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Streszczenie

Rybonukleazy Dicer nalezg do rodziny rybonukleaz III (RNaz II), begdacych
endorybonukleazami specyficznymi wobec dwuniciowych RNA (dsRNA). Dicer znane
sg gtownie z ich kluczowej roli w procesie biogenezy matych regulatorowych RNA
(stTRNA): mikroRNA (miRNA) oraz matych interferujagcych RNA (siRNA). W ostatnim
czasie pojawia si¢ coraz wigcej doniesien literaturowych opisujacych aktywnosci Dicer
niepowiazane z jej aktywnoscig RNazowa i produkcjg srRNA. Niniejsza praca doktorska
poswiecona jest rybonukleazie Dicer cztowieka (hDicer). hDicer, podobnie jak inne Dicer
kregowcow, jest biatkiem wielodomenowym i zlozona jest z N-koncowej domeny
helikazowej, domeny DUF283 (ang. domain of unknown function), domen: Platformy
I PAZ, helisy laczacej, dwoch domen RNazowych (RIlla i RIIIb) oraz C-koncowej
domeny wigzacej dsRNA (dsRBD). Domeny: Platforma i PAZ wraz z helisg taczacg sg
czesto okreslane jako kaseta PPC (ang. Platform-PAZ-Connector helix). Kaseta PPC
odgrywa kluczowa rol¢ w rozpoznawaniu i kotwiczeniu kanonicznych substratéw Dicer,

czyli prekursorow miRNA (pre-miRNA) i prekursoréw siRNA (pre-sSiRNA).

Weczesniejsze badania prowadzone w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN
wykazaty, iz domena DUF283 hDicer wigze jednoniciowe RNA 1 DNA, nie wigze
natomiast dwuniciowych RNA 1 DNA. Co ciekawe, dalsze badania wykazaty, iz DUF283
moze wspiera¢ proces parowania czasteczek kwasow nukleinowych. Kolejne analizy
ujawnity, ze hDicer pelnej dlugosci réwniez wykazuje taka aktywnos¢, dziatajac tym
samym jak bialka typu ang. nucleic acid annealer (biatka wspierajgce hybrydyzacje
komplementarnych kwaséw nukleinowych). W oparciu o wyniki przeprowadzonych
badan postawiono hipotez¢, ze domena DUF283 jest istotna dla aktywnos$ci hDicer
wspierajacej parowanie czgsteczek kwasow nukleinowych. W celu weryfikacji tej
hipotezy stworzono warianty delecyjne hDicer pozbawione sekwencji aminokwasowej
kodujacej domene DUF283: (i) wariant ADUF(630-709) oraz (ii) wariant ADUF(625-
752). Wariant ADUF(625-752), oprocz delecji domeny DUF283, pozbawiony byt takze
fragmentow oskrzydlajacych t¢ domeng. Przeprowadzone analizy wykazaly, iz
w warunkach in vitro wariant ADUF(630-709) prezentowal podobng aktywnosc¢
RNazowg wobec uzytych w badaniach pre-miRNA i pre-siRNA, co hDicer (biatko typu
dzikiego). Natomiast wariant ADUF(625-752), wobec tych samych substratow,
wykazywal zdecydowanie stabsza aktywnos¢ RNazowa. W przypadku badan in cellulo,
wariant ADUF(625-752) réwniez produkowal wybrane miRNA z nizszg wydajnoscia,
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w poréwnaniu do wariantu ADUF(630-709), czy hDicer. Co jednak wazne, oba warianty
nie wykazywaly aktywno$ci wspierajacej parowanie czasteczek kwasow nukleinowych.
Uzyskane dane wspieraja hipoteze, ze domena DUF283 jest kluczowa dla aktywnosci

typu nucleic acid annealer hDicer.

Rybonukleazy Dicer moga wigza¢ w komoérkach nie tylko czasteczki pre-miRNA
oraz pre-siRNA, ale takze mRNA, czy dtugie niekodujagce RNA. Biorac pod uwage ten
fakt, kolejnym celem badawczym byto okreslenie roli domeny DUF283 hDicer
W wigzaniu puli komorkowych RNA. W badaniach tych wykorzystano metod¢ irCLIP-
seq (ang. infrared crosslinking immunoprecipitation followed by NGS sequencing) oraz
ludzkie embrionalne komorki nerki (HEK 293T), a takze pochodne linie komorkowe typu
DICERL1 knock-out, produkujace: (i) wariant ADUF(630-709), (ii) wariant ADUF(625-
752) lub (iii) hDicer typu dzikiego (tzw. rescue control). Przeprowadzone badania
wykazaly, ze poszczegdlne warianty delecyjne hDicer wiaza inne pule RNA
w komoérkach HEK 293T, inna byla takze pula RNA wigzanych przez hDicer.
Zgromadzone wyniki pozwalaja sadzi¢, iz domena DUF283 hDicer bierze udzial
W rozpoznawaniu i wigzaniu okre$lonej puli komoérkowych RNA. Co ciekawe,
zgromadzone dane ujawnity, ze w puli RNA wigzanych przez hDicer znajdujg si¢ RNA
bogate w ciagi guanozynowe (G). Analizy bioinformatyczne wykazaly, iz wigkszos¢
z tych RNA posiada potencjat do tworzenia struktur G-kwadrupleksu. Otrzymane dane
wytyczyly kolejny cel badan, ktéry dotyczyt oddziatywan hDicer z czasteczkami RNA
i DNA przyjmujgcymi struktury G-kwadrupleksu. Przeprowadzone badania wykazaty, iz
hDicer wigze zarowno G-kwadrupleksy RNA (G4-RNA), jak i DNA (G4-DNA), a ich
wigzanie odbywa si¢ najprawdopodobniej w obrgbie kasety PPC hDicer. W oparciu
0 przeprowadzone modelowania molekularne postawiono hipotezeg, ze czasteczki pre-
miRNA i czgsteczki przyjmujace strukture G-kwadrupleksu kotwiczone sg w tym samym
rejonie kasety PPC hDicer. Rzeczywiscie, w wyniku dodania do mieszaniny reakcyjnej
G4-RNA lub G4-DNA, obserwowano inhibicjg cigcia pre-miRNA przez hDicer. Zdobyta
wiedza poszerza zrozumienie molekularnych podstaw oddziatywan pomigdzy
rybonukleazg Dicer oraz czgsteczkami RNA 1 DNA przyjmujacymi struktury G-

kwadrupleksu.

Podsumowujac, wyniki badan prowadzonych w ramach realizacji niniejszej pracy
doktorskiej wspieraja dotychczasowe obserwacje, ze rola rybonukleaz Dicer moze

wykracza¢ daleko poza proces biogenezy sTRNA.
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Abstract

Dicer ribonucleases belong to the Ribonuclease 111 (RNase I11) family, which is
a group of endoribonucleases that are specific for double-stranded RNAs (dsSRNAS).
Dicers are mainly known for their important role in the biogenesis of small regulatory
RNAs (srRNAS), such as microRNAs (miRNAs) and small interfering RNAs (SiIRNAS).
Recently, there has been an increasing number of reports describing Dicer activities
unrelated to its RNase activity and sSrRNA production. This dissertation is devoted to the
human Dicer ribonuclease (hDicer). hDicer, like other vertebrate Dicer proteins, is
a multi-domain protein composed of an N-terminal helicase domain, a domain of
unknown function 283 (DUF283), Platform, PAZ domain, a connector helix domain, two
RNase 111 domains (RIlla and RIlIb), and a C-terminal dsSRNA-binding domain (dsRBD).
The region spanning the Platform—PAZ-Connector helix domains is called the PPC
cassette, and it plays a key role in the recognizing and anchoring canonical substrates of

Dicer, such as miRNA precursors (pre-miRNAs) and siRNA precursors (pre-siRNAS).

Previous studies conducted at the Institute of Bioorganic Chemistry Polish Academy
of Sciences have revealed that the DUF283 domain of hDicer binds single-stranded RNAs
and DNAs but not the double-stranded RNA and DNA substrates. Interestingly, further
studies showed that the DUF283 domain can promote base pairing of complementary
nucleic acid molecules. Subsequent studies revealed that the full-length hDicer also
exhibits such activity, thus acting as a nucleic acid annealer. Based on the results of these
studies, it was hypothesized that the DUF283 domain is crucial for the annealing activity
of hDicer. To verify this hypothesis, two variants of hDicer, lacking the amino acid
sequence encoding the DUF283 domain, were created: (i) the ADUF(630-709) variant
and (ii) the ADUF(625-752) variant. The ADUF(625-752) variant, in addition to the
deletion of the DUF283 domain, also lacked amino acids flanking this domain. The
analyses showed that in vitro, the ADUF(630-709) variant presented similar RNase
activity towards the pre-miRNAs and pre-siRNAs used in the study, as the wild-type
hDicer. In contrast, the ADUF(625-752) variant showed significantly weaker RNase
activity towards the same substrates. Likewise, in cellulo studies of the ADUF(625-752)
variant demonstrated that this variant produced the selected miRNAs with lower
efficiency, as compared to the ADUF(630-709) variant, or hDicer. However, both variants

did not facilitate base pairing of complementary nucleic acids. The obtained data strongly
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support the hypothesis that the DUF283 domain is crucial for the nucleic acid annealing
activity of hDicer.

In the cell, Dicer ribonucleases can bind not only pre-miRNA and pre-siRNA
substrates, but also other RNAs, e.g., mMRNAs, or long non-coding RNAs. Given this fact,
another research was conducted to determine the role of the DUF283 hDicer domain in
the binding of cellular RNAs. In this study, the irCLIP-seq (infrared crosslinking
immunoprecipitation followed by NGS sequencing) approach and human embryonic
kidney cells (HEK 293T) were used, as well as DICER1 knock-out cell lines producing:
(i) the ADUF(630-709) variant, (ii) the ADUF(625-752) variant, or (iii) the wild-type
hDicer (rescue control). The collected results revealed that the RNA pools bound by the
ADUF hDicer variants and the wild-type full-length hDicer were different. These results
suggest that the DUF283 hDicer domain is involved in the recognition and binding of
a specific pool of cellular RNAs. Interestingly, the collected data revealed that the pool
of RNAs bound by hDicer included RNAs rich in guanosine (G) tracks. Bioinformatics
analyses showed that most of these RNAs have a potential to adopt G-quadruplex
structures. Consequently, another research goal was to investigate the interactions
between hDicer and nucleic acid molecules adopting G-quadruplex structures. The
collected results showed that hDicer binds both RNA G-quadruplexes (G4-RNA) and
DNA G-quadruplexes (G4-DNA), and that this binding presumably occurs within the
PPC cassette of hDicer. Based on the results of the molecular modeling, it was
hypothesized that pre-miRNAs and molecules adopting the G-quadruplex structures
anchor within the same region of the PPC hDicer cassette. Indeed, when G4-RNA or G4-
DNA was added to the reaction mixture, inhibition of pre-miRNA processing by hDicer
was observed. The knowledge gained during these studies expands our understanding of
the molecular basis of interactions between Dicer ribonucleases and RNA or DNA

molecules adopting G-quadruplex structures.

In conclusion, the results of the experimental research conducted in the course of this
dissertation support observations that the role of Dicer ribonucleases may extend far

beyond the srRNA biogenesis pathways.
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Wykaz stosowanych skrotow

Skrot Okreslenie

3'PM PPC wariant kasety PPC z mutacjami w obrebie kieszeni wigzacej 3’

5'PM PPC wariant kasety PPC z mutacjami w obrebie kieszeni wigzacej 5’

5-LO (ang. 5-lipooxygenase) 5-lipooksygenaza

aa aminokwasy

ADAR1 (ang. adenosine deaminase acting on RNA 1) deaminaza adenozyny dziatajaca na
RNA1

Ago (ang. Argonaute protein) biatko Argonaute

ATP adenozyno-5'-trifosforan

BSA (ang. bovine serum albumin) surowicza albumina wotowa

cDNA (ang. complementary DNA) komplementarny DNA

C-koniec koniec karboksylowy biatka

Cryo-EM (ang. cryoelectron miscroscopy) mikroskopia krioelektronowa

DCL4 ang. dicer-like 4 protein

DEXD/H-box motyw strukturalny charakterystyczny dla RNA helikaz DExXD/H-box

DGCRS8 ang. DiGeorge syndrome chromosomal region 8

DHx9 ang. DExH-Box Helicase 9

diRNA (ang. DNA damage-induced small RNA)

DNA-G4 G-kwadrupleks DNA

dNTP trifosforany deoksyrybonukleotydow

DSBs (ang. DNA double-stranded breaks) pekniecia podwdjnej nici DNA

dsDNA (ang. double-stranded DNA) dwuniciowe DNA

dsRBD (ang. Double-stranded RNA binding domain) domena wiazaca dsSRNA

dsRNA (ang. double-stranded RNA) dwuniciowe RNA

DUF283 (‘ang. domain of unknown function 283) domena o nieznanej funkcji 283

EMSA (ang. electrophoretic mobility shift assay) metoda réznicowanej migracji w zelu
poliakrylamidowym

EXP5 (ang. exportin 5) eksportyna 5

G guanozyna

G4 G-kwadrupleks

hDicer (ang. human Dicer) ludzka rybonukleaza Dicer



HEK 293T (ang. Human Embryonic Kidney 293 Cell line) linia komérkowa ludzkich
komorek embrionalnych nerki nr 293

HERNA ang. helicase with RNase motif

hg38 ang. Genome Reference Consortium Human Build 38

irCLIP (ang. infrared cross-linking immunoprecipitation) immunoprecypitacja
sieciowania w podczerwieni

irCLIP-seq (ang. infrared crosslinking immunoprecipitation followed by NGS sequencing)
immunoprecypitacja sieciowania w podczerwieni oraz sekwencjonowanie nowej
generacji

Kad rownowagowa stata wigzania

kDa kilo Dalton

kpz kilo par zasad

KSRP ang. KH-type splicing regulatory protein

InNcRNA (ang. long non-coding RNA) dlugie niekodujace RNA

miRNA (ang. mikroRNA) mikro RNA

mMRNA (ang. messenger RNA) matrycowy RNA

ncRNA (ang. non-coding RNA) niekodujace RNA

N-koniec koniec aminowy biatka

NMR (ang. nuclear magnetic resonance) spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego

nt nukleotyd

PAA poliakrylamid

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

PAR-CLIP ang. photoactivatable ribonucleoside-enhanced crosslinking and
immunoprecipitation

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

PCR (ang. polymerase chain reaction) reakcja tancuchowej polimerazy

PKR ang. protein kinase R

Pol Il (ang. RNA polymerase Il) polimeraza RNA 11

pre-miRNA (ang. precursor miRNA) prekursor miRNA

pre-siRNA (ang. siRNA precursor) prekursor siRNA

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

pz par zasad

RBM3 ang. RNA binding motif protein 3

RHA ang. RNA helicase A



RISC
RNA-G4
RNAI
RNazy 11
rpm

RT-qPCR

SDS
SiIRNA
SnoRNA
SrRNA
ssDNA
SSRNA
TDP-43
TRBP
tRF
tRNA
TUT
UMI
UTR

WT

ang. RNA-induced silencing complex
G-kwadrupleks RNA

(ang. interference RNA) interferencja RNA
grupa rybonukleaz nalezacych do klasy I11
(ang. rotations per minute) obroty na minute

(ang. reverse transcription quantitive real-time PCR) reakcja fafcuchowa
polimerazy w czasie rzeczywistym
(ang. sodium dodecyl sulfate) siarczan dodecylu sodu

(ang. small interfering RNA) maty interferujacy RNA
(ang. small nucleolar RNA) maty jaderkowy RNA
(ang. small regulatory RNA) krotki regulatorowy RNA
(ang. single-stranded DNA) jednoniciowy DNA

(ang. single-stranded RNA) jednoniciowy RNA

ang. TAR DNA-binding protein-43

ang. TAR RNA-binding protein

ang. tRNA-derived fragments

(ang. transfer RNA) transportujacy RNA

ang. Terminal Uridylyl Transferase

ang. Unique Molecular Identifiers

(ang. untranslated region) rejon niepodlegajacy translacji

(ang. wild-type) biatko typu dzikiego
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1. Wprowadzenie

Historia badan nad czasteczkami RNA regulujacymi ekspresje genow siega juz
1993 roku, w ktorym to ukazata si¢ praca ujawniajaca, ze rozwoj larwalny nicienia
Caenorhabditis elegans (C. elegans) zalezny jest od inhibicji ekspresji genu lin-14 przez
krotki transkrypt genu lin-4 [1, 2]. Ustalono wtedy, ze krotkie czasteczki RNA zawieraja
sekwencje komplementarne do rejonéw niepodlegajacych translacji (UTR, ang.
untranslated region) w mRNA (ang. messenger RNA) lin-14 i uczestnicza w regulacji
poziomu tego transkryptu w komorce. Mechanizm tego zjawiska pozostawal nieznany.
Dopiero przetomowe Wyniki badan nad procesem RNAi zespotow A. Firea i C. Mello,
opublikowane w 1998 roku, pozwolity rozwikta¢ zagadke lezaca u podstaw zjawiska
nazwanego przez badaczy RNAI (ang. interference RNA). Dzigki przeprowadzonym
eksperymentom udato si¢ pokazaé, ze wprowadzenie do komorek C. elegans dupleksu
RNA o dlugosci 742 par zasad (pz) doprowadzito do 10-krotnie wydajniejszego
wyciszenia genu, w porownaniu do wprowadzenia jednoniciowej czasteczki RNA do
komorki, a do osiggnigcia takiego efektu wystarczyto kilka czasteczek dupleksu RNA
w komorce [3]. Obaj naukowcy zostali uhonorowani nagroda Nobla w dziedzinie
fizjologii i medycyny w 2006 roku za badania nad zjawiskiem interferencji RNA

u nicienia C. elegans.

Niniejsza praca poswiecona jest ludzkiej rybonukleazie Dicer (hDicer). Pierwsze
szczegOtowe doniesienie literaturowe o hDicer pojawito si¢ w 2000 roku. W pracy
Matsuda i in. po raz pierwszy opisano gen DICER1, 6wcze$nie pod nazwg HERNA (ang.
helicase with RNase motif). Badaczom udato si¢ pokazaé, ze przewidziana sekwencja
aminokwasowa produktu biatkowego genu HERNA jest podobna do sekwencji
aminokwasowej helikaz wystepujacych u C. elegans (K12H4.8) oraz drozdzy
(C8A4.08C). Ponadto, udato si¢ im rowniez zidentyfikowa¢ siedem sekwencji
konsensusowych typowych dla motywow strukturalnych ATP-zaleznej helikazy RNA,
wtym domene¢ wigzaca ATP, domen¢ DExH, domen¢ wigzaca RNA, a na
karboksylowym koncu (C-koniec) biatka Herna rozpoznali takze dwa motywy

rybonukleazy 111 (RNazy IlI).

Zaréwno odkrycie zjawiska RNAi, jak i badania nad biatkami typu Dicer,
rozpoczely prawdziwa rewolucje w badaniach nad procesem biogenezy matych
regulatorowych RNA (srRNA, ang. small regulatory RNA): mikro RNA (miRNA, ang.
ang. microRNA) oraz matych interferujagcych RNA (siRNA, ang. small interfering RNA).
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1.1 Ludzka rybonukleaza Dicer i jej rola w procesie biogenezy miRNA

Ludzka rybonukleaza Dicer nalezy do klasy rybonukleaz 111 (RNaz I1l) i posiada
dwie domeny RNazy III tworzace dimer, w obregbie ktérego znajduje si¢ centrum
katalityczne [4]. RNazy 11l sg endorybonukleazami specyficznymi wobec dwuniciowych
RNA (dsRNA, ang. double-stranded RNA), a hDicer znana jest gtownie z kluczowej roli
w procesie biogenezy miRNA [5].

1.1.1 Biogeneza miRNA

miRNA to grupa endogennych, niekodujacych RNA o dtugosci okoto 21-25
nukleotydéw (nt), ktorych obecno$¢ zostata potwierdzona w komorkach roslin, grzybow
i zwierzat [6]. Rola czgsteczek miRNA jest potranskrypcyjna regulacja ekspresji genow.
Geny kodujace miRNA stanowig kilka procent wszystkich genow u zwierzat [7].
W przypadku cztowieka szacuje si¢, ze ponad 60% wszystkich gendéw kodujacych biatka
jest regulowane przez miRNA [8].Wspomniane geny miRNA moga wystepowaé
W obrgbie egzonow oraz intronow [9] | mogg by¢ zorganizowane w skupiska (tzw.

Klastry) oraz transkrybowane jako policistronowe jednostki [10].

Sciezka kanonicznej biogenezy miRNA sktada sie z kilku etapow. Pierwszym
Z nich jest transkrypcja gendow miRNA w jadrze komorkowym, w ktora zaangazowana
jest polimeraza RNA 11 (Pol I1) [11]. Przypuszczalnie wigkszos¢ miRNA transkrybowana
jest z introndw, lecz moga one takze powstawal z egzonow, czy rejonow
mig¢dzygenowych, a proces ten odbywa si¢ niezaleznie od transkrypcji genow gospodarza
[12, 13]. Nastepnie powstajacy pierwotny transkrypt miRNA (pri-miRNA, ang. primary
mMiRNA) jest rozpoznawany i wigzany przez kompleks biatek DGCRS8 (ang. DiGeorge
Syndrome Critical Region 8) oraz rybonukleaze¢ Drosha (tzw. kompleks Mikroprocesora).
Pri-miRNA jest ciety przez rybonukleazg¢ Drosha do pre-miRNA (ang. precursor miRNA)
o dhugosci okoto 60 nt [14]. Powstajace czasteczki pre-miRNA sa transportowane do
cytoplazmy przez Eksportyne 5 i czynnik Ran, ktéry wigze i hydrolizuje GTP [15].
W cytoplazmie czasteczka pre-miRNA jest rozpoznawana i cigta przez rybonukleaze
Dicer, ktora generuje dupleks miRNA/miRNA" o dtugosci ok. 21 pz. Dupleks ten jest
nastepnie przekazywany do kompleksu RISC (ang. RNA-induced silencing complex).
W kompleksie RISC jedna z nici, tzw. ni¢ pasazerska” (miRNA", ang. passenger strand”),
jest odrzucana i ulega degradacji, a druga ni¢, tzw. ni¢ wiodaca (ang. guide strand),
pozostaje zwigzana z kompleksem [16]. Aktywny kompleks RISC wigze si¢ zazwyczaj
Z docelowym mRNA w obrebie rejonu 3’ UTR i powoduje degradacj¢ mRNA lub represje
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translacji, w zalezno$ci od stopnia komplementarnosci pomigdzy miRNA a mRNA.
W przypadku catkowitej komplementarnosci pomigdzy mRNA a miRNA nast¢puje
degradacja docelowego mRNA. Natomiast kiedy komplementarno$¢ ta jest tylko
czesciowa obserwujemy inhibicje translacji [6]. W przypadku ssakow wiekszo$¢ mRNA
ulega inhibicji translacji, a mniej niz 5% wszystkich sekwencji docelowych mRNA ulega

degradacji po zwigzaniu z kompleksem RISC [17] (Rysunek 1).

pre-miRNA

cigcie DICER
DICER EEE—
P &

zatadunek dupleksu RNA do RISC

GTP
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i transkrypcja genu miRNA

Cazgsciowa komplementarnos¢ mRNA:miRNA Catkowita komplementarno$¢ mRNA:miRNA
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INHIBICJA DEGRADACJA

JADRO KOMORKOWE CYTOPLAZMA
Rysunek 1. Kanoniczny szlak biogenezy miRNA w komérce ssaczej. Czerwonymi strzatkami
zaznaczono miejsca ci¢cia bialek Drosha oraz Dicer.
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1.1.2 Budowa ludzkiej rybonukleazy Dicer

hDicer jest duzym (~220 kDa), wieclodomenowym bialkiem zbudowanym z 1922
aminokwasow (aa), kodowanym przez gen DICERL, ktory potozony jest na diugim
ramieniu chromosomu 14. Gen DICER1 uznawany jest za gen metabolizmu
podstawowego (ang. housekeeping gene). Na szczegolng uwage zashuguje fakt, iz
w poréwnaniu do innych genow tego typu, gen DICER1 ma dtugi rejon 3" UTR (>4000
pz) [18]. Znanych jest wiele izoform mRNA hDicer, ktore generowane sa m.in.
w procesie alternatywnego sktadania pre-mRNA. Obecnie znanych jest siedem izoform
mRNA, réznigcych si¢ dlugoscia koncow 5" oraz 3' UTR, z ktorych powstaje pelnej
dhugosci biatko hDicer [19].

hDicer zbudowana jest z nastepujacych po sobie domen: domeny helikazowej,
domeny DUF283 (ang. domain of unknown function), domen: Platformy i PAZ (ang. Piwi
Argonaut and Zwille proteins) oraz helisy tgczacej, dwoch domen RNazowych (RIIla
I RIIIb) oraz C-koncowej domeny wigzacej dsSRNA (dsRBD, ang. double-stranded RNA
binding domain) [20] (Rysunek 2). Podobnie jak inne Dicer kregowcow, ludzka
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rybonukleaza Dicer ksztaltem przypomina liter¢ ,,L”. W przestrzennej organizacji biatka
mozna wyodrebnic tzw. gtowg, rdzen oraz podstawe biatka [21, 22] (Rysunek 2). Rejon
zwany glowa tworzony jest przez domen¢ Platformy, PAZ oraz helis¢ taczaca, rdzen
enzymu stanowig domeny RNazy III, a podstawe¢ biatka wspottworza domena helikazy
oraz DUF283. Badania strukturalne dowodza, ze podczas wigzania substratu dochodzi do
licznych i znacznych zmian konformacyjnych obejmujacych calg czasteczke bialka,
aduza elastyczno$¢ struktury enzymu umozliwia wigzanie RNA o zrdéznicowanej

budowie, tj. pre-miRNA oraz pre-siRNA (ang. precursor siRNA) [23, 24].

A
Helikaza DUF283 Platforma PAZ Rnaza llla Rnaza lllb dsRNA
hDicer (1922 aa, 220 kDa)
Helisa 13czaca
B
E Q
oS PAZ
L VJ Ny~ ‘
Gtowa U
g’ 2 Platforma

2
* ®Helisa t3czaca

D —9

s <7¥ Rnazallla

Podstawa

Helikaza

Rysunek 2. Budowa ludzkiej rybonukleazy Dicer. (A) Schematyczne przedstawienie budowy
domenowej hDicer. (B) Struktura 3D biatka hDicer zobrazowana w programie PyMOL na
podstawie kodu 5ZAL z bazy danych PDB [25]. Rysunek na podstawie publikacji Szczepanska
i in.[26].

1.1.2.1 Domena helikazy

Domena helikazy uwazana jest za jeden z najbardziej konserwatywnych rejonow
biatek typu Dicer [27]. W obrgbie tej domeny wystepuje charakterystyczny motyw
DEXD/H-box (ang. DExD-H-box helicase) odpowiedzialny za wigzanie i hydroliz¢ ATP.
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Nazwa motywu pochodzi od tworzacych go reszt aminokwasowych: kwasu
asparaginowego (A), kwasu glutaminowego (E), dowolnego aminokwasu (x) oraz
histydyny (H). Domena helikazy razem z domeng DUF283 tworzg tzw. podstawe biatka
(Rysunek 2), z ktérg to oddziatujg partnerzy biatkowi hDicer. Z domeng helikazowa
oddziatuje, migdzy innym biatko TRBP (ang. HIV-1 TAR RNA-binding protein) oraz
PACT (ang. protein activator of PKR) [28]. Obecnie wiadomo, ze domena helikazy
odgrywa wazng role w oddziatywaniach z petlg apikalng pre-miRNA, umozliwiajac tym
samym dyskryminacje pomiedzy pre-miRNA a pre-siRNA [29]. Dotychczas
przeprowadzone analizy wykazaty, ze po usuni¢ciu domeny helikazowej, hDicer nadal
zachowuje swojg aktywno$¢ RNazowa, a taki wariant delecyjny charakteryzuje si¢
wyzsza efektywnoS$cig cigcia kanonicznych substratow, w porownaniu do biatka typu
dzikiego [30]. Grupie prof. P. Svobody udato si¢ pokaza¢, ze domena helikazy utrzymuje
Dicer w stanie ,,zamknigtym” [31]. Przejs$cie do stanu ,,0twartego”, w ktorym to biatko
moze zwigzac 1 przeciag¢ substrat, stymulowane jest przez zwigzanie si¢ biatka TRBP
[31]. Dzigki usunieciu domeny helikazowej, biatko Dicer pozostaje w ,,otwartej”
konformacji i moze wydajnie wigza¢ i procesowac substraty pre-miRNA [31]. Inne
badania wykazaly réwniez, ze domena helikazy jest potrzebna do prawidtowego cigcia

pre-miRNA o termodynamicznie niestabilnej strukturze [32].

1.1.2.2 Domena DUF283

Domena DUF283, razem z wcze$niej wspomniang domeng helikazowa, tworzy
podstawe biatka hDicer (Rysunek 1). Funkcja jakg pelni ta domena wcigz pozostaje stabo
poznana. Za pomocg spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR, ang.
nuclear magnetic resonance) oraz metody cryo-EM (ang. cryoelectron miscroscopy)
uzyskano struktury 3D domeny DUF283 odpowiednio, roslinnego biatka typu Dicer
DCL4 [33] oraz hDicer [25]. Badania strukturalne ujawnity obecnos¢ motywu afppa
w domenie DUF283, czyli motywu charakterystycznego dla domen wigzacych dsRNA.
Jednakze wczesniej przeprowadzone badania w Instytucie Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk (IChB PAN), nie wykazaty aktywnosci wigzania dsRNA, ani
dsDNA, przez DUF283 hDicer [34]. Podobnie, badania prowadzone w grupie prof. Y.A.
Yuan, nie wykazaty, aby domena DUF283 DCL4 wigzata dwuniciowe substraty [35].
Wykazano natomiast, ze domena DUF283 hDicer oddziatuje z jednoniciowymi RNA
oraz DNA [34]. Ponadto, okazalo sig, ze zarowno DUF283, jak pelnej dlugosci hDicer,

wspierajg proces hybrydyzacji komplementarnych kwasoéw nukleinowych (ang. nucleic
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acid annealing activity) [25, 36]. Badania zespotu prof. J. Doudny stanowig bogate zrodto
wiedzy na temat domeny DUF283. Dzigki tym badaniom udato si¢ wykaza¢, ze hDicer
pozbawiona domeny DUF283 prezentuje mniejsza aktywno$¢ RNazowg wobec
prekursoréw siRNA, w porownaniu do biatka typu dzikiego [30]. Roznicy takiej nie
zanotowano dla uzytego w badaniach substratu typu pre-miRNA, pre-let-7 [30]. W innej
pracy pokazano, ze usuni¢cie domeny helikazowej oraz DUF283 powoduje utratg
aktywno$ci RNazowej hDicer, co sugeruje istotny wptyw obu tych domen na te
aktywno$¢ hDicer [26, 37].

W literaturze znalez¢ mozna rowniez informacje, zeé domena DUF283 hDicer
oddziatuje z biatkiem ADARI (ang. adenosine deaminase acting on RNA), ktore to
pozytywnie wplywa na wydajno$¢ cigcia prekursorow miRNA oraz przekazywanie

miRNA do kompleksu RISC [36].

1.1.2.3 Domeny Platforma i PAZ

Domeny Platforma, PAZ oraz helisa taczaca tworza tzw. kasete PPC (ang. PPC
cassette) i stanowig ,,glowe” bialka (Rysunek 2), ktoéra odpowiada za kotwiczenie
kanonicznych substratow biatek typu Dicer. Kaseta PPC zawiera dwie kieszenie wigzace:
kieszen tworzong przez domene Platformy i PAZ, ktéra wigze koniec 5’ substratow, tzw.
kieszen wigzacg 5’ (ang. 5’ binding pocket), oraz Kieszen tworzong przez domeng PAZ
| wigzacg dwa niesparowane nukleotydy na koncu 3’ substratow, tzw. kieszen wigzacg 3’
(ang. 3’ binding pocket). Ponadto, wyr6zni¢ mozna jeszcze jeden motyw strukturalny
W tym rejonie biatka tzw. helise taczaca, ktora w strukturze trzeciorzedowej biatka
ulokowana jest pomigdzy obiema kieszeniami wigzacymi i prawdopodobnie wspomaga
proces przekazywania dupleksu miRNA lub siRNA do biatka Ago [38]. Najnowsze
badania grupy prof. N. Kim wskazuja, ze rearanzacja przestrzenna helisy taczacej jest
konieczna, aby pre-miRNA prawidtowo dopasowat si¢ do doliny katalitycznej hDicer
[24]. Mutacje wprowadzone w rejonie helisy taczacej lub delecja catej domeny
spowodowaty obnizenie aktywnosci RNazowej hDicer zarbwno w warunkach in vitro,
jak i in cellulo [24]. Rejon pomiedzy kaseta PPC i domenami RNazy Il nazywany jest
,linijka molekularng” (ang. molecular ruler), poniewaz dzigki zwigzaniu substratu
w obrebie kieszeni wigzacych oraz odleglosci dzielacej kieszenie wigzace od domeny
RNazy Illa oraz RNazy Il1b, hDicer generuje dupleksy miRNA/siRNA o dtugosci ~20-
25 pz [23, 39]. Grupa prof. J. Doudny podzielita biatko hDicer na dwie czgsci, pierwsza
sktadajgcg si¢ z domen DUF283 oraz PAZ (fragment DP) oraz drugg, sktadajgca sie
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z domen RNazy 11l oraz dsRBD (fragment hDcr-C), tzw. rdzen katalityczny. W reakcji
cigcia kanonicznych substratow, fragment hDcr-C generowal szereg produktow
W przedziale dlugosci od 12 do 22 nt, dopiero po dodaniu do reakcji fragmentu DP
zaobserwowano pojawienie si¢ produktow o diugosci odpowiadajacej dlugosci
czasteczek miRNA, tj. ok. 22 nt [40]. Warianty delecyjne biatka hDicer pozbawione
domeny PAZ lub kasety PPC, czy wariant pozbawiony domen: helikazy, DUF283 oraz
PAZ rowniez nie wykazywaty aktywnosci RNazowej wobec kanonicznych substratow

hDicer [41, 42].

1.1.2.4 Domeny RNazy Il i dsSRBD

Dwie domeny RNazy III oraz domena dsRBD tworzg C-koniec hDicer (Rysunek
2). Centrum katalityczne biatka stanowig dwie domeny RNazy III. Do zachowania swojej
aktywnos$ci RNazowej hDicer, podobnie jak inne biatka typu Dicer, wymaga obecnosci
jonow dwuwartosciowych. Preferowanym jonem jest jon magnezu (Mg?"), ale moga to
tez by¢ jony manganu, niklu, czy kobaltu. Rodzaj jonu dwuwartosciowego moze mie¢

wplyw na dtugos¢ produktow generowanych przez Dicer [43, 44].

Domena dsRBD, podobnie jak DUF283, posiada motyw afppa charakterystyczny
dla domen wigzacych dsRNA. W przypadku dsRBD, motyw ten pozwala na wigzanie
czasteczek dsRNA niezaleznie od ich sekwencji nukleotydowej, poniewaz proces
wigzania substratéw odbywa si¢ gldwnie poprzez rozpoznanie specyficznych motywow
strukturalnych w helisie A dsRNA [45]. Domena dsRBD pelni role domeny
wspomagajacej proces wigzania kanonicznych substratow hDicer [46]. Wykazano, ze
w przypadku usuni¢cia domeny dsRBD z fragmentu hDcr-C, taki wariant nie prezentowat
aktywnosci RNazowej, przypuszczalnie ze wzgledu na nieefektywne wigzanie

substratow [40].

1.1.3 Kanoniczne substraty ludzkiej rybonukleazy Dicer
Kanonicznymi substratami dla hDicer sg czasteczki pre-miRNA oraz pre-siRNA,
ktore posiadaja niesparowany dwunukleotydowy koniec 3'-OH oraz grupe fosforanowg

na koncu 5' [47].

pre-miRNA to dos$¢ jednorodna pod wzgledem dhugosci 1 pochodzenia grupa
czasteczek RNA, ktore generowane sg glownie przez kompleks Mikroprocesora w jadrze
komoérkowym, w procesie cigcia czasteczek pri-miRNA [14]. Jest to grupa czasteczek

0 dhugosci ok. 60-70 nt, ktore przyjmuja strukturg spinki do wtoséw ztozona z rejonu
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trzonu (rejon dwuniciowy) oraz rejonu petli apikalnej [48]. Niemniej jednak, struktury
przyjmowane przez pre-miRNA moga charakteryzowac si¢ wickszymi lub mniejszymi
niesparowaniami w rejonie trzonu, w postaci petli wewnetrznych i wybrzuszen, czy tez
wickszg lub mniejsza petla apikalng, a takze réznorodnoscia koncow, co wpltywa na
proces dojrzewania pre-miRNA [49, 50]. Domena RNazy Illa odpowiada za cigcie
substratu pre-miRNA w obrgbie ramienia 3, a domena RNazy Illb przecina substrat

W obrebie ramienia 5’ [23].

