’ 1 cze$¢ apikalng prekursora (Rys. 4.13. C). Wartosci
energii swobodnej struktur zaproponowanych dla PCDH2I1 fr e pre-mir-210
1 THAP4 fr e pre-mir-210 wynoszg odpowiednio: -24,2 kcal/mol i1 -32,3 kcal/mol
(Zatacznik 6.). Roéznica pomiedzy teoretycznymi AG, wyznaczonymi dla obu
duplekséw znalazta swoje odzwierciedlenie we wspomnianych juz wynikach badan
oddziatywan RNA w tescie EMSA (Rys. 4.13. B), ktére wykazaty, ze dupleks
PCDH21 fr « pre-mir-210 tworzyt si¢ mniej wydajnie i/lub byt mniej stabilny niz
THAP4 _fr « pre-mir-210.

IV-2-4. Badanie wpfywu 12-nt oligomeréow RNA komplementarnych do rejonu

apikalnego prekursoréw na proces ich ciecia przez Dicer w warunkach in vitro

IV-2-4-1. Badania potencjatu inhibitorowego 12-merdw prowadzone z wykorzystaniem

ludzkiej rekombinowanej Dicer

Wyniki uzyskane dla ATD 13.6 i ATD_15.52 (Rys. 4.7. i 4.10,, 4.11.)
wykazaty, ze oddziatywania pomiedzy pre-miRNA a innym RNA mogg wplywaé na
wydajno$¢ cigcia prekursora przez Dicer. Ponadto analizy przeprowadzone dla
5'-ATD 15.52 (Rys. 4.11. B) sugeruja, ze juz zaledwie 12-nt RNA, w wyniku
oddziatywania z czgsteczkami prekursorowymi, moglyby hamowa¢ produkcje miRNA
przez Dicer. By zweryfikowa¢ stuszno$¢ tej tezy, przeprowadzono seri¢
eksperymentow, w ktoérych analizowano wptyw 12-nt oligomerow RNA
komplementarnych do rejonu apikalnego wybranych pre-miRNA na wydajnos$¢ cigcia

tychze prekursorow przez Dicer. Badania rozpoczeto od analizy bioinformatycznej
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struktury czterech ludzkich pre-miRNA: pre-mir-16-1, pre-mir-21, pre-mir-33a,
pre-mir-210. Na podstawie otrzymanych wynikow zaprojektowano 12-nt oligomery
RNA komplementarne do jednoniciowych rejonéw w czesciach apikalnych tych
prekursoréw (Rys. 4.14.). Oligomery te nazwano odpowiednio: AL-16-1, AL-21,
AL-33ai1 AL-210.
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Rysunek 4.14. Regiony oddzialywania zaprojektowanych 12-nt oligomeréw RNA
z wybranymi ludzkimi pre-miRNA

Ponizej przewidzianych struktur pre-miRNA podano temperature topnienia (T,,) dupleksow
odpowiedniego 12-nt oligomeru (AL) z pre-miRNA; na czerwono zaznaczono miegjsca
komplementarne do AL, wskazano miejsca cigcia przez Dicer. Na podstawie [450].

Potencjat inhibitorowy zaprojektowanych czasteczek testowano

w dwuetapowych reakcjach. Pierwszy etap polegal na  inkubacji pre-miRNA
z komplementarnym oligomerem, a drugi na trawieniu RNA przez Dicer. Dla kazdego
pre-miRNA przygotowywano trzy mieszaniny reakcyjne, w ktorych ilo$¢ znakowanego
radioizotopowo prekursora byla stala, natomiast zmienialo si¢ steZenie testowanego

oligomeru, tak, by stosunek pre-miRNA:oligomer wynosil odpowiednio: 1:1, 1:10,
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1:100. Dodatkowo przeprowadzano dwie reakcje kontrolne (K-, K+), zgodnie ze

schematem postepowania opisanym dla ATD 15.52 (IV-2-2.).

miR-16-1 miR-21 miR-33a miR-210
AL-16-1 AL AL-333 AL-210
K- K¢ —— K- Kt —1 K K& — K K+ —1
pre-miRNA [ Ml L
MRNA | | | e | [ e [ - |
AL-16-1 AL AL-333 AL-210
© —_] —_] —_]
2 100% 100% 100% 100%
< |
Q& 50% 50% H 50% 50%
g 0% 0% 0% =l 0% 3
80% 74% 4%% 100% 59% 9% 9% %% 2% 2% 17% 6%

Rysunek 4.15. Badanie potencjalu inhibitorowego 12-nt oligomeréw RNA
komplementarnych do rejonu apikalnego wybranych pre-miRNA

Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w ktorych pre-miRNA byly trawione przez Dicer
w obecnosci  12-nt oligomerow RNA (AL) komplementarnych do rejonu apikalnego
prekursoréw. Trojkatami oznaczono zmiane¢ stezenia wskazanego oligomeru (0,1 pM, 1 uM,
10 uM). (K-) reakcja kontrolna bez dodatku enzymu i potencjalnego inhibitora, (K+) reakcja
z Dicer, bez potencjalnego inhibitora. Wykresy przedstawiaja wydajnos¢ tworzenia miRNA
w reakcjach z AL w odniesieniu do K+ (100%). Stupki btedow odpowiadaja odchyleniu
standarowemu obliczonemu na podstawie wynikow uzyskanych w trzech niezaleznych
powtorzeniach eksperymentu. Na podstawie [450].

Wyniki trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu wykazaty, ze AL-33a
1 AL-210 juz w najnizszym testowanym stezeniu (0,1 uM) inhibowaly powstawanie
miR-33a 0 ~70% i miR-210 o ~80% w poréwnaniu do reakcji kontrolnej (K+), (Rys.
4.15.). W najwyzszym stezeniu (10 pM) oba oligomery prawie calkowicie hamowaty
powstawanie miRNA. AL-21 okazat si¢ mniej wydajnym inhibitorem 1 efektywnie, tj.
0 ~90% obnizal powstawanie miR-21 jedynie, gdy byt obecny w mieszaninie reakcyjnej
w 100-krotnym nadmiarze molowym w stosunku do pre-mir-21 (Rys. 4.15.). Najnizsza
aktywnos$¢ wykazywatl AL-16-1, ktory w najwyzszym testowanym stezeniu (10 uM)
hamowat uwalanianie miR-16-1 jedynie o ~50% (Rys. 4.15.).
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Jak zaznaczono wcze$niej, testowane 12-mery zostaly zaprojektowane w taki
sposob, by ich sekwencje byly komplementarne do rejonéw apikalnych wybranych
pre-miRNA. Roznice w strukturze pierwszo- 1 drugorzegdowej poszczegdlnych
prekursoréw, a co za tym idzie zdolno$¢ rejonu apikalnego do tworzenia wigzan
wodorowych, mogly decydowac o tym, ze AL-16-1 1 AL-21 byty gorszymi inhibitorami
niz AL-33a i AL-210. By zweryfikowa¢, czy badane 12-mery sg w stanie wydajnie
oddziatywa¢ z pre-miRNA, przeprowadzono analiz¢ technika EMSA. Znakowane
radioizotopowo 12-mery inkubowano ze 100-krotnym molowym nadmiarem
pre-miRNA irozdzielano w zelach PAA w warunkach natywnych. Na podstawie
uzyskanych radiogramow stwierdzono, ze AL-33a 1 AL-210 wydajnie hybrydyzowaty
do, odpowiednio: pre-mir-33a 1 pre-mir-210  (Rys. 4.16.).  Dupleks
AL-21 » pre-mir-21 tworzyl si¢ nieznacznie mniej efektywnie, natomiast nie

zaobserwowano oddziatywania pomiedzy AL-16-1 i pre-mir-16-1 (Rys. 4.16.).
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Rysunek 4.16. Badanie oddzialywan pomiedzy pre-miRNA i komplementarnymi 12-nt
oligomerami RNA

Wynik testu EMSA z udziatem zaprojektowanych 12-merow (AL) i odpowiednich pre-miRNA.
Wyznakowane radioizotopowo 12-mery inkubowano w 37°C w samym buforze reakcyjnym (-)
lub ze 100-krotnym molowym nadmiarem komplementarnego pre-miRNA (+). Wskazano
pozycje prazkow odpowiadajacych wolnym oligomerom oraz ich kompleksom z pre-miRNA.
Na podstawie [450].

Uzyskane wyniki koresponduja z teoretycznymi temperaturami topnienia (Ty,)
dupleksoéw AL ¢ pre-miRNA wyznaczonymi w kalkulatorze HyTher
(http://ozone3.chem.wayne.edu). Wartosci T, obliczone przy standardowych
ustawieniach programu wynosity odpowiednio: 35,3°C dla AL-16-1, 47,7°C dla AL-21,
69,5°C dla AL-33a 176,5°C dla AL-210 (Rys. 4.14.). Zestawiajac wyniki badan

oceniajacych potencjat inhibitorowy oligomeréw oraz wyniki rozdzialu RNA w zelach
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poliakrylamidowych w warunkach natywnych, a takze przewidywane wartosci Ty,
mozna zauwazy¢, ze wydajnos¢ inhibicji jest w duzej mierze determinowana przez
stabilno$¢ dupleksu AL ¢ pre-miRNA. W zwigzku z tym przeprowadzono seri¢
analogicznych eksperymentow, wykorzystujac w nich oligomery o sekwencjach
identycznych jak testowane wcze$niej oligomery AL, ale zbudowane w cato$ci
z nukleotydow posiadajacych grupe metylowa przytgczong kowalencyjnie do atomu
tlenu w pozycji 2’ rybozy (20MeAL). 2'-O-metylacja wprowadzona do tancucha
polinukleotydowego zmienia wiasciwosci fizyko-chemiczne oligomerdéw, wplywajac
miedzy innymi na ich zwigkszong odpornos¢ na hydroliz¢ alkaliczng czy ataki nukleaz,
a takze podwyzszajac wartosci Ty, dupleksow o ~1-4°C w przeliczeniu na pojedyncza
modyfikacje [453-455]. Wartosci T, obliczone dla poszczegdlnych dupleksow
20MeAL - pre-miRNA wynosity odpowiednio: 47,4°C dla 20MeAL-16-1, 56,1°C dla
20MeAL-21, 82,0°C dla 20MeAL-33a 1 87,1°C dla 20MeAL-210. Jezeli parametr Ty,
jest istotnym czynnikiem decydujacym o potencjale inhibitorowym 12-meréw, ich
2'-O-metylowane pochodne powinny wydajniej hamowa¢ cigcie badanych pre-miRNA

przez Dicer.

Potencjal inhibitorowy modyfikowanych czasteczek oceniano w standardowych
reakcjach cigcia pre-miRNA przez Dicer, w ktorych stosunek pre-miRNA:20MeAL
wynosit odpowiednio: 1:1, 1:10 i 1:100 (Rys. 4.17.). Zgodnie z przewidywaniami,
wyniki tych badan wykazaly zwigkszong inhibicje powstawania miRNA w reakcjach
z20MeAL w poréownaniu do wynikow uzyskanych dla ich niemodyfikowanych
odpowiednikow. Efekt ten byl szczegodlnie widoczny dla 20MeAL-21. W rekacjach,
w ktorych 20MeAL-21 obecny byl w stezeniu 0,1 pM 1 1 puM (stosunek molowy
20MeAL-2 : pre-mir-21 — 1:1 1 1:10, odpowiednio) zanotowano o ~30-40% wyzszy
spadek poziomu miR-21 w poréwnaniu do analogicznych reakcji z AL-21 (por. Rys.
4.15. 1 Rys. 4.17.). Zwigkszenie aktywnosci inhibitorowej nie dotyczylo jednak
wszystkich testowanych czasteczek. W przypadku oligomeru zaprojektowanego dla
pre-mir-16-1, ktory w zaprezentowanych wcze$niej badaniach z niemodyfikowanymi
12-merami okazal si¢ najmniej wydajnym z testowanych inhibitorow, 2'-O-metylacja
jedynie nieznacznie (~10%) zwigkszyla jego zdolno$¢ do hamowania cigcia

pre-mir-16-1.
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Wplyw 2'-O-metylacji inhibitor6w na wydajno$¢ tworzenia 1 stabilnos$¢
dupleksow 20MeAL « pre-miRNA oceniano w testach EMSA (Rys. 4.18.). Otrzymane
wyniki dowiodly, ze metylowane oligomery hybrydyzowaty do pre-miRNA wydajniej
niz  czasteczki niemodyfikowane. Obserwacja ta dotyczyla takze pary:
20MeAL-16-1/pre-mir-16-1, dla ktérej na radiogramie uwidoczniono prazek
1 charakterystyczne smuzenie materialu, $§wiadczace o tworzeniu si¢ nietrwalego
dupleksu. Dla poréwnania, AL-16-1, w zastosowanych warunkach eksperymentalnych,

nie tworzyl kompleksu z pre-mir-16-1 (Rys. 4.16.).
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Rysunek 4.17. Badanie potencjalu inhibitorowego 12-nt oligomerdw z serii 2'-O-metylo

Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w ktorych pre-miRNA trawione byty przez Dicer
w obecnosci 12-nt oligomerow z serii 2'-O-metylo (20MeAL) komplementarnych do rejonu
apikalnego prekursoréw. Trojkatami oznaczono zmiane stgzenia wskazanego oligomeru
(0,1 uM, 1 uM, 10 uM). (K-) reakcja kontrolna bez dodatku enzymu i potencjalnego inhibitora,
(K+) reakcja z Dicer, bez potencjalnego inhibitora. Wykresy przedstawiaja wydajnosé
tworzenia miRNA w reakcjach z20MeAL w odniesieniu do K+ (100%). Stupki btedow
odpowiadajg odchyleniu standarowemu obliczonemu na podstawie wynikow uzyskanych
w trzech niezaleznych powtorzeniach eksperymentu. Na podstawie [450].
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Rysunek 4.18. Badanie oddzialywania pomiedzy pre-miRNA i komplementarnymi 12-nt
oligomerami z serii 2’-0-metylo-RNA

Wynik testu EMSA, w ktorym analizowano zdolno$¢ 12-meroéw z serii 2'-O-metylo (20MeAL)
do wigzania odpowiednich pre-miRNA. Wyznakowane radioizotopowo 12-mery inkubowano w
37°C wsamym buforze reakcyjnym (-) lub ze 100-krotnym molowym nadmiarem
komplementarnego pre-miRNA (+). Na rysunku wskazano pozycj¢ prazkow odpowiadajacych
wolnym oligomerom oraz ich kompleksom z pre-miRNA. Na podstawie [450].

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze zdolno$¢ oligomeru do
hamowania cigcia pre-miRNA przez Dicer zalezy od wydajnosci tworzenia si¢
1 stabilno$ci dupleksu oligomeru z pre-miRNA. W tym kontek$cie zastanawiajaca byla
niewielka poprawa inhibicji obserwowana dla 20MeAL-16-1 (por. Rys. 4.15.
1 Rys. 4.17.), mimo ze wartosci Ty, obliczone dla dupleksow AL-16-1¢ pre-mir-16-1
1 20MeAL-16-1¢ pre-mir-16-1 roznig si¢ az o 12°C. Co wigcej, bioragc pod uwage
warto$ci Tp,, dupleks tworzony przez 20Me-AL-16-1 ipre-mir-16-1 powinien by¢
teoretycznie tak samo stabilny termodynamicznie, jak dupleks tworzony przez AL-21
1 pre-mir-21 (T, = 47.4°C 1 Ty, = 47.7°C, odpowiednio). Mimo to, AL-21 inhibowat
powstawanie miR-21 wydajniej niz czynit to 20Me-AL-16-1 w przypadku miR-16-1
(por. Rys. 4.15. 1 Rys. 4.17.). Powyzsze obserwacje wskazuja na to, ze oprocz trwalosci
termodynamiczne]  dupleksu inhibitor ¢ pre-miRNA, réwniez inne czynniki moga
decydowa¢ o efektywnosci hamowania powstawania miRNA. Aby zweryfikowac
stusznos$¢ tego twierdzenia zaprojektowano alternatywny 12-mer (20MeAl-16-1 2)
komplementarny do rejonu nalezacego do czesci apikalnej, ale lezacego blizej ramienia
5" prekursora. Wedlug przewidywan in silico fragment ten posiada inng aranzacj¢ niz
miejsce hybrydyzacji dla AL-16-1; obejmuje bowiem krotki, 4-nt odcinek o strukturze
helikalnej oskrzydlony fragmentami jednoniciowymi, podczas gdy w przypadku

miejsca hybrydyzacji dla AL-16-1 struktura jednoniciowa wystepuje jedynie na koficu
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3" (Rys. 4. 19. A). Warto$¢ T, dupleksu 20MeAL-16-1 2 i pre-mir-16-1 jest o prawie
12°C wyzsza niz w przypadku dupleksu 20MeAL-16-1 i pre-mir-16-1.
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Rysunek 4.19. Poréwnanie potencjalu inhibitorowego dwoch oligomeréw z serii
2’-0-metylo komplementarnych do odmiennych fragmentéw pre-mir-16-1

A — Region oddzialywania 20MeAL-16-1 (czerwony) 1 20MeAL-16-1 2 (niebieski)
z pre-mir-16-1. Zaznaczono miegjsce cigcia pre-miRNA przez Dicer. Podano wartos$¢
teoretycznej temperatury topnienia (T,,) dupleksow 20MeAL e pre-miRNA; B — Wyniki testu
EMSA uzyskane dla 12-meréw i pre-mir-16-1 Wyznakowane radioizotopowo 20MeAL
inkubowano w samym buforze reakcyjnym (-) lub ze 100-krotnym molowym nadmiarem pre-
mir-16-1 (+). Wskazano pozycj¢ prazkow odpowiadajgcych wolnym oligomerom oraz ich
kompleksom z pre-miRNA; C — Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w ktorych pre-mir-16-1
trawiony byl przez Dicer w obecnosci 20MeAL-16-1 lub 20MeAL-16-1 2. Trojkatami
oznaczono zmian¢ stezenia wskazanego oligomeru (0,1 pM, 1 uM, 10 uM). (K-) reakcja
kontrolna bez dodatku enzymu i potencjalnego inhibitora, (K+) reakcja z Dicer, bez
potencjalnego inhibitora. Wykresy przedstwiajg wydajnos$¢ tworzenia miRNA po normalizacji
wzgledem K+ (100%). Stupki btedow odpowiadaja odchyleniu standarowemu obliczonemu na
podstawie wynikow uzyskanych w trzech niezaleznych powtdrzeniach eksperymentu. Na
podstawie [450].
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Analiza oddziatywan inhibitor  pre-mir-16-1 przeprowadzona
z wykorzystaniem testu EMSA wykazata, ze 20MeAL-16-1 2 tworzyt dupleks
z pre-mir-16-1 o wiele wydajniej niz 20MeAl-16-1 (Rys. 4. 19. B). Zgodnie
z oczekiwaniami, znalazto to swoje odzwierciedlenie w ich zdolno$ci do inhibicji
procesu wycinania miRNA przez Dicer; 20MeAL-16-1 2 okazal si¢ efektywniejszym
inhibitorem niz 20MeAL-16-1 (Rys. 4.19. C). R6znica pomi¢dzy oboma oligomerami
byla szczegdlnie widoczna w reakcjach, w ktérych zastosowano 10- 1 100-krotny
molowy nadmiar 20MeAL w stosunku do pre-miRNA; 20MeAL-16-1 2 w stezniu
luM i 10 puM hamowat powstawanie miR-16-1 w ~60% 1 95% (odpowiednio)
w poréwnianiu do reakcji kontrolnej (K+), podczas gdy w analogicznych warunkach dla

20MeAL-16-1 spadek poziomu produkcji miRNA wynosit jedynie ~35% 1 50%.