Jak wspomniano powyzej, do kanonicznych substratow Dicer zaliczajg si¢ takze
czasteczki pre-SiRNA. Sg to dlugie (>30 pz), w pelni sparowane dsRNA, ktore moga
zosta¢ wprowadzone bezposrednio do cytoplazmy, np. w wyniku infekcji wirusowej [51,
52]. Moga by¢ takze wycinane z komplementarnych transkryptow przyjmujacych lokalne
struktury dwuniciowe [53]. Ponadto, syntetyczne pre-siRNA uzywane sa np. w terapii
genowej [54]. Ze wzglegdu na pochodzenie, czasteczki siRNA mozna podzieli¢ na

egzogenne (egzo-siRNA) oraz endogenne (endo-siRNA) [55].

1.2 Bialka oddzialujace z pre-miRNA

Czasteczki pre-miRNA, po transporcie do cytoplazmy, moga oddziatywac
Z calym szeregiem bialek. Z doniesien literaturowych wiadomo, ze z koncem 5’ pre-
miRNA oddzialuje metylotransferaza zalezna od S-adenozylo-metioniny (BCDIN3D,
ang. BCDIN3 domain containing), ktora odpowiedzialna jest, m.in., za dimetylacje 5’
monofosforanu pre-miRNA [56]. W wyniku dziatania tego enzymu zmniejsza si¢
powinowactwo Dicer do pre-miRNA, co prowadzi do obnizenia poziomu produkcji
dojrzatych miRNA [56]. Natomiast z koncem 3’ czasteczek pre-miRNA, ktore posiadaja
jednonukleotydowy niesparowany koniec 3', wiaza si¢ biatka z grupy TUT (ang.
Terminal Uridylyl Transferase). Biatka te, dodajac uracyl do konca 3’ pre-miRNA
prowadza do powstania charakterystycznego dla kanonicznych substratow

dwunukleotydowego niesparowanego konca 3’, co promuje produkcje miRNA [57].

Z rejonem petli apikalnej oddziatuja, m. in., biatka takie jak, KSRP,RBM3, TDP-
43, czy Lin28A. Biatko KSRP (ang. KH-type splicing regulatory protein) wiaze wiele
czgsteczek RNA wystepujacych w komorce, w tym pre-miRNA, rozpoznajgc sekwencje
bogate w guaning [58]. Prawdopodobnie wigzanie KSRP do pre-miRNA ulatwia
przylaczanie si¢ Dicer do powstatego kompleksu, co promuje proces cigcia pre-miRNA
[59]. Kolejne dwa biatka, RBM3 (ang. RNA binding motif protein 3) oraz TDP-43 (ang.
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TAR DNA-binding protein-43), w wyniku oddziatywan z Dicer oraz pre-miRNA, rowniez
promuja dojrzewanie miRNA [60, 61]. Biatko Lin28 A odpowiada za stabilizacje struktur
mRNA w procesie translacji, ale moze rowniez oddziatywa¢ z motywami: GNGAY oraz
GGAG obecnymi w czeSci apikalnej pre-miRNA, co prowadzi do rekrutacji UTP-
transferazy, a nastepnie do poliurydylacji i degradacji pre-miRNA [62, 63].

1.3 Bialka oddzialujace z Dicer

Chociaz biatko hDicer moze samodzielnie procesowac pre-miRNA oraz pre-siRNA,
to jego aktywnos¢ moze by¢ modulowana przez inne biatka, tzw. ,,biatka partnerujace”.
Najbardziej znanymi biatkami oddziatujacymi z hDicer sg dwa strukturalnie podobne
biatka: TRBP oraz PACT [37, 64]. Oba biatka posiadajg trzy domeny dsRBD, a domena
wystepujaca na ich C-koncu odpowiada za interakcj¢ z domeng helikazowg hDicer [42,
65, 66]. Zarowno TRBP, jak i PACT wigzac si¢ z hDicer wplywaja na jej specyficzno$é
substratowg oraz aktywno$¢ RNazowa [67]. Stwierdzono, ze hDicer w potaczeniu
z PACT wykazuje wigksza selektywno$¢ wobec substratow i preferencyjnie przecina pre-
mIiRNA, a nie pre-siRNA [64]. Ta dyskryminacja substratowa jest mniej zauwazalna, gdy
hDicer znajduje si¢ w kompleksie z TRBP [64]. Zauwazono takze, ze biatko TRBP
promuje wigzanie pre-miRNA przez hDicer w $rodowisku, w ktorym wystepuja
czasteczki o podobnej strukturze spinkowej [68]. Biatka TRBP i PACT moga rowniez
wplywaé na wzor cigcia pre-miRNA przez hDicer, powodujac powstawanie miRNA
roznigcych sie dlugoscia (tzw. izomiRow) [64, 69]. Dodatkowo, TRBP moze
stabilizowa¢ Dicer oraz wspomagac proces przekazywania miRNA do kompleksu RISC
[70, 71]. Wydaje si¢, ze podobna role moze petnic¢ takze PACT, cho¢ jego rola w tym

procesie jest stabo poznana [42].

Innymi przyktadami biatek wspotpracujacych z hDicer sg ADAR1 oraz RHA (ang.
RNA helicase A). ADARL oddzialuje z domeng DUF283 hDicer, dzigki czemu
zwigkszona jest efektywnos$¢ ciecia pre-miRNA. Biatko to wspiera rowniez
przekazywanie miRNA do kompleksu RISC [36]. Biatko RHA zaangazowane jest
W bezposrednie oddziatywanie z Dicer, TRBP, Ago2 oraz miRNA i przypuszczalnie
uczestniczy w rozplataniu dupleksu miRNA/MiRNA" [72]. Na uwage zashuguje rowniez
5-lipooksygenaza (5-LO), ktoéra oddziatujac z C-koncowa czgscig hDicer, wplywa na
dhugos$¢ produkowanych przez nig RNA. W wyniku oddziatywania z 5-LO, hDicer
produkuje RNA o dtugosci 10-55 nt [73, 74].
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1.4 Rola Dicer poza szlakiem biogenezy miRNA: réznorodno$¢ substratow
i funkcji Dicer
W ostatnich latach odnotowuje si¢ coraz wigcej doniesien haukowych opisujacych

zaangazowanie biatek Dicer w inne procesy komoérkowe niz $ciezka biogenezy srRNA

[75].

Do ,,niekanonicznych” funkcji Dicer zaliczy¢ mozna na przyktad udziat hDicer
w naprawie peknie¢ DNA, w jadrze komorkowym. Badania in cellulo dowodza, ze
peknigcia w obrebie dsDNA (DSBs, ang. DNA double-stranded breaks) indukuja
fosforylacje Dicer, powodujac jej translokacje¢ do jadra komorkowego gdzie bierze ona

udziat w naprawie DNA i odpowiedzi na powstate uszkodzenia [76].

Ponadto, pojawiaja si¢ rowniez doniesienia mowigce o udziale rybonukleaz Dicer
w odpowiedzi przeciwwirusowej. Wykazano, ze izoforma hDicer pozbawiona egzonu
7 oraz 8, powstajaca w wyniku alternatywnego sktadania pre-mRNA, jest zdolna do
przecinania wirusowego dsRNA i generowania SIRNA w celu ochrony komoérek
macierzystych przed infekcjg wirusowa [77]. W pracy Montavon i in. rdwniez wykazano,
ze hDicer, dzicki obecnosci domeny helikazowej, moze oddziatywaé z biatkami
wigzacymi dsRNA, bioracymi udziat w odpowiedzi przeciwwirusowej, przyktadowo
z biatkiem DHx9 (ang. DExH-Box Helicase 9) oraz PKR (ang. protein kinase R) [78].

Wiele z powyzej opisanych funkcji jest niezaleznych od aktywnosci
rybonukleazowej hDicer. W publikacji Rybak-Wolf i in. wykazano, Ze biatko hDicer
moze wigzac si¢ z komorkowymi RNA w sposob ,,pasywny”, czyli bez przeprowadzania
ciecia substratu [79]. Oddziatywania takie wystepuja, przyktadowo, pomiedzy hDicer
a mRNA oraz dlugimi niekodujagcymi RNA (IncRNA, ang. long non-coding RNA), ale
takze z czasteczkami transportujacymi RNA (tRNA, ang. transfer RNA), czy matymi
jadrerkowymi RNA (snoRNA, ang. small nucleolar RNA). W wyniku tych oddziatywan
obserwuje si¢ obnizenie poziomu komérkowych miRNA, co w konsekwencji prowadzi
do zmian w poziomach ekspresji gendéw. Sugeruje si¢, ze domeng odpowiedzialng za
pasywne wigzanie substratow jest domena helikazowa hDicer [79]. Niemniej jednak,

znaczenie pasywnego wigzania hDicer do komorkowych RNA pozostaje wcigz nieznane.

W literaturze znalez¢ réwniez mozna publikacje moéwigce o udziale hDicer
w procesie biogenezy czasteczek tRF (ang. tRNA-derived fragments), ktore powstajg

Z tRNA [80]. Czasteczki tRF powstaja zarowno w komorkach eukariotycznych, jak
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I prokariotycznych [81] pod wplywem roznych czynnikow, takich jak np. stres czy
niedotlenienie [82, 83]. Pelnig one wiele funkcji biologicznych, dziatajac jako czasteczki
sygnalizacyjne w odpowiedzi na stres komérkowy oraz jako regulatory ekspresji genow.
Ponadto uwaza si¢, ze sg one zaangazowane W metabolizm RNA, proliferacj¢ komorek,
modulacj¢ odpowiedzi na uszkodzenia DNA i neurodegeneracj¢ [84]. Niektore czasteczki
tRF dziataja podobnie do mIRNA, a liczne badania dowiodty, Ze s one generowane
W sposob zalezny od Dicer [85, 86]. W pracy Maute i in. wykazano, ze pewien tRF
generowany przez hDicer moduluje proliferacje i odpowiedZ komérkowa na uszkodzenia
DNA w chloniaku komorek B [82].

Znalez¢ mozna rowniez prace opisujace rolg hDicer w generowaniu SrRNA
0 dlugosci 20-25 nt z czasteczek snoRNA [87]. Mate jaderkowe RNA to wysoce
konserwatywna klasa RNA, ktora wystepuje u wszystkich eukariontow [88]. W pracy
Ender i in. wykazano, ze z czasteczki SNORNA ACA45, w wyniku cigcia przez hDicer,
moze powsta¢ funkcjonalna czasteczka siRNA, a nastepnie czasteczka taka jest wigzana
przez kompleks RISC 1 bierze udziat w potranskrypcyjnym wyciszaniu ekspresji gendéw
[87]. Kolejnym przyktadem jest snoRNA U3, ktére w wyniku cigcia przez hDicer staje
si¢ czasteczka U3-miRNA i bierze udziat w wyciszaniu ekspresji genu SNX27 (ang.
sorting nexin-27), z ktorego powstaje biatko zaangazowane w transport

wewnatrzkomorkowy [89].

Na podstawie powyzszych przyktadow ,,niekanonicznych” funkcji hDicer, mozna
stwierdzi¢, ze substratami Dicer sg nie tylko pre-miRNA oraz pre-siRNA, ale takze inne

czasteczki RNA obecne w komorkach.
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2. Cel pracy

Weczesniejsze badania przeprowadzone w naszym zespole badawczym wykazaty, ze
domena DUF283 hDicer wigze jednoniciowe RNA oraz DNA, nie wigze natomiast
substratow dwuniciowych. Dalsze badania ujawnily, ze zarbwno sama domena DUF283,
jak 1 pelnej dtugosci hDicer wspierajg parowanie komplementarnych czasteczek kwasow
nukleinowych. W ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej, w oparciu o dotychczas
zgromadzone wyniki badan postawiono hipoteze, ze domena DUF283 jest kluczowa dla
aktywno$ci hDicer wspierajacej proces hybrydyzacji komplementarnych kwaséw

nukleinowych.
W celu weryfikacji postawionej hipotezy wyznaczono nast¢pujace zadania badawcze:

e stworzenie konstruktow genetycznych kodujacych warianty hDicer pozbawione
domeny DUF283 (warianty ADUF hDicer),

e zbhadanie aktywno$ci RNazowej otrzymanych wariantow ADUF hDicer wobec
wybranych kanonicznych substratow hDicer, w warunkach in vitro oraz in cellulo,

e zbadanie aktywnosci wspierania parowania czasteczek kwasow nukleinowych

wariantow ADUF hDicer.

Kolejnym celem badawczym byto ustalenie znaczenia domeny DUF283 hDicer dla

wigzania puli komorkowych RNA przez wspomniang rybonukleazg.
Osiagniecie tego celu wymagato realizacji kolejnych zadan badawczych:

e izolacji komorkowych kompleksow hDicersRNA oraz ADUF hDicereRNA
z wybranych linii komorkowych,

e identyfikacji pul RNA wigzanych przez hDicer oraz warianty ADUF hDicer,

e analizy danych, w tym analizy r6znicowej zbioréw danych dotyczacych pul RNA

wigzanych przez hDicer oraz warianty ADUF hDicer.

Wyniki przeprowadzonych badan ujawnity, ze wsrod licznych RNA wigzanych przez
hDicer znajduja si¢ czasteczki RNA bogate w ciagi reszt guanozynowych, potencjalnie
przyjmujace struktury G-kwadrupleksu. Wyniki naszych wczesniejszych badan,
prowadzonych w warunkach in vitro, takze wskazywaty, ze hDicer moze oddzialywaé
Z czasteczkami przyjmujacymi struktury G-kwadrupleksu. Zgromadzone dane zrodzity

kolejne pytania i cele badawcze zmierzajace do ustalenia charakteru oddziatywan
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pomiegdzy hDicer i czasteczkami kwaséw nukleinowych przyjmujacymi struktury G-

kwadrupleksu.

Osiagnig¢cie tego celu wymagalo realizacji nast¢pujacych zadan:

zbadania, czy domeny hDicer rozpoznajace i kotwiczace kanoniczne substraty
hDicer (rejon tzw. kasety PPC), moga takze oddzialywa¢ z RNA i DNA
przyjmujgcymi struktury G-kwadrupleksu,

scharakteryzowania oddziatywan pomigdzy domenami hDicer wigzacymi G-
kwadrupleksy RNA 1 DNA, a wybranymi czasteczkami kwaséw nukleinowych
przyjmujacymi struktury G-kwadrupleksu,

zaproponowania, W oparciu 0 uzyskane wyniki, a takze wcze$niej
przeprowadzone badania, potencjalnego biologicznego znaczenia oddzialywan

pomiedzy hDicer a czasteczkami przyjmujacymi struktury G-kwadrupleksu.
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3. Materialy i metody

3.1 Materialy

3.1.1 Oligonukleotydy
Stosowane w badaniach czasteczki RNA oraz DNA zostaly zakupione w firmach

Genomed S.A. oraz FutureSynthesis Sp. z 0.0. Czasteczki RNA i DNA G-kwadrupleksow

zostaly zsyntetyzowane przez prof. dr hab. Ryszarda Kierzka (Zaktad Chemii i Biologii

Kwasoéw Nukleinowych IChB PAN). Sekwencje wszystkich oligomerow przedstawiono

w Tabeli 1 oraz Tabeli 2.

Tabela 1. Sekwencje oligonukleotydéw wykorzystywanych w badaniach.

Nazwa Sekwencja 5'-> 3’ Dlugos¢
RNA.sense* GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCAUGUUCUGG -
UCA
RNA ov ACCAGAACAUGCAAUGCAACUACAAUGCA 3t
CAU
UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCGUUAAGAU 65nt
pre-mir-16-1 UCUAAAAUUAUCUCCAGUAUUAACUGUGC
UGCUGAA
. AGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAA 58nt
pre-mir-21 UCUCAUGGCAACACCAGUCGAUGGGCUGU
RNA21 UCGAAGUAUUCCGCGUACGUG 21 nt
RNAS0 GGUUGAACUAUUUCGUGUAUCUGGAAACA 50nt
CGUACGCGGAAUACUUCGAUU
£ ADUF(625-752) ATTCCAGAGTGTTTGAGGGATAGTTATCCC o
- AGACCTG
r ADUF(625-752) TCGTGGACCACCATCGTCAGGCCTCAACAC 30nt
f ADUF(630-709) GACCATTTGATGCCAGTTGGGAAAGAGACT 30nt
r ADUF(630-709) GGCCGTGTTGATTGTGACTCGTGGACCAC 29 nt
P1-DICER ATGAAAAGCCCTGCTTTGC 20 nt
P3-DICER TATCAGACTGTCGTGCCG 18 nt
P4-DICER TGGAAAGAAGATACACAGC 19 nt
P6-DICER ACTCAACTTTAGAAGGCGG 19 nt
P8-DICER CTGCGGATTTTAGATACCC 19 nt
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P10-DICER AGCAACACAGATAAATGGG 19 nt

P12-DICER TGGGAGATGCGATTTTGG 18 nt
P13-DICER GGTTCCATCTCTCTTTTGT 20 nt
r PAZ ACTGAGTGGGGTAAGATCAG 20 nt
f_miR-21-5p GCTTATCAGACTGATGTTGAAA 22 nt
f miR-16-1-5p GCACGTAAATATTGGCGAA 19 nt
TER10 GGGUUAGGGU 10 nt
TER22 AGGGUUAGGGUUAGGGUUAGGG 22 nt
TEL22 AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 22 nt
G4U4G4 GGGGUUUUGGGG 12 nt
G4T4G4 GGGGTTTTGGGG 12 nt
GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCAUGUUC
LIN32 32 nt
UGGUCA
/5Phos/NNAACCNNNAGATCGGAAGAGCGTC
adapter 41 nt
GTGGATCCTGAACCGC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCT
CGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACT
starter P5 Solexa 58 nt
CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

*Czasteczka RNA sense jest komplementarna do czasteczki RNA ov i razem tworza czasteczke
dsRNA_ov, ktora posiada dwa niesparowane nukleotydy na koncu 3'. Komplementarna sekwencja
pomiedzy czasteczkami RNA21 a RNAS50 zostata podkreslona.

starter P3 Solexa

Tabela 2. Sekwencje indeksow wykorzystanych w protokole irCLIP.

Numer indeksu_## Sekwencja indeksu Przypisana proba
irCLIP_ddRT_22 NNNN,GCTCT_0,WWW WT hDicer (1)
irCLIP_ddRT_44 NNNN,CTGTA o,www | WT hDicer (2)
irCLIP_ddRT_43 NNNN,AGTTA_Owww | WT hDicer (3)
irCLIP_ddRT_25 NNNN,CTGAT o,www | WT hDicer (I9G)
irCLIP_ddRT_12 NNNN,TCCAC_0,WWW hDicer (1)
irCLIP_ddRT_13 NNNN,CCGGA_0,www | hDicer (2)
irCLIP_ddRT _1 NNNN,ACACC_0,www | hDicer (3)
irCLIP_ddRT_14 NNNN,AGGCA _0,www | hDicer (IgG)
irCLIP_ddRT_24 NNNN, TGTAT_0,WWW ADUF(625-752) (1)
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irCLIP_ddRT_3 NNNN,CAACA_ O Wwww | ADUF(625-752) (2)
irCLIP_ddRT_4 NNNN,CGATA 0,Wwww | ADUF(625-752) (3)
irCLIP_ddRT_33 NNNN,CACAG_0O,Www | ADUF(625-752) (I9G)
irCLIP_ddRT_23 NNNN,AGACT 0,www | ADUF(630-709) (1)
irCLIP_ddRT _7 NNNN,TTGCG_0,WWW ADUF(630-709) (2)
irCLIP_ddRT_50 NNNN,TGAAA OWww | ADUF(630-709) (3)
irCLIP_ddRT 32 NNNN,TCGAG_0,WWW ADUF(630-709) (19G)

(##) numer indeksu
(x) numer powtdrzenia biologicznego
(1gG) kontrola izolacji 1gG

3.1.2 Bufory i roztwory barwiace

Bufor do reakcji cigcia substratdéw przez hDicer i jej warianty delecyjne
2,5 mM MgCl»

50 mM NaCl

20 mM Tris-HCI, pH 7.5

5-krotnie stezony bufor do badania oddziatywan biatko-kwas nukleinowy
250 mM NaCl
100 mM Tris-HCI, pH 7.5

Bufor TBS
50 mM Tris-HCI, pH 7.5
150 mM NacCl

Bufor dla biatka hDicer i jej wariantéw delecyjnych
20 mM Tris-HCI, pH 7.5
50 mM NaCl

10% glicerol
0,25% Triton X-100
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Bufor do elektroforezy bialek 10xSDS-PAGE

30,2 g Tris

144,2 g glicyna

10 g SDS

dopelniono wodg do objetosci 1 L

Bufor do elektrotransferu potsuchego

2,91 g Tris

1,46 g glicyna

20% metanol

10% SDS

dopetniono woda do objetosci 1 L

Bufor I do naktadania préb na zel poliakrylamidowy (LB |, ang. loading buffer 1)

0,05% biekit bromofenolowy
0,05% ksylencyjanol

w 7 M wodnym roztworze mocznika

Bufor II do naktadania préb na zel poliakrylamidowy (LB 11, ang. loading buffer 11)

0,05% btekit bromofenolowy
0,05% ksylencyjanol

w 50% wodnym roztworze glicerolu

Bufor III do naktadania préb na zel typu SDS-PAGE 4-krotnie stezony (4xLB III, ang.

loading buffer 111)
250 mM Tris-HCI, pH 6.8

20% v/v B-merkaptoetanol
8% SDS

0,15% blekit bromofenolowy
40% glicerol
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Bufor do elektroforezy w zelach poliakrylamidowych w warunkach natywnych
i denaturujacych

1 x TBE (Roth)

Bufor do lizy komérek PROT S-100
30 mM HEPES, pH 7.4

100 mM KClI

5 mM MgCl»

10% glicerol

05mMDTT

0,2% NP40

1 x Complete EDTA-free Protease Inhibitor Coctail (Roche)

Roztwér n-metylomezoporfiryny IX (NMM) do wybarwiania w zelach PAA kwasow
nukleinowych o strukturze G-kwadruplekséw

8,61 mM NMM w 0,2 M HCI
20 mM Tris-HCI, pH 7.4

100 mM KCI

1 mM EDTA

Bufor SYBR Gold® do wybarwiania kwasoéw nukleinowych w zelach PAA
1 x SYBR Gold® (Thermo Fisher Scientific)
w 1 x TBE (Roth)

Plynna pozywka LB

10 g pepton
5 g ekstraktu drozdzowego
5 g NaCl

dopetiono wodg do objetosci 1 L
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Stala pozywka LB

1 g peptonu

0,5 g ekstraktu drozdzowego
0,5 g NaCl

1,5 g agaru

dopetiono wodg do 100 ml

2-krotnie stezony bufor podstawowy (BP)
50 mM Tris
600 mM NacCl

10% glicerol
0,2% Triton X-100

Bufor do lizy osadu bakteryjnego

1x bufor podstawowy
0,02 M imidazol
10% Cell Lytic B Lysis Reagent (Sigma)

1 tabletka inhibitora proteaz, cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail
(Roche)

1% lizozym

Bufor dla biatka 5'PM PPC hDicer
25 mM Tris

300 mM NaCl

0,1% Triton X-100

5% glicerol
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Bufor do lizy komorek w protokole irCLIP

50 mM Tris-HCI, pH 7.4
100 mM NaCl

1% lIgepal CA-630 (Sigma)
0,1% SDS

0,5% deoksycholan sodu

Bufor do ptukania z wysoka sola |
50 mM Tris-HCI, pH 7.4

50 mM NaCl

1 mM EDTA

1% Ipegal CA-630 (Sigma)

0,1% SDS

0,5% deoksycholan sodu

Bufor do ptukania PNK
20 mM Tris-HCI, pH 7.4
10 mM MgCl,

0,2% Tween-20 (Sigma)

5 x bufor PNK, pH 6.5
350 mM Tris-HCI, pH 6.5
50 mM MgCl;
SmMDTT

4-krotnie stezony bufor do ligacji
200 mM Tris-HCI, pH 7.4

40 mM MgCl;

4mMDTT
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Bufor PK + SDS

10 mM Tris-HCI, pH 7.4
100 mM NaCl

1 mMEDTA

0,2% SDS

Bufor NT?2

50 mM Tris-HCI, pH 7.4

150 mM NaCl

1 mM MgCl,

0,0005% Ipegal CA-630 (Sigma)

Bufor do plukania z wysoka solg II
15 mM Tris-HCI, pH 7.4

120 mM NaCl

25 mM KCI

5mM EDTA

1% Triton X-100 (Sigma)

0,001% SDS

1% deoksycholan sodu

Bufor do elucji czasteczek z zelu w protokole irCLIP
500 mM NacCl

1 mM NaCl

0,05% SDS

3.1.3 Material biologiczny

W badaniach wykorzystano lini¢ komorkowa typu dzikiego HEK 293T oraz HEK 293T
NoDice, czyli komorki typu knock-out z delecjg w obrebie sekwencji kodujacej domeng
helikazowa w genie DICER1. Komorki zostaty uzyskane dzigki uprzejmosci prof. B. R.

Cullena [19]. Ponadto, w badaniach wykorzystano takze chemikompetentne komorki
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bakteryjne Escherichia coli (E. coli) Subcloning Efficiency™ DH5a oraz One Shot™
BL21 Star™ (DE3) (Invitrogen).

3.1.4 Zele poliakrylamidowe (PAA)

Zele analityczne do rozdzialu elektroforetycznego kwasoéw nukleinowych w warunkach

denaturujacych

10% lub 15% akrylamid/N,N"-bisakrylamid w stosunku 29:1, 7 M mocznik w buforze
IxTBE. Katalizatory polimeryzacji: 1000 pl 10% nadsiarczanu amonu, 100 ul TEMEDu

na 100 ml zelu.

Zele preparatywne do rozdzialu elektroforetycznego kwaséw  nukleinowych

w warunkach denaturujacych

8% akrylamid/N,N'-bisakrylamid w stosunku 29:1, 7 M mocznik w buforze 1XTBE.
Katalizatory polimeryzacji: 500 pl 10% nadsiarczanu amonu, 50 ul TEMEDu na 50 ml

zelu.

Zele do badania oddzialywan RNA-RNA w warunkach natywnych

10% akrylamid/N,N"-bisakrylamid w stosunku 29:1, 5% glicerol w buforze 1xTBE.
Katalizatory polimeryzacji: 500 pl 10% nadsiarczanu amonu, 50 ul TEMEDu na 50 ml

zelu.

Zele do badania oddzialywan biatko-RNA w warunkach natywnych

5% lub 10% akrylamid/N,N'-bisakrylamid w stosunku 29:1, 5% glicerol w buforze
I xTBE. Katalizatory polimeryzacji: 500 pl 10% nadsiarczanu amonu, 50 pl TEMEDu na

50 ml zelu.

3.1.5 Zele agarozowe

Do analiz wykorzystano Zele agarozowe o st¢zeniu 0,5-2%. Do izolacji kwasow
nukleinowych z Zelu agarozowego wykorzystano agaroz¢ o niskiej temperaturze
topnienia firmy Biotools-B&M Labs. S. A. rozpuszczong w buforze 1xTAE (Merck).
W pozostalych przypadkach wykorzystano agaroze firmy Syngen, rozpuszczong
w buforze 1xTBE (Roth). W celu wizualizacji kwasow nukleinowych, do zelu
agarozowego, dodawano barwnik Gel View (Novazym), zgodnie z instrukcja dostarczong

przez producenta.
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3.1.6 Plazmidy

W badaniach wykorzystano wektor SureVector (Agilent) niosacy sekwencje cDNA
hDicerx3Flag. Plazmid ten zostat stworzony przez mgr inz. Mart¢ Wojnickg (Zaktad
Biochemii Rybonukleoprotein IChB PAN) [41]. Do stworzenia wariantow 5'PM PPC
oraz 3'PM PPC, wykorzystanych w analizach dotyczacych oddziatywan kieszeni
wigzacych kasety PPC hDicer z G-kwadrupleksami RNA oraz DNA wykorzystano
plazmid pcDNA3.1-FLAG-Dicer-5-pocket mutant (#51368, Addgene) oraz plazmid
pcDNA3. 1-FLAG-Dicer-3'-pocket mutant (#51369, Addgene). Oba plazmidy zawieraja
mutacje reszt aminokwasowych, ktore sg istotne dla wigzania kanonicznych substratow

hDicer [90].

3.1.7 Preparaty bialkowe

W badaniach wykorzystano preparat domeny PPC hDicer (PPC) otrzymany
w bakteryjnym systemie ekspresyjnym E.coli OneShot™ BL21 Star™, ktory zostat
otrzymany przez dr Kinge Ciechanowska (Zaktad Biochemii Rybonukleoprotein IChB
PAN) oraz preparat 3'PM PPC hDicer (3'PM PPC), ktory zostat otrzymany przez mgr
inz. Marte Wojnicka (Zaktad Biochemii Rybonukleoprotein IChB PAN) [90].

3.1.8 Wzorce wielkos$ci

W badaniach wykorzystano nastgpujace wzorce wielkosci:

e Dla analiz w zelach agarozowych wykorzystano marker wielkosci Perfect Plus™
1 kb DNA lader (EURX).

e Dla analiz w zelach typu SDS-PAGE wykorzystano marker wielkosci Perfect™
Tricolor Protein Ladder (EURX).

e Dla analiz w analitycznych zelach poliakrylamidowych przygotowano marker

wielkosci poprzez alkaliczng hydrolize (AH) wybranych czasteczek RNA.

3.1.9 Wazniejsze enzymy i odczynniki wykorzystane podczas badan

Gotag® DNA Polymerase (Promega)

Gel view (Novazym)

Herculase 11 fusion DNA Polymerase (Agilent)
RNase I (Thermo Fisher Scientific)

Turbo™ DNase (Invitrogen)
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T4 Polynucleotide Kinase (PNK) (New England BioLabs)

T4 RNA Ligase 1 (New England BioLabs)

Proteinase K (Thermo Fisher Scientific)

RNase H (New England BioLabs)

RNase A (Ambion)

CircLigasell (Epicentre)

Phusion HF Master Mix (Thermo Fisher Scientific)
PageBlue™ Protein Staining Solution (Thermo Fisher Scientific)
Bufor TBE (Roth)

Modyfikowany bufor TEA (Merck)

SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain (Thermo Fisher Scientific)

Agarozy: Syngen Daily Agarose (Syngen) lub agaroza o niskiej temperaturze topnienia
(Biotools-B&M Labs. S. A.)

Rnase Inhibitor Murine (Biolabs)
Dharmafact kb (Dhermacon)
cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche)

3.1.10 Wazniejsze komercyjnie dostepne zestawy wykorzystane w badaniach
SuperScript IV Reverse Transcriptase (Invitrogen)

Mir-X miRNA First-Strand Synthesis Kit (Takara Bio)

SureVector next-generation cloning kit (Agilent)

iTag Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad)

SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific)
Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research)

GenElute™ Endotoxin-free Plasmid Midiprep Kit (SIGMA)

High Sensitivity D1000 ScreenTape® System (Agilent)
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QuantiFlor® ONE dsDNA (Promega)
Syngen Gel Mini Kit (Syngen)

3.2 Metody

3.2.1 Elektroforeza w zelach poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych
Rozdziat elektroforetyczny kwaséw nukleinowych w warunkach denaturujacych
prowadzono w zelach poliakrylamidowych (PAA) zawierajacych 7 M mocznik. Do
celow preparatywnych stosowano 8% zele PAA o wymiarach 19x18,5 cm, a do celow
analitycznych 15% zele PAA o wymiarach 19%18,5 cm lub 39%33 cm. Analizowane
proby przed natozeniem na zel denaturowano. W tym celu proby mieszano z réwng
objetoscig (w stosunku do objetosci proby) buforu LB | oraz inkubowano przez 3 min w
95°C, a nastepnie przez 2 min na lodzie. Rozdziat prowadzono w buforze 1xTBE (Roth).

Przed natozeniem prob, zel poddawano preelektroforezie:

e dlazeli o wymiarach 19x18,5 cm byty to parametry 450 V, 10 mA, 25 W, 15 min,
e dlazeli 0o wymiarach 39x33 cm byty to parametry 1500 V, 10 mA, 50 W, 15 min.

Natomiast elektroforez¢ prowadzono w nastepujacych warunkach:

e dla Zeli o wymiarach 19%18,5 cm byly to parametry 450 V, 40 mA, 25 W, 1-2 h,

e dla Zeli o wymiarach 39x33 cm byly to parametry 1500 V, 40 mA, 50 W, 1,5-
2h.

Czasteczki RNA oraz DNA znakowane izotopem y(*2P)ATP wizualizowano na kliszach
rentgenowskich (zele preparatywne) lub przy uzyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm) (Zele
analityczne). Do analizy uzyskanych danych wykorzystano program Multi Gauge
(Fujifilm).

3.2.2 Elektroforeza w zelach poliakrylamidowych w warunkach natywnych

Rozdziat elektroforetyczny kwasoéw nukleinowych oraz komplekséw biatkoekwas
nukleinowego prowadzono w zelach poliakrylamidowych w warunkach natywnych.
W tym celu stosowano zele o wymiarach 19x18,5 cm. Analizowane preparaty przed
nalozeniem na zel mieszano z buforem LB 11, do koncowego stezenia glicerolu w probie
ok. 15%. Rozdziat prowadzono w buforze 1xTBE (Roth). Przed natozeniem prob, zel
poddawano preelektroforezie (warunki rozdziatu: 120-180 V, 30 min), a nastepnie
elektroforezie wiasciwej (warunki rozdziatu: 120-180 V, 6 do 10 h w 4°C). Kwasy
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nukleinowe znakowane izotopem y(3?P)ATP wizualizowano przy uzyciu skanera FLA-
5100 (Fujifilm), a kwasy nukleinowe niewyznakowane izotopem v(*?P)ATP
wizualizowano przy uzyciu tego samego skanera, po0 wczesniejszym wybarwieniu zelu
W roztworze barwigcym: SYBR Gold (wizualizacja catkowitego RNA przy dtugos¢ fali
473 nm) lub NMM (wizualizacja RNA przyjmujacych strukture G-kwadrupleksow
0 topologii rownoleglej przy dlugosci fali 532 nm). Do analizy uzyskanych danych

wykorzystywano oprogramowanie Multi Gauge (Fujifilm).

3.2.3 Elektroforeza w zelach typu SDS-PAGE

Rozdziat elektroforetyczny biatlek w warunkach denaturujacych prowadzono w zelach
poliakrylamidowych zawierajacych SDS. Do celow analitycznych stosowano 8 lub 10%
zele PAA o wymiarach 8,5x8 cm. Analizowane proby (w objetosci 15 pl) przed
nalozeniem na zel denaturowano. W tym celu proby mieszano z 5 pl buforu 4xLB I1l, do
koncowego stgzenia 1xLB III, oraz inkubowano przez 5 min w 95°C, a nastepnie przez
2 min na lodzie. Rozdziat prowadzono w buforze do elektroforezy bialek 1xSDS-PAGE
przez 30 minut przy napieciu 80 V dla zelu zageszczajacego, a nastepnie 50-90 min przy
napigciu 195 V dla zelu rozdzielajacego. Wynik rozdzialu udokumentowano

z wykorzystaniem urzadzenia UVITEC Alliance Q9 Advanced.

3.2.4 FElektroforeza w zelach agarozowych

Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w 0,5-2% zelach agarozowych. Analizowane
proby, przed natozeniem na zel, mieszano z buforem do obcigzania prob 6xLoading
buffer BLUE (EURX), do stgzenia koncowego buforu 1x. W ten sposob przygotowane
proby rozdzielano pod napigciem 100-120 V przez 0,5-1 h w buforze 1xTBE (Roth) lub
IxTAE (Merck). Wynik rozdziatu udokumentowano z wykorzystaniem urzadzenia
UVITEC Alliance Q9 Advanced.