IV-2-4-2. Badania potencjatfu inhibitorowego 12-merdw prowadzone z wykorzystaniem

lizatéow komdrkowych

Przedstawione tej pory wyniki jasno wykazaly, ze krotkie oligomery
komplementarne do rejonu apikalnego pre-miRNA s3 w stanie hamowa¢ powstawanie
miRNA w reakcjach z rekombinowang Dicer in vitro. Ten uktad eksperymentalny jest
jednak niezwykle uproszczony w pordéwnaniu do warunkoéw panujacych w zywej
komorce. W zwiazku z tym zdecydowano si¢ sprawdzi¢, czy zaprojektowane inhibitory
beda aktywne w warunkach zblizonych do fizjologicznych, tj. w lizatach komoérkowych,
doktadniej — we frakcji cytoplazmatycznej, ktora zawiera wigkszo$¢ obecnej
w komorkach Dicer. Do badan wybrano lini¢ komorek HelLa (linia ludzkich komorek
nabtonkowych  pochodzacych zraka szyjki macicy). Komoérki hodowane
w odpowiednio suplementowanej pozywce, przy stanie ~80% konfluencji zbierano
1 poddawano lizie. W wyniku wirowania rdéznicowego uzyskiwano frakcje
cytoplazmatyczng, ktéra stanowita materiat do dalszych badan (tzw. preparat
komorkowy).  Ocen¢  aktywno$ci  inhibitorowej  poszczegdlnych 20MeAL
przeprowadzono w reakcjach z pre-miRNA wyznakowanymi radioizotopowo oraz
komoérkowym preparatem Dicer. Analogicznie jak dotychczas, we wszystkich reakcjach
ilos¢ podawanego biatka (w tym przypadku, catkowitego biatka oznaczonego
W preparacie) pozostawata taka sama, zmienial si¢ natomiast stosunek molowy

pre-miRNA:20MeAL (odpowiednio: 1:1, 1:10, 1:100). Mieszaniny reakcyjne
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rozdzielano w denaturujacych zelach PAA, a poziom inhibicji szacowano w odniesieniu
do reakcji kontrolnej (K+), w ktorej pre-miRNA inkubowano jedynie w lizacie

komoérkowym (Rys. 4.20.).

miR-16-1 miR-21 miR-33a miR-210
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Rysunek 4.20. Badanie potencjalu inhibitorowego zaprojektowanych 12-nt meréw z serii
2'-0O-metylo we frakcji cytoplazmatycznej lizatéw komérkowych

Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w ktorych pre-miRNA trawione byly przez Dicer
w obecnosci 12-merdw z serii 2'-O-metylo (20MeAL) komplementarnych do rejonu apikalnego
prekursoréw. Trojkatami oznaczono zmiane¢ stezenia wskazanego oligomeru (0,1 pM, 1 uM,
10 uM). (K-) reakcja kontrolna bez dodatku enzymu i potencjalnego inhibitora, (K+) reakcja
z Dicer, bez potencjalnego inhibitora. Wykresy przedstwiaja wydajnos¢ tworzenia miRNA
w reakcjach z 20MeAL po normalizacji wzglgdem K+ (100%). Stupki btedéw odpowiadaja
odchyleniu standarowemu obliczonemu na podstawie wynikéw uzyskanych w trzech
niezaleznych powtdrzeniach eksperymentu. Na podstawie [450].

Wyniki uzyskane w trzech powtdrzeniach technicznych potwierdzity, ze badane
oligomery byly w stanie wydajnie hamowac¢ proces wyzwalania miRNA przez Dicer.
Najlepszymi inhibitorami okazaty si¢ 20MeAL-16-1 2 i 20Me-AL-210, ktore przy
najwyzszym zastosowanym stezeniu (10pM) prawie catkowicie (~95%) hamowaty
powstawanie odpowiedniego miRNA. Zaleznos¢ poziomu inhibicji cigcia pre-miRNA
od stezenia 20MeAL w przypadku tych dwoch oligomeréw byta niemal identyczna,
tj. wreakcjach, w ktorych stezenie oligomeru wynosito 0,1 puM, 1 uM i 10 uM
zanotowano spadek poziomu miRNA o, odpowiednio: ~20-30%, ~75% 1 ~95%.
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W przypadku 20MeAL-21 nie zaobserwowano znaczacych réznic w wydajnosci
inhibicji w poszczegdlnych probach; szczegdlnie w stezeniach: 1 uM 1 10 uM oligomer
ten powodowat spadek poziomu miR-21 o ~70-80% w porownaniu do reakcji
kontrolnej bez jego udzialu. Najmniej efektywnym inhibitorem okazat si¢
20MeAL-33a, ktory w najwyzszym stg¢zeniu hamowat powstawanie miR-33a jedynie
z ~55% wydajnoscig. Analizujac otrzymane wyniki nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze
pre-mir-33a byl bardzo nieefektywnie hydrolizowany przez Dicer, co moze byc¢
zwigzane z obecno$cig w preparacie inhibitoréw pochodzenia komodrkowego, ktore

interferowaty z badanym procesem [456].

IV-2-4-3. Badanie selektywnos¢ dziatania 12-merdw hamujgcych powstawanie miRNA

w reakcjach z ludzkg rybonukleazq Dicer

Bioragc pod uwage fakt, ze testowane 12-mery zostaly zaprojektowane, by
oddziatywaé¢ z wybranymi pre-miRNA, a tym samym, w zalozeniu, selektywnie
hamowac ich ciecie przez Dicer, cecha, ktéra obok wydajnosci inhibicji powinna by¢
brana pod uwage przy ocenie potencjalu inhibitorowego jest takze zdolno$¢ do
interferowania w proces powstawania innych miRNA. W zwigzku z powyzszym,
przeprowadzono seri¢ dodatkowych eksperymentow, w ktorych sprawdzano, czy
testowane 12-mery wplywaja na cigcie przez Dicer pre-miRNA innych niz te, wobec
ktorych zostaly zaprojektowane. Do przeprowadzenia rekacji wykorzystano
komoérkowy preparat Dicer, a stosunek molowy pre-miRNA:oligomer wynosit 1:100.
Otrzymane wyniki wykazaty, ze 20MeAL-16-1 2, 20MeAL-21 i 20Me-AL-33a
dziatalty w sposob selektywny, tj. hamowaly cigcie pre-miRNA wobec, ktorego byty
zaprojektowane, natomiast nie hamowaty cigcia innych badanych prekursorow
(Rys. 4. 21.). Jedynie 20MeAL-210 obnizat 0 >50% powstawanie wszystkich czterech
miRNA.

Wyniki wczesniejszych analiz wykazaty, ze oligomery krotsze niz ~20 nt nie sg
wydajnie wigzane przez Dicer (Rys. 4.4.), zatem zasadnym wydaje si¢ stwierdzenie, ze
efekty inhibitorowe obserwowane w przypadku testowanych12-meréw wynikaja przede
wszystkim z ich oddzialywania z pre-miRNA. By dodatkowo zweryfikowa¢ stusznos¢

tej hipotezy, zbadano, czy zaprojektowane 12-meréw mogg oddzialywaé z Dicer.
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Mieszaniny zawierajace wyznakowane radioizotopowo 12-mery z serii 2'-O-metylo
(20MeAL) 1 Dicer (preparat  bakulowirusowy) poddano  rozdziatowi
elektroforetycznemu w zelach PAA w warunkach natywnych. Otrzymane wyniki
potwierdzity brak oddziatywania pomigdzy rybonukleaza a 20MeAL-16-1 2,
20MeAL-21 i 20MeAL-33a (Rys. 4.22.). W przypadku 20MeAL-210 stwierdzono, ze
wraz ze wzrostem stezenia Dicer w mieszaninie reakcyjnej, na radiogramie widoczny
jest przyrost intensywno$ci prazkow  odpowiadajacych  najprawdopodobniej

kompleksom 20MeAL-210 z Dicer (Rys. 4.22.).
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Rysunek 4.21. Badanie selektywnos$ci dzialania 12-nt oligomeréw z serii 2’-O-metylo
w reakcjach z Dicer obecna we frakcji cytoplazmatycznej lizatow komoérkowych

Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w ktorych pre-miRNA byly ciete przez Dicer
w obecnosci wskazanych 12- merow serii 2'-O-metylo (20MeAL). Stosunek molowy
20MeAL:pre-miRNA  wynosit 100:1. (K-) reakcja kontrolna bez dodatku enzymu
i potencjalnego inhibitora, (K+) reakcja z Dicer, bez potencjalnego inhibitora. Wykresy
przedstwiaja wydajnos$¢ tworzenia miRNA w reakcjach z 20MeAL po normalizacji wzgledem
K+ (100%). Stupki btedow odpowiadaja odchyleniu standarowemu obliczonemu na podstawie
wynikéw uzyskanych w trzech niezaleznych powtorzeniach eksperymentu. Na podstawie [450].
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20MeAL-16-1_2 20MeAL-21 20MeAL-33a 20MeAL-210
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Rysunek 4.22. Badanie oddzialywania 12-nt oligomerodw z serii 2'-O-metylo z Dicer

Wynik rozdziatu elektroforetycznego prob, w ktorych znakowane radioizotopowo 12-mery
z serii 2'-O-metylo (20MeAL) inkubowano bez (K-) lub z Dicer (tréjkatem oznaczono zmiang
stezenia Dicer: 250 nM, 300 nM, 450 nM). Wskazano pozycje prazkow odpowiadajgcych
poszczegdlnym oligomerom oraz kompleksom 20MeAL-210 z Dicer. Na podstawie [450].

|V-2-4-4. Badanie mechanizmu dziatania AL-210

Zgromadzone wyniki wykazaty, ze 20MeAL-210 hamowal powstawanie
wszystkich testowanych ~ miRNA z co najmniej 50% wydajnoscia. Wbrew
wczesniejszym wynikom wskazujacym, ze Dicer nie tworzy kompleksow z tak krotkimi
czasteczkami RNA jak 12-mery (Rys. 4.4.), analiza przeprowadzona w zelach PAA
w warunkach natywnych wykazata, ze 20MeAL-210 jest wigzany przez Dicer (Rys.
4.22). Zastosowane podejscie badawcze nie pozwalalo jednak stwierdzi¢, w jakiej

formie 20MeAL-210 byt wigzany przez Dicer.

Oddzialywanie 20MeAL-210 z Dicer moze, przynajmniej czgsciowo, thumaczy¢
hamowanie przez ten 12-mer powstawania wszystkich czterech analizowanych miRNA,
szczegOlnie w eksperymentach z pre-mir-16-1, pre-mir-21 i pre-mir-33a. Nie mozna
jednak wykluczy¢, ze inhibicja cigcia wymienionych pre-miRNA wynika réwniez,
podobnie jak w przypadku pre-mir-210, z oddziatywania tych prekursorow
z 20MeAL-210. W kolejnym etapie sprawdzono zatem, czy 20MeAL-210 moze
tworzy¢ dupleks nie tylko z pre-mir-210, wobec ktérego byt projektowany, ale takze
z pozostalymi testowanymi pre-miRNA, czyli: pre-mir-16-1, pre-mir-21, pre-mir-33a.
Analizy in silico wykazaly, ze z uwagi na czg$ciowa komplementarno$¢ sekwencji,
AL-210 moze oddziatywa¢ z ramieniem 3’ zardwno pre-mir-16-1, jak i pre-mir-21

(Zatacznik 7.). Aby sprawdzi¢, czy w przyjetych warunkach reakcyjnych dochodzi do
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hybrydyzacji tych czasteczek, 20MeAL-210 oraz odpowiedni pre-miRNA
wyznakowany radioizotopowo na koncu 5’ inkubowano przez 15 min w 37°C w buforze
zawierajacym Mg”", a nastepnie rozdzielano w zelach PAA w warunkach natywnych.
Wiyniki tych analiz wykazaty, ze 20MeAL-210 moze tworzy¢ stabilny dupleks jedynie
z pre-mir-210 (Rys. 4.23.). Nie stwierdzono natomiast, by w zastosowanych warunkach
reakcyjnych oligomer ten oddziatywal z ktorymkolwiek z pozostatych trzech
testowanych pre-miRNA, tj.: pre-mir-16-1, pre-mir-21, pre-mir-33a (Rys. 4.23.).

W S$wietle zebranych wynikow (Rys. 4.21.-4.23.) wydaje si¢, ze prawdopodobny
mechanizm dziatania AL-210 w reakcjach z prekursorami: miR-16-1, miR-21
i miR-33a oparty jest na potencjale tego oligomeru do oddziatywania z Dicer, nie
wynika natomiast z bezposredniego oddziatywania tego 12-meru z pre-miRNA. W tym
kontekscie pojawia si¢ pytanie, w jakiej formie AL-210/20MeAL-210 jest wigzany
przez Dicer. Koncepcja hamowania dojrzewania miRNA przez oligomery odzialujace
zrejonem apikalnym okreslonych pre-miRNA zaklada, ze 12-mery wystepuja
w Srodowisku reakcyjnym w postaci jednoniciowej. Analiza bioinformatyczna
wykazala, Ze testowane 12-mery, z uwagi na czeSciowa samokomplementarnosc
sekwencji, posiadaja potencjal do tworzenia dimerdw, przy czym najnizsza energig
swobodng charakteryzuja si¢ struktury przewidziane dla AL-33a 1 AL-210
(Zatacznik 8.). Moznaby zatem zatozy¢, ze w wyzszych stezeniach, wspomniane

oligomery wystepuja w formie dimerow i1 w takiej postaci AL-210 oddziatuje z Dicer.

+ - + - + - + 20MeAL-210

‘ - pre-miRNA «20MeAL-210
- pre-miRNA

e

Rysunek 4.23. Badanie oddzialywania 20MeAL-210 z pre-mir-16-1, pre-mir-21,
pre-mir-33a i pre-mir-210

Wynik testu EMSA dla 20MeAL-210 i wskazanych pre-miRNA. Wyznakowane
radioizotopowo pre-miRNA inkubowano w samym buforze reakcyjnym (-) lub z 100-krotnym
molowym nadmiarem 20MeAL-210 (+). Zaznaczono pozycje prazkow odpowiadajacych
wolnym prekursorom oraz kompleksom 12-meru z pre-mir-210.
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Aby sprawdzi¢, czy w warunkach reakcyjnych stosowanych podczas oceny
potencjatu inhibitorowego 12-mery wystepuja w formie jedno- czy dwuniciowej,
oligomery z serii 2’-O-metylo-RNA inubowano w 37°C w buforze reakcyjnym dla
Dicer, a nastgpnie poddano rozdzialowi elektroforetycznemu w natywynych zelach
PAA. Dla kazdego oligomeru przeprowadzono seri¢ reakcji, w ktorych ilos§¢
znakowanego RNA byta stata (10 000 cpm), natomiast zmieniato si¢ stezenie RNA
niewyznakowango (0,01 uM, 1 uM, 10 uM). Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze
20MeAL-16-1 2 i 20MeAl-21 w zastosowanych warunkach sily jonowej oraz
temperatury pozostajag w formie jednoniciowej (Rys.4.24.). W przypadku 20MeAL-33a
zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem st¢zenia RNA dochodzi najprawdopodobniej do
dimeryzacji oligomeru — na radiogramie widoczne jest stopniowe zanikanie prazka
odpowiadajacego formie jednoniciowej RNA oraz pojawienie si¢ prazka migrujacego
wolniej, mogacego odpowiada¢ dimerom. Dla 20MeAL-210 na radiogramie
stwierdzono obecno$¢ prazka ulokowanego znacznie wyzej niz nalezaloby sie
spodziewa¢ w sytuacji, gdy dochodzi do dimeryzacji 12-meru (Rys. 4.24., prazki
oznaczone (*)). Pozycja tego prazka pozwala sadzié, ze moze on odpowiadad

strukturom wyzszego rzedu tworzonym przez 20MeAL-210.

JoMeA 161 gomel2L - joMeNL33 pomeA210

: : : - dsRNA
- ssRNA

Rysunek 4.24. Wizualizacja 12-nt oligomeréw z serii 2’-O-metylo w poddanych
elektroforezie w zelach poliakryloamidowach w warunkach natywnych

Rozdzielane mieszaniny zawieraly wskazany oligomer wyznakowany radioizotopowo na koncu
5" oraz jego nieznakowang forme¢ w stezeniu: 0,01 puM, 0,1 pM, 1 uM, 10 pM (oznaczone
trojkatem). Wskazano pozycje prazkow odpowiadajacych formie jednoniciowej (ssRNA)
i dwuniciowej (dsRNA) oligomerow oraz strukturze wyzszego rzedu tworzonej przez
20MeAL-210 (*).
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Biorac pod uwage uzyskane wyniki, zadano pytanie o to, co wyr6znia AL-210
sposréd pozostatych badanych 12-meréw. Analiza sekwencji nukleotydowych
poszczegbdlnych AL wykazata, ze AL-210 cechuje si¢ wysoka zawartoscig guaniny,
ktora stanowi az 58% zasad azotowych wchodzacych w sktad tego oligomeru (7/12
reszt azotowych, Rys. 4.25.). Dla porownania w czasteczce AL-33a guanina stanowi
~33% zasad azotowych (4/12), natomiast w czagsteczkach AL-16-1 2 i AL-21 jedynie
~17% (2/12). Co wigcej, reszty guanozynowe hie sg rozmieszczone rownomiernie
w sekwencji AL-210 — ponad potowa z nich znajduje si¢ na koncu 5’ oligomeru,

tworzac ciag czterech guanozyn (GGGGCAGCCAG).

AL-16-1_2 AL-21 AL-33a AL-210

o J e ‘e Je

Rysunek 4.25. Wykresy obrazujace udzial poszczegélnych zasad azotowych w strukturze
wskazanych 12-meréw.

Powyzsze cechy budowy AL-210 stanowily przestanke, by przypuszczaé, ze
oligomer ten moze przyjmowac struktur¢ G-kwadrupleksu. W celu weryfikacji tej
hipotezy wykorzystano barwnik — N-metylomezoporfiryng IX (NMM), tj. anionowg
pochodng porfiryny selektywnie oddzialujacg z G-kwadrupleksami o topologii
réwnoleglej [457], charakteryzujacej prawie wszystkie G-kwadrupleksy RNA [458].
Analizie poddano cztery 12-mery z serii RNA (AL-16-1 2, AL-21, AL-33a, AL-210)
oraz 20Me-AL-210. Kontrole pozytywng stanowil oligomer QU14 — 14-nt czasteczka
RNA, ktoéra, zgodnie z danymi literaturowymi, tworzy stabilny G-kwadrupleks
o topologii réwnolegtej [459]. 400 pmol kazdego z oligomeréw inkubowano w buforze
reakcyjnym dla Dicer, mieszaning dzielono na po6l i poddawano elektroforezie
w osobnych $ciezkach w natywnym zelu PAA. Po zakonczonej elektroforezie zel
dzielono na dwie cze¢$ci; jedng z nich barwiono w roztworze SybrGold w celu
wizualizacji calkowitego RNA, podczas, gdy druga, zawierajaca takie same proby,

inkubowano w roztworze NMM w celu wizualizacji prazkéw odpowiadajacych
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G-kwadrupleksom. Na Rys. 4.26. przedstawiono wyniki analizy przeprowadzonej dla
wyzej wymienionych oligomerow. Na zdjeciu zelu barwionego NMM widoczne sg
prazki odpowiadajace G-kwadrupleksom jedynie w $ciezkach, w ktorych rozdzielano

AL-210 1 20MeAL-210 oraz kwadrupleks referencyjny — QU14.

¥ 3
, i
SYBR Gold NMM
(catkowity RNA) (G-kwadrupleksy)

Rysunek 4.26. Wizualizacja kwasow nukleinowych za pomocg barwnika specyficznego
wobec G-kwadrupleksow

Wskazane oligomery inkubowano 15 min w 37°C w buforze zawierajacym Na“ i Mg™,
a nastgpnie poddawano elektroforezie w warunkach natywnych. W celu uwidocznienia kwasow
nukleinowych, zele barwiono wroztworze SybrGold (catkowity @ RNA) lub
N-metylomezoprofiryny IX (NMM, barwnik specyficzny wobec kwadruplekséw o topologii
rownolegtej).

IV-2-5. Badanie wpfywu oligomerow RNA zawierajgcych sekwencje bodate w ciggi

guanozyn na proces powstawania miRNA w reakcjach z ludzkg rybonukleazq Dicer

W $wietle wynikow przedstawionych dla AL-210/20Me-AL-210 nasuwa si¢
pytanie, czy G-kwadrupleksy RNA moga interferowa¢ w proces powstawania miRNA
w reakcjach z Dicer. By odpowiedzie¢ na to pytanie zdecydowano si¢ sprawdzi¢ wptyw
szeregu oligomeréw RNA przyjmujacych strukture G-kwadrupleksow na aktywnos¢
katalityczng Dicer in vitro. Do analiz wykorzystano sze$¢ oligomeréw o diugosci od 10

do 22 nt, odpowiadajacych fragmentom ludzkiego RNA telomerowego: TERI10,
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TER12, TERI1S8, TERI18-2A, TER22 oraz 12-nt oligomer G4U4G4. Strutura
G-kwadruplekséow tworzonych przez wymienione oligomery jest znana 1 zostala
szczegdtowo scharakteryzowana w literaturze (Zatacznik 9.). W pierwszym etapie
sprawdzono, czy w przyjetych warunkach reakcji, oligomery te przyjmuja strukture G-
kwadrupleksow. W tym celu proby zawierajace 400 pmol odpowiedniego RNA
inkubowano w 37°C w buforze dla Dicer, a nast¢pnie rozdzielano w warunkach
natywnych w zelach PAA. Wizualizacja kwasoéw nukleinowych z wykorzystaniem
roztworu NMM potwierdzila, ze w zastosowanych warunkach, wszystkie oligomery

przyjmowaly strukture G-kwadrupleksow (Rys. 4.27.).

SYBR Gold NMM
(catkowity RNA) (G-kwadrupleksy)

Rysunek 4.27. Wizualizacja oligomerdéw przyjmujacych strukture G-kwadruplekséw

Wskazane oligomery inkubowano 15 min w 37°C w buforze reakcyjnym dla Dicer i poddawano
elektroforezie w warunkach natywnych. W celu uwidocznienia kwaséw nukleinowych, zele
barwiono w roztworze SybrGold (catkowity RNA) lub w roztworze N-metylomezoprofiryny IX
(NMM, barwnik specyficzny wobec kwadrupleksow o topologii rownolegtej).

Biorac pod uwage dotychczasowe wyniki wskazujace, ze oddziatywania
pomiedzy pre-miRNA 1 oligomerami RNA moga istotnie wpltywaé na proces
generowania miRNA przez Dicer, przeprowadzono szereg reakcji kontrolnych,
sprawdzajacych, czy testowane oligomery przyjmujace strukture G-kwadrupleksow
moga hybrydyzowa¢ do pre-miRNA wykorzystywanych w badaniach. Prekursory, tj.:

pre-mir-16-1, pre-mir-21, pre-mir-33a, pre-mir-210 znakowane radioizotopowo na
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koncu 5’ inkubowano w samym buforze reakcyjnym dla Dicer (K-) lub razem
z komplementarnym 12-merem (odpowiednio: AL-16-1 2, AL-21, AL-33a, AL-210)
badz testowanym oligomerem (TER10, TER12, TER18, TER18-2A, TER22 lub
G4U4G4) dodanymi w  100-krotnym molowym nadmiarze. Proby poddano
elektroforezie w zelach PAA w warunkach natywnych. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
w zastosowanych warunkach reakcyjnych oligomery wybrane do badan nie
hybrydyzowaty do pre-mir-16-1, pre-mir-21 1 pre-mir-33a (Rys. 4.28. A-C). Jedynie
w przypadku pre-mir-210 na radiogramie zaobserwowano prazki wskazujace na
tworzenie si¢ kompleksow prekursora z oligomerami odpowiadajacymi fragmentom

RNA telomerowego (Rys. 4.28. D).
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Rysunek 4.28. Badanie oddzialywan pomiedzy pre-miRNA a oligomerami przyjmujacymi
strukture G-kwadruplekséw

Wyznakowane radioizotopowo pre-miRNA miRNA (A —pre-mir-16-1, B — pre-mir-21,
C — pre-mir-33a, D — pre-mir-210) inkubowano w samym buforze reakcyjnym (K-) lub ze
100-krotnym molowym nadmiarem komplementarnego 12-meru (K+), badz wskazanego
oligomeru. Zaznaczono pozycje¢ prazkéw odpowiadajacych wolnym pre-miRNA.

W kolejnym etapie przystgpiono do sprawdzenia wptywu wyselekcjonowanych
oligomerow na reakcj¢ hydrolizy wybranych ludzkich pre-miRNA przez Dicer. Dla
kazdego  pre-miRNA  (pre-mir-16-1, pre-mir-21, premir-33a, pre-mir-210)
przygotowywano trzy mieszaniny reakcyjne, w ktorych poziom znakowanego

radioizotopowo prekursora byt staty, natomiast zmienialo si¢ stezenie testowanego
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oligomeru przyjmujacego struktur¢ G-kwadrupleksu, odpowiednio: 0,1 puM, 1 uM,
10 uM. Dodatkowo przeprowadzano reakcje kontrolne: kontrole negatywnag (K-)
pozwalajgcg monitorowac integralno$¢ substratu w trakcie inkubacji RNA w samym
buforze reakcyjnym oraz kontrol¢ pozytywna (K+), na podstawie ktorej ustalano
poziom miRNA generowanego przez Dicer (Genlantis) pod nieobecno$¢ potencjalnego

inhibitora.
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Rysunek 4.29. Badanie wplywu oligomerow o strukturze G-kwadrupleksow na proces
ciecia pre-miRNA przez Dicer

Potencjat inhibitorowy wskazanych oligomeréw (TER10, TER12, TER18, TER18-2A, TER22,
G4U4G4) oceniano w standarowych reakcjach cigcia pre-miRNA (A — pre-mir-16-1,
B - pre-mir-21, C — pre-mir-33a, D — pre-mir-210) przez Dicer in vitro. Na wykresach
przedstawiono wydajno$¢ powstawania poszczegdlnych miRNA obliczong w odnienieniu do
reakcji bez dodatku potencjalnego inhibitora. Kolorami oznaczono testowane st¢zenia
wskazanego oligomeru (0,1 pM, 1 uM, 10 uM). Stupki btedow na wykresach odpowiadaja
odchyleniu standarowemu obliczonemu na podstawie wynikéw uzyskanych w trzech
niezaleznych powtorzeniach eksperymentu.

Otrzymane wyniki wykazaty, ze wszystkie uzyte oligomery wptywaty na proces
cigcia badanych pre-miRNA przez Dicer (Rys. 4.29.). Najwyzsza inhibicje
obserwowano w tych probach, w ktérych stezenia testowanych oligomerow byty

najwieksze (1 uM 1 10 uM), co moze mie¢ zwigzek z pozytywng zaleznos$cia tworzenia
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si¢ struktury G-kwadrupleksow od stezenia czasteczki [460, 461] (Rys. 4.24, panel
20MeAL-210). Ta zalezno$¢ moze rowniez odpowiada¢ za bardzo duze rdznice
w wydajnosci powstawania miRNA w reakcjach, w ktorych testowane oligomery byty
obecne w najnizszym stezeniu (0,1 pM) w poréwnaniu do reakcji z wyzszym stezeniem
(1 uM lub 10 uM), co szczegdlnie wyraznie wida¢ na przykladzie pre-mir-33a
(Rys. 4.29. C). Ponadto, porownujac wyniki otrzymane dla wszystkich czterech
pre-miRNA 1 testowanych oligomeréw, wida¢ wyraznie, ze poziom inhibicji
wywieranej przez dany oligomer zalezy od rodzaju substratu uzytego w reakcji.
W przypadku pre-mir-16-1 juz przy najnizszym st¢zeniu TER 18-2A, TER22
1 G4U4G4 zanotowano >50% obnizenie wydajnosci produkcji miRNA w pordwnaniu
do reakcji kontrolnej (K+), (Rys. 4.29. A), podczas gdy w analogicznych warunkach dla
pre-mir-33a i pre-mir-21 nie zaobserwowano inhibicji aktywnosci Dicer (Rys. 4.29. B-
C). W przypadku pre-mir-210, TER 18-2A 1 TER22 hamowaty powstawanie miR-210
jedynie o ~20%, natomiast G4U4G4 — o0 ~50% (Rys. 4.29. D).

W $wietle wynikow wskazujacych, ze Dicer nie oddzialuje wydajnie
z oligomerami o dlugo$ci mniejszej niz ~20 nt (Rys. 4.4.), szczegodlnie interesujace
wydaja si¢ wartosci inhibicji otrzymane dla najkrétszych z testowanych oligomerow,
tj. TER10 (10 nt) i G4U4G4 (12 nt). Oba oligomery w najwyzszym testowanym
stezeniu (10 uM) niezwykle wydajnie (>80%) hamowaly powstawanie wszystkich
badanych miRNA (Rys. 4.29.). Na wcze$niejszym etapie badan wykluczono mozliwo$¢
oddziatywania tych czasteczek z testowanymi pre-miRNA (Rys. 4.28.), co wskazuje na
to, ze za obserowang inhibicje powstawania miRNA w reakcjach z TER10 1 G4U4G4
najprawdopodobniej odpowiada oddziatywanie tych dwodch oligomeréw z Dicer.
Weryfikacji tej hipotezy dokonano, przeprowadzajac test EMSA =z udzialem
wspomnianych oligomerdéw 1 Dicer (preparat bakulowirusowy). TER10 1 G4U4G4
znakowane radioizotopowo na koncu 5' inkubowano z biatkiem (200 nM, 600 nM)
w warunkach uniemozliwiajacych ciecie RNA (bufor bez Mg*", 4°C) i rozdzielano
elektroforetycznie w natywnych zelach PAA. Kontrolg pozytywna stanowil pre-mir-33a
traktowany w analogiczny sposob, jak TER10 i1 G4U4G4. Ponadto dla kazdego
oligomeru przeprowadzo kontrole negatywng, w ktorej do mieszaniny reakcyjnej
dodawano czynnik denaturujacy biatko (2% SDS), uniemozliwiajac tworzenie si¢
komplekséw  rybonukleoporteinowych. Dla  dwodch  oligomerow  (G4U4G4
1 pre-mir-33a) przygotowano dodatkowe kontrole negatywne, w ktorych RNA
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inkubowano z bialkiem niewigzacym kwasdéw nukleinowych, albuming wotowa (BSA,
ang. bovine serum albumin) Wyniki przeprowadzone] analizy przedstawiono na
Rys. 4.30. Na zaprezentowanym radiogramie mozna zidentyfikowaé prazki, ktoére
obecne sa3 w probach z Dicer bez czynnika denaturujacego bialko, natomiast nie
wystepuja one w probach bez Dicer lub oraz w kontrolach z SDS lub BSA, co wskazuje
na to, ze najprawdopodobniej prazki te odpowiadaja kompleksom oligomeréw z Dicer.
Uzyskane wyniki pozwalajg sadzi¢, ze Dicer posiada zdolno$¢ do oddziatywania
z czasteczkami kwasow nukleinowych o strukturze G-kwadruplekséw. Przeprowadzone

analizy nie dostarczaja jednak informacji na temat natury tych oddziatywan.
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Rysunek 4.23. Badanie oddzialywan oligomeréw przyjmujacych strukture
G-kwadruplekséw z Dicer