3.2.5 Znakowanie radioizotopowe konca 5’ oligonukleotydow

Czasteczki kwasow nukleinowych znakowano radioizotopowo przez fosforylacje ich
koncow 5’ izotopem y(*?P)ATP (Hartmann). Sktad i warunki reakcji podano w Tabeli 3.
Przed przygotowaniem mieszaniny reakcyjnej czasteczke denaturowano poprzez
inkubacje¢ w 95°C przez 3 min, a nastgpnie umieszczenie na lodzie. Po dodaniu
pozostatych sktadnikéw mieszaniny, probg inkubowano w 37°C przez 15 min. Po
zakonczonej inkubacji probg zmieszano z jedng objgtoscia 7 M mocznika (w stosunku do

objetosci proby) 1 ponownie inkubowano w 95°C przez 3 min. Produkty reakcji
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rozdzielano elektroforetycznie w 8% preparatywnym zelu PAA w warunkach
denaturujacych (Metody 3.2.1) i oczyszczono zgodnie z procedurg opisang w punkcie
Metody: 3.2.7. Czasteczki o dlugosci powyzej 20 nt oczyszczano takze na kolumnach

NucAway™, zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta (Ambion).

Tabela 3. Sktad mieszaniny i warunki reakcji fosforylacji konca 5’ oligonukleotydow.

Skladnik Ilo$¢ na 1 probe
10xbufor A 1ul
RNA lub DNA (10 uM) 1l
[v32P] ATP (10 pCi/ul) 1w

Kinaza polinukleotydowa T4 (10 U/ul) 1 ul

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

3.2.6 Znakowanie konca 5’ oligonukleotydow barwnikami fluorescencyjnymi

Czasteczki przyjmujace struktur¢ G-kwadrupleksu z dotagczonym barwnikiem o-BMVC
zostaty przygotowane przez dr Dorote Gudanis oraz dr. Daniela Baranowskiego (Zaktad
Biomolekularnego NMR IChB PAN). C6-amino zmodyfikowany oligonukleotyd zostat
rozpuszczony w roztworze fosforanu sodu (0,1 M pH 7.0) i wymieszany w stosunku
molowym 1:5 z nadmiarem estru 0-BMVC-C3-NHS zawieszonym w DMSO. Mieszaning
inkubowano w 37°C w ciemnosci przez noc. Czasteczke 0-BMVC-Cs oddzielono od
wolnego 0-BMVC-C3-NHS i odsolono z wykorzystaniem metody strgcania za pomoca
2% mieszaniny NaClOa/aceton. Czysto$¢ i jednorodno$¢ wyznakowanej czasteczki o-
BMVC-Cs sprawdzono poprzez rozdziat czasteczek w 15% zelu denaturujagcym
w buforze 1XTBE (Roth) (Metody 3.2.1). Czasteczki znakowane barwnikiem 0-BMVC
wizualizowano przy uzyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm) przy dtugosci fali 532 nm.

3.2.7 Oczyszczanie kwaséw nukleinowych w Zelach PAA

Czasteczki kwasow nukleinowych rozdzielano w 8% preparatywnym zelu PAA zgodnie
z procedurg opisang w punkcie: Metody 3.2.1, nastepnie wizualizowano na kliszach
rentgenowskich i wycinano z zelu. Wycigte fragmenty zelu zawierajace czasteczki
kwasow nukleinowych o pozadanej dlugosci rozdrabniano w probéwce typu Eppendorf,
dodawano 400 pl 0,3 M octanu sodu (pH 5.5) i inkubowano w 4°C przez 16 h

Z wytrzasaniem 500 rpm. Nastepnie cato$¢ mieszaniny przeniesiono do proboéwki Spin-
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X Costar (Sigma) zawierajacej filtr celulozowy o $rednicy poréw 0,22 pm i krotko
wirowano (16000xg, 4°C, 1 min), aby odseparowac fragmenty zelu od supernatantu.
Przefiltrowany supernatant przeniesiono do nowej probéwki typu Eppendorf i dodano
900 ul zimnego 96% etanolu, a nastepnie wymrazano przez noc w -20°C. Po zakonczeniu
inkubacji mieszaning wirowano (16000xg, 4°C, 40 min), roztwor dekantowano, a osad
przemyto 200 pl zimnego 70% etanolu (4°C). Proby powtornie wirowano (16000xg, 4°C,
30 min), po usuni¢ciu etanolu osad suszono i rozpuszczano w wodzie wolnej od RNaz
i DNaz. Stezenie materialu znakowanego radioizotopowo doprowadzono do stezenia
koncowego 10 000 cpm/pl. Homogennos¢ materialu po oczyszczaniu sprawdzano
poprzez elektroforez¢ w 15% PAA w warunkach denaturujacych (Metody: 3.2.1).

Analizowane czasteczki wizualizowano przy uzyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm).

3.2.8 Przygotowanie substratéw dwuniciowych

W celu przygotowania dwuniciowych substratoéw do reakcji cigcia, niewyznakowana ni¢
(RNA_sense) byta mieszana z wyznakowang radioizotopowo, komplementarng nicia
(RNA_ov) w stosunku 1:1. Hybrydyzacja byta prowadzona w buforze do reakcji cigcia
substratow poprzez podgrzanie mieszaniny do 95°C i powolne schtodzenie (spadek

temperatury -1°C/min) do temperatury 21°C.

Nastepnie powstate kompleksy byty rozdzielane poprzez elektroforezg w 10% natywnym
zelu PAA (Metody 3.2.2) i wycinane z zelu w celu pozbycia si¢ niezwigzanej frakcji
substratow (Metody 3.2.7). Analizowane czasteczki wizualizowano przy uzyciu skanera

FLA-5100 (Fujifilm).

3.2.9 Przygotowanie plazmidéw kodujacych warianty delecyjne ludzkiej
rybonukleazy Dicer
Plazmidy kodujace warianty ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709) hDicer zostaly
otrzymane z wykorzystaniem metody PCR. Wszystkie startery zostaty zaprojektowane
na podstawie sekwencji CDNA transkryptu 2 hDicer (NM_030621.4). Matryca w reakcji
PCR byt plazmid kodujacy pelnej dtugosci hDicer ze znacznikiem 3xFlag na C-koncu
biatka, stworzony za pomocg komercyjnego systemu SureVector firmy Agilent (plazmid
zostal otrzymany w Zaktadzie Biochemii Rybonukleoprotein IChB PAN [41]). W reakcji
namnazania wykorzystano startery, ktorych sekwencje sg podane w punkcie Materiaty:
3.1.1 w Tabeli 1 oraz polimeraz¢ Herculase Il Fushion DNA (Agilent). Peten opis

sktadnikéw oraz warunki reakcji PCR podano w Tabeli 4 oraz Tabeli 5. Otrzymany
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produkt PCR (fragment plazmidu kodujacy sekwencj¢ biatka hDicer z delecja 384 nt,
kodujacych domen¢ DUF283 (625-752 aa) wariantu ADUF(625-752) oraz plazmid
Z delecjg 240 nt, kodujagcych domene DUF283 (630-709 aa) wariantu ADUF(630-709))
byt wyciety z zelu i oczyszczony za pomoca zestawu Syngen Gel Mini Kit (Syngen),
a nastgpnie fosforylowany na koncu 5’ poprzez kinaze polinukleotydowa T4 (PNK)
(Thermo Fisfer Scientific, pelny sktad mieszaniny przedstawiono w Tabeli 6), oraz 100
ng fosforylowanego produktu potaczono za pomocg ligazy DNA T4 (Thermo Fisfer
Scientific, pelny sktad mieszaniny przedstawiono w Tabeli 7). Calos¢ mieszaniny po
ligacji wykorzystano do transformacji chemikompetentnych komorek bakteryjnych
E. coli szczep DH5a (Metody: 3.2.10).

Tabela 4. Sktad mieszaniny do reakcji PCR w celu otrzymania wariantow biatka hDicer.

Skladnik Ilo$¢ na 1 prébe

matryca: plazmid hDicerx3Flag (5 ng/ul) 10 pl
starter f_ADUF(625-752) / f_ADUF(630-709) (10 uM) 2,5 ul
starter r_ ADUF(625-752) / r_ADUF(630-709) (10 uM) 2,5 ul

mix dNTP 5ul
Polimeraza Herculase Il Fusion DNA 1 ul
Bufor 5% Herculase II Reaction Buffer 10 pl
DMSO 1 ul
woda do 50 pl

Tabela 5. Warunki reakcji PCR w celu otrzymania wariantow biatka hDicer.

Etap Temperatura Czas Hos$¢ cykli
Denaturacja wstepna 95°C 120 s 1
Denaturacja 95°C 20's
Przyltaczanie starterow 68°C 20s 30
Synteza 72°C 6 min
Synteza koncowa 72°C 8 min 1
Przechowywanie 25°C o0
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Tabela 6. Sktad mieszaniny do fosforylacji produktu PCR.

Skladnik Ilo$¢ na 1 prébe
matryca: produkt PCR 30 ul (1,5 pg)
Bufor 10xstezony A Sul

ATP (10 mM) 5ul

kinaza polinukleotydowa T4 2ul

woda do 50 pl

inkubacja 37°C, 25 min
inaktywacja enzymu 75°C, 10 min

Tabela 7. Sktad mieszaniny do ligacji fosforylowanego produktu PCR.

Skladnik Ilo$¢ na 1 prébe
matryca: fosforylowany produkt PCR

(10 ng/ul) 10wl

Bufor do ligacji 10xstezony 2ul

Ligaza T4 DNA 1wl

woda do 20 ul

inkubacja 15°C, 18 h
inaktywacja enzymu 70°C, 10 min

3.2.10 Transformacja komorek bakteryjnych metoda szoku cieplnego (ang. heat-
shock)
Do 50 pl zawiesiny kompetentnych komorek E. coli (szczep DH5a lub OneShot™ BL21
Star™ (Thermo Fisher Scientific)) dodano 10 ng plazmidowego DNA w objetosci 1 pl,
calo$¢ inkubowano 30 min na lodzie. Nastepnie, w celu wprowadzenia plazmidu do
komorek bakteryjnych, zawiesing inkubowano przez 20 s w temperaturze 42°C, po czym
schtodzono w lodzie. Do komorek dodano 900 pl sterylnej pozywki LB oraz inkubowano
w 37°C (1 h, 225 rpm). Po tym czasie komorki bakteryjne wysiano na state podtoze LB
zawierajace antybiotyk selekcyjny, ampicyling o stezeniu 100 pug/ml. Selekcja komorek
bakteryjnych posiadajacych pozadany plazmid byla mozliwa dzigki obecnosci
w wektorze SureVector fragmentu zapewniajacego opornos¢ na ampicyling —gen AmpR,
ktorego produkt pozwala na hydrolize pier§cienia B-laktamowego ampicyliny. Szalki ze

stalym podtozem LB inkubowano przez noc w 37°C.
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3.2.11 Weryfikacja kolonii bakteryjnych po transformacji metoda szoku cieplnego
W celu sprawdzenia czy kolonie bakteryjne posiadajg pozadany plazmid, zastosowano
metode kolonijnej reakcji PCR, tzw. kolonijny PCR. W tym celu wybrano kilkanascie
kolonii bakteryjnych, kazdg z nich przeniesiono za pomocg sterylnej koncowki do pipety
do osobnej proboéwki do reakcji PCR zawierajacej 5 ul wody wolnej od DNaz i RNaz. Ta
samg koncoéwka przeniesiono rowniez czgs¢ przygotowanej zawiesiny bakteryjnej na
nowe podtoze state LB z ampicyling (100 pug/ml) i inkubowano przez noc w 37°C.
Przygotowang zawiesing komorek bakteryjnych inkubowano przez 10 min w 98°C,
w celu lizy komorek bakteryjnych. Po tym czasie dodano reszte sktadnikéw mieszaniny
reakcyjnej PCR, caty sktad podano w Tabeli 8, a warunki reakcji w Tabeli 9. Uzyskane
produkty reakcji PCR analizowano w 1% zelu agarozowym z dodatkiem GelView
w buforze 1xTBE (Roth) (Metody 3.2.4). Wynik rozdziatlu udokumentowano
z wykorzystaniem urzadzenia UVITEC Alliance Q9 Advanced. Nastepnie, kolonie
bakteryjne zawierajagce pozadany plazmid, namnazano w plynnej pozywce LB
z ampicyling (100 pg/ml) i izolowano plazmidowe DNA, zgodnie z punktem Metody:
3.2.12.

Tabela 8. Sktad mieszaniny do reakcji PCR z wybranych kolonii bakteryjnych.

Skladnik Ilo$¢ na 1 prébe
matryca: lizat komorek bakteryjnych 5ul

starter P4-DICER (10 uM) 1,25 ul

starter r PAZ (10 uM) 1,25 ul

Bufor 5x GoTaq Green S5l

Polimeraza GoTaq® DNA 0,05 pl

dNTP 2,5 ul

woda do 25 pl
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Tabela 9. Warunki reakcji PCR z wybranych kolonii bakteryjnych.

Etap Temperatura Czas Ho$¢ cykli
Denaturacja wstepna 95°C 180 s 1
Denaturacja 95°C 30's
Przyltaczanie starterow 52°C 30s 30
Synteza 72°C 90s
72°C 5 min 1

Synteza koncowa

Przechowywanie 4°C o

3.2.12 lzolacja plazmidowego DNA

Ptynng pozywke LB z ampicyling (100 pg/ml) 0 objetosci 2 ml, zaszczepiono pojedyncza
kolonig pobrang z wczesniej przygotowanego statego podtoza LB (Metody 3.2.11)
i hodowano przez noc w 37°C z wytrzasaniem 225 rpm. Materiat izolowano za pomocg
zestawu Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research), zgodnie z protokotem

dostarczonym przez producenta.

W przypadku izolacji plazmidu w wigkszej skali, ptynng pozywke z ampicyling (100
pug/ml) o objetosci 2 ml zaszczepiono pojedyncza kolonig i hodowano w 37°C
Z wytrzasaniem 225 rpm przez 4 godziny. Nastepnie 150 pl tej hodowli przeniesiono do
swiezej pozywki LB z ampicyling (100 ug/ml) o objetosci 250 ml i hodowano przez noc
w 37°C z wytrzasaniem 225 rpm. Material izolowano za pomocg zestawu GenElute™
Endotoxin-free Plasmid Midiprep Kit (SIGMA), zgodnie z protokotem dostarczonym

przez producenta.

Stezenie oraz czysto$¢ wyizolowanych plazmidow analizowano za pomoca
spektrofotometru NanoDrop®1000 (Thermo Fisher Scientific). Przygotowane w ten
sposob plazmidy byly sekwencjonowane metodg Sangera w firmie Genomed (sekwencje
starterow P1-P13-DICER uzytych do sekwencjonowania zawarte sa w punkcie:
Materiaty 3.1.1 w Tabeli 1). Proby do sekwencjonowania zostaty przygotowane zgodnie

z wytycznymi firmy Genomed.

3.2.13 Hodowla i transfekcja komérek HEK 293T

Adherentne komorki HEK 293T NoDice lub HEK 293T typu dzikiego hodowano
w pozywce Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco) suplementowanej
10% ptodowa surowica bydleca (FBS) (EURX), penicyling (100 U/mL), streptomycyna
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(100 pg/mL) i pirogronianem sodu (1 mM). W celu posiania komoérek, komorki najpierw
odczepiano od podtoza stosujac trypsyne (0,05%) (Thermo Fisher Scientific), a nastepnie
poddawano sedymentacji poprzez krotkie wirowanie (200xg, 3 min). Komorki
wysiewano w ilosci 1,5%108 komoérek na butelke hodowlana o powierzchni 25 mm?. Przy
~70% konfluencji, komoérki transfekowano odczynnikiem DharmaFECT kb DNA
(Dharmacon™), zgodnie z protokotem producenta. Po 24 h inkubacji, komorki
przenoszono do nowej butelki hodowlanej o powierzchni 175 mm?2. Po 72 h od momentu
transfekcji, komorki ponownie odczepiono od podtoza stosujac trypsyne (0,05%)
I poddano sedymentacji poprzez wirowanie (200xg, 3 min). Otrzymany osad komérkowy
przemyto 5ml 1xPBS (EURX) oraz ponownie poddano go sedymentacji poprzez
wirowanie (200xg, 3 min). Po usunigciu roztworu PBS, osad komorkowy byt

przechowywany w temperaturze -80°C do dalszych analiz.

3.2.14 Przygotowanie lizatow komoérkowych

Komorki przygotowane zgodnie z punktem: Metody 3.2.13 zawieszono w buforze do lizy
komorek PROT S-100 (Materiaty 3.1.2). Przygotowang w ten sposob zawiesing komorek
homogenizowano przy uzyciu strzykawki i iglty o wymiarach 0.9x40 mm. Otrzymany
lizat poddano wirowaniu (16 000xg, 5 min, 4°C), a nast¢pnie uzyskany supernatant
przeniesiono do nowej probowki typu Eppendorf. Koncowy supernatant stanowit frakcje

cytoplazmatyczna, ktora postuzyta do dalszych badan.

3.2.15 Immunoprecypitacja wariantéw delecyjnych hDicer oraz hDicer
Przygotowany wczesniej lizat komorkowy (Metody 3.2.14) inkubowano przez noc w 4°C
na wytrzgsarce rolkowej ze ztozem ANTI-FLAG®M2 Affinity Gel (Merck) w celu
wyizolowania biatka. Ztoze przygotowano zgodnie z protokotem dostarczonym przez
producenta. Po inkubacji ztoze przemyto 5-krotnie roztworem TBS. Naste¢pnie, ztoze ze
zwigzanym biatkiem inkubowano z peptydem 3xFlag o stezeniu koncowym 100 pg/mL
w obecnosci buforu dla biatka Dicer i jej wariantoéw (Materiaty 3.1.2) w celu uwolnienia
biatka ze zloza. Stgzenie biatka byto ustalane w oparciu o krzywg standardowg dla biatka
BSA zgodnie z metodg Bradforda (Metody 3.2.3). Wyizolowane biatko byto zageszczane
na filtrze typu Amicon® (Merck) z punktem odciecia 100 kDa, a nastepnie
przechowywane w wyzej wymienionym buforze, ktory wzbogacono w 40% glicerol w -
20°C.
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3.2.16 Analiza typu Western Blot

Uzyskane frakcje biatkowe byly separowane w 8% zelu typu SDS-PAGE zgodnie
z punktem: Metody 3.2.3. Nastepnie za pomoca elektrotransferu péotsuchego, biatko
przeniesiono na membrang PVDF (Thermo Fisher Scientific). Bibuly Whatmann
namoczono W 1xbuforze do transferu potsuchego (Materiaty 3.1.2) na okoto 2 min.
Nastepnie, w dolnej kasetce (stanowigcej anod¢) aparatu do potsuchej metody transferu
(Trans-Blot Turbo, BioRad), umieszczono kolejno: warstwe bibuly, membrane PVDF,
zel, warstwe bibutly 1 zamknigto gorng kasetka (stanowiacg katode). Tak przygotowang
membrang na czas transferu (90 minut) umieszczono w aparacie z ustawieniami statego
natezenia pradu wynoszacym 100 mA. Po zakonczonym transferze membrang blokowano

w 5% roztworze mleka.

Nastepnie przeprowadzono detekcje biatek za pomoca przeciwciat. Dla biatka hDicer i jej
delecyjnych wariantéw, membrany inkubowano z pierwszorzedowym, monoklonalnym
mysim przeciwciatem anty-Dicer skierowanym na C-koniec biatka w stosunku 1:300
(Santa Cruz Biotechnology) przez 15 min. W przypadku pB-aktyny membrang
inkubowano z pierwszorzgdowym, kréoliczym przeciwcialem anty-p-aktyna w stosunku
1:1100 (Cell Signaling Technology) przez 15 min. Nastepnie membrany inkubowano
z drugorzedowymi przeciwciatami skierowanymi na IgG mysie oraz krdlicze (Jackson
ImmunoResarch Laboratory), potaczonymi z peroksydaza chrzanowa (HRP) w stosunku
1:5000 przez 20 min. Obrazownie wykonano za pomocg metody chemiluminescencji,
w tym celu wykorzystano zestaw SuperSignal ™“West Pico PLUS Chemiluminescent
Substrate (Thermo Fisher Scientific). Analizy typu Western Blot przeprowadzono na
urzadzeniu SNAP i.d.® 2.0 (Merck), zgodnie z protokotem producenta. Wynik analizy
udokumentowano z wykorzystaniem urzadzenia UVITEC Alliance Q9 Advanced.

3.2.17 Ciecia substratéw przez warianty delecyjne hDicer

Reakcje cigcia byly przygotowane w 10 pl reakcji i zawieraty bufor do reakcji cigcia
(Materiaty 3.1.2), czasteczke wyznakowana na koncu 5’ z uzyciem [y*2P]-ATP (10 000
cpm/ul, ok. 5 nM) oraz 18 nM odpowiedniego biatka (sktad reakcji opisano w Tabeli
10). Przygotowano takze szereg reakcji kontrolnych, kontrole ujemna (K-), ktora
zawierata czasteczke zawieszong w buforze reakcyjnym; a takze reakcj¢ kontrolng
z dodatkiem EDTA, ktory chelatuje jony magnezu, o koncowym st¢zeniu 25 mM.
Reakcje byly inkubowane w 37°C przez 10, 30, 60 lub 120 minut z dodatkiem

komercyjnego inhibitora RNaz (Eurx). Po zakonczeniu inkubacji, w celu zatrzymania
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reakcji ciecia, do mieszaniny dodano 10 pl buforu LB | (Materiaty 3.1.2). Catosé¢
mieszaniny inkubowano w 95°C przez 3 min, a nastgpnie 2 min na lodzie. Proby
rozdzielano w 15% denaturujagcym zelu PAA (Metody 3.2.1). Analizowane czasteczki
wizualizowano przy uzyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm). Dla tego eksperymentu

wykonano przynajmniej 3 powtorzenia techniczne.

Tabela 10. Sktad mieszaniny do reakcji cigcia substratow.

Skladnik Ilo$¢ na 1 probe
wyznakowany [y32P] substrat (10 000 cpm/ul, 5 nM) 1l

Sxbufor do reakcji cigcia substratow 2ul

Mg.ClI (25 mM) 1wl

inhibitor RNaz RNaseOUT (40 u/ul) (Invitrogen) (40 u/ul) 0,4 pl

wybrany preparat biatkowy x pl

EDTA (0,5 M) 1l

woda do 10 ul
inkubacja 37°C

inaktywacja enzymu poprzez dodanie 10 ul buforu LB |

3.2.18 Badanie oddzialywan bialko-kwas nukleinowy w teScie spowolnienia

migracji w zelach poliakrylamidowych (EMSA)

Wyznakowana z uzyciem [y>?P]-ATP czasteczke (10 000 cpm/ul, ok. 5 nM) inkubowano
z biatkiem w obecnosci buforu do badania oddziatywan biatko-kwas nukleinowy
(Materiaty 3.1.2) 0 stezeniu koncowym 1x (sktad reakcji podano w Tabeli 11). W ten
sposob przygotowane proby inkubowano na lodzie przez okreslony czas, ktory zostat
uwzgledniony w opisach rysunkéw. Po zakonczonej inkubacji proby rozdzielano w 5%
lub 10% natywnym zelu PAA (Metody 3.2.2). Analizowane kompleksy wizualizowano
przy uzyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm). Dla tego eksperymentu wykonano

przynajmniej 3 powtdrzenia techniczne.
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Tabela 11. Sktad mieszaniny do reakcji badania oddziatywan biatko-kwas nukleinowy

w tescie spowolnienia migracji w zelach poliakrylamidowych.

Skladnik Ilo$¢ na 1 prébe
wyznakowany [y32P] substrat (10 000 cpm/ul) i

5xbufor badania oddziatywan biatko-kwas nukleinowy 2 ul

biatko x ul

LB Il 5ul

woda do 20 pl

inkubacja w temperaturze 4°C

3.2.19 Badanie aktywnoSci wspierajacej parowanie czasteczek kwasow
nukleinowych
Wyznakowang z uzyciem [y*?P]-ATP czasteczke RNA21 (10 000 cpm/ul, ok. 5 nM),
komplementarng do niej czasteczke RNAS0 oraz ADUF(625-752), ADUF(630-709) lub
pelnej dlugosci hDicer inkubowano przez 30 min w temperaturze 37°C. Reakcje
prowadzono w rosnacym stezeniu 1.88, 3.75, 7.5, 15, 30 nM kazdego z biatek. Sktad
mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w Tabeli 12. Po zakonczonej inkubacji do reakcji
dodawano 4% SDS do koncowego stezenia 0,2% oraz 50% glicerol do kofcowego
stezenia 10%. Proby rozdzielano w 10% natywnym zelu PAA (Metody: 3.2.2). Wyniki
wizualizowano przy uzyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm). Dla tego eksperymentu

wykonano przynajmniej 3 powtorzenia techniczne.

Tabela 12. Sktad mieszaniny do reakcji badania aktywno$ci wspierajacej parowanie

kwasow nukleinowych.

Skladnik Ilo$¢ na 1 prébe
wyznakowana [y¥P] czasteczka RNA21 (10 000 cpm/pul) | ul
Niewyznakowana czasteczka RNASO (50 fmoli/pl) 1l

5xbufor badania oddziatywan biatko-kwas nukleinowy 2 ul

biatko x ul

woda do 10 pl

inkubacja w temperaturze 37°C, 30 min
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3.2.20 Ocena ilosciowo-jakoSciowa preparatéw kwasow nukleinowych

Stezenie oraz jako$¢ kwasoéw nukleinowych oceniano spektrofotometrycznie poprzez
pomiar absorbancji $wiatta przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop®1000 (Thermo
Fisher Scientific). Przed rozpoczeciem pomiaréw urzadzenie bylo kalibrowane
rozpuszczalnikiem, buforem lub wodg, w ktorym byta rozpuszczona badana proba. Do
analizy uzyto 1 pl proby. Otrzymane wyniki postuzytly do oceny preparatow i ich
wykorzystania w kolejnych etapach badan. Dodatkowo jako$¢ preparatow sprawdzano
takze W 1-2% zelach agarozowych z dodatkiem GelView (Metody 3.2.4) lub 10%
analitycznych zelach PAA (Metody 3.2.1), ktore nastepnie wybarwiono odczynnikiem
SYBR™ Gold (Thermo Fisher Scientific), zgodnie z instrukcja dostarczona przez
producenta. Wynik rozdziatu udokumentowano z wykorzystaniem urzadzenia UVITEC
Alliance Q9 Advanced lub wizualizowano przy uzyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm) przy
dhugosci fali 473 nm.

Do oceny ste¢zenia bibliotek ¢cDNA przygotowanych do sekwencjonowania NGS
wykorzystano zestaw do pomiaru fluorymetrycznego QuantiFlor® ONE dsDNA
(Promega). Proby do analiz przygotowano zgodnie z protokolem producenta

i analizowano na urzadzeniu Quantus’ Fluorometr (Promega).

3.2.21 Odwrotna transkrypcja oraz reakcja gPCR

Frakcje catkowitego RNA byly izolowane za pomoca odczynnika TRIzol (Invitrogen),
zgodnie z protokotem producenta. Do reakcji odwrotnej transkrypcji uzyto 8 pg
catkowitego RNA. Reakcje prowadzono z wykorzystaniem zestawu Mir-X™ miRNA
First-Strand Synthesis Kit (Takara Bio), zgodnie z protokotem producenta. PO
zakonczonej reakcji, proby rozcienczono wodga wolng od RNaz 1 DNaz do koncowego
stezenia 4 ng/ul. Do reakcji qPCR wykorzystano komercyjny zestaw iTaq™ Universal
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad). Do analizy poziomu miRNA wykorzystano 8 ng
uzyskanego cDNA. Amplifikacja byla prowadzona z wykorzystaniem urzadzenia Bio-
Rad CFX96™, ktére wyznaczato parametr Cq. Do okreSlenia relatywnego poziomu
ekspresji badanych miRNA wykorzystano metode 242t [91]. Normalizacja byta
prowadzona w oparciu 0 jaderkowy gen U6. Wykonano rowniez reakcje kontrolne bez
dodatku matrycy cDNA. Wyniki uzyskane z trzech niezaleznych powtorzen
biologicznych przedstawiono jako $rednig warto$¢ Cq z odchyleniem standardowym. Do

analizy statystycznej wykorzystano jednokierunkowy test ANNOVA z testem
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wielokrotnych porownan Dunnetta, dostepny w programie GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software). Sekwencje uzytych starterow przedstawiono w Tabeli 1 (Materiaty 3.1.1).

3.2.22 Ligacja czgsteczek wykorzystanych w testach wigzania domeny PPC
z czgsteczkami RNA
Do reakcji znakowania opisanej w punkcie: Metody 3.2.5 wykorzystano 50 pmoli
czgsteczki, a po zakonczonej reakcji znakowania, oczyszczono jg na kolumience
NucAway™, zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta (Ambion). Nastepnie
do czasteczki zawieszonej w wodzie dodawano roztwor KCl do koncowego stezenia
50 mM 1 czgsteczke denaturowano w 95°C przez 3 min, a nastepnie schladzano do
temperatury pokojowej, aby wspiera¢ tworzenie si¢ struktury G-kwadrupleksu. Kolejnym
etapem byla ligacja czasteczek za pomoca ligazy T4 RNA (Thermo Fisher Scientific,
pelny sktad mieszaniny przedstawiono w Tabeli 13). Nastgpnie, czasteczki ponownie
oczyszczono za pomocg kolumienek NucAway™ i rozcienczono do koncowego stezenia

10 000 cpm/pl.

Tabela 13. Sktad mieszaniny do reakcji ligacji wyznakowanych radioizotopowo
czasteczek RNA.

Skladnik Ilo$¢ na 1 prébe
wyznakowany [y32P] substrat (10 pmol/ul) 5l

10xbufor do ligacji 2ul

Ligaza T4 RNA (10 U/pL) 1ul

DMSO 2l

inhibitor RNaz RNaseOUT (40 u/ul) (Invitrogen) 0,5 ul

woda do 20 ul

inkubacja 17°C przez 10 h

3.2.23 Produkcja preparatu 5'PM PPC hDicer w bakteryjnym systemie
ekspresyjnym

Z podtoza statego LB, na ktorym znajdowaty si¢ kolonie bakteryjne E. coli OneShot™

BL21 Star™ zawierajgce plazmid z wprowadzong sekwencjg wariantu 5’PM PPC hDicer,

pobrano pojedynczg koloni¢ 1 zawieszono w 5 ml ptynnej pozywki LB z ampicyling (100

ug/ml). Hodowle prowadzono przez noc (12 — 16 h) w 37°C z wytrzasaniem (225 rpm).

Kolejnego dnia zwigkszono skale hodowli do 1:20, tj. do kazdego 2,5 ml hodowli nocnej

dodano 47,5 ml $wiezej ptynnej pozywki LB z ampicyling i ponownie hodowano przez

53



noc w 37°C z wytrzgsaniem (225 rpm). Nastepnego dnia rano zwickszono skale hodowli
do 1:100, tj. do kolby z 495 ml $wiezej ptynnej pozywki LB z ampicyling dodano 5 ml
hodowli nocnej 1 inkubowano w 37°C z wytrzagsaniem (225 rpm). Co godzing sprawdzano
w jakiej fazie wzrostu znajdujg si¢ bakterie poprzez pomiar gestosci optycznej pobranej
probki hodowli przy dtugosci fali 600 nm (OD600) z wykorzystaniem spektrofotometru
NanoDrop®1000 (Thermo Fisher Scientific). Hodowl¢ prowadzono do momentu
uzyskania przez bakterie logarytmicznej fazy wzrostu, tj. do momentu osiggnigcia
wartosci OD600 ok. 0,8. Po osiagni¢ciu logarytmicznej fazy wzrostu, hodowle
schtodzono w lodzie przez 30 minut, a nastepnie indukowano ekspresj¢ genu polimerazy
T7 dodajac IPTG do koncowego st¢zenia 0,4 mM. Ekspresje prowadzono przez 18 h
w 18°C z wytrzgsaniem (225 rpm). Kolejnego dnia hodowle wirowano (5 000xg, 20 min,

4°C), supernatant usunigto, a osad przechowywano w -80°C do dalszych analiz.

3.2.24 lzolacja i oczyszczanie preparatu bialkowego 5'PM PPC hDicer

Uzyskany osad bakteryjny (Metody 3.2.23) rozpuszczono w 40 ml buforu lizujacego
(Materiaty 3.1.2) i inkubowano w lodzie przez 30 minut. Zawiesing sonikowano przez 20
minut w 4°C (2 sekundy; 9,9 sekundy przerwy; amplituda 80%), a nast¢gpnie wirowano
(11 000%g, 30 min, 4°C). Po wirowaniu lizatu komérkowego zebrano supernatant
zawierajacy frakcje biatek rozpuszczalnych. Nastgpnie, przygotowano kolumne
chromatograficzng do oczyszczania biatka metoda chromatografii powinowactwa. W tym
celu, w kolumnie umieszczono 5 ml ztoza niklowego Ni Sepharose® High Performance
(Cytiva). Nastepnie upakowane ztoze rownowazono 5V (1V odpowiada jednej objetosci
ztoza, tj. 5ml) 0,5 M roztworu imidazolu w buforze podstawowym 1x (BP 1x) (Materiaty
3.1.2), a nastepnie 10V 0,02 M imidazolu w BP 1x. Po zrownowazeniu, na kolumne
natozono supernatant zawierajacy frakcje biatek rozpuszczalnych. Nastepnie zloze
przeptukiwano 5V kolejno: 0.02 M, 0.05 M, 0.1 M roztworami imidazolu w BP 1x; i 10V
kolejno: 0.2 M, 0.3 M, 0.5 M i 1 M roztworami imidazolu w BP 1x. Przemywanie
kolumny roztworami bylo wspomagane pompa perystaltyczng Masterflex® L/S®.
Zebrane frakcje poddano analizie metodg elektroforezy typu SDS-PAGE (Suplement S1)
(Metody 3.2.3).

3.2.25 Wymiana buforu i zageszczenie preparatu bialkowego 5'PM PPC hDicer
Na podstawie wyniku analizy frakcji rozdzielanych metoda elektroforezy typu SDS-
PAGE (Metody 3.2.24), do analiz aktywnosci wybierano frakcje zawierajace biatko

0 pozadanym stopniu homogennosci (>95%). W celu wymiany buforu na bufor BP 1x
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bez imidazolu oraz zaggszczenia otrzymanego preparatu biatkowego wykorzystano filtry
typu Amicon® (Merck) o punkcie odciecia 10 kDa. Procedure wymiany buforu
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta, a zageszczone biatko
przechowywano w buforze biatkowym 5'PM PPC hDicer (Materiaty: 3.1.2), ktory

wzbogacono w 40% glicerol i przechowywano w -20°C.

3.2.26 Oznaczanie stezenia bialka 5'PM PPC hDicer metoda Bradforda

Przygotowano rozcienczenia BSA: 1 pg/ul; 0.75 ug/ul, 0.5 pg/ul, 0.25 pg/ul, 0.1 pg/ul
w objetosci 50 ul, w buforze BP 1x. Do wszystkich préb przygotowanych w objetosci S0
ul, tj. rozcienczen BSA, kontroli bez biatka oraz badanych prob z biatkiem o nieznanym
stezeniu, dodano 2,5 ml odczynnika Bradforda 1x (Bio-Rad). Nastepnie proby
inkubowano w ciemnosci przez 5 minut. Absorbancje préb mierzono przy dtugosci fali
A595 nm z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop®1000 (Thermo Fisher
Scientific). Na podstawie uzyskanych wynikow dla znanych stezen BSA wyznaczono
krzywa wzorcowa zalezno$ci absorbancji od stezenia biatka 1 na tej podstawie

wyznaczono st¢zenie badanego preparatu biatkowego.

3.2.27 Technika irCLIP (ang. infrared crosslinking immunoprecipitation)

Badania z wykorzystaniem techniki irCLIP zostaly przeprowadzone podczas stazu
doktorantki, ktory odbyt sie w ramach wspolpracy z Osrodkiem Genomiki Medycznej -
OMICRON na Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie kierowanym przez dr Pawta
Wotkowa. Wszystkie etapy badafh zostaly przeprowadzone zgodnie z protokotem

opracowanym przez zespot prof. J. Ule [92].

Adherentne komorki HEK 293T typu dzikiego oraz HEK 293T NoDice przygotowano
zgodnie z procedurg opisang w punkcie Metody: 3.2.13. Nast¢pnie komorki wysiewano
w ilosci 1x10° komorek na szalke hodowlang o powierzchni 100 mm?. Przy stanie ~70%
konfluencji, komorki transfekowano wybranym plazmidem z wykorzystaniem
odczynnika DharmaFECT kb DNA, zgodnie z protokotem producenta. Po 24 h inkubacji,
pozywke wymieniono na $wiezg, a hodowlg prowadzono kolejne 48h.

3.2.27.1 Tworzenie komplekséw bialkoc RNA za pomoca promieni UV (ang. UV

crosslinking)

Zgodnie z powyzszym opisem, po 72 h hodowli komorek, szalke wyjeto z inkubatora
I umieszczono na lodzie. Nastepnie usunigto pozywke, a do komoérek dodano 6 ml

zimnego roztworu 1xPBS (EURX). W ten sposob przygotowang szalkg umieszczono na
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lodzie w urzadzeniu UV Stratalinker 2400 (Stratagene) i poddano sieciowaniu przy
dtugosci fali 254 nm i energii 150 mJ/cm?. Nastepnie komorki odklejono od podtoza za
pomocg skrobaka do komorek 1 przeniesiono do probowek typu Eppendorf po 2 ml.
Komorki poddano sedymentacji poprzez wirowanie W temperaturze 4°C (514xg, 3 min).
Po usunigciu supernatantu, osady komoérkowe zamrozono w suchym lodzie
I przechowywano w -80°C. Lacznie uzyskano 3 osady komorkowe z jednego
powtorzenia biologicznego. Do dalszych analiz wykorzystano 2 osady (jeden do izolacji
kompleksow biatkoeRNA, a drugi jako kontrole specyficznosci izolacji). Dla kazdego

badanego uktadu przygotowano 3 powtdrzenia biologiczne.

3.2.27.2 Przygotowanie zloza oraz lizatu komoérkowego do wylawiania kompleksow
bialkoeRNA

Procedure rozpoczgto od przygotowania ztoza do wytawiania kompleksow biatkosRNA.
W tym celu pobrano odpowiednia iloéé zloza magnetycznego Dynabeads™ Protein G
(100 ul na 1 eksperyment) (Invitrogen) i umieszczono w probéwce typu Eppendorf. Ztoze
przemyto 2-krotnie buforem do lizy komoérek (2x900 ul, Materialy 3.1.2). Nastepnie,
ztoze zawieszono w buforze do lizy komorek i dodano odpowiednig ilo$¢ przeciwciata
anty-Dicer (sc-136979, Santa Cruz Biotechnology). Dla jednej proby byto to 100 pl
buforu do lizy komoérek i 4 pg (20 pl) przeciwciata anty-Dicer. W ten sam sposob
przygotowano rowniez ztoze, ktore oplaszczono przeciwciatem skierowanym na biatko
IgG (normal mouse 1gG, sc-2025, Santa Cruz Biotechnology), ktore stanowito kontrolg
specyficznosci immunoprecypitacji. Dla jednej kontroli byto to 100 ul buforu do lizy
komorek i 4 pg (10 ul) przeciwciata normal mouse IgG. Tak przygotowane mieszaniny
inkubowano w temperaturze pokojowej do momentu przygotowania lizatu

komorkowego, na rotatorze wertykalnym firmy Biosan.

Nastepnym etapem byto przygotowanie buforu do lizy komorek z dodatkiem inhibitora
proteaz. Na jedng prébe uzyto 980 ul buforu do lizy komorek, do ktorego dodano 20 pl
50xstezonego inhibitora proteaz (Roche). Nastepnie osad komorkowy rozpuszczono
w 1 ml przygotowanego buforu. Zawiesing komoérek przeniesiono do nowej probowki
(dedykowanej do sonikacji) i poddano 10 cyklom sonikacji z naprzemiennym
wlaczaniem i wylaczaniem co 30 sekund na urzadzeniu Bioruptor® (Diagenode)
w temperaturze 4°C. Po zakonczeniu sonikacji, lizat przeniesiono do nowej probowki
typu Eppendorf, z ktorej pobierano 5 pl lizatu do pomiaru st¢zenia catkowitego biatka

oraz 15 ul do analizy typu Western blot. Do pomiaru st¢zenia biatka wykorzystano zestaw
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Coomassie Bradford Assay (Promega), a pomiar wykonano zgodnie z protokotem
producenta na 96-dotkowej ptytce, na urzadzeniu GloMax®-Multi Detection System
(Promega). Po obliczeniu stezenia catkowitego biatka w probie, proby rozcienczano
buforem do lizy komérek z dodatkiem inhibitora proteaz do koncowego st¢zenia 0,5
mg/ml (koncowa objetos¢ lizatu wynosita 1 ml). Nastepnie do kazdego lizatu dodano 4 pl
rozcienczonej RNazy 1 (enzym rozcieficzono do stezenia koncowego 0,1 u/pl, Thermo
Fisher Scientific) oraz 2 ul TURBO™ DNase (Invitrogen). Proby inkubowano
w temperaturze 37°C przez 3 min z wytrzgsaniem 1100 rpm. Po zakonczonej inkubacji,
proby umieszczono na lodzie i inkubowano 3 min, po tym czasie préby wirowano

w temperaturze 4°C (16 000xg, 10 min).

Ostatnim etapem byto potaczenie lizatu komorkowego z wczesniej przygotowanym
ztozem. Przed dodaniem lizatu usuni¢to bufor, w ktérym znajdowato si¢ ztoze. Nastepnie,
ztoze zawieszono w buforze do lizy komorek i przeniesiono do nowych probowek typu
Eppendorf po 100 pl. Do tak przygotowanego ztoza dodano po 1 ml lizatu komorkowego
o stezeniu 0,5 mg/ml. Lizat komoérkowy oraz zloze optaszczone wybranym

przeciwciatlem inkubowano na rotatorze wertykalnym w temperaturze 4°C przez noc.

3.2.27.3 Defosforylacja konca 3’ czasteczek RNA zwiazanych z bialkiem oraz ligacja
z adapterem wyznakowanym barwnikiem bliskiej podczerwieni

Po nocnej inkubacji proby umieszczono na statywie magnetycznym. Nastepnie usuni¢to
supernatant, a ztoze przemyto 2-krotnie buforem do ptukania z wysoka solg I (2x900 pl,
Materiaty 3.1.2). Przy drugim ptukaniu zawiesing inkubowano na rotatorze wertykalnym
przez 1 min w 4°C i dokfadnie usuni¢to supernatant. Dalej, ztoze przemyto 2-krotnie
buforem do ptukania PNK (Materiaty 3.1.2), przy drugim ptukaniu ztoze inkubowano
w 4°C przez 10 min na rotatorze wertykalnym. Nast¢pnie doktadnie usunigto supernatant,
a zloze zawieszono w 20 pl mieszaniny do defosforylacji, ktorej sktad podano w Tabeli
14. Mieszaning inkubowano w temperaturze 37°C przez 20 min z wytrzasaniem 1100
rpm. Dalej, do préb dodano 1 V (900 pl) buforu do ptukania PNK i umieszczono je na
statywie magnetycznym. Po usunigciu supernatantu zloze przeptukano kolejno 1V
buforu do ptukania z wysokg solg I oraz 1 V buforu do ptukania PNK. Nastepnie ztoze
zawieszono w 100 ul buforu do ptukania PNK 1 przeniesiono do nowej probowki typu
Eppendorf. Do ztoza dodano ponownie 1 V buforu do ptukania PNK i cato$¢ inkubowano

w 4°C na rotatorze wertykalnym przez 10 min, a pdzniej doktadnie usunigto supernatant.
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Ztoze zawieszono w 20 ul mieszaniny ligacyjnej, ktorej sktad podano w Tabeli 15. Proby
inkubowano w 16°C z wytrzasaniem 1100 rpm przez noc.

Tabela 14. Sktad mieszaniny i warunki reakcji defosforylacji konca 3’ czgsteczek RNA

zwigzanych z biatkiem.

Skladnik Ilo$¢ na 1 prébe
Bufor 5xPNK (Materiaty 3.1.2) 4 ul

Inhibitor RNaz RNaseOUT (40 U/ul) (Invitrogen) 0,5 ul

Kinaza polinukleotydowa T4 (10 U/ul) 0,5 ul

H20 do 20 pul

inkubacja: 37°C, 20 min, wytrzasanie 1100 rpm

Tabela 15. Skiad mieszaniny do ligacji adaptera z koncem 3’ czasteczek RNA

zwigzanych z biatkiem.

Skladnik Ilo$¢ na 1 prébe
Bufor 4x do ligacji (punkt 3.1.2) 5ul

Inhibitor RNaz RNaseOUT (40 U/ul) (Invitrogen) 0,5 ul

T4 ligaza RNA 1 (10 U/ul) 1l
pre-adenylowany adapter L3-IR-App (1 uM) 2 ul

PEG400 4 ul

H20 do 20 pl

inkubacja: 16°C, przez noc z wytrzgsaniem

1100 rpm

3.2.27.4 Rozdzial komplekséw w zelu SDS-PAGE oraz transfer na membrane
nitrocelulozowa

Nastepny etapem byta separacja kompleksoéw biatkoeRNA w zelu typu SDS-PAGE oraz
ich transfer na membrang nitrocelulozowg za pomocg transferu mokrego. W tym celu
proby z poprzedniego etapu zawieszono w 1 V (900 pl) buforu do ptlukania PNK
I umieszczono na statywie magnetycznym. Po usunigciu supernatantu ztoze zawieszono
w 1V (900 pl) buforu do ptukania z wysoka sola I oraz inkubowano w 4°C na rotatorze
wertykalnym przez 5 min. Nastgpnie, ztoze przemyto 2-krotnie 1 V buforu do ptukania
PNK idoktadnie usuni¢to supernatant. Ztoze zawieszono w 20 pl wczesniej

przygotowanego, 1xstezonego buforu NUPAGE™ LDS Sample Buffer (Invitrogen)
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w celu elucji kompleksow ze ztoza magnetycznego. Na jedng probg wykorzystano 5 pl
4xstezonego buforu NUPAGE™ LDS Sample Buffer, 2 ul 10% DTT oraz 13 pl wody.
Proby inkubowano w 70°C przez 5 min z wytrzgsaniem 1100 rpm. Po inkubaciji,
supernatant rozdzielano w zelu z gradientem stezenia 4-12% NUPAGE Bis-Tris
(Invitogen) (warunki rozdziatu: 180V, 65 min). Rozdzial prowadzono w obecnosci
buforu 1x NuPAGE™ MOPS SDS Running Buffer (Invitrogen) za pomoca urzadzenia
Mini Gel Tank (Thermo Fisher Scientific). Wzorcem wielko$ci byt marker PageRuler™
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Nastepnie za pomoca mokrego
transferu kompleksy przeniesiono na membrang nitrocelulozows. Gabki oraz gotowy
zestaw sktadajacy sie z bibul i membrany nitrocelulozowej Nitrocellulose/Filter Paper
Sandwich, 0.45 pm (Invitrogen) zanurzono na 5 min w 1xstezonym buforze do transferu
NuPAGE™ Transfer Buffer (Invitrogen). Nastepnie, w dolnej cze$ci modutu Mini Blot
Module (Invitrogen) umieszczono kolejno: gabke, warstwe bibuty, zel, membrane,
warstwe bibuly, gabke izamkni¢to gornym modutem. Tak przygotowany modut
umieszczono w aparacie Mini Gel Tank (warunki rozdziatu: state napiecie pradu 30 V,
120 min). Po zakonczonym transferze membrang przeplukano sterylnym roztworem
1xPBS (pH 7.4, Gibco), a kompleksy wizualizowano z wykorzystaniem urzadzenia
Odyssey Li-COR CLx Imager (Li-COR) przy dlugosci wigzki lasera 700 oraz 800 nm.

3.2.27.5 lzolacja RNA z komplekséw bialkoeRNA

Po wizualizacji kompleksow, wycieto wybrany fragment membrany zawierajacy
kompleks biatkoeRNA 1 przeniesiono go do probowki typu Eppendorf. Nastgpnie
membrang zawieszono w mieszaninie do trawienia biatek opisanej w Tabeli 16. Catos¢
inkubowano w temperaturze 50°C przez 90 min z wytrzasaniem 1100 rpm. Po
zakonczonej inkubacji supernatant przeniesiono do nowej probowki typu Eppendorf
i dodano 200 pl mieszaniny fenol-chloroform-alkohol izoamylowy w celu wyizolowania
RNA. Calos¢ mieszaniny przeniesiono do probowki Phase Lock Gel™ (VWR),
inkubowano w 30°C przez 5 min z wytrzasaniem 1100 rpm, a nastgpnie Wirowano
w temperaturze pokojowej (16000xg, 5 min). Do gérnej fazy dodano 800 pl chloroformu,
zmieszano przez kilkukrotne odwracanie probowki i wirowano w 4°C (16000xg, 5 min).
Gorng, Wodng warstwe zawierajaca RNA przeniesiono do nowej probowki typu
Eppendorf, dodano mieszaning do stragcania RNA opisang w Tabeli 17 i inkubowano

w temperaturze -20°C przez noc.
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Tabela 16. Sktad mieszaniny do trawienia biatek w kompleksach biatkosRNA.

Skladnik Ilo$¢ na 1 prébe
Bufor PK+SDS (Materiaty 3.1.2) 190 pl
Proteinaza K 10 ul

inkubacja: 50°C, 90 min, z wytrzasaniem 1100 rpm

Tabela 17. Sktad mieszaniny do strgcania RNA.

Skladnik Ilo$¢ na 1 probe
GlycoBlue™ Coprecipitant (15 mg/mL) 1wl

5 M NaCl 20 ul

Alkohol etylowy 1ml

inkubacja: -20°C, przez noc

3.2.27.6 Odwrotna transkrypcja i ligacja fragmentéw cDNA

Po zakonczonej nocnej inkubacji, proby zawierajace RNA wirowano w temperaturze 4°C
(16000xg, 45 min), doktadnie usunigto supernatant, a osad RNA przemyto 900 pl 80%
etanolu i ponownie wirowano w temperaturze 4°C (16000xg, 30 min). Po usunigciu
supernatantu, osad zawieszono w 6 pl wody i przeniesiono do probéwki do PCR. Do
kazdej proby dodano starter irCLIP_ddRT_## (starter zawiera specyficzny numer
indeksu, lista indekséw znajduje si¢ w Tabeli 2, Materiaty 3.1.1) oraz mieszaning
deoksynukleotydéw (dNTP), calo$¢ inkubowano w 65°C przez 5 min, a nastepnie
w temperaturze 25°C do momentu dodania nastgpnej mieszaniny opisanej w Tabeli 18.
Catos¢ inkubowano kolejno w temperaturze 25°C (10 min), 50°C (10 min), 55°C (10
min), 4°C («). Po zakonczonej inkubacji, znajdujace si¢ w mieszaninie SSRNA/dsSRNA
oraz sSDNA trawiono mieszaning enzyméw w temperaturze 37°C przez 15 min (sktad
mieszaniny opisano w Tabeli 19). Nastepnie do wyizolowania cDNA przygotowano
ztoze MyOne C1 SA-dynabeads (7,5 ul ztoza dla 1 proby) (Invitrogen). W tym celu
pobrano odpowiednig ilo$¢ ztoza i przemyto je 2-krotnie buforem NT2 (Materiaty 3.1.2),
nastepnie zloze zawieszono w tym buforze i dodano po 80 pl zloza do kazdej proby
zawierajacej cDNA. Dalej, inkubowano proby ze ztozem w temperaturze pokojowej na
rotatorze wertykalnym przez 45 min. Po inkubacji usunigto supernatant, ztoze przemyto
2-krotnie buforem do ptukania z wysoka solg II (Materiaty 3.1.2) i 3-krotnie roztworem
1xPBS (pH 7.4, Gibco). Wszystkie etapy separacji supernatantu od ztoza prowadzono na
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statywie magnetycznym. Po usunigciu supernatantu, ztoze zawieszono W mieszaninie do
elucji cDNA (sktad podano w Tabeli 20) oraz inkubowano w temperaturach 95°C
(3 min), 95-60°C (spadek temperatury -0,1°C/s), 60°C (10 min). Po zakonczonej
inkubacji do prob znajdujacych sie w termocyklerze T-100 (Bio-Rad) dodano mieszaning
do ligacji cDNA (sktad podano w Tabeli 20) i ponownie inkubowano w temperaturze
60°C (120 min), 4°C (10 min) oraz 95°C (3 min). Po zakonczonej inkubacji proby
umieszczono na statywie magnetycznym, a supernatant zawierajacy wolne cDNA
przeniesiono do nowej probowki typu Eppendorf. Pozostale ztoze zawieszono w buforze
TE (185 pl) 1 inkubowano w termocyklerze w temperaturze 80°C (5 min) zeby odzyskac
pozostalosci cDNA. Po zakonczonej inkubacji supernatant przeniesiono do wczesniej
zebranego supernatantu zawierajacego CONA. Do mieszaniny dodano 200 pl buforu TE
oraz mieszanine do strgcania cDNA (sktad podano w Tabeli 21) i inkubowano przez noc

w temperaturze -20°C.

Tabela 18. Sktad mieszaniny do odwrotnej transkrypcji.

Skladnik Ilo$¢ na 1 préobe
starter irCLIP_ddRT_# (1 pmol/pl) 1ul

mieszanina dNTP (10 nM) 0,5 ul

inkubacja 65°C przez 5 min, 25°C ()

bufor 5xSSIV 2l

0,LMDTT 0,5 ul

Inhibitor RNaz RNaseOUT (40 U/ul) (Invitrogen) 0,25 ul
Superscript IV Reverse Transcriptase (200 U/ ul) 0,25 pl

inkubacja 25°C (10 min), 50°C (10 min), 55°C
(10 min), 4°C ()

Tabela 19. Sktad mieszaniny do trawienia RNA po reakcji odwrotnej transkrypcji.

Skladnik Hlo$¢ na 1 probe
RNaza H (5 U/ul) 0,5 ul
RNaza A (1 mg/mL) 0,5l

inkubacja 37°C, 15 min
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Tabela 20. Sktad mieszaniny do elucji oraz ligacji cDNA zwigzanego ze ztozem MyOne
C1 SA-dynabeads.

Skladnik Ilo$¢ na 1 prébe
P3 tall (1 pmol/ul) 1 ul

MnCl2 (50 mM) 0,75 pl

Betaina (5 M) 3ul

inkubacja 95°C (3 min), 95-60°C (spadek
temperatury -0,1°C/s), 60°C (10 min)

bufor 10xCircLigase I 1,5 ul
CircLigase 11 ssDNA Ligase (100 U/pl) 0,75 pl
inkubacja 60°C (120 min), 4°C (10 min), 95°C (3

min)

Tabela 21. Sktad mieszaniny do stracania cDNA.

Skladnik Ilo$¢ na 1 probe
GlycoBlue™ Coprecipitant (15 mg/mL) 1wl

3 M octan sodu (pH 5.5) 40 ul

Alkohol etylowy (100%) 1ml

inkubacja: -20°C, przez noc

3.2.27.7 Optymalizacja reakcji PCR oraz namnazanie fragmentéow cDNA

Po zakonczonej nocnej inkubacji, proby zawierajace cDNA wirowano w temperaturze
4°C (16000xg, 45 min), usunieto doktadnie supernatant, a osad cDNA przemyto 500 pl
80% etanolu i ponownie wirowano w temperaturze 4°C (16000xg, 30 min). Po usuni¢ciu
supernatantu, osad zawieszono w 14 pl wody. Nastepnie, przygotowano mieszaning do
reakcji optymalizacji PCR (sktad opisano w Tabeli 22). Optymalizacj¢ prowadzono w
4 warunkach, w kazdym z nich zmieniala si¢ ilo$¢ cykli namnazania produktu PCR.
Warunki reakcji PCR opisano w Tabeli 23, a reakcje prowadzono dla 18, 21, 24 oraz 27
cykli namnazania produktu PCR w termocyklerze T-100 (Bio-Rad). Nastepnie produkty
reakcji rozdzielano w 6% zelu TBE Novex™ (Invitrogen) w obecnosci buforu 1xTBE
(Roth) (warunki rozdziatu: 180 V, 25 min). Jako marker wielkosci zastosowano Low
Molecular Weight DNA Ladder (New England BioLabs). Na zel natozono 5 pl kazdej
proby z dodatkiem 1 pl buforu obcigzajacego dotaczonego do markera wielkosci. Po

zakonczonym rozdziale, w celu wizualizacji produktow PCR, zel barwiono w roztworze
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SYBR® Green | (Sigma) przez 5 min i dokumentowano z wykorzystaniem urzadzenia
Gel Dox XR Imaging System (Bio Rad). Nastepnie przeanalizowano otrzymane obrazy
i wybrano takg ilo$¢ cykli namnazania produktow PCR, w ktorej obserwujemy

podwojenie poczatkowej ilosci matrycy.

Kolejnym etapem byto ponowne namnozenie biblioteki cDNA, ktora stanowila biblioteke
do sekwencjonowania NGS, czyli tzw. preparatywny PCR. W tym celu ponownie
przygotowano reakcje PCR z wcze$niej opisang mieszaning sktadnikéw (Tabela 22) oraz
4 pl matrycy. W zwiazku ze zwigkszeniem ilosci poczatkowej matrycy, od wybranej
ilosci cykli namnazania produktu PCR odj¢to 2 cykle, aby wyréwnaé ilosci matrycy
pomiedzy reakcja optymalizacji PCR a preparatywnym PCR. Reakcje PCR

przeprowadzono zgodnie z opisem warunkéow reakcji opisanych w Tabeli 23.
Tabela 22. Sktad mieszaniny do optymalizacji reakcji PCR w protokole irCLIP.

Skladnik Ilo$¢ na 1 prébe

Matryca: cDNA 1 ullub 4 pl
startery P5Solexa/P3Solexa

(10 pM)

Polimeraza Phusion High-Fidelity PCR Master 10 ul

0,5 ul

woda do 20 ul

inkubacja 60°C (120 min), 4°C (10 min), 95°C
(3 min)

Tabela 23. Warunki reakcji optymalizacji reakcji PCR w protokole irCLIP.

Etap Temperatura Czas Hos¢ cykli
Denaturacja wstgpna 98°C 40 s 1
Denaturacja 98°C 20's
Przylaczanie starterow 65°C 30s 18-27
Synteza 72°C 45s
Synteza koncowa 72°C 3 min 1
Przechowywanie 25°C o

3.2.27.8 Oczyszczanie wybranych fragmentow biblioteki cDNA z Zelu
Ostatnim etapem bylo przygotowanie biblioteki cDNA do sekwencjonowania NGS.

W tym celu namnozone fragmenty CDNA w reakcji preparatywnego PCR rozdzielano
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w 6% zelu TBE Novex™ zgodnie z opisang procedurg w punkcie Metody 3.2.26.7. Po
barwieniu zelu w roztworze SYBR® Green I, zel obrazowano na transiluminatorze
Z $wiattem niebieskim 1 wycigto fragmenty cDNA w zakresie dlugosci 145-400 nt.
Skrawki zelu umieszczono w probowce typu Eppendorf, rozdrobniono na mniejsze
fragmenty i inkubowano w obecnosci buforu do elucji z zelu (Materiaty 3.1.2)
w temperaturze 65°C przez 120 min z wytrzasaniem 1100 rpm. Po zakonczonej inkubacji,
mieszaning przeniesiono do probowki Spin-X Costar (Sigma) zawierajacej filtr
celulozowy o $rednicy poréow 0,22 um i krotko wirowano (16000xg, 1 min, 4°C), aby
odseparowac¢ fragmenty zelu od supernatantu. Nastepnie caly supernatant przeniesiono
do nowej proboéwki typu Eppendorfi dodano mieszaning do stragcania cDNA (Tabela 21).
Cato$¢ inkubowano przez noc w temperaturze -20°C. Dalej, proby wirowano (16000xg,
30 min, 4°C), usuni¢to doktadnie supernatant, a osad cDNA przemyto 500 pl 80% etanolu
I ponownie wirowano (16000xg, 30 min, 4°C). Po usunigciu supernatantu, osad
zawieszono w 15 pl wody. W ten sposéb otrzymang biblioteke fragmentéw cDNA

wykorzystano do sekwencjonowania NGS.

3.2.28 Rozdzial fragmentéw bibliotek z zastosowaniem systemu TapeStation

Rozktad dtugosci fragmentow w bibliotece oraz jakos¢ biblioteki cDNA sprawdzono za
pomocg czutego rozdziatu elektroforetycznego z zastosowaniem chipow High Sensitivity
D1000 ScreenTape® System na urzadzeniu Agilent 2200 TapeStation System (Agilent).
Roztwor markera wielkosci, a takze przygotowanie prob wykonano zgodnie z protokotem

producenta.

3.2.29 Normalizacja bibliotek do sekwencjonowania NGS

Po okresleniu st¢zenia kazdej biblioteki cDNA (Metody 3.2.20) oraz sprawdzeniu
$redniego rozktadu dtugosci fragmentéw bibliotek cDNA (Metody 3.2.28), biblioteki
polaczono ze soba w jednej probowce typu Eppendorf do koncowego stezenia 0,05 ng/pl
kazdej z bibliotek. Kontrole IgG potraktowano objetosciowo, tzn. z kazdej biblioteki
kontroli 1gG dodano po 2 ul do biblioteki koncowej. Nastgpnie ponownie wykonano
pomiar stezenia przygotowanej biblioteki zgodnie z punktem: Metody 3.2.20 w trzech
powtdrzeniach technicznych oraz okreslono $rednig dlugos¢ produktow cDNA
w bibliotece zgodnie z punktem: Metody 3.2.28. Na podstawie wyliczonych stezen
biblioteki cDNA, obliczono $rednie stezenie biblioteki, ktore wynosito 0,315 ng/ul. Zeby
oszacowac ilos¢ kopii CDNA wartos¢ stezenia ng/ul nalezy wyrazi¢c w nM. Wyrazone

W ten sposob stezenie pozwoli na jednakowe pokrycie podczas sekwencjonowania
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kazdego fragmentu cDNA znajdujacego si¢ w bibliotece. W celu wyrazenia st¢zenia

W nM nalezy postuzy¢ si¢ ponizszym wzorem:

stezenie probki (ﬁ—‘?)

x 10°

660 (%) X Srednia dtugos¢ produktow cDNA w bibliotece (pz)

= stezenie biblioteki (nM)
Warto$¢ wspotczynnika 660 g/mol to masa molekularna jednej pary zasad.

Stezenie molowe biblioteki wyniosto 2,973 nM = 3 nM. Przygotowanie biblioteki zostato
zrealizowane dzieki wspotpracy z dr Justyng Toton-Zuranska oraz dr Pawtem Wotkowem
z Osrodka Genomiki Medycznej OMICRON na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu

Jagiellonskiego w Krakowie.

3.2.30 Sekwencjonowanie z zastosowaniem sekwenatora Illumina NextSeq550

Znormalizowang bibliotek¢ zgodnie z punktem: Metody 3.2.29 rozcienczono woda wolna
od DNaz i RNaz do koncowego st¢zenia 2 nM | przygotowano do natozenia na kartridz
zgodnie z protokotem ,,NextSeq 500 and 550 Sequencing Systems Denature and Dilute
Libraries Guide” (Illumina). Sekwencjonowanie bibliotek wykonano na ptytce
0 wysokiej przepustowosci (High Output Flow Cell (lllumina)). Finalne ste¢zenie
biblioteki w reakcji sekwencjonowania wynosito 1.8 pM. Sekwencjonowanie wykonano

z zastosowaniem sekwenatora Illumina NextSeg550 (Illumina).

Sekwencjonowanie NGS zostato zrealizowane dzigki wspotpracy z dr Michatem
Sewerynem oraz mgr Marcinem Stomkg z Pracowni Biobank na Wydziale Biologii

i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego.

3.2.31 Analiza danych pochodzacych z sekwencjonowania NGS

Pierwszym etapem analizy uzyskanych danych bylo tzw. przetwarzanie wstepne (ang.
preprocessing), w ktorym to dokonano kontroli jakosci surowych danych (ang. quality
control). W tym celu wykorzystano narzedzie FastQC, ktore dato ogdlne wskazniki
jakosciowe dotyczace uzyskanych odczytow. Nastepnym etapem byto wykorzystanie
narzgdzia UMI-tools w celu wyodrebnienia i uporzadkowania odczytow oraz przypisania
nazwy proby do poszczegdlnego znacznika UMI. Czesto ten krok jest réwniez
wykonywany w ramach demultipleksacji produktow PCR powstajacych w reakcji
sekwencjonowania z wykorzystaniem platformy Illumina. Ostatnim krokiem byto

usuni¢cie z odczytow sekwencji adapterow, a takze przefiltrowanie odczytow, tzw.
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przycigcie danych (ang. quality trimming) pod wzgledem ich jakosci. Do tego celu
wykorzystano program Cutadapt, ktory domyslnie wycina uniwersalne sekwencje
adapteré6w Illumina oraz usuwa odczyty krotsze niz 12 nt. Drugi etap obejmowat
dopasowanie (ang. alignment) otrzymanych odczytow go genomu referencyjnego.
W tych analizach genom referencyjny stanowil ludzki genom, wersja hg38
(Homo_sapiens.GRCh38). Najpierw otrzymane odczyty zmapowano do sekwencji rRNA
oraz tRNA (ang. pre-alignment) za pomocg narzedzia Bowtie 2, a nast¢pniec wykonano
dopasowanie do genomu referencyjnego dzieki wykorzystaniu programu STAR. W celu
identyfikacji miejsc wigzan krzyzowych pomigdzy biatkiem a RNA, tzw. crosslinkow,
wykorzystano najpierw narzedzie UMI-tools w celu deduplikacji produktow PCR
w oparciu o indeksy UMI, a nastgpnie programu BEDTools, ktory zidentyfikowat ilo$¢
oraz doktadne miejsca wystapienia wigzan krzyzowych. Wszystkie zastosowane
programy i narze¢dzia pozwolily wygenerowac koncowy raport jakosci MultiQC. Analiza
réznicowa ekspresji genow zostata wykonana w programie DESeq?2. Analiza sekwencji
genow, ktorych transkrypty zostaty zwigzane przez badane biatka w komorce, zostata

wykonana w programie IGV stuzacym do analiz danych genomicznych.

Dane uzyskane w wyniku sekwencjonowania NGS bibliotek cDNA uzyskanych metoda
irCLIP zostaly poddane analizie i obrobce bioinformatycznej przy wspotpracy
z bioinformatykami: dr Michatem Sewerynem (Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet L.6dzki) oraz mgr Ziemowitem Radogostowiczem (Zaktad Biochemii
Rybonukleoprotein IChB PAN).
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4. Wyniki

4.1 Badanie znaczenia domeny DUF283 dla aktywnosci ludzkiej

rybonukleazy Dicer

Weczesniejsze badania prowadzone w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN
wykazaly, ze domena DUF283 hDicer (rejon obejmujacy 625-752 aa hDicer, zgodniej
z sekwencja transkryptu NM_030621.4) wigze jednoniciowe RNA i DNA, nie wigze
natomiast dSRNA i dsDNA [34]. Ponadto wykazano, ze zar6wno sama domena DUF283
jak 1 pelnej dlugosci biatko hDicer wspierajg parowanie czasteczek RNA i DNA [34].
W ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej, w oparciu o wyniki przeprowadzonych
badan postawiono hipoteze, ze domena DUF283 hDicer jest kluczowa dla aktywnosci
hDicer wspierajacej hybrydyzacje komplementarnych kwasow nukleinowych. W celu
weryfikacji postawionej hipotezy otrzymano dwa warianty delecyjne hDicer: (i) wariant
z delecja obejmujacg rejon pomiedzy 625 a 752 aa hDicer, wariant ADUF(625-752)
(delecja obejmowata fragment wykorzystany w pracy ,,Revealing a new activity of the
human Dicer DUF283 domain in vitro” [34]) oraz (ii) wariant z delecjg obejmujaca rejon
pomigdzy 630 a 709 aa hDicer (rejon obejmujacy domen¢ DUF283) [30]. Wariant
ADUF(630-709) powstat w oparciu o dane zawarte w pracy ,,Autoinhibition of Human
Dicer by its Internal Helicase Domain” Ma E. i in. [30]. Otrzymane preparaty biatkowe
byty badane pod katem aktywno$ci RNazowej oraz aktywnosci wspierania parowania

czasteczek kwasow nukleinowych.

4.1.1 Otrzymanie konstruktéw genetycznych kodujacych warianty ADUF(625-

752) oraz ADUF(630-709)

W celu otrzymania plazmidow kodujacych wspomniane wyzej warianty delecyjne
wykorzystano reakcje PCR (ang. polymerase chain reaction). Matrycg w reakcjach PCR
byt plazmid SureVector wt_hDicerx3Flag (Metody 3.2.9), zawierajacy sekwencjg
kodujaca hDicer typu dzikiego (NM_030621.4), Rysunek 3 [41]. Startery
zaprojektowano w taki sposob, aby powieli¢ caty plazmid: (i) bez rejonu kodujacego
aminokwasy 625-752, w przypadku wariantu ADUF(625-752) lub (ii) bez rejonu
kodujacego aminokwasy 630-709, w przypadku wariantu ADUF(630-709) (Rysunek 3).
Liste starterow wykorzystanych w reakcjach PCR podano w rozdziale: Materiaty 3.1.1
w Tabeli 1.
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Rysunek 3. Schemat wektora ekspresyjnego SureVector zawierajacego sekwencje¢ kodujaca
pelnej dlugosci bialko hDicer. Na schemacie zaznaczono sekwencje insertu (GOI) kodujacego
hDicer typu dzikiego, sekwencje kodujacag 3xFlag, sekwencj¢ kodujaca gen opornos$ci na
puromycyne oraz ampicyling (PuromycinR, AmpR) oraz promotor pochodzacy
z cytomegalowirusa (CMV promoter). Schemat wygenerowano w programie SnapGene Viewer.
Ponadto, na schemacie zaznaczono miejsca przytaczania sie starterow w reakcji PCR dla wariantu
ADUF(625-752) strzatkami w kolorze szarym oraz dla wariantu ADUF(630-709) strzatkami
W kolorze zottym.

Produkty PCR rozdzielano w zelu agarozowym (Metody 3.2.4), Rysunek 4,
a nastepnie wyizolowano DNA o dtugosciach odpowiadajacych pozadanym fragmentom,
tj.10 653 pz (ADUF(625-752)) oraz 10800 pz (ADUF(630-709)). Wyciete z zelu
fragmenty DNA oczyszczono z wykorzystaniem zestawu Syngen Gel Mini Kit (Syngen),

zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta.
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Rysunek 4. Zdjecia przedstawiajace rozdzial elektroforetyczny produktéw amplifikacji
wykorzystanych do przygotowania konstruktu ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709. Na zel
natozono 5 ul markera Perfect Plus™ 1 kb DNA Ladder (EurX) (M), 5 ul reakcji kontrolnej bez
matrycy (K-) oraz 5 ul produktu PCR (1-4). Strzatkg wskazano pozadane produkty reakcji. (A, B)
Panele przedstawiajace wyniki reakcji PCR dla wariantu ADUF(625-752) (A) oraz dla wariantu
ADUF(630-709) (B). Rozdziat prowadzono w 1% zelu agarozowym.

W ten sposob przygotowane produkty fosforylowano na koncu 5’ poprzez dodanie
kinazy polinukleotydowej T4, a nastgpnie konce produktéw potaczono za pomoca ligazy
DNA T4, zgodnie z opisem: Metody 3.2.9. Cato$¢ mieszaniny ligacyjnej wykorzystano
do transformacji komorek bakteryjnych E. coli szczep DH5a (Metody: 3.2.10). Komorki

bakteryjne wysiano na szalke ze statym podtozem LB zawierajacym ampicyline.

W celu weryfikacji czy obecne na szalce ze statym podtozem kolonie bakteryjne
posiadaja pozadany plazmid wykorzystano tzw. ,.kolonijny PCR” (Metody 3.2.11).
W reakcji wykorzystano startery: P4-DICER oraz r_PAZ (Materiaty 3.1.1, Tabela 1).
Startery zostaty zaprojektowane w taki sposob, aby zweryfikowac, czy matrycg w reakcji
byt plazmid kodujacy pelnej dtugosci hDicer (produkt PCR o dlugos$ci 1535 pz), czy tez
plazmid kodujacy ADUF(625-752) (produkt PCR o dtugosci 1151 pz) lub ADUF(630-
709) (produkt PCR o dlugosci 1294 pz). Rozdzial produktow kolonijnego PCR

przedstawiono na Rysunku 5.

69



ADUF(625-752) ADUF(630-709)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 1 2 3 4 5 6 7 8
5 kpz—p z—3
1ft§§—> ~—«u—v—u-—n——<— 1'15:51—2:__~b~~-—~—"'-~—<_

Rysunek 5. Zdjecie przedstawiajace rozdzial elektroforetyczny przyktadowych, produktow
reakcji ,,kolonijnego PCR” (A, B). Na zel natozono 5 pl markera Perfect Plus™ | kb DNA
Ladder (EurX) (M) oraz 15 pul produktu ,.kolonijnego PCR” (1-8). Strzatkg wskazano pozadane
produkty reakcji. Wszystkie kolonie, oprocz kolonii 3, posiadaty plazmid z delecja ADUF(625-
752) (A). W przypadku wariantu ADUF(630-709), wszystkie analizowane kolonie posiadaty
plazmid z delecjg (B). Rozdziat prowadzono w 1% zelu agarozowym.