Wyznakowane radioizotopowo oligomery (TER10, G4U4G4, pre-mir-33a) preinkubowano w
buforze niezawierajagcym Mg*" bez (-) lub z Dicer (200 nM, 600 nM; zmiane stezenia
oznaczono trojkatami). W reakcjach kontrolnych obecny byl czynnik denaturujacy biatko (2%
SDS, +) lub BSA (10 uM). Wskazano pozycj¢ prazkéw odpowiadajacych wolnym RNA oraz
kompleksom RNA z Dicer.
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Rozw¢j organizmu, utrzymanie jego homeostazy 1 prawidlowa odpowiedz na
czynniki zewngtrzne warunkowane sg przez skoordynowang, zarOwno w czasie, jak
1w przestrzeni, ekspresje wielu gendw. Tg¢ synchronizacje zapewniajg sieci
regulatorowe, ktorych istotnym elementem sg miRNA. Odkrycie miRNA przyniosto
falg zainteresowania biogeneza oraz funkcjonowaniem tych czasteczek, zaré6wno
w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych. Wigkszo$¢ badan poswigconych
regulacji powstawania miRNA skupia si¢ na czynnikach o charakterze bialkowym,
ktore wptywaja na aktywnos$¢ podstawowych enzymow tego szlaku. Zdecydowanie
mniej wiadomo na temat roli regulatorowej, jaka w procesie powstawania miRNA
moga odgrywac czasteczki RNA. Poruszajac ten problem, przede wszystkim zwraca si¢
uwage na znaczenie struktur: pri-miRNA i pre-miRNA dla wydajnosci i specyficznosci
cigcia przez Drosha [198, 205, 206, 211-225] i Dicer [258, 300, 355-357]. W tym
kontekscie rozpatrywano zatem poszczegdlne motywy sekwencyjne i strukturalne,
charakteryzujace substraty obu RNaz, pod katem ich znaczenia jako elementow
cis-regulatorowych. Jedynie w kilku pracach przedstawiono przyktady czasteczek RNA
dziatajacych jako czynniki trans-regulatorowe, wplywajace na dojrzewanie
pojedynczych lub wigkszosci miRNA obecnych w komorce. Badania te dotyczyly
przede wszystkim etapu jadrowego biogenezy miRNA. Wykazano migdzy innymi, Ze
poziom let-7 w komorkach C. elegans podlega regulacji poprzez pozytywne sprzg¢zenie
zwrotne pomiedzy dojrzalym miRNA a pri-let-7 [225]. Z kolei dla mysiego
pri-mir-15a/16-1 oraz ludzkiego pri-mir-195, wykazano, Ze proces ich cigcia przez
kompleks Mikroprocesora jest hamowany przez, odpowiednio, miR-709 [223] oraz
IncRNA Uc.283+A [224], ktore, hybrydyzujac do pierwotnych transkryptow, inicjuja
rearanzacje ich struktury irekrutujg inne czynniki regulatorowe. W przypadku etapu
cytoplazmatycznego 1 cigcia pre-miRNA przez Dicer istnieja pojedyncze doniesienia
o czasteczkach RNA pochodzenia wirusowego, ktore funkcjonujga jako inhibitory
kompetycyjne rybonukleazy i prowadza do deregulacji puli komorkowych miRNA
[255, 342]. W ostatnim czasie postuluje si¢ réwniez role regulatorowag tzw. miejsc
pasywnego wigzania Dicer zidentyfikowanych w obrebie czasteczek mRNA i1 IncRNA
[341].
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Niewatpliwy potencjal oligonukleotydow do oddzialywania zar6wno z Dicer,
jak 1z jej substratami, sktania do zadania pytania o rol¢ krétkich czasteczek RNA
w procesie dojrzewania miRNA. W toku badan prowadzonych wczesniej w Zaktadzie
Biologii Molekularnej i Systemowej IChB PAN w Poznaniu dokonano selekcji in vitro
aptameroOw RNA wigzacych ludzka rybonukleaze Dicer oraz przeprowadzono wstgpng
charakterystyke wptywu wybranych oligomerow na aktywno$¢ tego enzymu (praca
doktorska A. Tyczewskiej, IChB PAN, 2008). Uzyskane wyniki pozwolily
zidentyfikowa¢ w puli wyselekcjonowanych aptamerow czasteczki, ktore stanowity
substrat dla Dicer i w zwigzku z tym odgrywaty role kompetytoréw pre-miRNA oraz
czasteczki wigzane, ale niecigte przez enzym, ktore najprawdopodobniej funkcjonowaty
jako inhibitory allosteryczne Dicer. Szczegdlnie interesujagce wyniki otrzymano dla
dwoch sposrod testowanych oligomeréow: ATD 13.6 1 ATD 15.52, ktore efektywnie
i trwale hamowaty powstawanie miR-210, podczas gdy ich wplyw na dojrzewanie
innych testowanych miRNA byt znacznie mniejszy [436]. Badanie mechanizmow
warunkujacych selektywno$¢ substratowa wspomnianych aptamerow stanowito

pierwszy etap badan bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy.

ATD 13.6 jest wigzany przez Dicer, ale nie podlega cigciu przez t¢
rybonukleaze [436]. Testy kompetycyjne wykazaly, ze pre-miRNA (pre-mir-16-1,
pre-mir-21, pre-mir-33a) moga wypiera¢c ATD 13.6 z kompleksu z Dicer (Rys. 4.9.).
Mozna zatem sadzi¢, Ze miejsca wigzania tego aptameru i prekursorow w obrebie
enzymu s3 tozsame lub czesciowo si¢ pokrywaja. Fakt, iz ATD_13.6 nie jest cigty przez
Dicer najprawdopodobniej wynika ze struktury drugorzedowej aptameru, ktéra, wedtug
przewidywan in silico, charakteryzuje si¢ znacznie wydluzonym koncem 5’ (Rys. 4.7.
B). Jak wiadomo, struktura koncéw substratu jest kluczowa dla zwigzania czasteczki
RNA w orientacji umozliwiajacej wydajne cigcie przez Dicer [260]. Model inhibicji
kompetycyjnej, zaktadajacy r6zne powinowactwo naturalnych substratow wobec Dicer,
moglby tlumaczy¢ wyniki wstepnych badan z udziatem ATD 13.6, tj. odmienny
poziom inhibicji powstawania miRNA obserwowany w reakcjach z pre-mir-33a
w porownaniu do pre-mir-210 [436]. Dalsze badania dowiodly jednak, Zze za znaczne
zahamowanie cigcia pre-mir-210 przez Dicer w probach z ATD 13.6 odpowiada
odmienny mechanizm regulatorowy. Szczegdétowe analizy oddziatywan ATD 13.6
z Dicer 1 pre-mir-210 przeprowadzone technikg dot blot (Rys. 4.6.) oraz metoda
elektroforezy w zelach PAA w warunkach natywnych (Rys. 4.9.), w potaczeniu
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z przewidywaniami in silico i mapowaniem enzymatycznym struktury drugorzedowej
RNA (Rys. 4.7. B) wykazaty, ze ATD 13.6 tworzy dupleks z pre-mir-210 i w takiej
formie jest wigzany przez Dicer. Dupleks ATD 13.6 ¢ pre-mir-210 nie podlega cigciu
przez Dicer, co moze by¢ podyktowane jego struktura, ktéra rézni si¢ znaczaco od
struktury typowych dwuniciowych substratéw Dicer (Rys. 4.7. B). Brak wolnych
koncow nie stanowi przeszkody do utworzenia kompleksu z Dicer, natomiast
uniemozliwia ciecie RNA przez enzym [288, 341, 462]. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono zatem, ze ATD 13.6 moze wspodtzawodniczy¢ z pre-miRNA
o miejsce wigzania w obrebie enzymu, czyli funkcjonowaé na zasadzie inhibicji
kompetycyjnej Dicer. Alternatywnie, ATD 13.6 moze oddzialywa¢ z substratami Dicer
1 zmienia¢ ich strukture, uniemozliwiajac ich cigcie przez enzym. ATD 13.6 mozna
zatem nazwaé inhibitorem dwufunkcyjnym, tj. inhibitorem mogacym wplywac¢ na
proces powstawania miRNA zardwno poprzez wigzanie si¢ z Dicer, jak i oddziatywanie

z komplementarnymi pre-miRNA.

Wyniki badan poswigconych selekcji in vitro 1 wstgpnej charakterystyce
aptamerow wiazacych Dicer opublikowane w [436] spotkaty si¢ z zainteresowanie ze
strony innych zespoldow badawczych. Xu 1 wsp. zdecydowali si¢ wykorzystac
sekwencje ATD 13.6 do =zaprojektowania narzedzia oligorybonukleotydowego
inspirowanego dziataniem systemu CRISPR/Cas9 [463]. Technologia CRISPR/Cas9 to
metoda inzynierii genetycznej pozwalajaca na wydajng i precyzyjna edycj¢ genomu za
pomoca kompleksu rybonukleinowego skladajacego si¢ z endonukleazy Cas9
1 krotkiego RNA komplementarnego do wybranego fragmentu DNA [464-466]. Przez
analogie, Xu 1 wsp. zaproponowali wykorzystanie kompleksu rybonukleoproteinowego
tworzonego przez Dicer i czasteczke odpowiednio zaprojektowanego oligomeru RNA
do degradacji wybranych komérkowych RNA [463]. Wspomniany oligomer zawiera
dwa motywy funkcjonalne: motyw wigzany przez Dicer oraz motyw antysensowy,
rozpoznajacy docelowe RNA. Motyw wigzany przez Dicer powinien zapewniad
stabilne oddziatywanie oligomeru z biatkiem, a jednocze$nie nie ulegaé cigciu przez ten
enzym. Oba wymogi spetnia ATD 13.6, ktory, jak wspomniano, charakteryzuje si¢
wysokim powinowactwem do Dicer (~ 600 nM), jednak nie stanowi jej substratu.
W przytoczonych badaniach [463], Xu 1 wsp. wykorzystali oligomer RNA, w ktorym
sekwencja motywu wigzanego przez Dicer jest identyczna z sekwencja ATD 13.6,

natomiast sekwencja  antysensowa jest komplementarna do MALAT-1
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(ang. Metatstasis-Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1) — IncRNA
zaangazowanego miedzy innymi w regulacje ekspresji genow zwigzanych z proliferacja
1migracja komorek nowotworowych [467-469]. Wyniki badan przeprowadzonych
in vitro w hodowlach komoérek HelLa oraz MDA-MB-231 (linia ludzkich komorek raka
piersi) wykazaty ~40% obnizenie poziomu MALT-1 w komorkach transfekowanych
zaprojektowanym oligomerem w porownaniu do kontroli negatywnej, co wigzato si¢
rowniez ze spadkiem tempa proliferacji oraz zahamowaniem migracji tych komorek
[463]. Dalsze badania wykazaty, ze obserwowane efekty byty zalezne od aktywnosci
Dicer; w komorkach traktowanych testowanym oligomerem i shRNA hamujacym
powstawanie Dicer nie obserwowano spadku poziomu MALT-1 [463].
W zaprezentowanym przykladzie fragment czasteczki odpowiadajacy ATD 13.6
stanowil swego rodzaju pasywne miejsce zwigzania Dicer umozliwiajace zakotwiczenie
rybonukleazy w sasiedztwie transkryptu, ktory ma podlega¢ degradacji. Podejscie to
ilustruje mozliwo$¢ wykorzystania wyselekcjonowanych aptameréw jako czesci
sktadowych bardziej rozbudowanych narzedzi wplywajacych na funkcjonowanie Dicer

w komorce 1 nakierowujacych enzym na wybrane RNA.

Drugi z aptamerow poddanych szczegotowym badaniom, ATD 15.52, na
podstawie wynikow wstepnych analiz zostat zaklasyfikowany jako kompetytor
pre-miRNA, wspolzawodniczacy z nimi o utworzenie kompleksu z Dicer. W wyniku
hydrolizy przez Dicer wigzania fosfodiestrowego pomiedzy A21 i G22 ATD 15.52
generowane s3 dwa fragmenty: fragment 5’ o dlugosci 21 nt 1 fragment 3’ o dtugosci 35
nt. Mimo cigcia ATD 15.52 przez Dicer, a wigc obnizania poziomu kompetytora
Ww mieszaninie reakcyjnej w miar¢ uplywu czasu inkubacji, w reakcjach z pre-mir-210
nie obserwowano znoszenia inhibicji powstawania miR-210 [436]. Dalsze analizy
wykazaly, ze fragment 5’ uwalniany z ATD 15.52 przez Dicer moze wigzaé si¢ do
pre-mir-210 1 hamowac cigcie tego prekursora, podtrzymujac inhibicje powstawania
miR-210, wynikajaca poczatkowo z kompetycji pomiedzy prekursorem a aptamerem
(Rys. 4.10., Rys. 4.11. A). Przewidywania in silico wskazuja, ze do oddzialywania
pomiedzy 5'-ATD 15.52 a pre-mir-210 dochodzi w cz¢$ci apikalnej prekursora
(Rys. 4.11. B, Zalacznik 5.). Przeprowadzone analizy wykazaly rowniez, ze nie tylko
fragment 5’ aptameru, ale takze pelnej dlugosci ATD 15.52 jest zdolny do
oddziatywania z pre-mir-210 (Rys. 4.11. A, Rys. 4.12.). W tym kontekscie ATD 15.52,
podobnie jak ATD 13.6, moze zosta¢ zaklasyfikowany jako dwufunkcyjny inhibitor
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procesu powstawania miRNA, tj. inhibitor wigzany przez Dicer oraz inhibitor

zaburzajacy strukture komplementarnych pre-miRNA.

Przypadek ATD 15.52 jest przyktadem sytuacji, gdy produkt metabolizmu
inhibitora, (tu: cigcia aptameru przez rybonukleaze) posiada potencjat funkcjonalny
i w okreSlonych warunkach moze wplywaé na proces powstawania miRNA.
W konteksécie fizjologicznym, istnienie tego typu oligomerow, pozwalatoby na
dwustopniowg regulacj¢ dojrzewania miRNA, najpierw globalng, po6zniej selektywna.
W pierwszym etapie, w wyniku zwigzania oligomeru z Dicer, poprzez inhibicj¢ na
zasadzie kompetycji, regulacji podlegataby znaczna cze¢$¢ puli miRNA. Nastepnie, po
przecieciu inhibitora przez Dicer mozliwe byloby utrzymywanie niskiego poziomu
wybranych miRNA poprzez zahamowanie ich dojrzewania wynikajace z oddziatywania
pomiedzy uwolnionymi fragmentami inhibitora a odpowiednimi pre-miRNA.
Niewykluczone, ze tego typu fragmenty moglyby réwniez wptywaé na biogeneze
i funkcjonowanie miRNA za pomoca innych mechanizméw wymagajacych
hybrydyzacji komplementarnych nici RNA. Istnienie opisanych powyzej regulatorow
pozostaje w sferze domystéw, niemniej znane s przyklady endogennych RNA (mRNA,
miRNA, tRNA), ktére oprocz petienia zdefiniowanych dla nich funkcji biologicznych,
sg rowniez zrodtem produktéw degradacji okreslanych jako stabilne 1 funkcjonalne
degradanty RNA [123, 470-472]. Degradanty tego typu powstaja w wyniku przemian
metabolicznych jakim podlegaja wszystkie RNA w komorce, jednak na tle innych
produktow degradacji wyrdznia je dluzszy czas pottrwania w komorce oraz, jak
wskazujg ostatnie badania, réwniez potencjat funkcjonalny [473]. Jak wykazano,
w komoérkach Saccharomyces cerevisiae w warunkach stresu hipertonicznego 18-nt
fragment pochodzacy z mRNA TRM10 hamuje proces translacji poprzez bezposrednie
oddziatywanie z duza podjednostka rybosomu [472]. Obnizenie tempa biosyntezy
biatek prowadzi do spowolnienia metabolizmu drozdzy, co pozwala na zmiang profilu
ekspresji kluczowych dla przezycia genow 1 adaptacje do niesprzyjajacych warunkow
solnych. U czlowieka fragmenty mRNA (szczegdlnie odpowiadajace rejonom 3'UTR),
a takze fragmenty miRNA czy tRNA identyfikowane sa w puli egzosomalnych RNA
[474-477]. Postuluje si¢, ze po endocytozie egzosomoOw niektore z degradantow moga
odgrywac role regulatorowa, wptywajac na lokalizacje, stabilno$¢ 1 funkcjonowanie
obecnych w komodrce RNA [475-477]. Dodatkowo, glebokie sekwencjonowanie puli
kréotkich RNA pochodzacych z ludzkich neutrofili i plytek krwi ujawnilo obecnosé
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w tych komorkach tzw. semi-miRNA (smiRNA), czyli czasteczek RNA o dtugosci
12 nt odpowiadajacych fragmentom 5" miRNA: miR-223 i let-7 [470]. Wyniki analiz
funkcjonalnych z udziatem smiR-223 wspieraja hipoteze, ze degradanty tego typu moga
odgrywa¢ role naturalnych antysensowych RNA, wplywajacych na stabilno$¢
1 aktywno$¢ komplementarnych miRNA [470].

Aktualny stan wiedzy na temat roéznorodnosci strukturalnej i funkcjonalnej
transkryptomu sktania do zadania pytania, czy w puli RNA obecnych w komorkach
ludzkich znajduja si¢ czasteczki o sekwencjach wyselekcjonowanych aptamerow lub do
nich podobne. Przeprowadzona pod tym katem analiza in silico transkryptomu
cztowicka wykazata obecnos$¢ transkryptow zawierajacych sekwencje o znacznym
stopniu podobienstwa do sekwencji aptamerdéw regulujacych aktywno$é Dicer, w tym
do ATD 13.6 i ATD 15.52 (Zatacznik 4.). W puli 68 transkryptow o sekwencjach
wykazujacych najwicksze podobienstwo do wyselekcjonowanych aptameréw znalazty
si¢ miedzy innymi wariant transkrypcyjny kodujacy protokadheryne 21 (PCDH21)
1 wariant transkrypcyjny kodujacy biatko THAP4, przy czym 29-nt fragment PCDH21
wykazuje 90% podobienstwo do ATD 13.6, natomiast 35-nt fragment THAP4
wykazuje 80% podobienstwo do ATD 15.52. Badanie potencjatu inhibitorowego
oligomeréw odpowiadajacych wspomnianym wyzej fragmentom naturalnych
transkryptow (PCDH21 fr i THAP4 fr) potwierdzilo ich zdolno$¢ do hamowania
powstawania miR-210 w reakcjach z Dicer (Rys.4.13. A). Ze wzgledu na
komplementarno$¢ sekwencji pomigdzy testowanymi oligomerami a uzytym
w reakcjach  prekursorem (pre-mir-210), PCDH21 fr 1THAP4 fr hamowaty
powstawanie miRNA poprzez bezposrednie oddzialywanie z pre-miRNA 1 zaburzenie
jego natywnej struktury, uniemozliwiajace cigcie przez Dicer. Potencjalnie jednak, ze
wzgledu na dtugos$¢ obu oligomeréw (~30 nt), moga one by¢ wigzane przez Dicer (Rys.
4.4.), co stanowi przestanke, by zaklasyfikowa¢ je do grona inhibitoréw

dwufunkcyjnych.

Do tej pory brak dowodow, by endogenne transkrypty lub fragmenty
transkryptow o dlugosci zblizonej do analizowanych oligomerow (~60-nt aptamerow
czy ~30-nt PCDH21 fr i THAP4 fr) wptywaty na aktywnos¢ Dicer in vivo. Wiadomo
natomiast, ze regulacja etapu cytoplazmatycznego biogenezy miRNA poprzez RNA

oddziatujace z Dicer jest strategia wykorzystywang przez niektore wirusy w celu
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obnizenia pozioméw miRNA zaangazowanych w regulacj¢ odpowiedzi obronnej
komorki oraz do ochrony wiasnych transkryptéw niezbednych w procesie replikacji
[255, 342]. Ponadto doniesienia o tzw. miejscach pasywnego wigzania Dicer
(zidentyfikowane w obrebie mRNA i1 IncRNA), sugeruja, iz poziom aktywnego enzymu
w cytoplazmie moze by¢ regulowany poprzez sekwestracje¢ Dicer [341]. Dzieki
specyficznej strukturze, RNA bedacy miejsem pasywnego wigzania przytacza Dicer, nie
jest jednak przez nig ciety. Podobnie, jak w przypadku ATD 13.6 umozliwia to
blokowanie aktywno$ci Dicer bez jednoczesnego generowania produktéw cigcia (co
nastepuje, gdy kompetytor stanowi substrat enzymu), ktére moglyby interferowad

z innymi procesami biologicznymi i wywotywac niepozadane efekty.

Istnieje wiele przyktadow $wiadczacych, iz podstawowym czynnikiem
umozliwiajagcym czasteczkom RNA pelnienie roznorodnych funkeji biologicznych jest
ich niezwykty dynamizm konformacyjny [478]. Zmiany strukturalne (spowodowane:
warunkami fizyko-chemicznymi §rodowiska [479-482], przylaczeniem specyficznych
biatek [483-485] lub czynnikéw niebiatkowych [486] czy hydroliza RNA [487, 488]),
pozwalaja czasteczkom RNA peli¢ funkcje binarnych przetacznikéw sterujacych
przebiegiem wielu procesow komorkowych. Podobne efekty obserwowane sg rowniez
w przypadku pre-miRNA. We Wstepie niniejszej pracy przedstawiono charakterystyke
szeregu biatek, ktore wplywaja na struktur¢ pre-miRNA i w ten sposob promuja lub
hamuja oddziatywanie prekursorow z Dicer i/lub ich cigcie przez t¢ rybonukleazg.
Wyniki badan z udziatem ATD 13.6 1 ATD 15.52 dowiodly, Zze réwniez RNA moze
odgrywa¢ role czynnika trans-regulatorowego i1 wplywaé na proces powstawania
miRNA zaré6wno poprzez sekwestracje Dicer, jak 1 poprzez bezposrednie oddziatywanie
z pre-miRNA. Wyniki otrzymane dla obu aptameréow, a takze dla PCDH21 fr
1 THAP4 fr potwierdzity, ze zmiany struktury pre-miRNA indukowane przytaczeniem
komplementarnego oligomeru RNA moga prowadzi¢ do zahamowania cigcia tego

prekursora przez Dicer in vitro.

Powyzsze obserwacje, a w szczegdlnosci wnioski ptynace z badan z udziatem
fragmentu 5" ATD 15.52, ktoére pokazaly, ze do wydajnego hamowania powstawania
miR-210 wystarczyta zaledwie 12-nt komplementarno$¢ pomigdzy regulowanym
prekursorem a inhibitorem RNA, pozwalaly sadzi¢, ze na podobnej zasadzie mozna

hamowa¢ proces powstawania innych miRNA. Aby zweryfikowa¢ t¢ hipoteze,
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zaprojektowano cztery 12-nt oligomery RNA komplementarne do jednoniciowych
rejondw obecnych w czg¢sci apikalnej wybranych pre-miRNA: pre-mir-16-1,
pre-mir-21, pre-mir-33a 1 pre-mir-210 (Rys. 4.14.). Oligomery te nazwano
odpowiednio: AL-16-1, AL-21, AL-33a, AL-210. W zaprezentowanych badaniach
skupiono si¢ na okreSleniu, czy rearanzacje struktury prekursorow indukowane
przytaczeniem 12-merow mogg prowadzi¢ do wydajnej inhibicji wyzwalania miRNA

przez Dicer.

Wyniki badan przeprowadzonych z wykorzystaniem rekombinowanego bialka,
jak réwniez preparatu komodrkowego jednoznacznie wykazaly, ze 12-mery
komplementarne do fragmentow apikalnych pre-miRNA wydajnie hamowaty cigcie
tych prekursorow przez Dicer (por. Rys. 4.15., Rys. 4.17, Rys. 4.19. 1 Rys. 4.20.).
Potwierdzono tym samym, ze rejon apikalny pre-miRNA jest istotny dla rozpoznania
substratu przez enzym. Jest to zgodne z doniesieniami literaturowymi wskazujacymi, ze
petla apikalna pre-miRNA jest zaréwno jednym zkluczowych elementow
determinujacych interakcje z Dicer [300], jak 1 potencjalnym miejscem wigzania

czynnikow regulatorowych [217, 228, 368-371, 378].

Nalezy jednak zauwazy¢, ze jeden sposrdod testowanych 12-merow, tj. AL-16-1,
jedynie w niewielkim stopniu hamowat proces cigcia przez Dicer komplementarnego
prekursora (pre-mir-16-1), (Rys. 4.15.). Co ciekawe, juz wcze$niej Michlewski 1 wsp.
wykazali, ze oligomery komplementarne do petli apikalnej pri-mir-16-1 nie hamowaty
cigcia tego transkryptu przez Drosha (w przeciwienstwie do oligomerow
komplementarnych do petli apikalnych szeregu innych pri-miRNA, mi¢dzy innymi
pri-mir-18a 1 pri-let-7a-1) [216]. Autorzy przytoczone] publikacji postulowali, ze
obserwowany efekt wynikat z braku wrejonie petli apikalnej pri-mir-16-1
konserwatywnych elementow strukturalnych rozpoznawanych przez czynniki
zaangazowane w dojrzewanie prekursora. W przypadku badan z udzialem Dicer, wyniki
uzyskane w trakcie przygotowywania niniejszej rozprawy wskazuja, ze za niskg
aktywnos$¢ inhibitorowg AL-16-1 czeSciowo moze odpowiada¢ sktad nukleotydowy
rejonu apikalnego pre-mir-16-1, w szczegdlnosci, duza zawarto§¢ AU w poroéwnaniu do
GC. Najprawdopodobniej z uwagi na te dysproporcje, w zastosowanych warunkach
eksperymentalnych (37°C) nie dochodzito do utworzenia stabilnego dupleksu

AL-16-1+ pre-mir-16-1. W tym konteks$cie zastanawiajgce okazaly si¢ jednak wyniki
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serii eksperymentoéw z udziatem analoga 2'-O-metylo AL-16-1 (20MeAL-16-1). Mimo
ze wprowadzone modyfikacje znaczaco podwyzszyty teoretyczng wartos¢ Tp, dupleksu
20MeAL-16-1¢ pre-mir-16-1 (47,4°C) w porownaniu do AL-16-1¢ pre-mir-16-1
(35,3°C), nie zaobserwowano znaczacych réznic w zdolnosci 12-meréw do wigzania
pre-mir-16-1 (por. Rys. 4.16. i Rys. 4.18. C) lub hamowania procesu powstawania
miRNA (por. Rys. 4.15. i Rys. 4.17.). Otrzymane wyniki sugeruja, ze projektujac
12-mer majacy oddziatywa¢ z pre-miRNA, nie mozna bra¢ pod uwage jedynie
parametréw termodynamicznych poszczegélnych czasteczek i tworzonych przez nie
duplekséw. Wniosek ten znalazt swoje potwierdzenie w badaniach z udzialem
alternatywnego oligomeru, 20MeAL-16-1 2. On rowniez jest komplementarny do
czesci apikalnej pre-mir-16-1, jednak w porownaniu do 20MeAL-16-1, oddziatuje
zrejonem bogatszym w GC. Miejsca hybrydyzacji dla 20MeAL-16-1
1 20MeAL-16-1 2 roznity si¢ nie tylko sekwencja nukleotydowa, ale rowniez
organizacja przestrzenng lancucha oligorybonukleotydowego (Rys. 4.19. A). Oba
miejsca obejmowaly krotki, 4-nt rejon heliakalny oraz fragmenty o strukturze
jednoniciowej, ktore z zalozenia sg tatwiej dostepne do oddziatywania z innymi
czasteczkami kwasow nukleinowych niz fragmenty dwuniciowe. Miejsce hybrydyzacji
dla 20MeAL-16-1 zawierato jeden rejon jednoniciowy (na koncu 3’), podczas gdy
w przypadku 20MeAL-16-1 2 zardwno koniec 5, jak 1 3’ oddziatywaty z fragmentami
jednoniciowych petli (odpowiednio: bocznej 1 apikalnej). Badanie oddzialywan
RNA<RNA przeprowadzone z wykorzystaniem testu EMSA wykazalo, ze
20MeAL-16-1 2 wigzal si¢ do pre-mir-16-1 znacznie wydajniej niz 20MeAL-16-1
(Rys. 4.19. B). Co wigcej, znalazto to swoje odzwierciedlenie w efektywnos$ci dziatania
12-meréw; 20MeAL-16-1 2 okazal si¢ lepszym inhibitorem powstawania
miR-16-1 niz 20MeAL-16-1 (Rys. 4.19. C). Wyniki uzyskane dla 20MeAL-16-1
oraz 20MeAL-16-1 2 pozwalajg stwierdzi¢, ze oprocz sity oddziatywania inhibitora
z pre-miRNA, rowniez dostepnos¢ miejsca hybrydyzacji, a wigc struktura czasteczki
docelowej, moze by¢ czynnikiem decydujagcym o efektywnosci inhibitorowej

oligomeru.

Powyzsze obserwacje sa spdOjne z wnioskami ptynacymi z innych badan
poswieconych kinetyce tworzenia si¢ heterodupleksow RNA. Wykazano, ze
w przypadku hybrydyzacji krétkich, antysensowych oligomeréw do dluzszych,

ustrukturyzowanych RNA powinowactwo komplementarnych czasteczek nie moze by¢
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wytlumaczone jedynie parametrami termodynamicznymi wynikajacymi z dhugosci
1 sekwencji oddziatujacych RNA czy réznicami wartosci energii swobodnej dupleksu
1 czagsteczek sktadowych [445, 489, 490]. Warunkiem koniecznym dla zainicjowania
tworzenia si¢ dupleksu jest brak zawad sterycznych w tzw. miejscu nukleacji, czyli
rejonie tancucha kwasu nukleinowego, gdzie tworzone sg pierwsze wigzania wodorowe
(tzw. oddziatywania inicjatorowe) pomiedzy zasadami azotowymi oddzialujacych
czasteczek [490]. Istotna jest rowniez trwato$¢ termodynamiczna oddzialywan
inicjatorowych, ktora decyduje o tym, czy dojdzie do propagacji dupleksu [490].
W przypadku 20MeAL-16-1 2 potencjalnym miejscem nukleacji spetniajacym
powyzsze warunki wydaje si¢ ciag GCG we wspomnianej wczesniej petli bocznej
pre-mir-16-1. Kinetyka procesu hybrydyzacji komplementarnych lub cze$ciowo
komplementarnych nici kwasoéw nukleinowych wymaga analizy wielu czynnikow,
szczegolnie w sytuacji, gdy przynajmniej jedna z oddziatujacych czasteczek jest silnie
ustrukturyzowana [491]. Ztozono$¢ tego zagadnienia ilustruje fakt wystepowania
znaczacych réznic pomigdzy wartoSciami Ky wyznaczonymi dla antysensowych
oligomerow tej samej dlugosci, ktorych miejsca hybrydyzacji do komplementarnego
RNA s3 przesunigte wzgledem siebie zaledwie o jeden nukleotyd [445, 490, 491].
Postuluje si¢, ze za efekt ten odpowiada drugo- i trzeciorzgdowa struktura RNA,
w szczegOlno$ci organizacja przestrzenna miejsca hybrydyzacji 1 wspolosiowe

oddzialywania warstwowe.

Nalezy rowniez zauwazy¢, ze w srodowisku komoérkowym zaréwno struktura,
jak 1 proces hybrydyzacji komplementarnych czasteczek RNA podlegaja wpltywom
roznorodnych bialek. Specyficzne helikazy czy biatka opiekuncze (ang. chaperons)
moga wspiera¢ proces tworzenia si¢ dupleksow, np.: poprzez reorganizacj¢ struktury
czasteczek czy fizyczne zblizenie dwoch nici kwaséw nukleinowych w przestrzeni, tzw.
stloczenie molekularne (ang. molecular crowding) [492, 493]. Biatka tego typu moga
rowniez utrudnia¢ hybrydyzacje kwaséw nukleinowych poprzez sekwestracje
czasteczek, ekranowanie rejonow komplementarnych czy stabilizacj¢ natywnej
struktury prekursorow. Obecnie znanych jest szereg bialek wigzacych sie do czgdci
apikalnej pre-miRNA (Tabela 1.2.). Potencjalnie, moga one konkurowac
zendogennymi RNA czy egzogennymi oligomerami o miejsce oddziatywania
w obrebie prekursora. Co wigcej, wérdd czynnikdw zaangazowanych w biogeneze

miRNA znajduja si¢ biatka o aktywno$ciach opiekunczych. Nalezy do nich np.

121



Dyskusja

rybonukleoproteina hnRNP A1, ktora tworzy kompleksy z heterogennymi jadrowymi
RNA 1 bierze udziat w alternatywnym sktadaniu, metabolizmie oraz transporcie mRNA
[494-496]. Wykazano réwniez, ze hnRNP Al moze oddziatywaé z rejonem apikalnym
niektorych pri-miRNA [216, 221, 222, 229] i pre-miRNA [497], wptywa¢ na strukturg
tych czasteczek, a w konsekwencji, na ich cigecie przez kompleks Mikroprocesora
1 Dicer. W badaniach in vitro Roose 1 wsp. wykazali, ze 13- 1 14-nt oligomery
komplementarne do p¢tli apikalnej pre-let-7a-2 nie hamowaly oddzialywania hnRNP
Al z prekursorem, mimo ze wydajnie blokowaly wigzanie si¢ w tym rejonie Lin28A,
biatka wykazujacego wyzsze niz hnRNP Al powinowactwo do pre-let-7a-2 [445].
Autorzy przytoczonej pracy postulowali, ze brak konkurencji pomiedzy testowanymi
oligomerami a hnRNP A1 najprawdopodobniej wynika z faktu, ze ich miejsca wigzania
nie pokrywaly si¢ ze sobg. Zastosowane podejscie badawcze nie pozwalalo jednak
jednoznacznie stwierdzi¢, czy dochodzito do jednoczesnego wigzania si¢ do petli
apikalnej pre-let-7a-2 obu czynnikow, tj. testowanego oligomeru 1 biatka.
W przytoczonych badaniach, wykorzystujac test immunoenzymatyczny (ELISA,
ang. enzyme-linked immunosorbent assay), oznaczano jedynie poziom hnRNP Al
zwigzane] do pre-let-7a-2 po inkubacji z utworzonymi wczesniej dupleksami
oligomer * pre-let-7a-2. Nie monitorowano jednak poziomu wolnego oligomeru, stad,
nie mozna wykluczy¢, ze w wyniku przylaczenia hnRNP Al nastgpowata dysocjacja
kompleksu oligomer ¢ pre-let-7a-2 lub tez, ze dochodzitlo do aktywnego wypierania

testowanego oligomeru przez biatko.

W przypadku mechanizméw inhibicji zaktadajacych oddzialywanie dwoch
komplementarnych czasteczek RNA (oligomeru-inhibitora 1 pre-miRNA), oprocz
parametréow charakteryzujacych szybko$¢ powstawania i1 stabilno$¢ tworzonych
heterodupleksow, kluczowe znaczenie maja rowniez specyficznos$¢ i selektywnosé
funkcjonowania inhibitorow. Z uwagi na fakt, ze ssSRNA krotsze niz ~20 nt nie sg
wydajnie wigzane przez Dicer (Rys. 4.4., Rys. 4.22.), mozna przyja¢, ze inhibicja cigcia
pre-miRNA przez Dicer w reakcjach z udziatem testowanych 12-meréw (AL) wynika
z oddziatywania tych ostatnich z substratami enzymu, a wigc jest podyktowana
komplementarnos$cig sekwencji fancuchéw oligorybonukleotydowych. Na tej podstawie
mozna mowi¢ o specyficznosci dziatania badanych 12-meréw, rozumianej jako
wywieranie efektu poprzez zdefiniowany mechanizm, w tym przypadku: oddziatywanie

inhibitora z pre-miRNA. Jedynie dla AL-210 wykazano, Ze oligomer ten moze wplywaé
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na proces powstawania miRNA nie tylko poprzez hybrydyzacje do komplementarnego
rejonu pre-miRNA, ale réwniez poprzez wigzanie si¢ do Dicer (Rys. 4.22.). Przyczyny

1 implikacje tego faktu zostang przedyskutowane w dalszej czegsci rozdziatu.