Na podstawie wynikow reakcji ,,kolonijnego PCR” wybrano kilka kolonii
bakteryjnych, z ktoérych wyizolowano plazmidowy DNA (Metody: 3.2.12). Tak
otrzymane plazmidy zostaly wykorzystane jako matryce w reakcji sekwencjonowania
metodg Sangera (Tabela 1 w rozdziale: Materiaty 3.1.1). Otrzymane rezultaty
potwierdzity catkowitg zgodnos¢ sekwencji insertow w plazmidach kodujacych warianty
delecyjne ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709), z sekwencjami referencyjnymi, a takze
poprawne umiejscowienie sekwencji kodujacej w ramce odczytu zgodnej z kodonem start
AUG.

4.1.2 Otrzymywanie preparatow bialkowych ADUF(625-752) i ADUF(630-709)

oraz hDicer

W celu otrzymania preparatow biatkowych wariantow ADUF(625-752),
ADUF(630-709) oraz hDicer (hDcr), komoérki HEK 293T NoDice transfekowano
odpowiednim plazmidem kodujacym pozadane biatko. Hodowlge komorkowa oraz
transfekcje prowadzono zgodnie z procedura opisang w rozdziale: Metody 3.2.13. Po
uptywnie 72 h od transfekcji, komorki zbierano poprzez wirowanie (200xg, 3 min),
a otrzymany osad komorkowy byt przechowywany w temperaturze -80°C do momentu

dalszych analiz.

Lize komorek HEK 293T NoDice transfekowanych odpowiednim plazmidem
przeprowadzono zgodnie z opisem w punkcie: Metody 3.2.14. Wyprodukowane

w komorkach warianty hDicer oraz hDcr izolowano za pomoca immunoprecypitacji
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dzigki obecnos$ci znacznika 3xFlag na C-koncu biatek. W tym celu wykorzystano ztozg
ANTI-FLAG®M2 Affinity Gel (Merck). Jest to zloze agarozowe polaczone
kowalencyjnie z mysim monoklonalnym przeciwcialem IgG M2, ktéore wykazuje
powinowactwo do peptydu Flag. Supernatant komoérkowy natozono na wczeéniej
przygotowana zgodnie z instrukcja producenta kolumng ze ztozem agarozowym. Do
uwalniania biatka zwigzanego ze ztozem wykorzystano peptyd 3xFlag (Merck), zgodnie
z procedurg opisang w rozdziale: Metody 3.2.15. Wszystkie uzyskane podczas
oczyszczania frakcje analizowano za pomocg elektroforezy typu SDS-PAGE w 8% zelu
(Metody: 3.2.3) (Rysunek 6A, B oraz Rysunek 7A). Frakcja zawierajgca uwolnione
biatko byta zageszczana na filtrze Amicon (Merck) z punktem odcigcia 100 kDa. Stezenie
uzyskanego preparatu biatkowego oceniono za pomoca metody Bradforda, a takze za
pomoca elektroforezy typu SDS-PAGE, na podstawie oceny stezenia 0CzySzCzOnego
biatka ADUF(625-752), ADUF(630-709) lub hDcr, w odniesieniu do znanych st¢zen
BSA. Srednie stezenie uzyskanego preparatu wynosito ~ 0,1 pg/ul dla biatka ADUF(625-
752), ~ 0,15 pg/ul dla biatka ADUF(630-709) oraz ~ 0,3 ug/ul dla hDcr. Przygotowany
W ten sposob preparat bialkowy byt przechowywany w -20°C w buforze zawierajagcym
40% glicerol. Przyktadowe probki preparatow, rozdzielone w 8% zelu typu SDS-PAGE,
przedstawiono na Rysunku 6C, D oraz Rysunku 7B. Mozna zauwazy¢, ze we
wszystkich preparatach biatkowych, oprocz pozadanego biatka, obecne byly takze
niewielkie ilosci dwoch innych biatek. W celu ich identyfikacji wykonano analize metoda
spektrometrii mas, ktora wykazata, ze biatko znajdujace si¢ na wysokosci ok. 135 kDa to
biatko KIF11 (ang. Kinesin-like protein KIF11), ktore bierze udzial w tworzeniu
wrzeciona kariokinetycznego. Natomiast drugie biatko, znajdujace si¢ na wysokosci ok.
75 kDa, to metylotransferaza argininy ANMD5 (ang. Protein arginine N-methyltransferase
5). Analizy metoda spektrometrii mas wykonano we wspolpracy z dr Lukaszem

Marczakiem (Pracownia Spektrometrii Mas IChB PAN).
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Rysunek 6. Zdjecie przedstawiajace rozdzial elektroforetyczny frakcji otrzymanych
W procesie oczyszczania preparatow ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709). (A, B) Rozdziat
frakcji uzyskanych w trakcie izolacji i oczyszczania bialek. Na zel natozono 5 pl markera
Perfect™ Tricolor Protein Ladder (EURx) (M) oraz po 15 ul kazdej z frakeji: (FT) frakcja po
nocnej inkubacji lizatu ze zlozem, (P1-P4) frakcje zebrane po kazdym przemyciu ztoza
roztworem TBS. (C, D) Preparat biatkowy po oczyszczaniu i zageszczeniu biatka na filtrze
Amicon. Na zel natozono 5 ul markera Perfect™ Tricolor Protein Ladder (EURx) (M) oraz 15 pl
preparatu biatkowego. Strzatkami zaznaczono preparat ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709).
Rozdzialy prowadzono w 8% zelu PAA.

hDcr
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EREBL. .

Rysunek 7. Zdjecie przedstawiajace rozdzial elektroforetyczny frakcji otrzymanych
W procesie oczyszczania preparatu hDcr. (A) Rozdziat frakcji uzyskiwanych w trakcie izolacji
i oczyszczania hDcr. Na zel natozono 5 pl markera Perfect™ Tricolor Protein Ladder (EURX)
(M) oraz po 15 pl kazdej z frakcji: (FT) frakcja po nocnej inkubacji lizatu ze ztozem, (P1-P4)
frakcje zebrane po kazdym przemyciu ztoza roztworem TBS. (B) Preparat hDcr po oczyszczaniu
i zaggszcezeniu biatka na filtrze Amicon. Na zel natozono 5 pl markera Perfect™ Tricolor Protein
Ladder (EURx) (M) oraz 15 ul preparatu hDcr. Strzatkg zaznaczono preparat hDcr. Rozdziaty
prowadzono w 8% zelu PAA.
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4.1.3 Badanie aktywnos$ci otrzymanych preparatéw bialkowych ADUF(625-752)
oraz ADUF(630-709)
Otrzymane preparaty ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709) zbadano pod katem
(i) aktywno$ci RNazowej, zarowno w warunkach in vitro, jak i in cellulo, oraz (ii)

aktywnos$ci wspierania parowania czgsteczek kwasow nukleinowych.

4.1.3.1 Badanie aktywnos$ci RNazowej wariantow ADUF(625-752) oraz ADUF(630-
709) w warunkach in vitro

Do badania aktywnosci RNazowej ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709)
w warunkach in vitro wykorzystano kanoniczne substraty hDicer: dwie czasteczki pre-
mMIiRNA, pre-mir-21 oraz pre-mir-16-1, a takze dSRNA o dtugosci 30 pz posiadajacy dwa
niesparowane nukleotydy na koncach 3’ dupleksu (dASRNA_ov). Czasteczka pre-mir-16-
1 zawiera duze pe¢tle wewngtrzne w obrebie trzonu spinki oraz 9 nt rejon petli terminalne;j.
Natomiast czgsteczka pre-mir-21 przyjmuje bardziej zwartg strukturg i posiada mata, 3 nt
petle terminalng (Rysunek 8). Jako kontrole w reakcjach cigcia wykorzystano hDcr.
W celu monitorowania integralno$ci substratu w czasie trwania inkubacji przygotowano
takze dwie reakcje kontrolne bez biatka: jedng zawierajacg tylko substrat w buforze
reakcyjnym (K-) oraz druga, zawierajaca substrat w buforze reakcyjnym z dodatkiem
czynnika chelatujacego jony Mg?*, tj. EDTA (K+). Aktywno$¢ RNazowa hDicer jest
zalezna od jondw Mg?*, wiec przygotowano réwniez kolejna reakcje kontrolng
zawierajacg substrat, biatko oraz EDTA (+EDTA). Reakcje prowadzono w czasie (10,
30, 60, 120 min) w objetosci 10 ul (Metody 3.2.17), a produkty reakcji cigcia rozdzielano
w 15% zelu PAA (Rysunek 8 oraz Rysunek 9).

Uzyskane wyniki wykazaly, ze w przypadku pre-mir-21, wariant delecyjny
ADUF(625-752) produkowal $ladowe ilosci produktu o dlugosci miRNA (21 nt),
W porownaniu do biatka typu dzikiego, ktore po 120 min przecigto prawie caty substrat
(Rysunek 8A). W przypadku pre-mir-16-1, zarowno wariant delecyjny jak i biatko
hDicer (hDcr) produkowaty wydajnie miR-16-1-5-p, a substrat pre-mir-16-1 zostat
catkowicie przecigty po 120 min inkubacji (Rysunek 8B). W reakcjach cigcia substratu
dsRNA_ov zaobserwowano produkcje $ladowych ilosci produktu o dlugosci 21 nt przez
wariant ADUF(625-752), w przeciwienstwie do kontroli z hDcr, w ktorej obserwowano

wydajng produkcje siRNA (Rysunek 8C).
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Rysunek 8. Badanie aktywnos$ci RNazowej wariantu delecyjnego ADUF(625-752) hDicer.
(A-C) Wyniki reakcji cigcia substratu: pre-mir-21 (A), pre-mir-16-1 (B) oraz dsRNA_ov (C).
Reakcje byly prowadzone w czasie 10, 30, 60 oraz 120 min (wzrastajagcy czas 0znaczono
trojkatem) i zawieraly 18 nM biatka ADUF(625-752) lub petnej dtugosci biatko hDicer (hDcr).
(K-) kontrola bez biatka zawierajaca substrat w buforze reakcyjnym. (K+) kontrola bez biatka
zawierajgca substrat w buforze reakcyjnym z dodatkiem EDTA. (+EDTA) kontrola, w ktorej do
reakcji cigcia dodano EDTA. (AH) Wzorzec dtugosci uzyskany za pomocg reakcji alkalicznej
hydrolizy wyznakowanego z uzyciem [y*?P]-ATP substratu RNA o dtugosci 32 nt. *Gwiazdka
zaznaczono wyznakowany z uzyciem [y*2P]-ATP koniec 5’ substratu. Rozdzialy prowadzono
w 15% PAA. Struktury czasteczek zostaly wygenerowane z uzyciem programu RNASsctructure.
Rysunek stworzony na podstawie publikacji Szczepanska i in. [26].
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Podsumowujgc, badania aktywnosci RNazowej wariantu ADUF(625-752)
przeprowadzone w warunkach in vitro wykazaty, ze aminokwasy 625-752 hDicer (rejon
domeny DUF283 oraz fragmenty oskrzydlajagce t¢ domeng) mogg mie¢ znaczenie
W rozpoznaniu substratow hDicer, co moze wplywaé na dostepnos$¢ substratow dla

domen RNazowych hDicer i produkcj¢ stRNA.

W celu poréwnania aktywno$ci RNazowej wariantu ADUF(630-709) z wariantem
ADUF(625-752), wykonano serie reakcji ciecia z wykorzystaniem tych samych
kanonicznych substratow, tj. pre-mir-16-1, pre-mir-21 oraz dsRNA_ov. Wykonane
analizy wykazaty, ze wariant ADUF(630-709) hydrolizowal wszystkie testowane
substraty z niewiele nizsza wydajnos$cia niz hDcr, co byto zgodne z wynikami grupy prof.
J. Doudny, ktora wykazata, ze wprowadzona delecja obnizyta wydajnos¢ cigcia
kanonicznych substratow przez wariant ADUF(630-709), w porownaniu do wydajnosci
cigcia tych samych substratow przez biatko typu dzikiego Rysunek 9A-C [30].

A B Cc
pre-mir-21 pre-mir-16-1 dsRNA_ov
ADUF(630-709) ADUF(630-709) ADUF(630-709)
K- K+ —=—— ThDcr Czas K- K¢ === Inpcrczas K- K¢ =" hpcr C2as
S % e = = = w e EDIA o as s w gy < EDIA w g we w w @ o = EDTA
P W | - pre-mir-21 b- - pro-mie-164 - . -sSRNA 32 nt

pp—
- miR-16-1

- —— 1-miR-21 —— b

Rysunek 9. Badanie aktywnos$ci RNazowej wariantu delecyjnego ADUF(630-709) hDicer.
(A-C) Wyniki reakcji cigcia substratu: pre-mir-21 (A), pre-mir-16-1 (B) oraz dsRNA_ov (C).
Reakcje byly prowadzone w czasie 10, 30, 60 oraz 120 min (wzrastajacy czas 0znaczono
trojkatem) i zawieraly 18 nM biatka ADUF(630-709) lub petnej dtugosci biatko hDicer (hDcr).
(K-) kontrola bez biatka zawierajgca substrat w buforze reakcyjnym. (K+) kontrola bez biatka
zawierajgca substrat w buforze reakcyjnym z dodatkiem EDTA. (+EDTA) kontrola, w ktorej do
reakcji cigcia dodano EDTA. Substraty posiadaty wyznakowany z uzyciem [y*?P]-ATP koniec 5.
Rozdziaty prowadzono w 15% PAA. Rysunek stworzony na podstawie publikacji Szczepanska
i in. [26].
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4.1.3.2 Badanie aktywnos$ci RNazowej wariantow ADUF(625-752) oraz ADUF(630-
709) w warunkach in cellulo

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie aktywno$ci RNazowej wariantu
ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709) wobec wczesniej testowanych kanonicznych
substratow pre-miRNA: pre-mir-16-1 oraz pre-mir-21, w warunkach in cellulo. Oba
badane pre-miRNA sg wydajnie produkowane w komorkach HEK 293T. Komorki HEK
293T NoDice transfekowano odpowiednim plazmidem kodujagcym wariant ADUF(625-
752) lub ADUF(630-709), a nast¢pnie, po uptywie 72 h, zbierano osady komodrkowe
(Metody 3.2.13). Frakcje catkowitego RNA izolowano za pomoca odczynnika TRIzol
(Invitrogen), zgodnie z protokotem producenta. Nastgpnie, proces produkcji miRNA
z ramienia 5’ badano z wykorzystaniem reakcji RT-gPCR (ang. reverse transcription
quantitive real-time PCR) [91]. Kontrole negatywna stanowily komorki HEK 293T
NoDice potraktowane tylko odczynnikiem do transfekcji, a kontrole pozytywna
stanowily komoérki HEK 293T NoDice transfekowane plazmidem kodujacym pelnej
dhugosci hDcr (Metody 3.2.21).

Otrzymane wyniki pozwolity okresli¢ wzgledny poziom miR-21-5p oraz miR-16-
1-5p w komoérkach HEK 293T NoDice, po 72 h od transfekcji, do ktorych wprowadzono
plazmid kodujacy: ADUF(625-752), ADUF(630-709) lub hDcr. Stwierdzono, ze przy
podobnych poziomach produkcji biatek w komoérkach (Rysunek 10A), wariant
ADUF(625-752) produkowat oba miRNA z nizsza wydajnoscia w poréwnaniu do biatka
typu dzikiego. Doktadniej, obnizenie poziomu miRNA wynosito ok. 40% dla miR-21-5p
I ok. 30% dla miR-16-1-5p. Natomiast w przypadku wariantu ADUF(630-709) poziom
produkcji miRNA obnizyt si¢ o ok. 30% dla miR-16-1-5p, a dla miR-21-5p nie
odnotowano istotnych zmian w poziomie produkcji, w poréwnaniu do hDcr (Rysunek
10B, C).

76



Poziom miR-21 72h po transfekc;ji Poziom miR-16-1 72h po transfekc;ji
ADUF(625-752) ADUF(630-709)  hDcr
—_ e — * %k %k k Sk Kk
|"— | I e l I ‘_—I anty-Dicer 15 * ¥ 15 — & !
— ns 5 1
| _l | -_| I h| anty-B-Aktyna g g ,L\
o 10 ~ 10
& -
] 2
o 5 o 5
k-] T
g g
] 0
@ D N & 4
K F S
3 3 4
e;s} &\ de\ %'5'\ Q@ Q\b
v s L
Rodzaj biaka Rodzaj biatka

Rysunek 10. Porownanie poziomu produkcji wybranych miRNA przez warianty delecyjne
hDicer. (A) Okreslenie poziomu wskazanych biatek w komorkach HEK 293T NoDice za pomoca
metody Western blot. (B, C) Analiza RT-qPCR wzglg¢dnego poziomu dojrzatych miR-21 (B) oraz
miR-16-1 (C) w komorkach HEK 293T NoDice (kontrola negatywna) lub w komoérkach 293T
NoDice transfekowanych plazmidem kodujacym wskazane biatko. Poziomy miRNA
normalizowano wzgledem poziomu referencyjnego genu U6. Wyniki uzyskane z trzech
niezaleznych powtoérzen biologicznych przedstawiono jako $rednig wartos¢ Cq + SD. Dane
analizowano za pomocg jednokierunkowego testu ANNOVA, a nastgpnie za pomocg testu
wielokrotnych poréwnan Dunetta. Uzyskane wartosci p sa nastgpujace, dla miR-16-1: * p <
0,0220 **** p< 0,0001; dla miR-21: ** p < 0,0079 **** p < 0,0001. Rysunek stworzony na
podstawie publikacji Szczepanska i in. [26].

Po przeanalizowaniu otrzymanych rezultatow stwierdzono, ze oba warianty,
ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709), wykazujg aktywno$¢ RNazowa, cho¢ aktywno$¢é
ta roznita si¢ w zaleznosci od wybranego substratu oraz warunkoéw reakcji. Wariant
ADUF(625-752) w warunkach in vitro wykazywat aktywnos$¢ RNazowa tylko wobec
substratu pre-mir-16-1. Natomiast w warunkach in cellulo, wariant ADUF(625-752)
produkowat miR-16-1-5p oraz miR-21-5p, ale z nizsza wydajnoscig w poréwnaniu do
hDcr, odpowiednio 0 30% i 40%. W przypadku wariantu ADUF(630-709) odnotowano
niewielkie obnizenie wydajnosci produkcji obu badanych miRNA w warunkach in vitro,
natomiast w warunkach in cellulo zaobserwowano obnizenie wydajnosci produkcji miR-
16-1-5p 0 30%, a dla miR-21-5p nie odnotowano takich réznic, w poréwnaniu do biatka
typu dzikiego.
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4.1.3.3 Badanie aktywnosci wspierania parowania RNA-RNA przez warianty
ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709)

Biorac pod uwage postawiong hipotezg, iz domena DUF283 jest kluczowa dla
aktywno$ci wspierania parowania czgsteczek kwasow nukleinowych hDicer, kolejnym
etapem badan bylo sprawdzenie jak usuni¢cie domeny DUF283 wptynie na wspomniang
aktywnos¢ hDicer. W tym celu przeprowadzono badanie aktywno$ci wspierania
parowania wzgledem kwasoéw nukleinowych (ang. nucleic acids annealing activity)
wykorzystujac dwie wzajemnie komplementarne czasteczki RNA: RNAS50 o dlugosci 50
nt oraz RNA21 o dlugosci 21 nt. Dluzsza czgsteczka RNA5SO przyjmuje strukturg typu
spinki do wloséw i1 zawiera w petni komplementarne miejsce docelowe dla czasteczki
RNA21 (Rysunek 11A). Ta para substratow zostata wykorzystana we wczesniejszych
badaniach dotyczacych aktywnosci wspierania parowania czasteczek kwasow
nukleinowych przez hDicer [93]. Przed rozpoczeciem reakcji, czasteczke RNASO
inkubowano w temperaturze 95°C, a nastgpnie powoli schtadzano do temperatury
pokojowej. Nastepnie czasteczke RNAS0 mieszano w stosunku molowym 1:1 z 5'-[y*?P]-
ATP-RNAZ21 i inkubowano przez 30 min z rosngcymi stezeniami (1.88, 3.75, 7.5, 15, 30
nM) ADUF(625-752), ADUF(630-709) lub hDcr (kontrola pozytywna) (Rysunek 11B).
Kontrole ujemna stanowita reakcja bez dodatku biatka. Doktadny opis procedury zawarty

jest w rozdziale: Metody 3.2.109.
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Rysunek 11. Badanie aktywnos$ci wspierania parowania komplementarnych par zasad
przez wariant ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709). (A) Schematyczne przedstawienie
eksperymentu. Czasteczka RNA21 (kolor niebieski) jest w petni komplementarna do 21 nt
sekwencji docelowej czasteczki RNA5O (kolor czerwony). (B) Wyniki badania aktywnosci
wspierania parowania czasteczek kwasoéw nukleinowych. Reakcje prowadzono w czasie 30 min
przy wzrastajacych stezeniach biatek ADUF(625-752), ADUF(630-709) lub hDcr (1.88, 3.75, 7.5,
15, 30 mM, wzrastajgce st¢zenia oznaczono trojkatem). (K-) kontrola bez biatka. Rozdziat
prowadzono w 10% zelu PAA. (C) Graficzne przedstawienie wynikéw pochodzacych z badania
aktywnosci opiekuniczej biatek wzgledem kwasow nukleinowych. Stupki btedow przedstawiaja
odchylenie standardowe (SD) z trzech oddzielnych eksperymentéw. Rysunek przygotowano na
podstawie publikacji Szczepanska i in. [26].

Na podstawie uzyskanych wynikoéw zaobserwowano, ze w odréznieniu od biatka
typu dzikiego, zarowno wariant ADUF(625-752) jak i ADUF(630-709), w zastosowanych
warunkach reakcyjnych nie wspieralty hybrydyzacji 21-nt RNA do komplementarnej
wobec tej czasteczki sekwencji, obecnej w rejonie trzonu RNAS0 (Rysunek 11). Zebrane
dane w znacznym stopniu potwierdzaja hipotezg, ze domena DUF283 jest niezbedna dla

aktywnos$ci wspierajgcej parowanie czgsteczek kwasow nukleinowych hDicer.

Wyniki przedstawione w tej czesci doktoratu zostaty opublikowane w: ,,The Significance
of the DUF283 Domain for the Activity of Human Ribonuclease Dicer”, 2021,

International Journal of Molecular Sciences , Szczepanska i in. (Zalacznik 1).
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4.2 Rola domeny DUF283 hDicer w wigzaniu komorkowych RNA

Biorac pod uwagg wyniki powyzej opisanych badan zadano sobie pytanie jakie
moze by¢ znaczenie domeny DUF283 hDicer dla wigzania komorkowych RNA przez te
rybonukleaze. W celu znalezienia odpowiedzi na to pytanie zastosowano metod¢ typu
CLIP (ang. crosslinking immunoprecipitation), ktora umozliwia izolacj¢ kompleksow

biatko’RNA powstajacych w zywych komorkach.

Warto wspomnie¢ w tym miejscu, iz badania prowadzone przez grupg prof. N.
Rajewskiego, dotyczace puli komorkowych RNA wigzanych przez rybonukleaze Dicer
cztowieka oraz C. elegans, zostaty wykonane z wykorzystaniem metody PAR-CLIP (ang.
photoactivatable-ribonucleoside-enhanced crosslinking and immunoprecipitation) [79].
Metoda ta charakteryzuje si¢ wysoka czuto$cig dzigki zastosowaniu w badaniach
fotoreaktywnej 4-tiourydyny (4-SU), ktéra pozwala na doktadne okreslenie miejsca
wigzania biatka z RNA, z rozdzielczoscig nukleotydowa. Metoda PAR-CLIP posiada
rowniez wady, ktore moga wpltywaé na otrzymywane wyniki. Do tych wad mozna
zaliczy¢ cytotoksycznos¢ wykorzystywanej w badaniach 4-SU, czy tez rozny poziom jej
wnikania do komorek [94, 95]. Dlatego, w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej,
do zidentyfikowania pul komoérkowych RNA wigzanych przez hDicer i warianty
ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709), postanowiono wykorzysta¢ inng pochodng
metody CLIP, doktadniej metode irCLIP (ang. infrared crosslinking
immunoprecipitation). W przypadku tej metody gtowng jej zaleta, w poréwnaniu do
metody PAR-CLIP, jest wykorzystanie adaptera z barwnikiem bliskiej podczerwieni (IR,
ang. infrared) do wizualizacji komplekséw bialtkoeRNA, przez co nie ma potrzeby
wprowadzania do komorek cytotoksycznej 4-SU. Dzigki zastosowaniu tego adaptera
metoda irCLIP jest takze metodg bardziej czula, w porownaniu do metody PAR-CLIP
[92, 96].

4.2.1 Izolacja kompleksow bialko*RNA z wybranych ludzkich linii komérkowych

W celu zbadania znaczenia domeny DUF283 hDicer w wigzaniu komorkowych
RNA wykorzystano nastgpujace modele badawcze — linie komérkowe: (i) HEK 293T —
linia typu dzikiego (WT hDicer), (ii) HEK 293T NoDice transfekowane plazmidem
kodujacym pelnej dtugosci biatko hDicer (tzw. rescue control, hDicer), (iii) HEK 293T
NoDice transfekowane plazmidem kodujacym ADUF(625-752) oraz (iv) HEK 293T
NoDice transfekowane plazmidem kodujagcym ADUF(630-709). Charakterystyka
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aktywnosci wariantow ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709) zostata przedstawiona

W poprzednim rozdziale (Rozdziat 4.1.3).

Po 72 h od transfekcji, komorki naswietlano $wiattem UV (254 nm), w celu
utworzenia wigzan kowalencyjnych pomiedzy biatkami, a zwigzanymi z nimi
czasteczkami RNA (ang. UV crossliniking). Komorki lizowano, a nast¢pnie izolowano
kompleksy biatko* RNA za pomocg ztoza magnetycznego optaszczonego przeciwcialem
specyficznym wobec C-konca biatka hDicer (Anti-Dicer Antibody sc-136979, Santa Cruz
Biotechnology) lub przeciwciatlem specyficznym wobec biatka IgG, ktore stuzyto jako
kontrola izolacji specyficznych kompleksow biatkosRNA (Normal Mouse 1gG sc-2025,
Santa Cruz Biotechnology). Kolejnym etapem byta defosforylacja konca 3’ czasteczek
RNA zwigzanych z biatkiem oraz przytaczenie do tych czasteczek adaptera z barwnikiem
IR.  Odczepione od =zloza kompleksy bialkocRNA poddano rozdzialowi
elektroforetycznemu w zelu typu SDS-PAGE, a nastgpnie przeprowadzono ich transfer
na membrang nitrocelulozowa. Nastepnie, kompleksy biatkoeRNA wizualizowano

z wykorzystaniem urzadzenia Odyssey Li-COR CLx Imager (Rysunek 12).

WT hDicer hDicer ADUF(625-752) ADUF(630-709)

M 3 MIgG 1 1 2

kDa
185
115 -

Rysunek 12. Wizualizacja komplekséw hDcreRNA, ADUF(625- 752)-RNA oraz ADUF(630-
709)*RNA wyizolowanych za pomoca metody irCLIP, po transferze na membrang
nitrocelulozowsa. Zaznaczone czerwong ramka fragmenty membrany wykorzystano w dalszych
analizach. (M) marker wielkosci PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific). 1gG — kontrola specyficznosci izolacji kompleksow. Kompleksy wizualizowano
z wykorzystaniem aparatu Odyssey Li-COR CLx Imager dzigki zastosowaniu barwnika bliskiej
podczerwieni (IR).

M 2 3 IgG 3 M IgG

M1 2 3M MGG

kompleks
biatko*RNA

dimery
adaptera
IR

Z membrany wycigto fragmenty, W ktorych znajdowaty si¢ pozadane kompleksy
biatko*RNA (fragmenty zaznaczone czerwong ramka na Rysunku 12). Kolejnym etapem
byto odzyskanie RNA z kompleksow biatkosRNA. W tym celu wyciete fragmenty
membrany inkubowano z proteinaza K, ktora trawi biatka obecne w kompleksach,

pozostawiajac jedynie pojedyncze aminokwasy zwigzane z RNA w miejscu gdzie
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wytworzylo  si¢  wigzanie = kowalencyjne. = RNA  oczyszczono  metoda
fenol:chloroform:alkohol izoamylowy i stracano za pomocg 96% etanolu. Oczyszczony
RNA poddano reakcji odwrotnej transkrypcji, a otrzymany cDNA cyrkularyzowano
i nastepnie amplifikowano za pomocg reakcji PCR. Tak uzyskany material zostat
wykorzystany do przygotowania bibliotek cDNA do reakcji sekwencjonowania NGS.
Szczegolowy opis izolacji kompleksow biatkoeRNA metoda irCLIP zostal opisany
w rozdziale: Metody 3.2.27.

4.2.2 Analiza iloSciowo-jakoSciowa przygotowanych bibliotek cDNA do

sekwencjonowania NGS

Gotowe biblioteki cDNA zostaty sprawdzone pod wzglgdem ilosciowym
i jakosciowym. Do zmierzenia stgzenia otrzymanych bibliotek cDNA wykorzystano
zestaw QuantiFlor® ONE dsDNA (Promega). Préby do analiz przygotowano zgodnie
z protokotem producenta i analizowano z wykorzystaniem urzadzenia Quantus™
Fluorometr (Promega) (Metody 3.2.20). W zaleznosci od probki, uzyskano stezenia
w przedziale 0,15-7,5 ng/pul.

Nastepnie jako$¢ bibliotek zostata sprawdzona dzigki wykorzystaniu
bioanalizatora Agilent Bioanalyzer 2100 (Metody 3.2.28). Bioanalizator to urzadzenie,
ktore stuzy do przeprowadzenia wysokiej rozdzielczosci elektroforezy kapilarnej typu
TapeStation, a wyniki tego rozdzialu umozliwiaja oceng jakoSciowa proby tj. ocene
rozktadu dhtugosci fragmentéw kwasu nukleinowego w badanej probie, wskazujac takze
ewentualne zanieczyszczenie proby. Na Rysunku 13 zaprezentowano wyniki
kapilarnego rozdziatu elektroforetycznego gotowych bibliotek cDNA. Oczekiwana
dhugos¢ fragmentéw dla analizowanych cDNA powinna zawiera¢ si¢ W przedziale 145-
200 pz. Rozktad dlugosci w poszczegdlnych bibliotekach jest zalezny od dlugosci
zwigzanej przez badane biatko czasteczki RNA. Ponadto, do kazdej zwigzanej czasteczki
RNA dodawany jest 131 nt adapter, ktory zawiera m. in. sekwencj¢ komplementarng do
sekwencji starterow P3/P5 Solexa oraz sekwencje UMI (ang. Unique Molecular
Identifiers). Dzigki przypisaniu odpowiednich sygnalow (w postaci pikoéw)
pochodzacych od analizowanej proby do pikow markera dlugosci, mozliwe jest
okreslenie dtugosci fragmentow w probie. Przeprowadzona analiza wykazata, Zze rozktad

dhugosci fragmentow cDNA w badanych probach znajdowat si¢ w przedziale 160-400 nt.
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Rysunek 13. Obraz rozdzialu elektroforetycznego typu TapeStation bibliotek cDNA.
Rozdziat wykonano z uzyciem chipow High Sensitivity D1000 ScreenTape®. (M) marker
wielkosci High Sensitivity D1000 Ladder (Agilent). Do kazdej proby dodawane sg 2 markery
wielkosci: krotki o dtugosci 25 pz (zaznaczony na zielono) oraz diugi o dlugosci 1500 pz
(zaznaczony na fioletowo).

Analiza ilosciowo-jakosciowa bibliotek cDNA wykazata, ze kazda z bibliotek
moze zosta¢ wykorzystana w reakcji sekwencjonowania NGS. Kolejnym krokiem byto
przygotowanie jednej, tzw. znormalizowanej biblioteki cDNA (Metody 3.2.29).
Koncowe st¢zenie kazdej z bibliotek wynosito 0,05 ng/pl. Kontrolg IgG potraktowano
objetosciowo, t]. z kazdej biblioteki kontroli IgG dodano po 2 pl do biblioteki koncowe;.
Nastepnie znormalizowang biblioteke sprawdzono pod wzgledem iloSciowym
I jakosciowym wykorzystujagc wczesniej opisang procedure, a pomiar stezenia wykonano
w trzech powtdrzeniach technicznych. Srednie stezenie biblioteki wynosito 0,315 ng/ul.
Na koncu wyznaczono stgzenie molowe biblioteki, ktore wyniosto ~3 nM. Na Rysunku
14 zaprezentowano wyniki rozdziatu elektroforetycznego znormalizowanej biblioteki
fragmentéw cDNA z wykorzystaniem analizy typu TapeStation. Sredni rozktad dtugosci
biblioteki wynosit 160 pz, co wskazuje na oczekiwany rozklad dtugosci fragmentow

W probie.
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Rysunek 14. Obraz rozdzialu elektroforetycznego typu TapeStation znormalizowanej
biblioteki. Rozdzial wykonano z uzyciem chipu High Sensitivity D1000 ScreenTape®. (M)
marker wielkosci High Sensitivity D1000 Ladder (Agilent). Do kazdej proby dodawane sg
2 markery wielkosci: krotki o dlugosci 25 pz (zaznaczony na zielono) oraz dtugi o dlugosci 1500
pz (zaznaczony na fioletowo).

W ten sposob znormalizowana biblioteka zostala nast¢pnie przygotowana do
sekwencjonowania NGS, zgodnie z protokotem NextSeq 500 and 550 Sequencing
Systems: Denature and Dilute Libraries Guide (#15048776v16 (Illumina)). Zastosowano
sekwencjonowanie o wysokiej przepustowosci NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5
(75 Cycles) (Illumina). Sekwencjonowanie przebiegto z uzyciem sekwenatora Illumina
NextSeq550 (Illumina) (Metody 3.2.30) i pozwolito uzyskac odczyty 1x75 pz do formatu

fastaqg.

4.2.3 Raport jakos$ci uzyskanych danych pochodzacych z sekwencjonowania

bibliotek cDNA

Surowe dane pochodzace z reakcji sekwencjonowania NGS poddano kontroli
jakosci, wstepnej obrobce 1 uporzadkowaniu, zgodnie z opisem zawartym w punkcie:
Metody 3.2.31. Tak przygotowane dane analizowano zgodnie z protokotem nf-
core/clipseq, ktory opisuje w jaki sposob nalezy analizowaé¢ dane pochodzace
z sekwencjonowania CLIP-seq [97]. Dzigki zastosowaniu wspomnianego protokotu
wygenerowano koncowy raport MultiQC, ktéry stanowi podsumowanie jako$ci

uzyskanych danych.
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Przeprowadzona analiza wykazata bardzo dobrg jako$¢ sekwencjonowania, na co
wskazuje warto$¢ wspotczynnika logarytmicznego Q, ktorego warto$¢ dla wszystkich
badanych prob wynosita Q>35. Wartosci takie S$wiadcza o bardzo niskim
prawdopodobienstwie popelnienia btedu przez polimeraze podczas sekwencjonowania
(Rysunek 15).

A FastQC: Per Sequence Quality Scores

Count

Mean Sequence Quality (Phred Score)

B FastQC: Mean Quality Scores

Phred Score

Position (bp)

Rysunek 15. Raport FastQC przedstawiajacy jako$é¢ otrzymanych odczytow. (A) Wykres
pokazujacy $rednig jakos¢ sekwencji odczytéw dla kazdej proby. Os OY (Count) okresla tgczng
liczbe otrzymanych odczytéw dla kazdej proby. O§ OX (Mean Sequence Quality (Phred Score)
okres$la $rednia jakos$¢ dla kazdej proby. (B) Wykres pokazujacy $rednig warto$¢ jakosci dla
kazdej pozycji nukleotydu, ktory zostat odczytany w trakcie sekwencjonowania. Os OY (Phred
Score) na wykresie pokazuje wyniki jakosci dla kazdej z prob. O§ OX (Position (bp)) wskazuje
pozycje nukleotydu, dla ktorej nastapit odczyt. Wszystkie badane proby pozycjonuja si¢ na
zielonym tle (Q>35), co $wiadczy o bardzo dobrej jakosci otrzymanych odczytow. Wykresy
zostaly wygenerowane przez narz¢dzie MultiQC.