Selektywnos$¢ badanych 12-merow, tj. kwestia ich hybrydyzacji nie tylko do
komplementarnych pre-miRNA, ale réwniez do czeSciowo lub catkowicie
komplementarnych rejondéw innych endogennych RNA, stanowi ztozony problem.
Nadrzedng kwestia w tym przypadku wydaja sie: dlugo$¢ 1 sktad nukleotydowy,
poniewaz to one warunkuja potencjat hybrydyzacji komplementarnych nici kwasow
nukleinowych. Zakladajac, ze w przecigtnej komorce eukariotycznej wystepuje
~1,2%10e4 transkryptéw o $redniej dhugosci 2x10e3 nt, losowa sekwencja o dtugosci
12 nt ma szans¢ pojawi¢ si¢ w niej dwukrotnie® [498]. Co wiecej, analizujac pule
wszystkich znanych do tej pory ludzkich pre-miRNA (1881 czasteczek, kazda
o dhugosci ~60 nt) mozna zauwazy¢, ze (potencjalnie) najkrotsza unikatowa sekwencja
w tym zbiorze ma dlugoé¢ zaledwie 9 nt’. W oparciu o te szacunki mozna
przypuszczaé, ze 12-nt oligomery moga by¢ wystarczajaco selektywne, nawet dziatajac
w ztozonym $rodowisku komoérkowym, by hamowaé cigcie wybranych pre-miRNA
1 nie oddzialywa¢ z innymi endogennymi RNA. Ta hipoteza opiera si¢ na zatozeniu, ze
do hybrydyzacji dochodzi jedynie w sytuacji pelnej komplementarno$ci, co jest
znacznym uproszczeniem, niemniej, dostgpne dane literaturowe wskazuja, ze
w komorkach cztowieka akumulowane sg stabilne 1 funkcjonalne degradanty dlugos$ci
kilkunastu nukleotydow, w tym, wspomniane juz 12-nt semi-miRNA [470].
Dowiedziono roéwniez, ze in vivo mozliwe jest wykorzystanie oligomeréw o dtugosci
< 15 nt jako selektywne narzg¢dzia do regulacji biogenezy miRNA [499-501]. Co wigcej,
niejednokrotnie, krotsze czasteczki wykazuja wyzsze powinowactwo i zwigkszong
efektywnos$¢ dziatania w porownaniu do dhuzszych oligomeréow, co moze wynikac

z faktu, ze wydluzanie tancucha oligonukleotydowego zwigksza prawdopodobienstwo

? Losowa sekwencja o dtugosci N nt pojawia sie w danej puli okreslong liczbe razy (x), wyrazong jako
iloraz ztozonosci danego zbioru sekwencji i 4", gdzie ztozonosc to iloczyn liczby czgsteczek i ich Sredniej
dtugosci. W podanym przyktadzie ztozonoéé puli mRNA to ~2,4 x 107 nt, chcac wiec obliczyé, ile razy

losowa sekwencja o dtugosci 12 nt ma szanse pojawi¢ sie w tym zbiorze, nalezy rozwigza¢ réwnanie:
2,4x107 _
412

* Ztozonosé puli pre-miRNA to ~11,3 x 10* nt, aby obliczy¢ dtugos$é¢ sekwencji unikatowej nalezy

11,3x10%
. - .11, _ : ; ; . 4
rozwigzac rownanie: — 57— = 1, co sprowadza sie do obliczenia logarytmu: log, 11,3 x 10*.
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tworzenia si¢ w obregbie czasteczek stabilnych struktur drugorzedowych oraz ulatwia

hybrydyzacje do czesciowo komplementarnych RNA [445, 500, 502].

Najbardziej obiecujacym przyktadem zastosowania krétkiego antysensowego
oligomeru do selektywnej regulacji biogenezy i1 funkcjonowania miRNA jest miravirsen
— eksperymentalny lek wykorzystywany w terapii zakazen wirusem zapalenia watroby
typu C (HCV, ang. hepatitis C virus). Miravirsen to 15-mer komplementarny do
miR-122-5p, zbudowany z tiofosforanowych analogéw nukleotydow DNA i LNA
[503]. Specyficzny dla hepatocytdéw miR-122-5p zaangazowany jest migdzy innymi
w regulacj¢ metabolizmu cholesterolu [504] czy utrzymanie homeostazy zelaza [505].
Oprocz tego, jest on rowniez niezbedny do replikacji HCV [506, 507]. U pacjentow
z chroniczng infekcja HCV, terapia miravirsenem skutecznie obniza poziom RNA
wirusa, nawet do wartosci niewykrywalnych [499]. Wykazano, Zze oprocz dzialania
typowego dla oligomeréw antysensowych (sekwestracja funkcjonalnego miR-122-5p),
miravirsen jest zdolny rowniez do oddzialywania z czasteczkami prekursorowymi tego
miRNA (zaréwno pri-mir-122, jak i pre-mir-122), przez co uniemozliwia ich cigcie
przez Drosha i Dicer [500]. Co wigcej, wykazano, ze dwa inne 15-mery LNA
komplementarne do trzonu spinki prekursorow byty zdolne zaburzy¢ dwuniciowsg
strukture tego regionu 1 efektywnie hamowa¢ powstawanie miR-122 [500]. Podobny
efekt zaobserwowano dla 10-meru PNA (kwas peptydonukleinowy, ang. peptide nucleic
acid) komplementarnego do sekwencji miR-210-5p, ktory poprzez oddziatywanie
z pre-mir-210 zaburzat strukture prekursora, uniemozliwiajac jego cigcie przez Dicer

in vitro, w hodowlach ludzkich komorek erytroleukemicznych K562 [501].

Model podobny do przedstawionego w niniejszej rozprawie zostal opisany dla
dwoch innych uktadow: pri-miRNA — Drosha [216] oraz pre-miRNA — Lin28 [445].
W kontek$cie prezentowanych badan, szczegdlnie interesujacy wydaje si¢ ostatni
przypadek, poniewaz dotyczy tego samego etapu dojrzewania miRNA — cigcia
pre-miRNA przez Dicer. Obie izoformy Lin28 zidentyfikowane u cztowieka — Lin28A
1 Lin28B — wptywaja negatywnie na biogeneze¢ miRNA z rodziny let-7 [219, 220, 372,
373, 375], jednak wywieraja ten efekt za pomoca odmiennych mechanizméw [374];
Lin28A jest znanym antagonista Dicer, sekwestruje pre-let-7 w cytoplazmie
1przyczynia si¢ do jego poliurydylacji, a w konsekwencji do degradacji przez

egzonukleazy, podczas gdy Lin28B wystepuje w jadrze, gdzie oddzialuje z pri-let-7,
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blokujac mozliwo$¢ jego zwigzania przez kompleks Mikroprocesora. W obu
przypadkach Lin28 oddziatuje z petla apikalng odpowiedniego prekursora [219, 508,
509]. Roos 1 wsp. wykazali, ze 13-nt oligomer 2'O-metylo-RNA komplementarny do
sekwencji w rejonie apikalnym pre-let-7a-2 rozpoznawanej przez Lin28A byl w stanie
hamowa¢ oddziatywanie tego bialka z prekursorem. W konsekwencji obserwowano
zniesienie inhibicji wywieranej przez Lin28A i podwyzszenie poziomu funkcjonalnego
let-7a-2 w komorkach. Przedstawione w przytoczonej pracy wyniki badan ilosciowych
przeprowadzonych na materiale uzyskanym z komorek transfekowanych testowanym
oligomerem wykazaty znaczacy przyrost poziomu let-7a-2, co wskazuje nie tylko na
inhibicje¢ aktywnos$ci Lin28A, ale réwniez na brak inhibicji endogennej Dicer. Niemniej
jednak wyniki uzyskane metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z odwréconym uktadem faz (RP-HPLC, ang. Reversed-phase high-performance liquid
chromatography), ktora wykorzystano do badania produktéw cigcia pre-let-7a-2 przez
rekombinowang Dicer, wskazuja na hamowanie aktywnos$ci rybonukleazy w reakcjach
z testowanym 13-merem in vitro. Wyniki tych badan sa zatem spdjne z wynikami
uzyskanymi dla czterech czasteczek AL (AL-16-1 2, AL-21, AL-33a, AL-210). Jak
wykazano, analogii 2'O-metylo testowanych 12-meré6w wydajnie hamowaty cigcie
pre-miRNA zaréwno w reakcjach z rekombinowana Dicer, jak 1 z preparatem
komodrkowych. Co wigcej, na podstawie danych uzyskanych przez Roos i wsp. nie
mozna stwierdzi¢, czy w srodowisku komoérkowym Dicer wigzala i cigta heterodupleks
pre-let-7a-2 1 testowanego 13-meru, czy by¢ moze najpierw dochodzito do wyparcia
oligomeru przez Dicer lub inne biatka wspierajace oddziatywanie Dicer z pre-miRNA,
np. TRBP. Ponadto, zuwagi na fakt, Ze przytoczone badania skupialy si¢ na
prekursorze jednego miRNA (let-7a-2), nie mozna jednoznacznie stwierdzi€, czy
ilustrujg one generalny mechanizm dzialania tego typu oligomerow w komorce oraz ich

relacje z Dicer.

Niewatpliwie konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan in cellulo
z udzialem szerszej grupy oligomeréw i pre-miRNA. Zaprezentowane wyniki pokazuja
jednak potencjal krotkich oligomeréw komplementarnych do rejonu apikalnego
pre-miRNA do funkcjonowania jako czynniki zaburzajace oddziatywanie prekursorow
miRNA z biatkami zaangazowanymi w ich specyficzne cigcie. Podejscie przedstawione
na przykladzie czterech 12-merow AL otwiera pole do opracowania nowych narzedzi

umozliwiajacych badanie funkcji poszczegdlnych miRNA, w tym miRNA nalezacych
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do tej samej rodziny, a wiec wykazujacych wysoki stopien homologii i posiadajacych
identyczng sekwencj¢ ,seed”, ale rdéznigcych si¢ sekwencjg rejonu apikalnego
prekursorow. Stosowane obecnie techniki wykorzystujgce antysensowe oligomery
komplementarne do sekwencji dojrzalych miRNA nie zawsze pozwalaja na
rozroznienie miRNA nalezacych do tej samej rodziny, co moze prowadzi¢ do btednych
wnioskOw na temat roli poszczegdlnych miRNA. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze
w przypadku krotkich oligomeréw komplementarnych do rejonu apikalnego
pre-miRNA, istnieje mozliwos$¢ ich modyfikacji chemicznej pod katem optymalizacji
parametrow kinetycznych i termodynamicznych. Okreslone modyfikacje struktury
chemicznej oligonukleotydéw, wprowadzone w obrgbie wigzania internukleotydowego,
heterocyklicznej zasady czy jednostki cukrowej, moga zwigksza¢ selektywnosc
wykazywang podczas hybrydyzacji oraz trwato$¢ termodynamiczng tworzonych
dupleksow [510, 511]. W przypadku innych narzedzi oligorybonukleotydowych, jak
siRNA czy dsRNA imitujacych dupleks miRNA, z uwagi na mechanizm dziatania,
wymagajacy ich interakcji z okreslonymi kompleksami biatkowymi, zakres tego typu
modyfikacji jest znacznie ograniczony [512]. Co wigcej, wykazano, ze modyfikowane
oligomery o dlugosci < 16 nt mogg by¢ dostarczane do wnetrza komoérek bez nosnikow
standardowo wykorzystywanych do transfekcji, co znaczaco obniza ryzyko wystapienia

cytotoksycznosci czy nieswoistych efektow biologicznych [502, 513, 514].

Omawiajagc problem specyficznosci dzialania zaprojektowanych 12-merow,
wspomniano, ze wyniki otrzymane dla AL-210 znaczaco rdznily si¢ od uzyskanych dla
pozostatych testowanych inhibitorow. Przeprowadzone badania wykazaty, ze analog
2'-O-metylo AL-210 wydajnie hamowatl cigcie przez Dicer nie tylko pre-mir-210, ale
réwniez trzech pozostatych testowanych prekursorow: pre-mir-16-1, pre-mir-21
1 pre-mir-33a (Rys. 4.21.). Wyniki testow EMSA (Rys. 4.23.) sprawdzajacych
mozliwo$¢ oddziatywania AL-210 z badanymi prekursorami nie wykazaly tworzenia si¢
dupleksu AL-210 * pre-mir-33a, nie potwierdzily rowniez, przewidywanych in silico
(Zatacznik 7.), oddziatywan z pre-mir-16-1 i pre-mir-21. Na tej podstawie wykluczono,
by za obserwowang inhibicje odpowiadata, wynikajaca z  czgSciowej
komplementarnosci sekwencji, hybrydyzacja AL-210 do wymienionych prekursorow.
Co wigcej, testy EMSA z udzialem Dicer wykazaty, ze AL-210 jako jedyny 12-mer
tworzyt stabilny kompleks z enzymem (Rys. 4.22.), co dodatkowo wspiera hipotezg, ze

hamowanie przez AL-210 powstawania miR-16-1, miR-21 i miR-33a moze wynika¢
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z interakcji 12-meru z biatkiem, nie z prekursorami. W tym kontek$cie zastanawia
jednak fakt, w jakiej formie AL-210 jest rozpoznawany i1 wigzany przez biatko, skoro,
jak juz podkreslano, RNA krotsze niz ~20 nt nie tworza wydajnych kompleksow

z Dicer.

Przewidywania in silico wykazaly, ze testowane sekwencje 12-merow
charakteryzuja si¢ czg¢sciowa samokomplementarnoscig sekwencji, co moze sprzyjaé
tworzeniu przez nie dimerow (Zatgcznik 8.). Obserwacje migracji RNA w zelach PAA
w warunkach natywnych potwierdzity, ze AL-33a w przyjetych warunkach reakcyjnych
wykazywat tendencj¢ do dimeryzacji, a efekt ten byl zalezny od stg¢zenia oligomeru
(Rys. 4.24.). Jednoczes$nie stwierdzono, ze AL-210 wystepuje w formach, ktore
poddane rozdzialowi elektroforetycznemu migrowaty znacznie wolniej niz potencjalne
dimery tego oligomeru, co wskazuje, ze przyjmuja one struktury wyzszego rzedu.
Poréwnanie sekwencji nukleotydowych testowanych 12-meréow wykazato stosunkowo
wysoka zawarto§¢ guaniny w czasteczce AL-210 (Rys. 4.25.). Co wiecej,
nierdwnomierne rozmieszczenie nukleotydow guanozynowych w strukturze tego
oligomeru (cigg GGGG na koncu 5') zrodzilo przypuszczenie, ze AL-210 moze
wystepowa¢ w formie G-kwadrupleksu. Dalsze analizy, w szczegdlnosci, barwienie
RNA z wykorzystaniem roztworu N-metylomezoporfiryny IX potwierdzilo, ze
wspomniane wczesniej struktury wyzszego rzedu tworzone przez AL-210 to struktury
G-kwadrupleksu. Zastosowane techniki badawcze nie pozwalaja jednoznacznie
stwierdzi¢, w jakiej formie — jednoniciowej, dimeru czy G-kwadrupleksu — AL-210 jest
wigzany przez Dicer. Biorgc pod uwage uzyskane wyniki, w tym: brak wigzania przez
Dicer zaro6wno 12-meréw wystepujacych w formie jednoniciowej, tj. AL-16-1 1 AL-21,
jak rowniez brak oddzialywania z AL-33a, ktory wykazuje tendencje do dimeryzacji
oraz posiada sekwencje stosunkowo bogata w G, zasadnym wydaje si¢ stwierdzenie, ze
formowanie si¢ kompleksow AL-210 z Dicer wynika z faktu, ze oligomer ten przyjmuje

strukture G-kwadrupleksu.

G-kwadrupleksy to rodzaj niekanonicznej struktury drugorzedowej tworzonej
przez czasteczki kwaséw nukleinowych bogatych w reszty guanozynowe.
Charakterystycznym elementem tych struktur sa tzw. kwartery G — planarnie
zorganizowane cztery reszty guanozynowe polaczone wigzaniami Hoogsteena, przy

czym kazda zasada kwartetu jest jednocze$nie biorcg 1 dawca dwoch wigzan
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wodorowych. Pojedynczy kwartet stabilizowany jest przez centralnie zwigzany jon
jednowarto$ciowy (najczesciej K'), ktory oddziatuje z ujemnie natadowanymi atomami
tlenu grup karbonylowych reszt guaninowych. G-kwadrupleksy wykazuja zro6znicowang
topologie w zalezno$ci od: sekwencji nukleotydowej oraz liczby kwartetow G, rodzaju
kationu zaangazowanego w stabilizowanie struktury (K° lub Na'), konformacji
wigzania glikozydowego (syn lub anty), liczby nici kwasu nukleinowego
zaangazowanych w tworzenie struktury (kwadrupleksy wewnatrzczasteczkowe,
dwuczasteczkowe, czteroczasteczkowe), orientacji nici wzglgdem siebie (kwadrupleksy

rownolegte lub antyréwnolegle) [458].