85



Nastepnie wygenerowano ogolne podsumowanie przypisania (tzw. zmapowania)
wszystkich odczytow uzyskanych dla poszczegdlnych prob. Odcezyty te byty mapowane
do krotkich czgsteczek RNA o dlugosci 18-30 nt, tzw. smrna_reads, oraz do genomu
referencyjnego cztowieka (wersja hg38) tzw. genome reads (Rysunek 16). Odczyty,
ktore nie zostaly zmapowane oznaczone sa na Rysunku 16 jako odczyty niezmapowane,
tzw. unmapped_reads. Srednia liczba odczytow dla proby WT hDicer wynosita:
(i) 58 633 zmapowanych odczytéw do smRNA, (ii) 115 256 odczytéw zmapowanych do
genomu oraz (iii) 376 340 odczytow niezmapowanych. Dla proby hDicer otrzymano
srednig liczbe odczytow (i) zmapowanych do smRNA: 28791, (ii) odczytow
zmapowanych do genomu: 147 221 oraz (iii) niezmapowanych odczytow: 231 991.
W przypadku proby ADUF(625-752) érednia liczba odczytow wynosita: (i) 146 326
odczytow zmapowanych do smRNA, (ii) 131 366 odczytdéw zmapowanych do genomu
oraz (iii) 363 848 odczytow niezmapowanych. Dla proby ADUF(630-709) otrzymano
srednig liczb¢ odczytow (i) zmapowanych do smRNA: 1128 509, (ii) odczytow
zmapowanych do genomu: 1 172 368 oraz (iii) niezmapowanych odczytow: 1 972 261.
Mozna zauwazy¢, ze wiele z otrzymanych odczytow nie zostato przypisanych do smRNA
czy referencyjnego genomu, co zwigzane jest z faktem, ze uzyskane odczyty byty za
krétkie lub byly dopasowane z réwng dokladnoscig do zbyt wielu miejsc w genomie
referencyjnym. Dodatkowo, podczas sekwencjonowania jako kontrolg jakoSci

I wydajnosci reakcji wykorzystano biblioteke bakteriofaga PhiX.

86



WT hDicer (1)

WT hDicer (2)

WT hDicer (3)

WT hDicer (IgG)
hDicer (1)

hDicer (2)

hDicer (3)

hDicer (IgG)
ADUF(625-752) (1)
ADUF(625-752) (2)
ADUF(625-752) (3)
ADUF(625-752) (IgG)

ADUF(630-709) (1)

Mapping

ADUF(630-709) (2)
ADUF(630-709) (3)

_
I
ADUF(630-709) (IgG) ]

0 10 20 30 40 50 60 /70 80 90 100

Percentages

smrna_reads @ genome_reads unmapped_reads

Rysunek 16. Procentowe przedstawienie zmapowania otrzymanych odczytow dla kazdej
badanej préby. Odczyty przyrownywano do krotkich RNA (smrna_reads, kolor niebieski) oraz
do genomu cztowicka hg38 (genome reads, kolor szary). Odczyty niezmapowane 0znaczono
kolorem zielonym (unmapped_reads). Wykres zostat wygenerowany przez narzedzie MultiQC.

W celu przypisania otrzymanych odczytow do genomu referencyjnego cztowieka
(hg38) najpierw wykonano wstepne przypisanie odczytow (ang. pre-mapping) do
sekwencji TRNA oraz tRNA. Do tej analizy wykorzystano narz¢dzie Bowtie 2, ktore
pozwala szybko i wydajnie przyrownaé otrzymane odczyty do krotkich sekwencji RNA
zawartych w genomie referencyjnym. Wstepne mapowanie dla wszystkich badanych
prob przedstawiono na wykresie, na Rysunku 17. Wykres ten pokazuje procent odczytow
zmapowanych do referencyjnego genomu na trzy rézne sposoby: (i) odczyty zmapowane
jednoznacznie (ang. SE mapped uniquely), ktére maja tylko jedno dopasowanie
w genomie referencyjnym; (ii) odczyty zmapowane kilkukrotnie (ang. SE multimapped)
do referencyjnego genomu (zmapowanie do wigcej niz 1 miejsca) oraz (iii) odczyty

niezmapowane (ang. SE not aligned).
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Bowtie 2: SE Alignment Scores
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Rysunek 17. Wykres obrazujacy zmapowanie odczytéw do sekwencji rRNA oraz tRNA
znajdujacych si¢ w genomie referencyjnym czlowieka (hg38), wyrazone w procentach.
Kolorem niebieskim oznaczono odczyty zmapowane jednoznacznie (SE mapped uniquely),
kolorem pomaranczowym oznaczono odczyty zmapowane Kilkukrotnie (SE multimapped) oraz
kolorem czerwonym oznaczono odczyty niezmapowane (SE not aligned) do genomu
referencyjnego cztowieka hg38. Wykres zostal wygenerowany przez narzedzie MultiQC.

Kolejnym etapem byto przypisanie odczytow, niezmapowanych przez Bowtie 2,
dla badanych préb do genomu referencyjnego czlowieka za pomoca narzedzia STAR
(ang. mapping), ktore pozwala przyrownac odczyty do poszczegdlnych miejsc w ludzkim
genomie (Rysunek 18). W przypadku narzedzia STAR wystepuja cztery rodzaje
mapowania: (i) odczyty zmapowane jednoznacznie (ang. uniquely mapped); (ii) odczyty
zmapowane do wiecej niz 5 miejsc w genomie (ang. mapped to too many loci);
(iii) odczyty krotsze niz 12 nt, ktore nie zostaty zmapowane (ang. unmapped: too short)
oraz (iv) odczyty niezmapowane (ang. unmapped other). Liczba niezmapowanych
odczytow do genomu referencyjnego moze wynika¢ z bledow réznych enzyméw
wykorzystanych w procesie produkcji bibliotek cDNA, czego wynikiem jest

niesparowanie odczytu z referencyjnym genomem cztowieka.
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STAR: Alignment Scores
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Rysunek 18. Wykres obrazujacy zmapowanie odczytéw do genomu referencyjnego
czlowieka (hg38), wyrazone w procentach. Kolorem niebieskim oznaczono odczyty
zmapowane jednoznacznie (uniquely mapped); kolorem pomaranczowym 0znaczono odczyty

wykorzystano narzedzie BEDTools, ktore pozwala na identyfikacj¢ miejsc wigzania
biatka do RNA, tzw. crosslinku. Narzedzie to generuje dwa pliki: (i) plik o rozszerzeniu
.bed, w ktérym znajdziemy informacj¢ o miejscach crosslinku, z rozdzielczoscig do
pojedynczego nukleotydu, a wynik analizy informuje nas o liczbie wigzan w danej
pozycji nukleotydowej oraz (ii) plik o rozszerzeniu .bedgraph, w ktérym znajduje si¢
informacja o wigzaniach zidentyfikowanych w obrebie nici dodatniej oraz ujemnej
genomu stanowigcego referencje. Na Rysunku 19 przedstawiono liczbe
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zidentyfikowanych miejsc wigzan oraz liczb¢ zidentyfikowanych miejsc crosslinku dla
kazdej badanej proby. Liczba zidentyfikowanych miejsc crosslinku jest rézna dla kazde;j
proby, co wynika z roznej liczby odczytow przypisanych zgodnie z sekwencjg UMI. Jak
mozna zauwazy¢ na wykresie, réznica pomiedzy liczbg zdarzen wigzania a liczbg miejsc
crosslinku dla kazdej badanej proby jest niewielka. Stosunek liczby zdarzen wigzania do

liczby miejsc crosslinku waha si¢ w przedziale 1.02-1.29 (Rysunek 20).

Counts
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Rysunek 19. Liczba zdarzen wiazan oraz miejsc crosslinku dla kazdej badanej proby. Liczba
zidentyfikowanych zdarzen wigzan oznaczona jest kolorem niebieskim (total xlinks) a liczba
miejsc crosslinku kolorem szarym (total_xlinksites). Wykres zostal wygenerowany przez
narzedzie MultiQC.
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Rysunek 20. Stosunek liczby zidentyfikowanych zdarzen wigzan do liczby miejsc crosslinku
dla kazdej badanej proby. Wykres zostat wygenerowany przez narzedzie MultiQC.
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Na podstawie zebranego raportu o jakosci uzyskanych danych pochodzacych
z sekwencjonowania NGS stwierdzono, ze dane spetniaja wszystkie wymagane kryteria

I moga zosta¢ poddane dalszym analizom.

424 Wstepna analiza poréwnawcza pul RNA wiazanych przez warianty

ADUF(625-752), ADUF(630-709) oraz hDicer

Jak wspomniano powyzej, w badaniach komoérkowej sieci oddziatywan pomiedzy
RNA a hDicer oraz RNA i wariantami delecyjnymi ADUF(625-752) oraz ADUF(630-
709), wykorzystano nastepujace uktady — linie komorkowe: (i) komorki HEK 293T —
linia typu dzikiego (WT hDicer), (ii) komorki HEK 293T NoDice transfekowane
plazmidem kodujacym petnej dtugosci biatko hDicer (tzw. rescue control, hDicer), (iii)
komorki HEK 293T NoDice transfekowane plazmidem kodujacym ADUF(625-752) oraz
(iv) HEK 293T NoDice transfekowane plazmidem kodujagcym ADUF(630-709).

Analiz¢ uzyskanych danych rozpoczeto od identyfikacji rejondow, z ktorymi
wigzaty si¢ badane biatka: WT hDicer, hDicer, ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709).
Wykorzystujagc  protokét  nf-core/clipseq [97], wyznaczono s$rednig  liczbe
zidentyfikowanych miejsc wigzania, ktora wynosita odpowiednio: 1492 612 dla WT
hDicer, 1571380 dla hDicer, 862941 dla ADUF(625-752) oraz 16 175056 dla
ADUF(630-709). Poniewaz odczyty bylty mapowane do genomu cztowieka (wersja hg
38), zatem wickszo$¢ miejsc wigzania si¢ badanych biatek zostata przypisana do
szerokiego zakresu miejsc w obrebie genomu, np. fragmentéw genomu ulegajacych
transkrypcji do mRNA, czy tez niekodujacych RNA (ncRNA), ale takze do miejsc
egzonowych, czy intronowych wielu genéw (Rysunek 21). Warto w tym miejscu
podkresli¢, ze w przypadku wczesniejszych analiz pul RNA wigzanych przez hDicer
w komorkach typu HEK 293T, z wykorzystaniem metody PAR-CLIP-seq, réwniez

otrzymano podobne rezultaty [79].
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Miejsca wigzania WT hDicer
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Rysunek 21. Wykresy kolowe obrazujace typy miejsc wiazania dla badanych bialek.
W nawiasach przedstawiono wartosci procentowe przypisane poszczegdlnym typom miejsc
wigzania, W odniesieniu do sumy wszystkich uzyskanych odczytéw dla kazdego badanego biatka.
Odczyty mapowano do ludzkiego genomu (wersja hg38).

Nastepnie postanowiono sprawdzi¢ z jakimi typami czgsteczek ncRNA wigzaty
si¢ poszczegoblne biatka. Jak mozna zauwazy¢ na Rysunku 22, wszystkie badane biatka
najliczniej oddzialywaly z IncRNA, a najmniej wigzan odnotowano dla czasteczek
misc_RNA, czyli czasteczek RNA, ktorych nie przypisano do innych, znanych typow
ncRNA. Ponownie, otrzymane dane odpowiadajg rezultatom zaprezentowanym
w publikacji Rybak-Wolf i in. [79], w ktorej wykazano, ze hDicer wiaze si¢ licznie
z mRNA oraz IncRNA.
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Typy ncRNA wigzanych przez WT hDicer Typy ncRNA wigzanych przez hDicer
SNRNA (7%) SNRNA (4%)
snoRNA (8%) snoRNA (2%)
IncRNA (62%) IncRNA (87%)
mm misc_RNA (1%) == misc_RNA (1%)
Mt_rRNA (20%) Mt_rRNA (5%)
== MiRNA (2%) == miRNA (1%)
C D
Typy ncRNA wigzane przez ADUF(625-752) Typy ncRNA wigzanych przez ADUF(630-709)
SNRNA (5%) SNRNA (8%)
snoRNA (9%) SnoRNA (6%)
IncRNA (74%) INcRNA (74%)
== misc_RNA (2%) mm  misc_RNA (1%)
Mt_rRNA (7%) Mt_RNA (8%)
== miRNA (3%) == MiRNA (3%)

Rysunek 22. Wykresy kolowe obrazujace typy niekodujacych RNA wiazanych przez badane
bialka. W nawiasach przedstawiono warto$ci procentowe przypisane poszczegdlnym typom,
ncRNA, w odniesieniu do sumy wszystkich uzyskanych odczytéw dla ncRNA, dla kazdego
badanego biatka.

We wspomnianej publikacji odnotowano takze wiele miejsc wigzania hDicer
w obrgbie transkryptu genu DICERL. Postanowiono zatem sprawdzi¢ ile odczytow
zostalo zmapowanych do transkryptu genu DICER1 w badanych uktadach (Rysunek 23).
Jak mozna zauwazy¢, we wszystkich badanych uktadach odnotowano liczne miejsca
wigzan w obrgbie transkryptu genu DICER1: dla WT hDicer bylo to $rednio 2174
odczytow, dla hDicer bylo to 1814 odczytow, dla ADUF(625-752) bylo to 2428
odczytow, a dla ADUF(630-709) byto to 4214 odczytow. Dla kontroli IgG $rednia liczba
odczytow dla genu DICER1 wynosita 433 odczyty. Relatywnie niewielka liczba
odczytow przypisanych do kontroli IgG $wiadczy o specyficznosci izolacji kompleksow
biatkoeRNA. W tym miejscu warto podkresli¢, ze zarowno w komorkach HEK 293T, jak
I HEK 293T NoDice, obecny jest transkrypt genu DICERL. Jednakze w przypadku
komoérek HEK 293T NoDice gen DICERL1 posiada delecje w obrebie rejonu kodujacego
domeng helikazy [19].
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llos¢ odczytow dla genu DICER1

5000
4000+
3000
2000
1000 - H

0- T T -_
o-\oé -\oé ,\931) ,\Q°-‘\ \go

AR S
& 6"@0“@
®

llo$¢ odczytow

Badany uktad

Rysunek 23. Wykres przedstawiajacy liczbe odczytow dla miejsc wigzan zmapowanych do
genu DICER1 w komérkach HEK 293T typu dzikiego oraz NoDice produkujgcych
wskazane bialka.

Nastepnie sprawdzono do jakich rejonow transkryptu DICER1 wigzaty si¢ badane
biatka (Rysunek 24). Przeprowadzona analiza w programie IGV (ang. Integrative
Genomics Viewer) wykazata, ze wszystkie badane biatka licznie wigzaty si¢ do miejsc
mapujacych sie¢ w obrebie genu DICERL. Udato si¢ wskaza¢ rejony, ktore byty wigzane
przez wszystkie badane biatka (Rysunek 25), ale tez takie, ktore byty wigzane tylko przez
hDicer (Rysunek 26). Nie zaobserwowano rejonéw w obrebie transkryptu genu DICERL,
z ktorymi wigzaty sie tylko warianty ADUF hDicer. W kolejnym etapie przewidziano
struktury drugorzedowe zidentyfikowanych sekwencji, w tym celu wykorzystano
program RNAfold [98]. Wigzanie hDicer oraz wariantow ADUF hDicer wystgpowato
w obrebie sekwencji, ktore potencjalnie mogg przyjmowac struktury typu spinki do
wlosow (Rysunek 25, 26). Warto zauwazy¢, ze warianty ADUF hDicer wigzaly si¢
z krotszymi fragmentami sekwencji, ktore tworzyly struktury typu spinki do wlosow
(Rysunek 25). W przypadku biatka hDicer zaobserwowano wigzanie si¢ z dtuzszymi
sekwencjami, ktore mogg przyjmowac bardziej ztozone struktury sktadajace si¢ z wiecej

niz jednej struktury typu spinki do wlosow (Rysunek 26).
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Podsumowujac, dopiero analizy roznicowe prowadzone na poziomie sekwencji,
z rozdzielczos$cia do pojedynczego nukleotydu, wskazaty roznice pomigedzy pulami RNA
wigzanymi przez hDicer oraz warianty ADUF hDicer. W niniejszej pracy przedstawiono
wyniki wstepnych analiz réznicowych pul RNA wigzanych przez hDicer 1 poszczegdlne
warianty ADUF hDicer. Badania te beda kontynuowane i rozszerzone o szczegétowe

analizy miejsc wigzan w obrebie transkryptow innych genow.
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Rysunek 24. Graficzne przedstawienie odczytow zmapowanych do egzonéow genu DICER1 (NM_001195573.1) (A-C). Referencje stanowit genom hg38
cztowieka. Analiza wykonana w programie IGV. Pokrycie poszczegélnych egzonow jest przedstawione w formie skali logarytmicznej.
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95,124, 200 pz. 95,124, 220 pz. 95,124, 240 pz 95,124, 260 pz 95,124,280 pz. 95,124, 300 pz
[0-225)
WT hDicer TG GTATCTTCTTTCCAC T TTCCGCACT TG CTTCTCTTTITTICTTC PTRCTVCAVCETL
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GATTTACCTGTTTAAGACAACTGCTGTGTATCTTCTTTCCACAAAAATAATT CCGCACAAAATGTTGGTAAAAGGAGAAGGAAAATTTGTCTCTGGCTTCTCTTTTTCTTCAATTTCTITCATCCTC

hg38

egzon 7
sekwencja @TH C MA@ G)

B ADUF(625-752)
B ADUF(630-709)

AG, = -2.60 kcal/mol

AG, =-15.27 kcal/mol
Rysunek 25. Graficzne przedstawienie odczytow zmapowanych do egzonu 7 genu DICER1 (NM_001195573.1) oraz przewidywane struktury
drugorzedowe rejonéw wiazanych przez badane bialka . Na panelu A oraz B przedstawiono miejsca wigzania dla WT hDicer (A) oraz hDicer (B). Miejsca
wigzan wariantow delecyjnych hDicer, w obrebie struktur wigzanych przez hDicer i przedstawionych na rysunku, oznaczono wskazanymi kolorami. Struktury
zostaly wygenerowane w programie RNAfold.
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Rysunek 26. Graficzne przedstawienie odczytéw zmapowanych do egzonu 14 genu DICER1 (NM_001195573.1) oraz przewidywane struktury
drugorzedowe rejonow wiazanych przez WT hDicer oraz hDicer. Struktura zostaly wygenerowana w programie RNAfold.
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4.3 Badania oddzialywan hDicer z czasteczkami RNA i DNA

przyjmujacymi strukture G-kwadrupleksow

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem metody irCLIP-seq pozwolity na
zidentyfikowanie pul RNA wigzanych przez hDicer w komoérkach HEK 293T. Wéréd
tych RNA znaleziono wiele czgsteczek bogatych w ciggi guanozynowe (G). Na poczatku
sprawdzono, czy wsrod licznych komdorkowych RNA bogatych w ciagi G 1 wigzanych
przez biatko hDicer, wystepuja takie sekwencje, ktore moga przyjmowaé struktury G-
kwadrupleksu. Dzigki wykorzystaniu programu Quadron [99] udato si¢ zidentyfikowaé
liczne sekwencje, ktore potencjalniec mogg tworzy¢ takie struktury (Tabela 24). Co
ciekawe, wyniki wczesniejszych badan, zaprezentowane w rozprawie doktorskiej dr
N. Koralewskiej, ujawnity, iz hDicer wydajnie wigze czasteczki RNA przyjmujace
struktury G-kwadrupleksu [A]. Bioragc pod uwage zgromadzone dane postanowiono
przyjrze¢ si¢ blizej problemowi oddziatywan pomiedzy hDicer a czasteczkami RNA
i DNA przyjmujacymi struktury G-kwadrupleksu.



Nr.

Lokalizacja
Nazwa ID chromosomu/ ]
Koordynaty ) ) Sekwencja w
genu transkryptu (orientacja )
o transkrypcie
nici)
GGGCTGCTG
ENST0000 238239932- CTGGGCGGC
HES6 2(-) 5-UTR
0409002.3 238240025 CGCGGGGCA
GCGGAGGG
GGGCGGGAG

ENST0000 115544690-
FEM1C 5() GCAGCTCGG 5'-UTR
0274457.3 115544741

GTGGCGGGG
3-UTR,
GGGGGTGGA o
miejsce
ENSTO0000 37699261- GGGGGCCAC ) )
ZNF703 8 (+) wigzania
0331569.4 37699413 CTGGGTGGC
docelowych
AGGGG ]
miRNA
3-UTR,
GGGGGAGGG o
miejsce
ENSTO0000 55674075- TGGGGGCAG
U2AF2 19 (+) wigzania
0308924.4 55674122 GGCTGGCTG
docelowych
GGGG )
MiRNA
3-UTR,
GGGGAATCA o
miejsce
ENSTO0000 33676081- GCAAAGGGG ) )
E2F1 20 (-) wigzania
0343380.5 33676154 AGGAGGGGT
docelowych
GTGGGG ]
MiRNA

Tabela 24. Przykladowe fragmenty transkryptow bogate w ciagi G, potencjalnie
przyjmujace struktury G-kwadrupleksu i wiazane przez hDicer (na podstawie wynikéw
analiz danych pochodzacych z sekwencjonowania NGS bibliotek ¢cDNA uzyskanych z
izolacji komplekséw hDicersRNA metodg irCLIP). Analize potencjatu RNA do przyjmowania
struktur G-kwadrupleksu wykonano z uzyciem narzedzia Quadron [99]. Na czerwono zaznaczono
ciggi reszt guanozyny.

W badaniach oddziatywan pomig¢dzy hDicer i RNA przyjmujacymi struktury G-
kwadrupleksu (RNA-G4) wykorzystywano preparat hDicer (hDcr) otrzymywany
w komorkach HEK 293T NoDice (Metody 3.2.15) (Rysunek 7). Poczatkowo,
potwierdzono zdolno$¢ hDcr do wigzania RNA-G4. W tym celu wykorzystano metod¢

spowolnionej migracji w zelach poliakrylamidowych (EMSA). W mieszaninach
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reakcyjnych obecne byty: hDcr (250 nM) i znakowane na koncach 5', z uzyciem [y32P]-
ATP, czasteczki RNA-G4 (5 nM): TER10 [r(GGG UUA GGGU)] - fragment
telomerowego RNA (tzw. TERRA) cztowicka oraz G4U4G4 [r(GGG GUU UUG GGG)]
— fragment TERRA orzeska Oxytricha nova. Wybrane RNA-G4 zostaly wcze$niej
scharakteryzowane pod katem przyjmowania struktur G4 [100, 101]. Szczegotowe
informacje na temat oligomerow przedstawiono w rozdziale: Suplementy w Tabeli S1.
Kontrol¢ ujemng stanowita reakcja bez dodatku biatka hDcr (K-). Pozytywng kontrole
reakcji wigzania stanowita reakcja, w ktorej wykorzystano pre-miRNA (pre-mir-21)
(Metody 3.2.18).

Uzyskane wyniki potwierdzity, ze hDicer wydajnie wigze czasteczki TER10 oraz
G4U4G4 (Rysunek 27).

TER10 G4U4G4  pre-mir-21
-+ L - + hDcr

>
» -——

‘ ] kompleks
- -

- 1 . ‘ ‘ ]wolny substrat

Rysunek 27. Badanie oddzialywan pomiedzy czasteczkami RNA przyjmujacymi strukture
G-kwadrupleksu a hDcr. Do badania wykorzystano wyznakowane, za pomocg [y*2P]-ATP na
koncu 5', czasteczki RNA-G4 (TER10, G4U4G4) lub pre-mir-21 oraz preparat hDcr (250 nM).
Znaki: (+) oraz (-) odnosza si¢ do obecnosci hDcr w mieszaninie reakcyjnej. Proby rozdzielano
w 5% PAA. Rysunek przygotowano na podstawie publikacji Koralewska&Szczepanska i in.
[102].

Kanoniczne substraty Dicer, tj. czasteczki pre-miRNA i pre-siRNA, kotwiczone
sg W obrebie kieszeni wigzacych (5’ i 3") obecnych w kasecie PPC Dicer, czyli w rejonie
obejmujagcym domeny platformy, PAZ oraz helisy taczacej (Rysunek 28A) [38, 90].
Biorgc pod uwage te informacje, postanowiono sprawdzi¢ czy kaseta PPC moze rowniez

wigza¢ czagsteczki RNA przyjmujgce strukture G-kwadrupleksu. W badaniach
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wykorzystano znakowane na koficach 5', z uzyciem [y*’P]-ATP, czasteczki TER22
(r[AGGG(UUAGGG)3] - dtuzsza wersja czasteczki TER10 oraz G4U4G4.

Ze wzgledu na fakt, ze sekwencje zawierajgce powtdrzenia telomerowe sg obecne
nie tylko w TERRA, ale takze w telomerowym DNA na koncach chromosomow,
w badaniach wykorzystano takze odpowiedniki DNA czasteczek TER22 oraz G4U4G4,
tj. czasteczki: TEL22 (A[AGGG(TTAGGG)3]) oraz G4T4G4 (d(GGGGTTTTGGGG))
(Metody 3.1.1, Tabela 1). Wybrane DNA-G4 zostaty wczesniej scharakteryzowane pod
katem przyjmowania struktur G4 [103, 104]. W reakcji wigzania zastosowano
wzrastajace stezenie PPC (0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400
nM) oraz 5 nM wskazanego 5'-[y32P]-ATP-oligomeru. Reakcja kontrolng ujemng (K-)
byla reakcja bez biatka (Metody 3.2.18).

Otrzymane rezultaty wykazaly, ze domena PPC wiaze wszystkie cztery testowane
substraty (Rysunek 28B-E). W przypadku czasteczek RNA-G4 mozna byto
zaobserwowac tworzenie si¢ stabilnych kompleksow juz przy najnizszym stezeniu biatka
PPC (ok. 0.2 nM) (Rysunek 28B, C). Czasteczki DNA-G4 byly wigzane z duzo nizsza
wydajnoscig (Rysunek 28D, E), poniewaz wigzanie nastgpowato dopiero przy wyzszym
stezeniu PPC (ok. 50 nM).
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Rysunek 28. Badanie oddzialywan pomiedzy domena PPC hDicer a czgsteczkami RNA oraz
DNA przyjmujacymi strukture G-kwadrupleksu. (A) Schematyczne przedstawienie kasety
PPC z zaznaczonymi resztami aminokwasowymi w obrebie kieszeni 5’ i 3’ kieszeni wigzacej,
ktore oddziatuja z substratami RNA. (B, C) Testy EMSA dla substratow RNA-G4
wyznakowanych za pomocg [y*2P]-ATP na koncu 5": TER22 (B), G4U4G4 (C) oraz preparatu
PPC. (D, E) Testy EMSA dla substratdow DNA-G4 wyznakowanych za pomocg [y*2P] na koncu
5": TEL22 (D), G4T4G4 (E) oraz preparatu PPC. (K-) to proby kontrolne bez biatka. Trojkatami
oznaczono rosnace stezenie preparatu PPC (0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100,
200, 400 nM). Proby rozdzielano w 10% PAA. (F) Graficzne przedstawienie ilosciowego
powinowactwa pomiedzy wykorzystanymi substratami a preparatem PPC. Rysunek
przygotowano na podstawie publikacji Koralewska&Szczepanska i in. [102].

Na podstawie wynikow rozdziatu elektroforetycznego komplekséw PPCsRNA-
G4 oraz PPCsDNA-G4 wyznaczono rownowagowe state dysocjacji (Kqg). W tym celu
przeprowadzono analize densytometryczng powstalych kompleksow oraz wolnego
substratu, z wykorzystaniem programu Multi Gauge (Fujifilm). Wartosci Kq wyliczono

zgodnie ze wzorem:
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_ AxP,
- Py +Kd

f

f — frakcja zwigzanego substratu
Po — stezenie molowe biatka dla danej proby (uM)
A — maksymalne wigzanie RNA (%)

Kd wyliczono dla wartosci f = 0,5, czyli dla uktadu, w ktorym potowa substratu
byla zwigzana z biatkiem. Po - stanowito stezenie biatka, dla ktorego osiagnigto 50%
wigzania substratu. Dla parametru A, przyjeto 95% dla komplekséw PPC<RNA-G4
hDicer i 65% dla kompleksu PPC*DNA-G4 hDicer.

Otrzymane eksperymentalnie warto$ci Kg dla kompleksow PPCeRNA-G4
wyniosty: ~7 nM dla kompleksu PPC*TER22 oraz ~10 nM dla kompleksu PPC-G4U4G4
(Rysunek 28F). Dla poroéwnania, okreslono tez wartosci statych wigzania dla
kompleksoéw: PPCepre-mir-21 oraz PPC*RNA21, ktore wynosity odpowiednio: ~205 nM
oraz ~46 nM [102]. Na podstawie otrzymanych wynikoéw mozna byto wnioskowac, ze
izolowana kaseta PPC hDicer wiaze czasteczki RNA-G4 z wyzsza wydajno$cig niz
substraty pre-miRNA, czy jednoniciowe RNA o dlugosci miRNA (21 nt). Dla
komplekséw PPCsDNA-G4 wartosci Kg wynosity: ~318 nM dla kompleksu PPCTEL22
oraz ~369 nM dla kompleksu PPC+G4T4G4 (Rysunek 28F). Uzyskane dane wykazaty,
ze G-kwadrupleksy DNA majg znacznie nizsze powinowactwo do kasety PPC niz ich
odpowiedniki RNA. Dodatkowo zauwazono, ze czasteczki TER22 i TEL22 byty wigzane
nieco wydajniej przez preparat PPC, w porownaniu do czgsteczek G4U4G4 oraz
G4T4G4, tj. czasteczka TER22 byta wigzana ~1,4 razy wydajniej niz czasteczka
G4U4G4, a czasteczka TEL22 byta wigzana ~1,2 razy wydajniej niz czasteczka G4T4G4.

Podsumowujgc, uzyskane wyniki sugeruja, ze w przypadku czasteczek
przyjmujacych strukture G-kwadrupleksu, zar6wno rodzaj czasteczki (RNA lub DNA),
jak i jej dtugos¢, wptywaja na powinowactwo danej czasteczki RNA-G4 lub DNA-G4 do
kasety PPC hDicer.

Biorac pod uwage fakt, ze kaseta PPC hDicer posiada dwie kieszenie wigzace
kanoniczne substraty, tj. kieszen 5’ i kieszen 3', postanowiono sprawdzi¢ czy obie te
kieszenie biorg udzial w wigzaniu czasteczek RNA-G4 i DNA-G4. W tym celu wykonano
modelowanie molekularne, a do analiz wykorzystano dane strukturalne dotyczace kasety
PPC hDicer (kod PDB: 4NGF) [38] oraz dane strukturalne dotyczace RNA TER10, ktory
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przyjmuje strukture G-kwadrupleksu o typie dimeru bimolekularnego ( kod PDB: 2M18)
[101], atakze DNA G4T4G4, ktory przyjmuje strukture G-kwadrupleksu o typie
bimolekularnym (kod PDB: 1JPQ) [104]. Struktury PPC hDicer w kompleksie z 17 nt
siRNA, TER10 oraz G4T4G4 przedstawiono na Rysunku 29.

Rysunek 29. Struktury domeny PPC hDicer oraz czasteczek G-kwadrupleksow
wykorzystane w modelowaniu molekularnym. (A) Struktura kasety PPC hDicer w kompleksie
z 17 nt siRNA (kod PDB: 4NGF). (B) Struktura czasteczki G-kwadrupleksu RNA TER10 (kod
PCD: 2M18). (C) Struktura czasteczki G-kwadrupleksu DNA G4T4G4 (kod PDB: 1JPQ).
Struktury zobrazowane w programie PyMOL.

W wyniku przeprowadzonego modelowania molekularnego wytoniono osiem
najlepszych modeli dla kompleksu PPCsTER10 oraz szes¢ najlepszych modeli dla
kompleksu PPCG4T4G4. W siedmiu z o$miu modeli wybranych dla kompleksu
PPC-TER10, czasteczka TER10 znajdowata si¢ w obrebie kieszeni wigzacej 3’ kasety
PPC. We wszystkich siedmiu modelach koniec 3’ jednej z czterech nici TER10
tworzacych G-kwadrupleks, byt zakotwiczony w kieszeni wigzacej 3' (Rysunek 30A).
Tylko w jednym z o$miu modeli koniec 3’ czasteczki TER10 znajdowat si¢ w poblizu
reszt aminokwasowych kieszeni wigzacej 5’ (Rysunek 30B). Natomiast w przypadku
modeli kompleksu PPC<G4T4G4, trzy z nich wykazaty, ze czasteczka G4T4G4 byla
ulokowana w obrgbie kieszeni wigzacej 3’ kasety PPC (Rysunek 30C), a pozostate trzy
modele wskazywaly na wigzanie si¢ czasteczki w obrebie kieszeni wigzacej 5’ (Rysunek
30D). Analizy modelowania molekularnego wykonano w ramach wspotpracy z dr
Chandran Nithin oraz prof. Januszem Bujnickim z Laboratorium Bioinformatyki
I Inzynierii Biatka w Migdzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komérkowe;j

w Warszawie.
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Rysunek 30. Obrazy przedstawiajagce modele molekularne kompleksow RNA/DNA G-
kwadruplekséow z kaseta PPC hDicer. (A, B) Modele 3D czasteczki TERI0 zwigzanej
w kieszeni wigzacej 3' (A) oraz kieszeni wigzacej 5’ (B) kasety PPC hDicer. (C, D) Modele 3D
czasteczki G4T4G4 zwigzanej W kieszeni wigzacej 3’ (C) oraz kieszeni wigzacej 5’ (D) kasety
PPC hDicer. Konce 3’ oraz 5’ oligomeru oznaczono odpowiednio kolorem zielonym i czerwonym.
Domena Platformy oznaczona jest kolorem pomaranczowym, domena PAZ kolorem niebieskim,
a helisa taczaca kolorem zottym. Rysunek przygotowano na podstawie publikacji
Koralewska&Szczepanska i in. [102].

W celu weryfikacji uzyskanych modeli, przeprowadzono reakcje wigzania
z wykorzystaniem substratow: TER22, G4U4G4, TEL22, GA4T4G4 oraz dwoéch
wariantow kasety PPC hDicer (Metody 3.2.24). Jeden z wariantow zawieral dwie
substytucje aminokwasowe: Y926F oraz R927A w kieszeni wigzacej 3’ (wariant 3'PM
PPC), a drugi wariant zawierat pi¢¢ substytucji: R778A, R780A, R811A, H982A, R986A
oraz R993A w kieszeni wigzacej 5’ (wariant 5'PM PPC). Oba warianty hDicer
z substytucjami w obrebie kasety PPC, zostaly otrzymane i1 scharakteryzowane przez
grupe prof. N. Kim [90]. Z przeprowadzonych analiz wynikato, Ze reszty aminokwasowe:
R778, R780, R811, H982, R986, R993 (kieszen wigzaca 5') oraz Y926 i R927 (kieszen
wigzaca 3'), sa kluczowe dla oddziatywan kasety PPC z substratami RNA [38]. Zdolnos¢
wigzania RNA-G4 i DNA-G4 przez 5'PM PPC oraz 3'PM PPC badano z wykorzystaniem
metody EMSA. W reakcjach wykorzystano 5 nM substratu (5'-[y*?P]-ATP-TER22 lub
5'-[y*?P]-ATP-G4U4G4 oraz 5'-[y*?P]-ATP-TEL22 lub 5'-[y*?P]-ATP-G4T4G4) oraz
500 nM biatka PPC, 5'PM PPC lub 3'PM PPC. Kontrole negatywng (K-) stanowila
reakcja bez bialka, a kontrole pozytywna reakcja z PPC typu dzikiego (Metody 3.2.18).
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Wyniki przeprowadzonych eksperymentéow wykazaty, ze oba warianty PPC
(5'PM PPC oraz 3'PM PPC) wigzaly RNA-G4 oraz DNA-G4 ze zdecydowanie nizsza
wydajnoscig niz PPC typu dzikiego (Rysunek 31). Ponadto zaobserwowano, ze
wprowadzone substytucje miaty wiekszy wptyw na wigzanie si¢ PPC z TEL22 i G4T4G4,
niz z czasteczkami TER22 1 G4U4G4. Warto jednakze przypomnieé, ze PPC wykazata
mniejsze powinowactwo do TEL22 i G4T4G4, niz do TER22 1 G4U4G4 (Rysunek 28B-
E), zatem prawdopodobnie mutacje obecne w kieszeniach wigzacych PPC tylko
proporcjonalnie zmniejszyly wydajno$¢ oddziatywan biatko-kwas nukleinowy.
Wydajniejsze wigzanie PPC z czasteczkami RNA-G4, w porownaniu do wigzania DNA-
G4, moze takze wynika¢ z obecnosci grupy 2'OH w rybozach RNA-G4, ktore
potencjalniec moga by¢ zaangazowane w tworzenie wigzan wodorowych z resztami

aminokwasowymi obecnymi w Kieszeniach wigzacych kasety PPC.

C o0 o0 O O C o0
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RNA/DNA

TER22 G4U4G4 TEL22 G4T4G4
Rysunek 31. Badanie oddzialywan pomiedzy czasteczkami RNA oraz DNA przyjmujacymi
strukture G-kwadrupleksu a wariantami kasety PPC hDicer. W reakcjach wykorzystano 5
nM RNA-G4 (TER22, G4U4G4) lub DNA-G4 (TEL22, G4T4G4) wyznakowanych za pomoca
[v*2P]-ATP na koficu 5’ oraz 500 nM preparatu PPC, 5'PM PPC lub 3'PM PPC. (K-) to kontrola
reakcji bez biatka. Proby rozdzielano w 10% PAA. Rysunek przygotowano na podstawie
publikacji Koralewska&Szczepanska i in. [102].

Podsumowujac, zgromadzone dane potwierdzity, ze obie kieszenie kasety PPC sg
zaangazowane w wigzanie czgsteczek RNA oraz DNA przyjmujacych struktury G-

kwadrupleksow.

Zaprezentowane powyzej badania prowadzone byty z wykorzystaniem czasteczek
RNA-G4 lub DNA-G4 posiadajagcych wolne konce 5’ i 3'. G-kwadrupleksy posiadajace

wolne konce wystepuja na koncach chromosomoéw oraz w sekwencji TERRA [105].
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Wigkszo$¢ struktur G-kwadrupleksowych wystepuje jednakze wewnatrzczasteczkowo;
przyktadowo, w obrebie sekwencji promotorowych (G-kwadrupleksy DNA) lub rejonach
regulatorowych mRNA (G-kwadrupleksy RNA obecne w rejonach 5" UTR i 3' UTR)
[106, 107]. Biorac pod uwage t¢ okolicznos¢, nastepnym krokiem bylo zbadanie, czy
kaseta PPC hDicer moze wigza¢ G-kwadrupleksy nieposiadajace wolnych koncow 51 3'.
W tym celu przeprowadzono reakcje wigzania, w ktorych wykorzystano czasteczke
TER22, ktorej konce 5’ i 3’ zostaty potaczone ze pomocg ligazy T4 RNA (circTER22)
[108] (Metody 3.2.22). W reakcjach wigzania wykorzystano wzrastajace st¢zenie PPC
(0.8, 1.6, 3.125, 6.25, 12.5, 50 nM), a ujemng kontrole reakcji (K-) stanowita reakcja bez
biatka. Roéwnolegle powadzono reakcje wigzania z udzialem czasteczki TER22
posiadajacej wolne konce 5’ i 3'. Otrzymane rezultaty wykazaty, ze preparat PPC wigze
CircTER22 i TER22 z podobna wydajnoscia (Rysunek 32). Zgromadzone wyniki
sugeruja, ze kaseta PPC hDicer moze wigza¢ zarowno G-kwadrupleksy

wewnatrzczasteczkowe, jak i te posiadajace wolne konce 5’1 3.
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Rysunek 32. Badanie oddzialywan pomiedzy kaseta PPC hDicer a czasteczka TER22
zwolnymi koncami (TER22) lub z polaczonymi koncami (circTER22) (A). Trojkaty
reprezentujg wzrastajace stezenie PPC w reakcji (0.8, 1.6, 3.125, 6.25, 12.5, 50 nM). Czasteczki
byly wyznakowane za pomocg [y*?P]-ATP na koncu 5'. (K-) to reakcja kontrolna bez biatka.
Proby rozdzielano w 10% PAA. (B) Wykres przedstawiajacy analiz¢ iloSciowa wigzania
pomigdzy preparatem PPC, TER22 lub circTER22. Rysunek przygotowano na podstawie
publikacji Koralewska&Szczepanska i in. [102].

Kolejnym etapem byto zbadanie, czy G-kwadrupleksy po zwiazaniu przez kasete
PPC hDicer nadal zachowuja swoja strukture. W tym celu przeprowadzono reakcje
wigzania z udziatem czasteczki TER22 z dotaczong kowalencyjnie na jej koncu 5’
pochodng 3,6-bis (1-dijodku 3,6-bis (1-metylo-2-winylo-pirydyniowym)) karbazolu (o-
BMVC). O-BMVC jest fluorescencyjng sonda, ktora selektywnie wigze si¢ do G-
kwadruplekséw poprzez oddziatywania z ich G-tetradami [109]. W reakcji kontrolnej
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wykorzystano czasteczke RNA o dlugosci 32 nt (LIN32), ktora nie przyjmuje struktury
G-kwadrupleksu 1 ktéora wyznakowano w taki sam sposob jak czasteczke TER22
(Suplement S2) (Metody 3.2.6).

W reakcji wigzania wykorzystano 500 nM PPC oraz 0-BMVC-TER22 lub o-
BMVC-LIN32 o stezeniu 7.5, 15, 22.5 oraz 30 uM. Kontrole ujemng (K-) stanowita
reakcja bez biatka. Po zakonczonej elektroforezie, zel skanowano przy uzyciu skanera
FLA-5100 (Fujifilm) przy dlugosci fali 532 nm, w celu wizualizacji struktur G-
kwadruplekséw wyznakowanych sonda 0-BMVC (Rysunek 33A). Nastepnie ten sam zel
barwiono w roztworze SYBR Gold, przez 15 min w celu wizualizacji catkowitej puli
RNA (Rysunek 33B) i ponownie skanowano przy uzyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm),
tym razem przy dlugosci fali 473 nm. Otrzymane wyniki wykazaly, ze TER22 po
zwigzaniu w obrebie kasety PPC hDicer zachowuje strukturg G-kwadrupleksu.

A B

0-BMVC-TER22 0-BMVC-LIN32 0-BMVC-TER22 0-BMVC-LIN32

+ 1+ 7 0ligo + ] 7 0ligo
-++++-++++ppc -+ + + + -+ + + + PPC
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O-o i - ‘
) = a X kompleks kompleks

wolne RNA

' ? wolne RNA
R

532 nm 473 nm
Rysunek 33. Badanie oddzialywan pomiedzy G-kwadrupleksem RNA a kaseta PPC hDicer

w celu sprawdzenia czy zwiazana czasteczka zachowuje strukture G-kwadrupleksu. (A)
Testy wigzania dla PPC i TER22 lub LIN32. Oba oligomery na koncu 5' posiadaty sonde o-
BMVC. W reakcji wykorzystano 500 nM PPC oraz rosnace stgzenia oligomeru (0ligo): 7.5, 15,
22.5, 30 uM (oznaczone trojkatem). Znaki: (+) oraz (-) odnosza si¢ odpowiednio do obecnosci,
lub braku PPC lub czasteczki RNA w mieszaninie reakcyjnej. Aby zwizualizowa¢ struktury G-
kwadrupleksow, zel skanowano przy dhugosci fali 532 nm. (B) Ten sam zel, co przedstawiony w
panelu A, barwiono w roztworze SYBR Gold i skanowano przy dtugosci fali 473 nm, w celu
wizualizacji catkowitej puli RNA. Proby rozdzielano w 10% PAA. Rysunek przygotowano na
podstawie publikacji Koralewska&Szczepanska i in. [102].
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Wyniki wczesniejszych badan, zaprezentowane w rozprawie doktorskiej dr
N. Koralewskiej [A], wykazaty, ze aktywnos¢ RNazowa Dicer moze by¢ hamowana
przez krotkie czgsteczki RNA i DNA przyjmujace struktury G-kwadrupleksu. W oparciu
o wyniki tych badan, a takze na podstawie danych zaprezentowanych w niniejszej pracy
doktorskiej, zaproponowano model sekwestracji hDicer przez czasteczki przyjmujace
struktury G-kwadrupleksow: G-kwadrupleksy wigzac si¢ z kaseta PPC hDicer blokuja
wigzania substratow pre-miRNA, a tym samym hamujg powstawanie miRNA (Rysunek
34).

icer
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Rysunek 34. Model sekwestracji hDicer przez czasteczki przyjmujace strukture G-

kwadruplekséw. (A) Model struktury hDicer w kompleksie z pre-miRNA (kod PDB: 5ZAL), z
natozong strukturg kasety PPC w kompleksie z TER10 (struktury natozono w programie
PyMOL). Na rysunku oznaczono konce 3’ pre-miRNA oraz TER10. (B) Model przedstawiajacy
przypuszczalny mechanizm regulacji aktywnosci Dicer, zalezny od sekwestracji enzymu. Gorny
panel przedstawia kanoniczny proces cigcia substratow przez Dicer, a panel dolny obrazuje model
sekwestracji biatka i zahamowanie aktywnosci RNazowej Dicer, w wyniku zwigzania czasteczki
G-kwadrupleksu. Rysunek przygotowano na podstawie publikacji Koralewska&Szczepanskai in.
[102].

Wyniki przedstawione w tej czesci doktoratu zostaty opublikowane w: ,,RNA and DNA
G-quadruplexes bind to human dicer and inhibit its activity”, 2021, Cellular and
Molecular Life Sciences, Koralewska&Szczepanska i in. (Zalacznik 2).
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5. Dyskusja

hDicer jest duzym, wielodomenowym biatkiem biorgcym udziat w procesie
produkcji miRNA w komorce. Rola jaka petnig poszczegdlne domeny hDicer w procesie
cigcia kanonicznych substratow, czyli czgsteczek pre-miRNA oraz pre-siRNA, zostata
juz dobrze poznana. Wyjatek stanowi domena DUF283, ktorej znaczenie dla aktywnosci
Dicer wcigz pozostaje niejasne. Poczatkowo sugerowano, ze domena DUF283 moze
pehi¢ istotng funkcj¢ w procesie cigcia pre-miRNA, poniewaz badania przeprowadzone
z udziatlem wariantow Dicer cztowieka oraz Drosphila melanogaster (D. melanogaster)
pozbawionych domeny DUF283 oraz domeny helikazy, wykazaly brak aktywnosci
RNazowej wspomnianych wariantow delecyjnych [42, 110]. P6zniejsze badania in vitro
ujawnily, ze usunigcie tylko domeny DUF283 zmniejsza wydajno$¢ cigcia kanonicznych
substratow Dicer, w poréwnaniu do wydajnosci cigcia biatka typu dzikiego [30].
Wczeéniejsze badania in vitro przeprowadzone w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN
ujawnity, ze DUF283 hDicer wiaze jednoniciowe RNA oraz DNA, nie oddziatuje
natomiast z dwuniciowymi RNA oraz DNA [34]. Ponadto, wykazano, ze domena ta moze
wspieraé proces parowania czasteczek kwasow nukleinowych. Aktywnos$¢ taka
zaobserwowano rowniez dla petnej dtugosci hDicer. Na podstawie uzyskanych wynikow
postanowiono hipoteze, ze domena DUF283 jest kluczowa dla aktywnosci hDicer
wspierajacej parowanie kwasow nukleinowych. W celu potwierdzenia tej hipotezy
stworzono dwa warianty delecyjne hDicer: (i) wariant z delecjag domeny DUF283 oraz
fragmentow oskrzydlajacych t¢ domene (wariant z delecja pomiedzy 625 a 752 aa hDicer:
ADUF(625-752)), oraz (ii) wariant z delecja domeny DUF283 pomig¢dzy 630 a 709 aa
(ADUF (630-709)). Warto wspomnie¢ w tym miejscu, ze fragment 625-752 aa hDicer
zostal wykorzystany w naszych weczesniejszych badaniach charakteryzujacych
aktywnosci biochemiczne domeny DUF283 hDicer [34]. Natomiast wariant ADUF(630-
709) zostat scharakteryzowany pod katem aktywno$ci RNazowej przez grupe prof.
J. Doudny [30].

Trzeciorzgdowa struktura Dicer przypomina ksztattem literg ,,L” [21, 25]. W obrebie
tej struktury mozna wyrdzni¢ glowe, rdzen oraz podstawe (Rysunek 2). Gtowe buduja
domeny PAZ i Platforma, domeny RNazy Il stanowig rdzen katalityczny enzymu,
natomiast domena helikazy oraz DUF283 stanowig podstawe biatka. Usunigcie
fragmentu hDicer pomi¢dzy 625 a 752 aa, obejmujacego nie tylko domen¢ DUF283, ale

takze cze$¢ fragmentu taczacego glowe z podstawg biatka, przypuszczalnie wptyneto na
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potozenie domeny helikazowej w strukturze trzeciorzedowej biatka (Rysunek 35).
W przypadku wariantu ADUF(630-709), ze wzgledu na obecno$¢ wspomnianego
powyzej tacznika, domena helikazy prawdopodobnie zachowata wigkszg zdolno$¢ do
przemieszczania si¢ w odniesieniu do pozostalych domen hDicer, w odrdznieniu od
wariantu ADUF(625-752) (Rysunek 35).

Glowa

Rdzen

10

Podstawa

Helikaza

Rysunek 35. Budowa ludzkiej rybonukleazy Dicer oraz wariantéw delecyjnych hDicer. (A)
Struktura 3D biatka hDicer z zaznaczeniem poszczegdlnych domen. (B) Struktura 3D wariantu
ADUF(625-752), usunigty fragment zostat oznaczony na rézowo. (C) Struktura 3D wariantu
ADUF(630-709), usunigty fragment zostal oznaczony na rézowo. Struktury zobrazowano
w programie PyMOL na podstawie kodu: 5ZAL z bazy danych PDB [25]. Rysunek na podstawie
publikacji Szczepanska i in.[26].

Niemniej jednak liczne badania wykazaty, w tym najnowsze przedstawiajace model
ciecia pre-miRNA przez hDicer [24, 27, 31], ze domena helikazy jest wazna podczas
wyboru substratow, jednakze nie bierze ona udziatu w procesie ich cigcia [30, 37, 111].
Zatem, mozna przypuszcza¢, ze odmienne ulozenie domeny helikazy nie powinno
wplynaé na samg aktywnos$¢ RNazowa obu testowanych wariantow delecyjnych hDicer.
Mozna jednakze domniemywac, ze zmiana potozenia domeny helikazowej moze wptynac

na proces rozpoznawania i wigzania substratow przez hDicer.

Przeprowadzone badania in vitro wykazaty, ze wariant ADUF(625-752) przecinat
substrat pre-mir-16-1 tak samo wydajnie jak hDicer typu dzikiego (Rysunek 8). Roznice
w aktywnosci RNazowej wariantu ADUF(625-752) odnotowano dla pozostatych dwoch
testowanych substratow: pre-mir-21 oraz dsRNA ov, dla ktérych obserwowano
powstawanie Sladowych ilo$ci produktow ciecia (Rysunek 8). Nalezy zauwazy¢, ze
substrat pre-mir-16-1 zawiera wewngtrzne petle i wybrzuszenia w rejonie trzonu oraz 9

nt petle apikalna, przez co charakteryzuje si¢ bardziej rozluZniong struktura
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w poréwnaniu do pre-mir-21, ktory przyjmuje bardziej zwartg strukture, z 3 nt petla
w czesci apikalnej (Rysunek 8). Analizujac przewidywane struktury drugorzedowe
testowanych substratow (Rysunek 8) mozna zaobserwowac, ze ze wzgledu na znaczny
stopien sparowania zasad pre-mir-21, struktura tego substratu jest bardziej podobna do
struktury dsRNA, niz do struktury pre-mir-16-1. Przypuszczalnie jednoniciowe rejony
pre-mir-16-1 zapewniaja wigksza elastyczno$¢ substratu i dzigki temu jego lepsze
dopasowanie do doliny Katalitycznej wariantu ADUF(625-752). Na podstawie
otrzymanych wynikow mozna wnioskowac, iz substraty: pre-mir-21 oraz dsRNA _ov,
w warunkach in vitro, nie wpasowaty si¢ odpowiednio w rejon katalityczny domen
RNazowych wariantu ADUF(625-752), co mogto by¢ przyczyna niewydajnej produkcji
miRNA, czy tez siRNA (Rysunek 8). Co ciekawe, wariant ADUF(630-709) przecinat
wszystkie badane substraty co najmniej tak samo wydajnie jak hDicer peinej dlugosci
(Rysunek 9). Otrzymane wyniki w duzym stopniu potwierdzajg przypuszczenia, ze
odmienne potozenie domeny helikazowej w wariantach ADUF(625-752) i ADUF(630-
709) mogto wptynaé¢ na proces selekcji substratow w warunkach in vitro, co zostato
odzwierciedlone w wydajnosci powstawania okre§lonych produktow reakcji cigcia
(Rysunek 8 i 9). Ponadto, mozna domniemywac, ze nie tylko domena helikazy [29], ale
rowniez domena DUF283 moze odgrywa¢ wazng role w rozpoznawaniu substratow
hDicer i ich dopasowaniu do doliny katalitycznej. Usunigcie obu domen hDicer: domeny
helikazy oraz domeny DUF283, spowodowalo brak cig¢cia kanonicznych substratow
hDicer w warunkach in vitro [42]. W oparciu o otrzymane wyniki oraz dane literaturowe
[24] mozna przypuszczac, ze orientacja przestrzenna domen Dicer ma kluczowe
znaczenie w procesie selekcji substratow oraz ich dopasowaniu do doliny katalitycznej,
co w konsekwencji wptywa na wydajnos$¢ produkcji czasteczek miRNA oraz siRNA
przez bialka typu Dicer. W warunkach komérkowych biatka partnerujace rybonukleazom
Dicer moga wplywac¢ na proces selekcji substratu 1 przypuszczalnie przestrzenng
orientacj¢ domen enzymu. Przykladami bialek partnerujacych hDicer sg biatka TRBP,
PACT oraz ADARL [25, 28, 36, 42], przy czym z danych literaturowych wiadomo, iz
z domeng DUF283 hDicer oddzialuje biatko ADARI1 [36]. Badania przeprowadzone
w warunkach in cellulo wykazaty, ze w komoérkach HEK 293T NoDice produkujgcych
wariant ADUF(625-752) poziom miR-16-1-5p oraz miR-21-5p byl obnizony
0 odpowiednio 40% i 30%, w porownaniu do poziomu odpowiednich miRNA
powstajacych w komorkach HEK 293T NoDice produkujacych petnej dtugosci hDicer
(kontrola pozytywna). W przypadku wariantu ADUF(630-709), poziom produkcji miR-
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16-1-5p obnizyt si¢ o ok. 30%, a dla miR-21-5p nie odnotowano zmian w poziomie
produkcji, w porownaniu do kontroli pozytywnej, ktora stanowito biatko typu dzikiego
(Rysunek 10B, C). Mozna zatem zauwazy¢, ze w zaleznosci od substratu pre-miRNA
oraz zastosowanego uktadu reakcyjnego (in vitro vs in cellulo), poziom produkcji
okreslonych miRNA przez warianty ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709) byt rdzny.
Przyczyna zaobserwowanych rozbieznosci moze by¢ wptyw czynnikow komorkowych
na strukture czgsteczek pre-miRNA i ich dost¢pnos¢ dla hDicer [67, 112]. Ponadto, brak
domeny DUF283 przypuszczalnie méogt spowodowaé zaburzenie wigzania si¢ biatek
partnerujacych, lub innych czynnikow komorkowych, do wariantow delecyjnych hDicer,
co moglo takze wptynaé na poziom produkcji badanych miRNA.

Co wigcej, przeprowadzone badania wykazaty, ze zarowno delecja 625-752 aa, jak
I delecja 630-709 aa w obr¢bie domeny DUF283 hDicer, zniosty aktywno$¢ wspierania
parowania czasteczek kwasow nukleinowych odpowiednich wariantow delecyjnych,
w badanych uktadach reakcyjnych (Rysunek 11). Otrzymane rezultaty w znacznym
stopniu wspierajg hipotezg, ze domena DUF283 jest kluczowa dla aktywnos$ci hDicer

wspierajacej parowanie czasteczek kwasow nukleinowych.

Chcac dalej zglebia¢ znaczenie domeny DUF283 dla aktywno$ci hDicer,
postanowiono zbadac rol¢ tej domeny w wigzaniu puli komoérkowych RNA przez hDicer.
W tym celu zastosowano podejscie irCLIP-seq oraz nastgpujace uktady — linie
komorkowe: (1) komorki HEK 293T — linia typu dzikiego (WT hDicer), (i1) komorki HEK
293T NoDice transfekowane plazmidem kodujacym petnej dlugosci hDicer (tzw. rescue
control, hDicer), (iii) komorki HEK 293T NoDice transfekowane plazmidem kodujacym
ADUF(625-752) oraz (iv) HEK 293T NoDice transfekowane plazmidem kodujacym
ADUF(630-709). Przeprowadzone analizy wykazaty, ze wszystkie badane biatka licznie
wiazaty si¢ z transkryptami komorkowymi. Na poziomie analizy porownawczej typow
RNA wiazanych przez badane bialka, nie odnotowano wigkszych réznic pomigdzy
poszczegdlnymi pulami RNA wigzanymi przez hDicer i warianty ADUF hDicer
(Rysunek 21). Dopiero analizy rdéznicowe prowadzone na poziomie sekwenciji,
z rozdzielczoscia do pojedynczego nukleotydu, wykazaty réznice pomigdzy pulami RNA
wigzanymi przez hDicer oraz warianty ADUF hDicer (Rysunek 24- 26). Badania te beda
kontynuowane 1 rozszerzone o szczegétowe analizy miejsc wigzah w obrebie

transkryptow innych genow.
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Co ciekawe, w puli RNA wigzanych przez hDicer odnotowano liczne sekwencje
bogate w ciagi G. Z wykorzystaniem programu Quadron [99], ktory stuzy do predykeji
struktur G-kwadrupleksow, ustalono, ze wiele ze zidentyfikowanych RNA bogatych
w ciggi G ma potencjat do tworzenia struktur G-kwadrupleksu (Tabela 24). Wyniki
wczesniejszych badan, zaprezentowane w rozprawie doktorskiej dr N. Koralewskiej [A],
ujawnily takze, ze w warunkach in vitro hDicer moze wigza¢ si¢ z czasteczkami

przyjmujgcymi strukture G-kwadrupleksu.

G-kwadrupleksy to niekanoniczne struktury tworzone przez bogate w ciagi guanin
czasteczki RNA oraz DNA, w ktorych cztery guaniny, tzw. tetrady G, sg stabilizowane
poprzez wigzania wodorowe Hoogsteena i monowalentny kation, najczes$ciej Na* lub K*
[113]. Motywy zawierajace G-kwadrupleksy wystepuja w genomach i transkryptomach
wielu organizmoéow, W tym takze cztowieka. Po raz pierwszy G-kwadrupleksy DNA
zostaly opisane W konteksécie telomerowego DNA [114]. G-kwadrupleksy moga
odgrywaé wazng rolg w wielu procesach komoérkowych, m. in. petnig wazng funkcje
w regulacji replikacji DNA, ekspresji genoéw i utrzymaniu integralnosci telomerow [115].
Zaburzenia w tworzeniu struktur G-kwadrupleksu powigzane mogg by¢ takze
z niektérymi chorobami cztowieka, przyktadowo z nowotworami [116], czy chorobami
neurodegeneracyjnymi, np. ataksjami czy zespotem tamliwego chromosomu X [115, 117,
118]. Zaobserwowano rowniez udzial struktur G-kwadrupleksow w  regulacji
metabolizmu RNA, w tym $ciezki biogenezy miRNA, gdzie struktury te moga wptywac
na aktywnos$¢ Dicer i inne etapy biogenezy miRNA [119-121].

Biatka typu Dicer znane sg gtéwnie z ich kluczowej roli w procesie biogenezy
SIRNA: miRNA oraz siRNA. Pojawia si¢ jednak coraz wigcej doniesien literaturowych
wskazujacych, ze poza ta kanoniczng rola, rybonukleazy Dicer petnig takze Szereg innych
funkcji [122]. Dicer jako endorybonukleaza bierze udziat w metabolizmie réznych typow
RNA, przyktadowo: tRNA [123], RNA powstajacych w trakcie peknig¢ DNA (tzw.
diRNA, ang. DNA damage-induced small RNA) [124], czy tez transpozondéw [125].
Ponadto u nicieni C. elegans, skrocona forma Dicer, generowana przez aktywowane
w procesie apoptozy kaspazy, dziala jako deoksyrybonukleaza inicjujaca proces
fragmentacji chromosomalnego DNA [126]. Jednakze aktywnos¢ rybonukleaz Dicer nie
musi by¢ powigzana z procesem hydrolizy kwaséw nukleinowych. Jak wspomniano

powyzej, badania prowadzone w grupie prof. N. Rajewskiego wykazatly, ze Dicer moze
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wigzac¢ szereg komérkowych RNA, np. mRNA i IncRNA, w sposdb pasywny, czyli bez

przeprowadzania cigcia [79].

Wyniki badan zaprezentowanych w niniejszej rozprawie doktorskiej wskazuja, ze
struktura G-kwadrupleksu, wystepujaca w obrebie czasteczki RNA, czy tez DNA, nie
stanowi przeszkody w wigzaniu si¢ takiej czasteczki do hDicer (Rysunek 27). G-
kwadrupleksy wigzane sg przypuszczalnie w obrebie kasety PPC hDicer (Rysunek 28).
W zastosowanych warunkach reakcyjnych udato si¢ eksperymentalnie wyznaczy¢
rownowagowe state wigzania, ktéore wynosity dla komplekséw PPCeRNA-G4,
odpowiednio: ~7 nM dla kompleksu PPCeTER22 oraz ~10 nM dla kompleksu
PPC+G4U4G4 (Rysunek 28F). Dla kompleksow PPCsDNA-G4 warto$ci Kd wynosity:
~318 nM dla kompleksu PPC-TEL22 oraz ~369 nM dla kompleksu PPC-G4T4G4
(Rysunek 28F). Wigzanie substratow o podobnej dlugosci, lecz nieprzyjmujacych
struktur G-kwadrupleksu, byto mniej wydajne; obliczone wartosci rownowagowych
statych wigzania wynosity odpowiednio: ~205 nM dla kompleksu PPCepre-mir-21 oraz
~46 nM dla kompleksu PPC*RNA21 [102]. Zgromadzone dane sugerowaty zatem, iz tak
silne wigzanie G-kwadruplekséw do hDicer moze wptywacé na proces cigcia pre-miRNA.
RzeczywisScie, przeprowadzone reakcje cigcia substratow pre-miRNA przez hDicer
w obecno$ci G-kwadrupleksu RNA czy DNA wykazaty, Zze zahamowany zostaje proces
ciecia kanonicznych substratow [A]. Obserwowana inhibicja aktywnos$ci RNazowej

hDicer byla wydajna i stabilna w czasie prowadzonych reakcji ciecia [102].

W oparciu o uzyskane wyniki zaproponowano, ze zwigzanie si¢ hDicer do struktur
G-kwadrupleksow tworzonych przez komorkowe RNA, czy tez DNA, moze powodowaé
sekwestracje hDicer i zablokowanie procesu cigcia pre-miRNA (Rysunek 34). Podobne
scenariusze zostaly zaproponowane takze przez inne grupy badawcze: sekwestracja Dicer
poprzez wigzanie do struktur typu spinki do wlosow tworzonych w obrebie endogennych

transkryptow [79] lub przyjmowanych przez wirusowe RNA [127].

Na podstawie wynikow modelowania molekularnego kompleksow PPC+G4-RNA
oraz PPC+G4-DNA (Rysunek 30) oraz przeprowadzonych analiz z wariantami biatka
PPC posiadajacymi mutacje w obrgbie kieszeni wiazacych (mutacje uposledzajace
wigzanie kanonicznych substratéw hDicer) (Rysunek 31), zaproponowano, ze czasteczki
G4-RNA i G4-DNA moga wiagzaé si¢ zarowno w obrebie kieszeni wigzacej 5' jak

I kieszeni wigzacej 3’ kasety PPC (Rysunek 30). Co wigcej, wigzanie czasteczek
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przyjmujacych struktury G-kwadrupleksu bylo niezalezne od dostgpnosci ich koncow 5’
I 3" (Rysunek 32). Wydaje si¢ zatem, ze hDicer moze wigza¢ si¢ do struktur G-
kwadrupleksOw niezaleznie od tego czy wystepuja one wewnatrzczasteczkowo (np.
W obrebie sekwencji promotorowych, czy tez wewnatrz transkryptow [106]), czy tez na

koncach RNA lub DNA (sekwencje telomerowe).

Biatka wigzace struktury G-kwadrupleksow wystepujace w obrebie czasteczek
MRNA s3 wazne dla wewnatrzkomdrkowego transportu tych czasteczek. Transport
transkryptow jest szczegolnie wazny w takich komoérkach jak neurony, w ktorych wzrost
i roznicowanie zalezy od dlugodystansowego transportu okreslonego zestawu mRNA do
miejsc translacji, tj. do obszaréw rosngcego aksonu czy synaps [106]. W pracy Ishiguro
I in. wykazano, ze biatko TDP-43 (ang. TAR DNA-binding protein of 43 kDa) odgrywa
istotng role w wewnatrzkomérkowym transporcie mRNA, ktory zawiera struktury G-
kwadruplekséw, do dystalnych neurytow [128]. Dodatkowo zaobserwowano, ze
zaburzenie funkcji TDP-43 skutkuje zaburzeniami neurodegeneracyjnym, tj.
stwardnieniem zanikowym bocznym, czy zwyrodnieniem platow czotowych [128].
Ponadto, biatka wigzgce G-kwadrupleksy mogg dziata¢ jako ,,przetaczniki” - regulatory
kontrolujace dostep miRNA do sekwencji komplementarnych bogatych w guaning
I przyjmujacych struktury G-kwadrupleksu, wystepujacych w obrebie rejonow 3 UTR
mRNA. Przyktadowo, w pracy Stefanovic i in. wykazano, ze rejon bogaty w ciagi reszt
guaniny, obecny w mRNA, z ktorego powstaje biatko PSD-95 (ang. postsynaptic density
protein 95), przyjmuje struktur¢ G-kwadrupleksu, z ktora oddziatuje biatko FMRP (ang.
Fragile X mental retardation protein). Biatko FMRP, poprzez wigzanie do struktury G-
kwadrupleksu obecnej w mRNA PSD-95, umozliwia dostep miR-125a i w ten sposob

odwracalnie hamuje proces biosyntezy PSD-95 w neuronach [129, 130].

Biorac pod uwage zgromadzone dane dotyczace wigzania si¢ hDicer do struktur G-
kwadrupleksow wystepujacych w komorkowych RNA, mozna przypuszczaé, ze
rybonukleazy Dicer mogg by¢ takze bezposrednio zaangazowane w kontrolg biosyntezy
biatek powstajacych z mRNA tworzacych lokalne struktury G-kwadrupleksu. Mozliwe
bezposrednie zaangazowanie hDicer w proces potranskrypcyjnej kontroli ekspresji
genow byto juz szeroko badane w kontek$cie aktywnosci hDicer wspierajgcej proces
parowania RNA-RNA oraz interakcji pomigdzy hDicer, zwigzanymi z nig miRNA
I docelowymi transkryptami [93]. Udato si¢ wykazaé¢, ze w przeciwienstwie do biatka

Ago2, ktore jest gtownym skladnikiem kompleksu RISC, to wtasnie hDicer wykazuje
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zdolno$¢ wspierania parowania MIRNA do komplementarnych miejsc docelowych
wystepujacych w obrebie stabilnych struktur mRNA [93]. Obecnos¢ hDicer zostata takze
potwierdzona w jadrze komorkowym [76], co razem z odkryciem, ze hDicer oddziatuje
z G-kwadrupleksami DNA, sugeruje, ze biatko to mogloby takze wigzac si¢ do struktur

G-kwadrupleksow wystepujacych w genomowym DNA.

Badania realizowane w ramach niniejszej pracy doktorskiej wspieraja hipoteze, ze
komorkowa rola Dicer nie ogranicza si¢ do $ciezki biogenezy srRNA. Odkrycie, ze
hDicer moze wigza¢ G-kwadrupleksy RNA i DNA, oraz ze ta interakcja wptywa na
aktywno$¢ RNazowa Dicer, otwiera nowe drogi badan nad komoérkowymi funkcjami

Dicer.
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6. Podsumowanie

Celem badan prowadzonych w ramach realizacji przedtozonej pracy doktorskiej byto
poszerzenie wiedzy na temat wybranych aspektow oddziatywan pomigdzy ludzka
rybonukleaza Dicer i czasteczkami kwasow nukleinowych. Prowadzone badania skupiaty
si¢ w glownej mierze na pogtebieniu wiedzy na temat znaczenia domeny DUF283 dla
aktywnosci hDicer. W badaniach aktywnosci RNazowej i aktywnos$ci wspierajacej
hybrydyzacje komplementarnych czasteczek RNA wykorzystano dwa otrzymane
preparaty biatkowe hDicer: ADUF(625-752) oraz ADUF(630-709). Pierwszy
z wariantow, wariant ADUF(625-752), oprocz domeny DUF283, pozbawiony byl takze
fragmentow oskrzydlajacych t¢ domene¢. Drugi wariant, wariant ADUF(630-709),
pozbawiony byt samej domeny DUF283, tj. fragmentu hDicer pomigdzy 630 a 709 aa.
Z wykorzystaniem metody irCLIP-seq (ang. infrared crosslinking immunoprecipitation
followed by NGS sequencing), badano rowniez jak delecja domeny DUF283 wptynie na
zdolno$¢ wigzania komorkowych RNA przez warianty ADUF hDicer. W badaniach tych
wykorzystano nastepujace uktady — linie komorkowe: (1) HEK 293T — linia typu dzikiego
(WT hDicer), (ii) HEK 293T NoDice transfekowane plazmidem kodujacym peinej
dhugosci biatko hDicer (tzw. rescue control, hDicer), (iii) HEK 293T NoDice
transfekowane plazmidem kodujacym ADUF(625-752) oraz (iv) HEK 293T NoDice
transfekowane plazmidem kodujagcym ADUF(630-709). Nastepnie, biorgc pod uwage
wyniki wstgpnych analiz wskazujace, iz hDicer moze oddziatywa¢ w komorkach
z czasteczkami  kwasow nukleinowych przyjmujacymi struktury G-kwadrupleksu,
badano oddziatywania pomigdzy hDicer i czasteczkami RNA i DNA przyjmujacymi
struktury G-kwadrupleksu. W tym celu wykorzystano metod¢ spowolnionej migracji w

zelach poliakrylamidowych oraz modelowanie molekularne.
Najwazniejszymi rezultatami ptyngcymi z przeprowadzonych badan sa:

e potwierdzenie, ze domena DUF283 hDicer ma wplyw na proces cigcia pre-
mMIiRNA,

e wykazanie, ze domena DUF283 jest niezbedna dla aktywnoSci hDicer
wspierajacej parowanie czasteczek kwasoéw nukleinowych,

e wykazanie roznic w pulach komorkowych RNA wigzanych przez hDicer, wariant
ADUF(625-752) oraz wariant ADUF(630-709), co sugeruje, ze domena DUF283
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hDicer bierze udziat w rozpoznawaniu i wigzaniu okreslonej puli komoérkowych
RNA,

e wskazanie, ze rejonem hDicer odpowiedzialnym za wiagzanie G-kwadrupleksow
RNA oraz DNA jest przypuszczalnie kaseta PPC oraz, ze w wigzanie G-
kwadruplekséw przez hDicer nie wymaga dostepnosci koncoéw 5’ i 3’ tych
czasteczek,

e zaproponowanie modelu sekwestracji hDicer przez czasteczki przyjmujace

struktur¢ G-kwadrupleksu.

Omoéwione w rozprawie doktorskiej wyniki zostaty przedstawione w nastgpujacych
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8. Suplementy

Tabela S1. Tabela zawierajaca podstawowe informacje dotyczace oligomerow
o strukturze G-kwadrupleksow wykorzystanych w analizach.
Nazwa Sekwencja Identyfikator | Typ Topologia Referencja
PDB
TER10 r(GGGUUAGG | 2M18 dimer rownolegla [101]
GU) bimolekularnych
G-kwadrupleksow
TER22 rTAGGG(UUA | - monomolekularny | réwnolegta [131]
GGG)3]
G4U4G4 | r(GGGGUUUU | - bi- lub rownolegla [100]
GGGG) tetramolekularny
TEL22 d[AGGG(TTA - monomolekularny | mieszanina [103]
GGG)3] topologii
rébwnoleglej i
antyrownolegtej
GAT4G4 | d(GGGGTTTT | 1JPQ bimolekularny antyrownolegla | [104]
GGGG)
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Suplement S1. Zdjecie przedstawiajace rozdzial elektroforetyczny frakcji otrzymanych
W procesie oczyszczania preparatu 5'PM PPC. (A) Rozdziat frakcji uzyskiwanych w trakcie
izolacji i oczyszczania preparatu 5'PM PPC. Na zel natozono 5 ul markera Perfect™ Tricolor
Protein Ladder (EURX) (M) oraz po 15 ul kazdej z frakcji: (O) osad komérkowy po lizie, (FT)
frakcja zebrana po przepuszczeniu lizatu przez ztoze, frakcje uzyskane po natozeniu na kolumne
roztworoéw imidazolu o wzrastajacym stezeniu. Czerwong ramka zaznaczono frakcje wybrane do
dalszych analiz. (B) Preparat biatkowy po oczyszczaniu i zageszczeniu biatka na filtrze Amicon.
Na zel natozono 5 pl markera Perfect™ Tricolor Protein Ladder (EURX) (M) oraz 1 ul preparatu
5'PM PPC. Strzatka zaznaczono preparat 5'PM PPC. Rozdzial prowadzono w 10% Zelu PAA.