Wyniki badan prowadzonych w ostatniej dekadzie coraz wyrazniej wskazuja na
role regulatorowa, jaka G-kwadrupleksy RNA odgrywaja w procesie ekspresji genow.
Wykazano ich zaangazowanie migdzy innymi w: transkrypcje [515], transportu
wewnatrzkomorkowy [516-519] 1 modyfikacje potranskrypcyjne mRNA (alternatywna
poliadenylacje [520], modyfikacje konca 3’ [521-523], alternatywne sktadanie mRNA
[524-528]), a takze w biosynteze biatka [529-538]. Nieliczne doniesienia wskazuja
robwniez na znaczenie struktury G-kwadrupleksow dla biogenezy [539]
1 funkcjonowania miRNA [540]. Na podstawie wynikow analiz in silico genomu
cztowieka postuluje sie, ze transkrypcja niektorych genéw miRNA moze podlegac
regulacji przez motywy G-kwadrupleksowe zlokalizowane w promotorach tych genow
[539] lub w Dbliskim sagsiedztwie sekwencji kodujacej [541]. Struktury
G-kwadrupleksow  zidentyfikowano rowniez w obrebie czasteczek prekursorowych
miRNA. Wykazano, ze w wysokim stezeniu jonow K™ [360, 542, 543] lub po
przylaczeniu zwigzkow niskoczasteczkowych stabilizujagcych G-kwadrupleksy, np.
pochodnych bischinolinowych albo tetraazaporfirynowych [544] moze dochodzi¢ do
zmiany przestrzennego utozenia lancucha oligorybonukleotydowego pre-miRNA
bogatych w Giprzyjecia przez te prekursory struktury G-kwadrupleksow.
Konsekwencjg tych rearanzacji jest zahamowania cigcia pre-miRNA przez Dicer, co
potwierdzono in vitro wbadaniach prowadzonych w hodowlach komorek
eukariotycznych [360, 543, 544]. Wyniki analizy sekwencji znanych pre-miRNA
wskazuja, ze ~16% ludzkich pre-miRNA posiada sekwencje bogate w G, co
potencjalnie umozliwia tym czgsteczkom przyjmowanie w komorce alternatywnych
struktur drugorzedowych. Co wigcej, wykazano, ze podanie do komoérek TmPyP;,

pochodnej porfirynowej selektywnie destabilizujacej G-kwadrupleksy RNA, skutkuje
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podwyzszeniem poziomdéw miRNA, ktorych prekursory maja potencjal do
przyjmowania struktur G-kwadrupleksow, natomiast pozostaje bez wptywu na poziomy
innych miRNA [543]. W tym kontek$cie postuluje si¢, ze przejscia pomiedzy strukturg
typu spinki a strukturg G-kwadrupleksu, wspierane bezposrednia aktywnoscig
okreslonych biatek czy wywolywane zmiang st¢zenia jondw, moga reprezentowac

kolejny funkcjonujacy w komoérkach mechanizm regulacji biogenezy miRNA [360].

Autorzy przytoczonych prac monitorowali poziom miRNA, a wigc skupiali si¢
jedynie na aktywnosci rybonukleazowej Dicer, nie analizowali natomiast zdolnosci
enzymu do wigzania G-kwadrupleksow. Wyniki uzyskane dla AL-210/20MeAL-210
wskazuja, ze RNA o strukturze G-kwadrupleksu moze oddzialywa¢ z Dicer i inhibowad
jej aktywnos¢, prowadzac do spadku poziomu miRNA generowanych przez enzym.
Whnioski ptynace zbadan z AL-210/20MeAL-210 zostaly nastgpnie potwierdzone
w badaniach z udziatlem sze$ciu referencyjnych oligomeréw RNA o scharakteryzowane;j
strukturze G-kwadrupleksoéw (Zatacznik 9.). Wybrane do badan oligomery odpowiadaja
fragmentom RNA telomerowego (TERRA) czltowieka [545-547] 1 Oxytricha nova
(stodkowodny pierwotniak nalezacy do orzeskow) [548]. TERRA to dlugie niekodujace
transkrypty DNA telomerowego (o sekwencji UUAGGG, u ssakdéw) odgrywajace role
miedzy innymi w regulacji aktywnosci telomerazy 1 formowaniu si¢ heterochromatyny
na koncach chromosoméw [549]. W toku podjetych badan wykazano, ze wszystkie
sze$¢ referencyjnych G-kwadrupleksow hamowato powstawanie miRNA w reakcjach
z rekombinowang Dicer, astopien inhibicji byt zalezny od stgzenia oligomeru
(Rys. 4.29.). Zasadniczo wykluczono, by testowane oligomery przyjmujace strukture
G-kwadrupleksow oddzialywaty z pre-miRNA uzytymi w badaniach; jedynie
w przypadku pre-mir-210, ktérego sekwencja jest bogata w C, na podstawie wynikow
rozdzialu elektroforetycznego stwierdzono mozliwo$¢ oddziatywania z oligomerami
odpowiadajagcymi fragmentom ludzkiego TERRA. W zwigzku z powyzszym mozna
sadzi¢, ze za obserwowany efekt inhibicji powstawania miRNA w reakcjach
z testowanymi G-kwadrupleksami odpowiadato bezposrednie oddzialywanie tych
ostatnich z Dicer. Wniosek ten wspieraja rowniez wyniki testow EMSA z udzialem
dwoch najkrétszych oligomerdéw (10-nt 1 12-nt), potwierdzajace zdolnos¢ tych RNA do
tworzenia kompleksow z Dicer (Rys. 4.30.). Zastosowane metody badawcze nie
pozwalaja jednak stwierdzi¢, czy czasteczki zwigzane przez Dicer pozostaja w formie

G-kwadrupleksow. Wydaje si¢ to jednak prawdopodobne z uwagi na wyniki
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wczesniejszych badan, w ktorych wykazano, ze Dicer nie oddzialuje wydajnie z ssRNA
o dlugosci < 20 nt. Ponadto potwierdzono, ze wybrane do analiz oligomery,
w stosowanym w reakcjach z Dicer buforze, przyjmuja strukture G-kwadrupleksow.
Niemniej, konieczne sg dalsze badania, ktore pozwolg ustali¢ szczegdly mechanizmu
inhibicji aktywnos$ci Dicer przez G-kwadrupleksy oraz uzyska¢ odpowiedzie¢ na
pytanie, czy zaobserwowana in vitro interakcja wystepuje rowniez w zywych

komorkach.

Sekwestracja Dicer przez RNA o strukturze G-kwadrupleksow moglaby
zmniejsza¢ pulg aktywnego biatka w cytoplazmie i spowalnia¢ biogenez¢ miRNA.
Ponadto, biorgc pod uwage funkcje regulatorowe G-kwadruplekséw formowanych
w obrgbie mRNA, struktury te moglyby petni¢ role swego rodzaju znacznikow
wyrdzniajacych okreslone transkrypty i/lub utatwiajacych tworzenie si¢ kompleksow
efektorowych Dicer w zattoczonym $rodowisku komorki [550]. Na korzys¢ tej hipotezy
przemawia roéwniez fakt, ze warunki panujagce w cytoplazmie, w szczegdlnosci
sttoczenie molekularne, sprzyjaja tworzeniu si¢ niekanonicznych struktur kwasow
nukleinowych, w tym G-kwadrupleksow oraz indukujg przejscia strukturalne pomigdzy
alternatywnymi typami G-kwadrupleksow czy dupleksami a strukturami wyzszego
rzgdu [551]. Znaczenie potencjalnych oddziatywan Dicer z G-kwadrupleksami in vivo
pozostaje kwestiga spekulacji, niemniej, zaprezentowane powyzej mechanizmy,
tj. obnizenie poziomu aktywnego biatka, wyrdznianie okre§lonych czasteczek z puli
RNA obecnych w komorce, ulatwianie organizacji w przestrzeni kompleksoéw
rybonukleoproteinowych, opisano juz dla innych biatek wigzacych G-kwadrupleksy,
w tym dla czynnikéw zaangazowanych w szlak biogenezy miRNA: FMRP [540, 552-
554] 1 hnRNP A1 [555-558]1 TDP-43 [517].

Liczne badania potwierdzaja, ze struktury G-kwadrupleksow funkcjonuja jako
znaczniki lokalizacji wewnatrzkomorkowej transkryptéw neuronalnych, umozliwiajace
ich transport przez TDP-43 1 FMRP [516, 517, 519, 540, 552, 559]. Z uwagi na silng
polaryzacje budowy neuronéw ich wzrost 1 rdznicowanie, a takze prawidlowe
funkcjonowanie zaleza od dlugodystansowego transportu i lokalnej translacji szeregu
mRNA [560, 561]. Wykazano, ze wigzanie przez FMRP 1 TDP-43 G-kwadrupleksow
tworzacych si¢ w obrgbie mRNA ma istotne znaczenie dla fizjologii mézgu i rozwoju

chorob neurodegeneracyjnych. Co wigcej, sekwestracja TDP-43 przez RNA
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o strukturze G-kwadrupleksow pojawiajace si¢ w nastepstwie ekspansji powtorzen
GGGGCC jest jedng z przyczyn rozwoju migdzy innymi stwardnienia zanikowego
bocznego [517]. W tym miejscu warto rowniez zauwazyC, ze podobny mechanizm
sekwestracji opisano dla Drosha i DGCRS8 [562]. Wykazano, ze wigzanie obu biatek
przez RNA zawierajacy wydluzone ciaggi trojnukleotydowych powtorzen CGG,
prowadzi do zaburzenia poziomoéw miRNA 1 lezy u podstaw rozwoju zespotu drzenia
1 ataksji zwigzanych z kruchym chromosomem X (ang. fragile X-associated
tremor/ataxia syndrome — FXTAS) [562]. Spinki RNA tworzone przez ciagi powtdrzen
CGG s3 rozpoznawane i cigte przez Dicer in vitro [563]. Niemniej, zdolno$¢ Dicer do
oddziatywania z ciggami powtorzen przyjmujacymi strukture G-kwadrupleksow nie

zostata do tej pory zbadana.

Inne badania z obszaru neurobiologii, dotyczace molekularnych podstaw
dhugotrwatej plastycznosci synaptycznej warunkujacej zapamigtywanie i uczenie sie,
sugeruja, ze regulacja syntezy bialek synaptycznych w odpowiedzi na aktywacje
receptoroOw neurotransmiterow moze by¢ zalezna od wzajemnego oddziatywania RISC,
FMRP i1 G-kwadrupleksow tworzacych si¢ w obrebie odpowiednich transkryptow.
W szczegolnosci wykazano, ze synteza PSD-95 (biatko gestosci postsynaptycznej®,
ang. postsynaptic density protein) — jednej z neuronalnych kinaz guanylanowych,
podlega regulacji zarowno przez miR-125a jak i FMRP, a fosforylacja FMRP jest
warunkiem koniecznym do rekrutacji do 3'UTR mRNA PSD-95 kompleksu RISC
[559]. Wykazano réwniez, ze rejon rozpoznawany przez miR-125a przyjmuje
alternatywne struktury G-kwadrupleksow, przy czym tylko jedna z nich umozliwia
hybrydyzacj¢ miRNA. Postuluje si¢, ze FMRP poprzez oddzialywanie
z G-kwadrupleksami, ktore powstajag w obrebie wspomnianego transkryptu, stabilizuje
struktury pozwalajace na przylaczenie miR-125a, a jednocze$nie rekrutuje RISC
1umozliwia formowanie si¢ komplekséw wyciszajacych w bezposrednim sgsiedztwie

sekwencji komplementarnej do miRNA [540].

Podsumowujac, przedstawione w tym rozdziale informacje ilustrujg ztozonos¢
zagadnienia funkcjonowania RNA jako czynnika trans-regulatorowego wptywajacego
na aktywno$¢ Dicer i powstawanie miRNA. Zebrane dane pozwalaja na podziat

mechanizmow, za pomocg ktorych krotkie RNA reguluja proces generowania miRNA

* Sie¢ biatek przytgczona do membrany synapsy wzbudzajace;j.
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na dwie kategorie: (i) hamowanie aktywnosci Dicer w wyniku bezposredniego
oddzialywania oligomeréw z enzymem (kompetytory pre-miRNA), (ii) inhibicja cigcia
pre-miRNA przez Dicer w nastgpstwie hybrydyzacji oligomeru do prekursora
(Rys. 5.1.). Do grupy oligomeréw funkcjonujacych wedhug pierwszego modelu zaliczy¢
mozna szereg wyselekcjonowanych wczes$niej aptameréow wigzacych Dicer [436].
Mimo ze pod wzgledem dlugosci i1 struktury drugorzedowej czasteczki te stanowity
homogenng grupe oligomerow (~56-nt ssSRNA przyjmujace strukture typu spinki),
wykazywaty one odmienny potencjat do hamowania aktywno$ci Dicer, przede
wszystkim ze wzgledu na zréznicowane powinowactwo do enzymu. W tej grupie
regulatorow mozna dokona¢ dalszego podziatu na dwa typy kompetytorow: oligomery,
ktore stanowig substrat dla enzymu oraz oligomery, ktore, cho¢ wigzane przez enzymu,
nie podlegaja cieciu (Rys. 5.1. la, Ib — odpowiednio). Oddzielng grupe regulatorow
stanowig oligomery, ktore wpltywaja na powstawanie miRNA poprzez zaburzanie
natywnej struktury prekursorow. Model ten zaklada komplementarno$¢ sekwencji
oligomeru 1iprekursora zapewniajaca ich wzajemne oddzialywanie. Powstajacy
w efekcie dupleks oligomer ¢ pre-miRNA nie jest rozpoznawany i cigty przez Dicer
(Rys. 5.1. Il 1 Illa) lub, jesli dochodzi do cigcia, jego wzdr jest zmieniony
w porownaniu do wzoru cigcia natywnego pre-miRNA (Rys. 5.1. I1Ib, Zalacznik 10.).
Nalezy zauwazy¢, ze mechanizm zaprezentowany na Rys. 5.1. w czgsci /] zaklada, Ze
oligomery sg zbyt krotkie, by byly efektywnie wigzane przez Dicer, sa jednoczesnie
wystarczajaco diugie, by selektywnie 1wydajnie oddziatywa¢ z dostgpnymi do
hybrydyzacji jednoniciowymi rejonami pre-miRNA 1 uniemozliwia¢ cigcie tych
prekursoréw przez Dicer. Przyktadem tego typu inhibitoréw sa zaprezentowane w pracy
12-mery komplementarne do rejonu apikalnego: pre-mir-16-1, pre-mir-21 i pre-mir-33a.
Co ciekawe, zidentyfikowano réwniez oligomery, ktore moglty funkcjonowaé¢ wedlug
jednego lub drugiego modelu. W zwigzku z tym nazwano je inhibitorami
dwufunkcyjnymi, zdolnymi do wigzania z Dicer oraz hybrydyzacji do
komplementarnych pre-miRNA. W tej grupie znalazty si¢ 56-nt aptamery: ATD 15.52
oraz ATD 13.6, a takze: 29-nt PCDH21 fr 1 35-nt THAP4 fr. Do inhibitorow
dwufunkcyjnych nalezy roéwniez zaklasyfikowa¢ AL-210, ktory poprzez oddziatywanie
z rejonem apikalnym pre-mir-210 blokuje generowanie miR-210 w reakcjach z Dicer,
jednocze$nie jednak jest zdolny do wigzania si¢ do biatka, a oddzialywanie to

najprawdopodobniej warunkowane jest przyjeciem przez AL-210 struktury
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G-kwadrupleksu. Badania przeprowadzone z udzialem szeregu reprezentatywnych
G-kwadrupleksow RNA wykazaly, ze testowane oligomery s3 w stanie wydajnie
hamowa¢ powstawanie miRNA wreakcjach z Dicer in vitro. Na podstawie
zgromadzonych wynikéw zostaly one zaklasyfikowane do grona inhibitoréw
funkcjonujacych wedtug scenariusza przedstawionego w czesci /b na Rys. 5.1., czyli do
grupy oligomerdw, ktore hamujg powstawanie miRNA poprzez wigzanie si¢ z Dicer.
Niezbedne sg jednak dalsze badania poswigcone charakterystyce oddzialywania
G-kwadrupleksow z Dicer, ktore pozwolg ustali¢ szczegdéty mechanizméw regulacji
aktywnosci tej rybonukleazy i umozliwig stworzenie bardziej precyzyjnej klasyfikacji

inhibitorow procesu powstawania miRNA.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pochodza z badan prowadzonych
w warunkach in vitro. Kwestig otwarta pozostaje zatem pytanie, czy omowione modele
regulacji biogenezy miRNA sprawdza si¢ w warunkach fizjologicznych. Niemniej,
istniejgce przyklady RNA dziatajacych jako czynniki trans-regulatorowe etapu
jadrowego biogenezy miRNA [223-225] sugeruja, ze podobne mechanizmy moga
funkcjonowa¢ réwniez na etapie cytoplazmatycznym. Ponadto, biorgc pod uwage
dynamike 1 zr6znicowanie transkryptomu, a takze coraz liczniejsze doniesienia na temat
funkcjonalnego znaczenia degradantow RNA [473], mozna przypuszcza, ze
w Srodowisku komoérkowym istnieja czasteczki RNA zdolne do oddzialywania
z pre-miRNA Iub z Dicer 1 interferencji w proces biogenezy miRNA. W kontekscie
aplikacyjnym, zaprezentowane dane wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania sekwencji
zidentyfikowanych aptameréw lub zaprojektowanych 12-merow do opracowania
narzedzi oligonukleotydowych regulujacych aktywnos$¢ Dicer 1 powstawanie miRNA.
Ze wzgledu na mozliwosci optymalizacji, szczegodlnie interesujace wydaje si¢
rozwijanie technologii wykorzystujacych krétkie modyfikowane oligomery. Majac na
wzgledzie wcigz rosngcg dysproporcje pomiedzy liczba zidentyfikowanych miRNA
a liczbg miRNA o poznanej roli biologicznej, narzgdzia tego typu moglyby stanowic
cenng alternatywe w badaniach podstawowych do analiz funkcjonalnych wybranych
czasteczek. Ponadto, biorgc pod uwage obecny stan wiedzy na temat powigzania
poszczegdlnych miRNA z rozwojem konkretnych stanéw patologicznych, oczywistym
kierunkiem badan wydaje si¢ opracowanie podejs$¢ terapeutycznych umozliwiajacych

regulacj¢ powstawania i funkcjonowania $cisle okreslonych miRNA.
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Rysunek 5.1. Postulowane mechanizmy regulacji powstawania miRNA przez oligomery

RNA

Kanoniczna $ciezka biogenezy miRNA na etapie cigcia pre-miRNA przez Dicer (panel lewy)
moze podlega¢ modyfikacji w wyniku dzialania ré6znorodnych oligomerow RNA (panel prawy).
Czasteczki te moga wptywac na aktywno$¢ enzymu poprzez bezposrednie oddziatywanie z nim
(D lub z jego substratami (II, III), prowadzac do zahamowania uwalniania miRNA (I, II, IIla)
lub powstawania odmiennych produktéw cigcia (I1Ib). Na podstawie [449].
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VI PODSUMOWANIE

Wczesniejsze badania prowadzone w Zaktadzie Biologii Molekularnej
1 Systemowej ICHB PAN w Poznaniu pozwolily ustali¢, iz krétkie czasteczki RNA
wigzace Dicer moga kontrolowa¢ proces dojrzewania wybranych miRNA zar6wno
w sposOb uniwersalny, jak iwybiérczy. Celem niniejszej pracy byla szczegdtowa
charakterystyka wplywu krotkich RNA na proces uwalniania miRNA z ich prekursorow
w warunkach in vitro. Postulowane scenariusze przebiegu regulacji dojrzewania
miRNA przez oligomery RNA przedstawiono na Rys. 5.1. Ponizej zebrane sa

najwazniejsze wnioski ptynace z przeprowadzonych badan.

Oligomery RNA, ktoére wydajnie hamuja cytoplazmatyczny etap procesu
powstawania okreslonych czasteczek miRNA, moga, ale nie musza oddziatywac

z rybonukleazg Dicer.

W genomie czlowieka zakodowane s3 sekwencje czasteczek, ktore potencjalnie

moga funkcjonowac jako selektywne regulatory dojrzewania miRNA.

Zaledwie 12-nt oligomery RNA oddzialujace z rejonami jednoniciowymi
obecnymi w strukturze pre-miRNA moga wydajnie 1 selektywnie hamowac
proces powstawania okreslonych miRNA in vitro zarowno w reakcjach
z rekombinowang Dicer, jak 1 Dicer obecng we frakcji cytoplazmatycznej

lizatow komorkowych.

Czynnikami decydujacymi o efektywnosci inhibitorowej oligomerow
komplementarnych do pre-miRNA sa: struktura pre-miRNA warunkujaca
dostepno$¢ miejsca do hybrydyzacji oligomeru oraz trwatos¢ termodynamiczna

dupleksu inhibitor * pre-miRNA.

Oligomery RNA przyjmujgce strukture G-kwadruplekséw sa wigzane przez

Dicer 1 mogg funkcjonowac jako regulatory aktywnosci enzymu.

Omowione w niniejszej pracy wyniki zostaly przedstawione w nastgpujacych

publikacjach i zgloszeniach patentowych:

1. Koralewska N, Hoffmann W, Pokornowska M, Milewski M, Lipinska A,
Bienkowska-Szewczyk K, Figlerowicz M, Kurzynska-Kokorniak A. How short
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RNAs impact the human ribonuclease Dicer activity: putative regulatory
feedback-loops and other RNA-mediated mechanisms controlling microRNA
processing. Acta Biochim Pol. 2016; 63 (4), 773-783.
doi: 10.18388/abp.2016_1339.

. Kurzynska-Kokorniak A, Koralewska N, Pokornowska M, Urbanowicz A,
Tworak A, Mickiewicz A, Figlerowicz M. The many faces of Dicer: the
complexity of the mechanisms regulating Dicer gene expression and enzyme

activities. Nucleic Acids Res. 2015; 43(9):4365-80. doi: 10.1093/nar/gkv328.

. Kurzynska-Kokorniak A, Koralewska N, Tyczewska A, Twardowski T,
Figlerowicz M. 4 new short oligonucleotide-based strategy for the precursor-
specific regulation of microRNA processing by Dicer. PLoS One. 2013;
8(10):e77703. doi: 10.1371/journal.pone.0077703.

. Tyczewska A, Kurzynska-Kokorniak A, Koralewska N, Szopa A, Kietrys AM,
Wrzesinski J, Twardowski T, Figlerowicz M. Selection of RNA oligonucleotides
that can modulate human Dicer activity in vitro. Nucleic Acid Ther. 2011;

21(5):333-46. doi: 10.1089/nat.2011.0304.

. Kurzynska-Kokorniak A., Figlerowicz M., Koralewska N., Tyczewska A.,
Twardowski T., zgloszenie w Europejskim Urzedzie Patentowym: ,,4n RNA
oligomer, methods for regulating a microRNA production proces and RNA
oligomers used as microRNA production proces regulators”, 2013,

PCT/PL2013/000024.

. Kurzynska-Kokorniak A., Figlerowicz M., Koralewska N., Tyczewska A.,
Twardowski T., zgloszenie w Urzedzie Patentowym RP: , Oligomer RNA,
sposob  regulowania procesu powstawania miRNA oraz zastosowanie

oligomerow RNA jako regulatorow powstawania miRNA”, 2012, P-398 211.
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VIl STRESZCZENIE/ABSTRACT

Rybonukleaza Dicer odpowiada za dojrzewanie krotkich regulatorowych RNA —
miRNA i siRNA oraz formowanie si¢ kompleksow wyciszajacych (RISC), odgrywajac
w ten sposob kluczowa rolg w procesie interferencji RNA. Wiedza na temat struktury
i funkcjonowania Dicer nieustannie poszerza si¢, nadal jednak niewiele wiadomo na
temat potencjalnego efektu regulatorowego, jaki na aktywno$¢ enzymu moga wywierac
obecne w komorce czgsteczki RNA. Biorac pod uwage wyniki badan pokazujacych, ze
funkcjonowanie pozostatych bialek zaangazowanych w biogeneze miRNA podlega
regulacji przez réznorodne RNA, mozna przypuszczaé, ze podobne mechanizmy moga

zawiadywac¢ dojrzewaniem miRNA takze na etapie cigcia pre-miRNA przez Dicer.

Celem niniejszej pracy byla szczegdlowa charakterystyka wplywu krotkich
RNA na proces uwalniania miRNA z czasteczek prekursorowych w warunkach in vitro.
Otrzymane wyniki pozwolity wyjasni¢ mechanizmy warunkujace selektywng inhibicje
powstawania miRNA zaobserwowang dla dwoch wybranych aptameréw wigzacych
Dicer. Ponadto dowiedziono, ze juz zaledwie 12-nt oligomery komplementarne do
rejondw jednoniciowych pre-miRNA moga funkcjonowac¢ jako wydajne i selektywne
inhibitory cigcia tych prekursorow przez Dicer. Wstgpne badania wykazaty rowniez, ze

aktywnos$¢ Dicer moze podlega¢ regulacji przez G-kwadrupleksy RNA.

Uzyskane wyniki pozwalaja zaproponowac szereg mozliwych sposobow, w jaki
oligomery miRNA moga wplywaé na etap cytoplazmatyczny biogenezy miRNA.
Postulowane modele regulacji obejmuja zard6wno mechanizmy wymagajace
bezposredniego oddziatywania oligomerow z Dicer, jak 1 mechanizmy wymagajace
hybrydyzacji oligomerow do pre-miRNA. W szerszej perspektywie, przedstawione
wyniki sktaniajg do przedyskutowania aktualnego stanu wiedzy na temat regulacji
biogenezy miRNA w zywych komodrkach i zredefiniowania roli czasteczek RNA

w procesach warunkujacych aktywnos$¢ ludzkiej rybonukleazy Dicer.
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Streszczenie

Dicer is a ribonuclease IllI-type enzyme that plays a pivotal role in RNA
interference (RNA1), processing long double-stranded and hairpin precursor RNAs to
yield short interfering RNAs (siRNAs) and microRNAs (miRNAs), respectively. The
enzyme is also involved in subsequent assembly of RNA-induced silencing complex
(RISC). While details of Dicer structure and functioning are being elucidated, less is
known about the regulatory aspect of Dicer interaction with RNAs. Recent advances in
our knowledge of the transcriptome, as well as growing evidence showing RNA-
dependent regulation of other components of RNAi1 pathways, all point to the possibility
that also Dicer activity and therefore miRNA maturation might be subjected to such

control mechanisms.

The aim of this study was to investigate the role of short RNA oligomers in
pre-miRNA processing by human Dicer in vitro. The collected data revealed details of
the mechanisms responsible for selective inhibition of miRNA maturation observed in
reactions with two previously identified aptamers binding Dicer. Further, it was proved
that oligomers as short as 12 nt can interact with single-stranded regions of pre-miRNAs
and efficiently inhibit cleavage by Dicer. Finally, preliminary studies indicate that RNA

G-quadruplexes can act as inhibitors of Dicer in vitro.

Altogether, the obtained results suggest several possible scenarios for regulation
of miRNA maturation at the step of Dicer. Presented data clearly show that RNA may
affect miRNA production either by binding to Dicer or by interaction with pre-miRNA,
which further points to a broad regulatory role of RNA in Dicer functioning, and

induces to revisit current view on mechanism governing miRNA maturation.
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IX ZALACZNIKI

Zalacznik 1. Plik tekstowy zawierajacy sekwencje 120 aptameréw wigzacych Dicer

(dostepny na ptycie CD dotgczonej do pracy).

Zalacznik 2. Wynik analizy SDS-PAGE komercyjnie dostgpnego preparatu Dicer
(Dicer*, lewy panel coomasie), oczyszczonego i zageszczonego preparatu Dicer
otrzymanego w systemie bakulowirusowy (Dicer, prawy panel coomasie), a takze
analizy tego ostatniego metoda immunodetekcji z wykorzystaniem przeciwciat anty-
Dicer (srodkowy panel). Schematycznie zaznaczono wzorce masy czasteczek biatek

(kDa). Strzatkami wskazano pozycje prazkéw odpowiadajacych rybonukleazie Dicer.

H *
Dicer Dicer

260 kDa — ) <+— < -
140 kDa — . 250 kDa — .
100 kDa —

70 kDa —

130 kDa —

50 kDa —

40 kDa —

25 kDa — 75 kDa —

coomassie anty-Dicer coomassie

Zalacznik 3. Przykladowy wynik analizy potencjalu inhibitorowego oligomeru RNA
w reakcjach z Dicer 1 znakowanym radioizotopowo pre-miRNA. Trojkatami oznaczono
zmiang st¢zenia wskazanego oligomeru (0,1 uM, 1 uM, 10 uM). K(-) reakcja kontrolna
bez Dicer i testowanego inhibitora; (K+) reakcja z Dicer, bez testowanego inhibitora.
Zaznaczono pozycje prazkow odpowiadajacych pre-miRNA 1miRNA. Wykres
przedstawia warto$ci wydajnosci tworzenia miRNA w reakcjach z testowanym
inhibitorem, po normalizacji wzgledem K+ (100%). Stupki bledow odpowiadaja
odchyleniu standardowemu obliczonemu na podstawie wynikow uzyskanych

w przynajmniej trzech niezaleznych powtdrzeniach eksperymentu.
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Na autoradiogramach zeli nie obserwowano prazkéow $wiadczacych o wtornej
degradacji RNA czy powstawaniu niespecyficznych produktow cigcia pre-miRNA
przez Dicer, dlatego, zgodnie z konwencjg stosowang w dotychczasowych publikacjach,
w rozprawie zdecydowano si¢ prezentowac jedynie fragmenty zdje¢ obejmujace prazki

odpowiadajace pre-miRNA i miRNA

iqomer X
ke

e s | - Pre-miRNA

- W | - miRNA

ligomer X
.—Oé
100%

miRNA

50%

wydajnos¢ tworzenia

0%

93% 76% 42%

Zalacznik 4. Tabela transkryptow o sekwencjach podobnych do wyselekcjonowanych

wczesniej aptamerow (dostepny na ptycie CD dotaczonej do pracy).
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Zalacznik 5. Struktura o najnizszej energii swobodnej (AGy) przewidziana w programie

bifold dla heterodupleksu 5'-ATD 15.52 1 pre-mir-210.

5'-ATD_15.52« pre-mir-210
AG0 =-21,7 kcal/mol
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Zalacznik 6. Struktury o najnizszej energii swobodnej (AGy) przewidziane przez

program bifold dla heteroduplekséw wskazanych oligomeréw (PCDH21 fr, THAP4 fr)

1 pre-mir-210.

C-c” ¢y

PCDH21_fr «pre-mir-210
AG, = -24,5 kcal/mol

4
% . THAP4_frepre-mir-210
AG, =-32,3 kcal/mol
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Zalacznik 7. Struktury o najnizszej energii swobodnej (AGy) przewidziane w programie

bifold dla heterodupleksow AL-210 1 wskazanych pre-miRNA (pre-mir-16-1,

pre-mir-21).
-
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£ e
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Zalacznik 8. Struktury o najnizszej energii swobodnej (AGy) przewidziane w programie

bifold dla homoduplekséw wskazanych 12-merow (AL).

G3
_C3
G 3,C| C"A
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5 A L Gp 5 Gg
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AL-16-1_2+ AL-16-1_2 AL-21+AL-21 AL-33a+AL-33a AL-210« AL-210
AG, =-1,2 kcal/mol AG, =-4,8 kcal/mol AG,=-11 kcal/mol AG,=-8,5 kcal/mol
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Zalacznik 9. Tabela prezentujaca podstawowe informacje dotyczace oligomerow
o strukturze G-kwadrupleksow wykorzystanych w badaniach regulacji aktywnos$ci

Dicer. Ponizej przedstawiono schematyczne reprezentacje struktury wskazanych

oligomerow.
nazwa dhugosé nr dostepu  budowa G-kwadrupleksu ref.
oligomeru PDB

G4U4G4 12 nt

dwu- lub czteroczasteczkowy, w zaleznosci  [548]
od warunkéw Srodowiska

TER10 10 nt 2M18 dwuczasteczkowy, dimeryzujacy [545]
TER12 12 nt 2KBP dwuczasteczkowy [545]
TER18 18 nt - jednoczasteczkowy, dimeryzujacy [546]
TER18-2A 20 nt - jednoczasteczkowy [546]
TER22 22 nt - jednoczasteczkowy [547]
G4U4G4

169



Zatqczniki

TER10 TER12

TER18
+

TER18-2A TER22
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Zalacznik 10. Przyklad ilustrujacy model inhibicji powstawania miRNA, zgodnie
z ktérym spadek poziomu dojrzatego miRNA wynika ze zmiany wzoru cigcia przez
Dicer prekursora tego miRNA. Odmienny wzor ci¢cia spowodowany jest zmiang
struktury  prekursora, do ktorej dochodzi w nastgpstwie hybrydyzacji
komplementarnego oligomeru RNA. Autoradiogram przedstawia wynik analizy
produktow reakcji ciecia pre-mir-210 przez Dicer. Przed zainicjowaniem reakcji,
pre-mir-210  wyznakowany  radioizotopowo na  koncu 5  inkubowano
z komplementarnym aptamerem (ATD 15.2). (K+) — reakcja kontrolna z Dicer, bez
aptameru. (T1) — drabinka T1 stuzaca jako wzorzec dlugosci RNA, wskazanym na
zdjeciu prazkom przypisano odpowiadajagce im miejsca hydrolizy w obrebie
pre-miRNA (G1-G48). Zaznaczono prazki odpowiadajace pre-mir-210 i miR-210. Na
czerwono wskazano prazki odpowiadajace produktom powstajacym w wyniku zmiany

wzoru cigcia pre-mir-210 przez Dicer w reakcjach z ATD _15.2.

0%
T1 K+ RV7
' W | - pre-mir-210
G48 - -
Ga6 -
Gad-
Gaz-
Gad-
-

G32-
G26 - |
G23- ® - |I1mir210
G21- [ =
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- -
G14-
G7- -
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Projekt ,,Apta-miRs: novel strategy for controlling miRNA’s biogenesis and
functioning” realizowany dzieki wsparciu Unii Europejskiej ze srodkow Europejskiego
Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna

Gospodarka, 2007-2013.

INNOWACYJNA UNIA EUROPEISKA [IENEEEN

EUROPEJSKI FUNDUSZ * *

NGASEO?‘VAOSBQEI!\(S&MNOSCI ROZWOJU REGIONALNEGO * ok

Projekt  ,,Ochrona  patentowa  oligomerow  RNA  regulujgcych  biogeneze
i funkcjonowanie mikroRNA” realizowany dzigki wsparciu Unii Europejskiej ze
srodkow Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu

Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, 2007-2013.

Poznanskle

Krajowy Naukowy (
.' ‘ Osrodek Wiodacy Konsorcjum (A

= N A

Praca realizowana dzigki wsparciu Polskiego Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa

Wyzszego w ramach programu KNOW.
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