(@)

i TER22
O-P_0-| or
(|). LIN32

Suplement S2. Schematyczne przedstawienie struktury oligomeréw wyznakowanych sonda
0-BMVC. Rysunek przygotowano na podstawie publikacji Koralewska&Szczepanska i in. [102].
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Abstract: Dicers are multidomain proteins, usually comprising an amino-terminal putative helicase
domain, a DUF283 domain (domain of unknown function), a PAZ domain, two RNase III domains
(RNase IlTa and RNase IIIb) and a dsRNA-binding domain. Dicer homologs play an important role in
the biogenesis of small regulatory RNAs by cleaving single-stranded precursors adopting stem-loop
structures (pre-miRNAs) and double-strand RNAs into short RNA duplexes containing functional
microRNAs or small interfering RNAs, respectively. Growing evidence shows that apart from the
canonical role, Dicer proteins can serve a number of other functions. For example, results of our
previous studies showed that human Dicer (hDicer), presumably through its DUF283 domain, can
facilitate hybridization between two complementary RNAs, thus, acting as a nucleic acid annealer.
Here, to test this assumption, we prepared a hDicer deletion variant lacking the amino acid residues
625-752 corresponding to the DUF283 domain. The respective 128-amino acid fragment of hDicer
was earlier demonstrated to accelerate base-pairing between two complementary RNAs in vitro.
We show that the ADUF(625-752) hDicer variant loses the potential to facilitate RNA-RNA base
pairing, which strongly proves our hypothesis about the importance of the DUF283 domain for the
RNA-RNA annealing activity of hDicer. Interestingly, the in vitro biochemical characterization of the
obtained deletion variant reveals that it displays different RNA cleavage properties depending on
the pre-miRNA substrate.

Keywords: Dicer; RNase III; nucleic acid annealers; RNA-binding proteins; RNA-RNA base pairing;
RNA cleavage activity

1. Introduction

Dicer belongs to the ribonuclease III (RNase III) family of double stranded RNA
(dsRNA)-specific endoribonucleases [1]. Dicer proteins generate short RNA duplexes
containing functional microRNAs (miRNAs) or small interfering RNAs (siRNAs) [2],
which are loaded into a multi-protein complex referred to as the RNA-induced silencing
complex (RISC) [3]. During RISC activation, one strand of the RNA duplex (called the
“passenger” strand) is released and degraded and the other strand (called the “guide”
strand) remains in the complex and acts as a sequence-specific probe guiding RISC to
complementary transcripts [4]. Depending on the degree of complementarity between
the small RNA (miRNA or siRNA) and the targeted transcript, RISC binding results in
either translational repression or mRNA cleavage and degradation [5]. The vast majority
of cellular processes are controlled by miRNAs or siRNAs, e.g., developmental timing,
growth control, differentiation [6], apoptosis, chromatin rearrangements [7] and even viral
defense [8]. Consequently, a disruption of Dicer activity can initiate pathological processes
like carcinogenesis, neurodegenerative, rheumatic or immune system disorders [1,9-11].

Human Dicer (hDicer) contains 1992 amino acid residues (220-kDa) and is one of
the most structurally complex members of the RNase III family. It comprises an amino
(N)-terminal helicase domain, a domain of unknown function (DUF283), Platform, Piwi-
Argonaute-Zwille (PAZ) domain, a Connector helix, two RNase III domains (RNase Illa
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and RNase IIIb) and a dsRNA-binding domain (dsRBD) [12-14]. Extensive studies have
deciphered the roles of the Dicer domains in binding and processing of its canonical sub-
strates, i.e., single-stranded hairpin precursors of miRNAs (pre-miRNAs) and dsRNAs.
The helicase domain through selective interactions with the apical loop of pre-miRNAs can
discriminate between substrates [15,16]. The DUF283 domain can bind single-stranded nu-
cleic acids in vitro [17]; thus, it is possible that this domain may be involved in interactions
with the apical loop of pre-miRNA hairpins as well [18]. The Platform and PAZ domains
anchor the 5’ phosphate and 2-nt 3’ overhang of a substrate [19]. The RNase IIla and RNase
IIIb domains form a single dsRNA-cleavage center. Each of the domains cleaves one strand
within the RNA duplex structure, generating products with 2-nt 3’-overhangs [14]. Finally,
the carboxy (C)-terminal dsRBD is presumed to play an auxiliary role in RNA substrate
binding [20].

The function of DUF283 is still not well understood. Structural studies have revealed
that DUF283 adopts a fold typical for proteins that bind dsRNA [21,22]. However, in vitro
studies have shown only trace dsRNA-binding activity of the DUF283 domain from Ara-
bidopsis thaliana DCL4 [21] and have not demonstrated even weak dsRNA-binding activity
for DUF283 of hDicer [17]. Instead, DUF283 was found to be responsible for interacting
with Dicer’s protein partners in both mammals [23] and plants [21]. Additionally, results of
our previous in vitro studies have revealed that the DUF283 domain of hDicer is capable
of binding single-stranded nucleic acids and can accelerate base pairing between two com-
plementary RNAs or DNAs [17]. Likewise, full-length hDicer can facilitate hybridization
between short RNAs and their targets [17,24]. We hypothesize that the DUF283 domain is
crucial for the RNA-RNA annealing activity of hDicer. Consequently, to test this assump-
tion, here we prepared a hDicer deletion variant lacking the amino acid residues 625-752
corresponding to the DUF283 domain. We showed that the ADUF(625-752) hDicer variant
loses the potential to facilitate hybridization between two complementary RNA molecules,
which strongly supports our hypothesis about the importance of the DUF283 domain for
the RNA-RNA annealing activity of hDicer. Moreover, the in vitro biochemical charac-
terization of the obtained deletion variant demonstrated that it displays different RNA
cleavage properties depending on the pre-miRNA substrate. Interestingly, the in cellulo
studies did not show major differences in the cleavage activity of the ADUF(625-752) vari-
ant with respect to the investigated substrates, but suggested decreased cleavage potential
of this variant in comparison with the wild-type protein.

2. Results
2.1. Production of the hDicer DUF283 Deletion Variant

To investigate whether the DUF283 domain is indeed indispensable for hDicer RNA-
RNA base pairing activity, we obtained the hDicer variant lacking the amino acid residues
625-752 corresponding to the DUF283 domain (a variant named ADUF(625-752)) (Figure 1a).
This 128-amino acid fragment of hDicer was earlier demonstrated to accelerate base-pairing
between two complementary RNA or DNA molecules in vitro [17]. The expression plasmid
encoding the hDicer ADUF(625-752) variant was produced by a PCR approach using as
a template the plasmid encoding the wild-type full-length hDicer fused with the 3xFlag-
tag (called “hDcr”) that was earlier obtained in our laboratory [25]) (Figure 1a,b) (for
details please see Materials and Methods). The expression plasmid was used for the
transfection of 293T NoDice cells (human cells that do not produce hDicer) [26]. A total
of 72 h after transfection, the protein was isolated and purified from cell extracts by
immunoprecipitation with anti-Flag antibody conjugated to agarose beads (Figure 1c).
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Figure 1. Full-length hDicer and its mutant lacking the DUF283 domain. (a) Schematic representation of hDicer domain
architecture and the DUF283 domain deletion variant: ADUF(625-752). (b) The 3D structure of hDicer (PDB 5ZAL) visualized
by PyMOL. The fragment removed in the ADUF(625-752) variant, i.e., DUF283 and the linker (missing in 5ZAL and drafted
by the dashed line), is indicated in dark grey. (c) PAGE analysis of ADUF(625-752) and hDcr preparations. The C-terminally
3xFlag-tagged proteins were expressed in 293T NoDice cells, then they were purified by immunoprecipitation and analyzed
by SDS-PAGE followed by Coomassie Blue Staining.

2.2. RNase Activity of the hDicer DUF283 Deletion Variant

First, we tested the RNase activity of the ADUF(625-752) variant. The variant was
assayed for the RNase activity using two pre-miRNA substrates: pre-mir-21 and pre-mir-16-
1 and a 30-base pair (bp) RNA duplex having 2-nt 3’-overhanging ends (called “dsRNA”).
The cleavage assays involved 18 nM of the protein and ~5 nM of either 5'-32P-labeled
pre-mir-21, pre-mir-16-1 or dsRNA in which one of the two strands was 5'-3?P-labeled.
Thus, the reactions were performed under the low-turnover conditions, i.e., more than
threefold molar excess of hDcr over a substrate was used. Two control reactions without
the protein were also prepared: one containing only the substrate in the reaction buffer
(C-) and the other containing the substrate in the reaction buffer with the addition of the
Mg?*-chelating agent, EDTA (25 mM), (C+). As the Dicer cleavage activity is dependent
on Mg2+, EDTA would abrogate this activity of Dicer. Thus, another control reactions
included the substrate, protein and 25 mM EDTA (+EDTA). Yet another control contained
the substrate and 18 nM hDcr. All reactions were carried out at 37 °C and then they
were halted by adding 1 volume of 7 M UREA loading buffer and heating for 5 min at
95 °C. Reaction mixtures were separated on a 15% polyacrylamide gel with 7 M urea and
1xXTBE (PAGE) and visualized by phosphorimaging (Figure 2). The cleavage assays were

conducted in triplicate.
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Figure 2. RNase activity assay of hDcr and ADUF(625-752). (a—c) The results of the RNA-cleavage assays involving:
(a) pre-mir-21, (b) pre-mir-16-1, (c) 30-bp dsRNA with 2-nt 3'-overhangs. Reaction mixtures were incubated for: 10, 30, 60,
120 min (increasing time is represented by a triangle) with 18 nM of either ADUF(625-752) or hDcr. (C-) controls containing
only the substrate in the reaction buffer. (C+) controls incubated without a protein but with 25 mM EDTA. (+EDTA)
supplementation of the reaction buffer with 25 mM EDTA. (AH) Ladder generated by alkaline hydrolysis of 5'-3*P-labeled
21-nt RNA. Dicer cleavage sites are indicated by arrows. * The asterisk indicates the 3’P 5'-end label. The reproducible

results were obtained using at least two batches of recombinant ADUF(625-752) and hDcr.
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We found that in the assay with pre-mir-21, ADUF(625-752) generated only traces
of 21-nt miRNA products (faint bands observed at the position of miR-21 generated
by hDcr in the control experiment). Under the same reaction conditions, within 2 h
incubation, hDcr processed almost all of the substrate (Figure 2a). In the case of the reactions
carried out with the pre-mir-16-1 substrate, both ADUF(625-752) and hDcr produced
efficiently miR-16-1. After 2 h incubation time, all pre-mir-16-1 was cut by both enzymes
(Figure 2b). For the cleavage assay involving 30-bp dsRNA and ADUF(625-752), we noticed
faint bands migrating as fast as 21-nt RNA that was generated efficiently by hDcr in the
control experiment (Figure 2c). Collected data revealed that the deletion of amino acids
625-752 affects hDicer’s ability to cleave pre-mir-21 and 30-bp dsRNA, but not pre-mir-16-1,
which suggests that this fragment of hDicer might be involved in substrate recognition
and discrimination.

In addition, we performed the RNA cleavage assays involving the hDicer DUF283
deletion variant lacking the region spanning 630-709 amino acid residues (ADUF(630-709)).
This variant was earlier produced and characterized by Ma E. and colleagues [27]. We found
that under the same reaction conditions as those for ADUF(625-752), the ADUF(630-709)
variant processed pre-mir-21, pre-mir-16-1 and 30-bp dsRNA as efficiently as the wild-type
enzyme, hDcr (Figure S1).

The aforementioned experiments were carried out under the in vitro conditions, con-
sequently we asked the question about the ability of the ADUF(625-752) variant to process
pre-mir-21 and pre-mir-16-1 under in cellulo conditions. By applying the RT-qPCR ap-
proach, we assessed the relative level of miR-21-5p and miR-16-1-5p produced in 293T
NoDice cells expressing the ADUF(625-752) variant. As a negative control, we used 293T
NoDice cells treated only with a transfection reagent and as a positive control, we used
293T NoDice cells transfected with the plasmid expressing the wild-type full-length hDicer,
hDcr. All cells were harvested 72 h after transfection. We found that, under similar protein
expression levels (Figure 3a), both miR-21-5p and miR-16-1-5p were less abundant in
293T NoDice cells expressing ADUF(625-752), than in 293T NoDice cells expressing hDcr
(Figure 3b,c). Precisely, a reduction in miRNA level was by about 40% (for miR-21-5p)
and by about 30% (for miR-16-1-5p) compared to the respective positive control reactions.
Thus, we found that miR-21-5p and miR-16-1-5p were produced with different efficiency,
depending on the used system: in vitro (Figure 2a,b) or in cellulo (Figure 3b,c).

hDicer, apart from the canonical substrates, can bind and cut miRNA-size RNA
molecules [24,25,28-30]; therefore, we assume that Dicer proteins might be involved in
the miRNA turnover [25]. Accordingly, we performed cleavage assays with a 21-nt RNA
substrate, called “RNA21”. We found that ADUF(625-752) generated 15-nt, 6-nt and 2-nt
RNA products (Figure 4), as it was earlier observed for hDcr and the hDicer variants lacking
the PAZ domain [25]. With incubation time, we observed disappearance of 15-nt and 6-nt
RNA products and accumulation of 2-nt RNAs. Based on these results, we conclude that
2-nt RNAs were cut off from 15-nt and/or 6-nt RNAs. Consequently, 15-nt and 6-nt RNAs
can be defined as primary cleavage products, while 2-nt RNAs, as secondary cleavage
products. We also noticed that, under the adequate reaction conditions, processing of
RNA21 was much more efficient in the case of ADUF(625-752), compared to hDcr.
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Figure 3. Comparison of miRNA levels produced in NoDice cells expressing ADUF(625-752) and hDcr. (a) Western blot
analysis of ADUF(625-752) and hDcr expressed in 293T NoDice cells. Cells were harvested and analyzed by Western blotting
with anti-Dicer and anti-p-Actin antibodies 72 h after transfection with the respective expression plasmids. (b,c) Results of
the RT-qPCR analysis of the level of endogenous, mature miR-21 (b) and miR-16-1 (c) in the 293T NoDice cells (a negative
control), or 293T NoDice cells expressing either ADUF(625-752) or hDcr. 72 h after transfection, cells were harvested and
total RNA was isolated. miRNA levels were determined by RT-qPCR and normalized to the expression of U6 snRNA,
as a reference gene. The values are averaged from three biological replicates as mean + S.D. Data were analyzed by
one-way ANNOVA test followed by Dunnett’s multiple comparisons test. The obtained p values are as follows, for miR-16-1:
**p <0.0021, *** p < 0.0001; for miR-21: ** p < 0.0040, **** p < 0.0001.
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Figure 4. The results of the RNA-cleavage assays involving 21-nt RNA. Reaction mixtures were incubated for 10, 30, 60,
120 min for ADUF(625-752) (increasing time is represented by a triangle) with 18 nM of protein. (C-) control containing only
the substrate in the reaction buffer. (C+) controls incubated without a protein but with 25 mM EDTA. Additional control
reaction included the substrate and 18 nM hDicer protein (hDcr) incubated for 120 min. (+EDTA) supplementation of the
reaction buffer with 25 mM EDTA. The asterisk indicates the 3?P 5’-end label. The reproducible results were obtained using
at least two batches of recombinant ADUF(625-752) and hDcr.

2.3. The RNA-RNA Base Pairing Potential of the hDicer DUF283 Domain Deletion Variant

To investigate how removing the DUF283 domain from hDicer influences its RNA-
RNA base pairing activity, we carried out the annealing assay involving a pair of com-
plementary RNAs: 21-nt RNA (RNA21) and a 50-nt RNA (called “RNA50”) adopting a
hairpin structure and containing the fully complementary RNA21 target site, schematically
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described in Figure 5a. This pair of complementary RNAs was used in our earlier anneal-
ing assays [24]. Before the reaction, RNA50 was incubated at 95 °C for 5 min and then
slowly cooled to room temperature to ensure proper folding. Then, RNA50 was mixed
in annealing buffer with 5'-32P-labeled RN'A21 at a molar ratio of approximately 1:1 and
incubated for 30 min with increasing amounts of ADUF(625-752) (1.88, 3.75, 7.5, 15, 30 nM)
at 37 °C (Figure 5b). The same set of reactions was carried out for hDcr. Spontaneous
annealing was determined by excluding the enzyme in the assay mixture (control reaction
(C-)). Based on the results obtained from three independent experiments, for each reaction
we calculated the percentage ratios between the fraction containing the RNA21-RNA50
duplex and the free RNAZ21 fraction. The average percentage content of the RNA21-RNAS50
duplex was plotted against the protein concentration (Figure 5b, right panel). The collected
results demonstrated that, in contrast to hDcr, ADUF(625-752) did not support base pairing
between RNA21 and RNA50 under the applied reaction conditions. Neither we observed
the RNA-RNA base pairing activity for the ADUF(630-709) variant (Figure S2). Altogether,
collected data strongly support our hypothesis that the DUF283 domain is indispensable
for hDicer RNA-RNA annealing activity.
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Figure 5. Annealing activity assay of ADUF(625-752) and hDcr. (a) Schematic representation of the experiment. RNA21 (in
blue) is fully complementary to the 21-nt target sequence (in red) of RNA50. (b) Native PAGE gel showing the results of
annealing reactions carried out for 30 min and involving 1.88, 3.75, 7.5, 15, 30 nM of either ADUF(625-752) or hDecr. (C-) a
control incubated without the protein. The reactions were resolved in buffer containing SDS at final concentration of 0.2%.
Graph presentation of the results obtained from three independent annealing assays. Error bars represent S.D. from three
separate experiments.

3. Discussion

Initially, it was suggested that the DUF283 domain is critical for pre-miRNA process-
ing, because the in vitro cleavage activity is lost in human and Drosophila melanogaster
Dicer variants lacking both DUF283 and the helicase domain [31,32]. However, subsequent
in vitro studies demonstrated that the deletion of only DUF283 decreases the cleavage
of dsRNAs by hDicer, without affecting the cleavage of pre-miRNA substrates [27]. The
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mentioned DUF283 deletion variant, produced by Ma E. and colleagues, lacks the region
spanning 630-709 amino acid residues (the ADUF(630-709) variant), (Figure S1) [27]. The
DUF283 deletion variant produced in our laboratory lacks the region between amino acids
625 and 752, including a linker joining the DUF283 domain to Platform (the ADUF(625-752)
variant), (Figure 1a,b). Although removing this linker might affect the spatial organization
of hDicer domains, we found that the ADUF(625-752) variant is successfully expressed in
NoDice cells (Figure 1c). After purification, this protein retained its integrity and activity
up to 12 months when stored at —20 °C. The three-dimensional structure of Dicer resembles
the letter L [18,33]. Within this structure, the head, core and base can be distinguished. The
head constitutes the PAZ and the Platform domains, the RNase III domains are in the core,
whereas the helicase domain forms the base (Figure 1b). We can deduce that removing
the linker, that joins the base to the head, precludes a proper positioning of the base (i.e.,
the helicase domain) in relation to the head (i.e., PAZ and Platform). Consequently, we
assume that the orientation of the helicase domain differs between the ADUF(625-752)
variant and the wild-type hDicer or the ADUF(630-709) variant. However, the helicase
domain was shown to be dispensable for processing of both pre-miRNA and dsRNA
substrates by hDicer [27]. Thus, mispositioning of the helicase domain should not abolish
the cleavage activity of the ADUF(625-752) variant. Indeed, we found that, under the
in vitro conditions, the ADUF(625-752) variant processed pre-mir-16-1 as efficiently as the
wild-type enzyme (Figure 2b). In contrast to the case of pre-mir-16-1, the deletion of amino
acids 625-752 compromised hDicer ability to cleave pre-mir-21 and 30-bp dsRNA in vitro
(Figure 2a,c). What are the differences between pre-mir-16-1 and pre-mir-21 substrates?
We can notice that pre-mir-16-1 contains large internal loops and bulges and has relaxed
terminal loop region, whereas pre-mir-21 adopts more compact structure, with the small
terminal loop (Figure 2). Therefore, taking into account the content of paired nucleotides,
the structure of pre-mir-21 is more similar to the structure of the dsRNA substrate, rather
than to the structure of pre-mir-16-1. Single-stranded regions of pre-mir-16-1 provide the
greater flexibility of this substrate, compared to the other two substrates. Accordingly,
we assume that pre-mir-16-1, due its flexibility, may better fit into the cleavage center
of the ADUF(625-752) variant. In contrast to ADUF(625-752), the ADUF(630-709) variant
processed all tested canonical substrates at least as efficiently as the wild-type enzyme
(Figure S1). These data further support our hypothesis that the spatial orientation of the
domains differs between ADUF(625-752) and ADUF(630-709) variants. Additionally, the
collected data suggest that not only the helicase domain [15], but the DUF283 domain may
as well play an important role in substrate recognition and discrimination. Importantly, as
mentioned above, the removal of both the helicase and the DUF283 domains was shown to
abolish in vitro processing of pre-miRNA substrates by the respectively truncated hDicer
variant [31]. Collectively, based on the literature data and results of the cleavage assays
generated for ADUF(625-752) and ADUF(630-709), we hypothesize that factors influencing
the spatial orientation of hDicer domains may impact the enzyme’s substrate specificity
and its cleavage properties.

Nevertheless, in contrast to the in vitro RNase cleavage assays (Figure 2), we found
that in NoDice cells expressing ADUF(625-752), the levels of miR-21-5p and miR-16-1-5p
were similarly decreased (by about 40% and 30%, respectively) compared to the control cell
lines producing hDcr (Figure 3). These results indicate the possible involvement of cellular
factors, interacting with pre-miRNAs, in the studied process.

We also conclude that the RNase III cleavage center of the ADUF(625-752) variant
is accessible for miRNA /siRNA-size RNAs (Figure 4). The collected data showed that
ADUEF(625-752) generates the same cleavage pattern for 21-nt RNA as the wild-type enzyme
and the PAZ deletion variant, which was reported in our previous studies [25]. Accordingly,
taking into account the results of this and earlier studies [25], we deduce that the cleavage of
miRNA-size RNAs by hDicer neither involves DUF283 nor PAZ domains. As we proposed
earlier, we believe that Dicer might be involved in the miRNA turnover by promoting
degradation of passenger strands that are discarded from the RISC complex [25].
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Finally, we found that the deletion of the DUF283 domain (either the fragment span-
ning amino acids 625-752 or the fragment spanning amino acids 630-709) abolishes hDicer
RNA-RNA annealing activity in vitro (Figure 5) and (Figure S2). Altogether the presented
data provide further insight into the role of the DUF283 domain for the activity of human
ribonuclease Dicer. The next challenge will be to translate all these results into the in vivo
activity of Dicer-type proteins.

4. Materials and Methods
4.1. Oligonucleotides

DNA primers and RNA oligonucleotides were purchased from Genomed (Warsaw,
Poland) and FutureSynthesis (Poznan, Poland), respectively. Sequences of all oligonu-
cleotides used in this study are listed in Table 1.

Table 1. Sequences of oligonucleotides used in the experiments.

Name Sequence (5" — 3')

RNA_sense * GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCAUGUUCUGGUCA

RNA_ov ACCAGAACAUGCAAUGCAACUACAAUGCACAU

pre-mir-16-1 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCGUUAAGAUUCUAAAAUUAUCUCCAGUAUUAACUGUGCUGCUGAA
pre-mir-21 AGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCAUGGCAACACCAGUCGAUGGGCUGU

RNA21 UCGAAGUAUUCCGCGUACGUG

RNA50 GGUUGAACUAUUUCGUGUAUCUGGAAACACGUACGCGGAAUACUUCGAUU

f_ADUF(625-752)

ATTCCAGAGTGTTTGAGGGATAGTTATCCCAGACCTG

r_ADUF(625-752)

TCGTGGACCACCATCGTCAGGCCTCAACAC

f_ADUF(630-709)

GACCATTTGATGCCAGTTGGGAAAGAGACT

r_ADUF(630-709)

GGCCGTGTTGATTGTGACTCGTGGACCAC

f.miR-21-5p

GCTTATCAGACTGATGTTGAAA

£.miR-16-1-5p

GCACGTAAATATTGGCGAA

* RNA_sense serves as a complementary strand to RNA_ov to form dsRNA. The complementary sequences between RNA21 and RNA50

are underlined.

4.2. 32P Labeling of Oligonucleotides

The 5'-end labeling of oligonucleotides was performed using 10 pmol of RNA, 1 puL
v-32P-ATP (Hartman Analytic GmbH, Braunschweig, Germany) and 10 U T4 polynu-
cleotide kinase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in a final volume of 10 pL.
The composition and reaction conditions were in accordance with the manufacturer’s
instructions. Before preparing the reaction mixture, the RNA was denatured by heating to
95 °C and rapidly cooling on ice. The radiolabeled oligonucleotides were PAGE-purified in
8% denaturing polyacrylamide gels and resuspended in water to a final concentration of
approximately 10,000 cpm/pL. The homogeneity of the material after gel purification was
checked by electrophoresis in 15% PAA under denaturing conditions. Gels were exposed
to a phosphorimager plate, which was subsequently scanned with FLA-5100 Fluorescent
Image Analyzer (Fujifilm, Minato, Tokyo, Japan) to visualize the bands.

4.3. Preparation of dAsSRNA

To prepare a dsRNA substrate, non-labeled strand (RNA_sense) was hybridized, at
a molar ratio of approximately 1:1, with 32P-labeled complementary strand (RNA_ov) in
buffer containing 50 mM NaCl, 2.5 mM MgCl, and 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, by heating up
to 95 °C and then slowly cooling down to room temperature. Next, the reaction mixtures
were analyzed on 10% native polyacrylamide gels to check whether the double-stranded
complexes were free of single-stranded species.
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4.4. Preparation of the ADUF(625-752) and ADUF(630-709) Expression Plasmids

The expression plasmids encoding the ADUF(625-752) and ADUF(630-709) variants
were prepared using PCR amplification. All primers were designed based on the cDNA
encoding transcript variant 2 of human DICER1 (NM_030621.4). A template in the PCR
amplification was the plasmid (a derivative of SureVector expression vector (Agilent,
Santa Clara, CA, USA)) encoding the full-length wild-type hDicer fused at its C-terminus
with the 3xFlag peptide, that was earlier prepared in our laboratory [25]. In the reac-
tion we used the following primers: (i) for ADUF(625-752), f ADUF(625-752) (forward)
and r_ADUF(625-752) (reverse); (ii) for ADUF(630-709), f_ADUF(630-709) (forward) and
r_ADUEF(630-709) (reverse). The PCR amplification involved PfuUltra II Fusion polymerase
(Agilent). The obtained PCR product: a cDNA of the plasmid including the sequence
of the full-length wild-type hDicer missing the fragment encoding the DUF283 domain
(either the 384-nt sequence corresponding to amino acids 625-752 of hDicer or the 240-nt
sequence corresponding to amino acids 630-709 of hDicer), was phosphorylated by T4
polynucleotide kinase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and ligated by T4
DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific). The prepared constructs were sequenced by Sanger
method (Genomed, Warsaw, Poland). The results of sequencing reactions are presented in
Figure S3.

4.5. Cell Culture and Transfection

293T NoDice cells [26] were cultured in DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) supplemented with 10% FBS (Gibco), Penicillin-Streptomycin (100 U/mL of peni-
cillin and 100 pg/mL of streptomycin, Gibco) and 1 mM Sodium Pyruvate (Gibco), as
described in Bogerd et al. [26]. Transfection was carried out by DharmaFECT kb DNA
Transfection Reagent (Dharmacon, Lafayette, CO, USA), according to the manufacturer’s
instructions. 293T NoDice cell line was kindly provided by Prof. Bryan R. Cullen.

4.6. Immunoprecipitation

Cells were harvested 72 h after transfection by centrifugation at 1500 rpm for 3 min
and suspended in lysis buffer (30 mM Hepes pH 7.4, 100 mM KCl, 5 mM MgCl,, 10%
glycerol, 0.5 mM DTT and 0.2% Tergitol) containing 1 x protease inhibitor mix without
EDTA (Roche, Warsaw, Poland) and broken by passing through a 0.9 mm x 40 mm needle.
Lysates were centrifuged at 13,000 rpm for 5 min at 4 °C. The supernatant was incubated
overnight on a rotator with ANTI-FLAG®M2 Affinity Gel (Merck, Darmstadt, Germany)
that was pre-washed with TBS buffer. After incubation, the beads were washed five times
with TBS buffer. Isolated protein was eluted with 100 pg/mL 3XFlag Peptide (Sigma,
Kawasaki, Japan). Purified protein was suspended in the buffer (20 mM Tris pH 7.5, 50 mM
NaCl, 10% glycerol and 0.25% Triton X-100). Protein concentration was estimated by the
Bradford assay (BioRad, Irvine, CA, USA), relative to a BSA standard curve and on SDS-
PAGE with BSA as a standard. Proteins were concentrated using Amicon filters (Merck) in
the respective buffer (as described above) enriched with 40% glycerol and stored at —20 °C.

4.7. Western Blot Analysis

Obtained proteins were separated on 8% SDS-PAGE and electro-transferred onto a
PVDF membrane (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). For hDicer and hDicer
deletion variant, the blots were probed with a mouse monoclonal primary anti-Dicer anti-
body mapping at the C-terminus of hDicer (1:300, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
USA), for 3-Actin, the blots were probed with a rabbit monoclonal primary anti-3-Actin
antibody (1:1100, Cell Signaling Technology, Danvers, MS, USA) and subsequently with
HRP-conjugated secondary antibody, anti-mouse or anti-rabbit (1:5000, Jackson ImmunoRe-
search Laboratories, Inc., Cambridgeshire, UK). The immunoreactions were detected using
SuperSignal™West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA).
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4.8. The RNA Cleavage Assay

The cleavage assay was performed in 10 pL reactions containing 50 mM NaCl, 2.5 mM
MgCl, and 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5’-32P-labeled substrate (10,000 cpm, approximately
5nM) and 18 nM of the protein (hDcr or ADUF(625-752), or ADUF(630-709)). In addition, a
reaction mixture without the protein was prepared as a control. In controls including EDTA,
the reaction buffer was supplemented with the chelating agent to the final concentration of
25 mM. Reactions were carried out at 37 °C for 10, 30, 60 and 120 min with the addition of
the commercial RNase-inhibitor cocktail (NEB, Ipswich, USA). The reactions were stopped
by the addition of 1 volume of 7 M urea loading buffer and heating for 5 min at 95 °C.
Samples were separated on a 15% denaturing polyacrylamide gel in 1 x TBE running buffer.

4.9. Reverse Transcription and Quantitative PCR

The RNA was extracted using a standard TRIzol protocol (Invitrogen, Waltham, MA,
USA). The RNA quantity and quality were measured using NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). For reverse transcription (RT), 8 ug of total RNA was
used. RT was performed by using Mir-X™ miRNA First-Strand Synthesis Kit (Takara
Bio, Canada, USA) in accordance with the manufacturer’s instructions. RT-qPCR was
performed using iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Irvine, CA, USA).
For miRNA analysis, 8 ng of total cDNA was used. Amplification was performed using
the Bio-Rad CFX96™ system (Bio-Rad) and the software determined C; thresholds. The
relative expression level of miRNA was evaluated by the 2-8ACt method [34]. miRNA
levels were normalized to U6 small nuclear RNA as a reference gene. Control reactions
lacking template were performed to verify clean backgrounds in all samples. The results
from three independent experiments were presented as mean & S.D. One-way ANNOVA
test followed by Dunnett’s multiple comparisons test was used for statistical evaluation.
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6 Software (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). The primer sequences used for qRT-PCR are listed in Table 1.

4.10. Annealing Assay

The reactions were carried out in 10 uL volumes. As substrates, we used the same
RNA pair as in our previous annealing assays [24]. Precisely, each reaction set contained
10,000 cpm (approximately 5 nM) of the 5-end 32P-labeled RNA21 and 5 nM of long
complementary RNA (RNA50). The molecules were mixed in annealing buffer (50 mM
NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7.5) and incubated for 30 min at 37 °C with dilutions of hDcr or
its ADUF(625-752), or ADUF(630-709) variant (1.88, 3.75, 7.5, 15, 30 nM).

4.11. Gel Imaging and Analysis

The data were collected using a Fujifilm FLA-5100 Fluorescent Image Analyzer (Fu-
jifilm, Minato, Tokyo, Japan). The amounts of 3*P-labeled substrates and products were
determined from the intensity of the respective bands in the gels measured by MultiGauge
3.0 software (Fyjifilm, Minato, Tokyo, Japan). The diagrams from annealing experiments
were created using GraphPad Prism 6 Software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
In the case of all diagrams, error bars represent S.D. values calculated based on three
independent experiments.
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Abstract

Guanine (G)-rich single-stranded nucleic acids can adopt G-quadruplex structures. Accumulating evidence indicates that
G-quadruplexes serve important regulatory roles in fundamental biological processes such as DNA replication, transcrip-
tion, and translation, while aberrant G-quadruplex formation is linked to genome instability and cancer. Understanding the
biological functions played by G-quadruplexes requires detailed knowledge of their protein interactome. Here, we report that
both RNA and DNA G-quadruplexes are bound by human Dicer in vitro. Using in vitro binding assays, mutation studies, and
computational modeling we demonstrate that G-quadruplexes can interact with the Platform—PAZ—-Connector helix cassette
of Dicer, the region responsible for anchoring microRNA precursors (pre-miRNAs). Consequently, we show that G-quad-
ruplexes efficiently and stably inhibit the cleavage of pre-miRNA by Dicer. Our data highlight the potential of human Dicer
for binding of G-quadruplexes and allow us to propose a G-quadruplex-driven sequestration mechanism of Dicer regulation.

Keywords MiRNA biogenesis - PAZ domain - Dicer PPC cassette - Dicer inhibition - Ribonucleoprotein complexes -
Regulation of enzyme activity

Introduction

Dicer belongs to the ribonuclease III (RNase III) family of
double-stranded RNA (dsRNA)-specific endoribonucleases
that are essential for the maturation and decay of coding
and noncoding RNAs in both prokaryotes and eukaryotes
[1]. Proteins classified into this family share a unique fold
(RNase III domain) that dimerizes to form a catalytic center
where the hydrolysis of phosphodiester bonds occurs, leav-
‘ . : - . ing a characteristic dsSRNA product with a 5’ phosphate and

of Bioorganic Chemistry Polish Academy of Sciences, . .
61-704 Poznan, Poland a 2-nucleotide (nt) overhang with a hydroxyl group at the
) 3" end (reviewed in [1]). Human Dicer (hDicer), consisting
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of 1992 amino acids (220 kDa), is one of the most structur-
ally complex members of the RNase III family. It comprises
an amino (N)-terminal putative helicase domain, a domain
of unknown function (DUF283), Platform, Piwi—Argo-
naute—Zwille (PAZ) domain, a Connector helix, two RNase
IIT domains (RNase IIIa and RNase IIIb), and a dsSRNA-
binding domain (dsRBD) [2, 3].

Extensive studies have deciphered the roles of the Dicer
domains in binding and processing of its canonical sub-
strates, i.e., dsSRNAs and single-stranded hairpin precursors
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of microRNAs (pre-miRNAs). The putative helicase domain
selectively interacts with the apical loop of pre-miRNA and
helps to discriminate between substrates [4]. The DUF283
domain has been implicated in the binding of single-stranded
nucleic acids [5], and may therefore be involved in interac-
tions with the apical loop of pre-miRNA hairpins [6]. Two
adjacent domains, Platform and PAZ, anchor the 5’ phos-
phate and 2-nt 3’ overhang of a substrate [3]. The RNase
IITa and RNase IIIb domains form a single dsRNA-cleavage
center [7]. Finally, the C-terminal dsRBD is presumed to
play an auxiliary role in RNA binding [8].

G-quadruplexes are noncanonical structures formed by
guanine-rich DNA and RNA molecules. They are organ-
ized in stacks of two or more G-quartets, in which four gua-
nines are associated through Hoogsteen base pairing and
stabilized by a monovalent cation, such as Na* or K* (for
reviews see [9]). G-quadruplex-forming motifs occur in the
genomes and transcriptomes of many species, including
humans. Biologically relevant G-quadruplexes were first
discovered in eukaryotic telomeres [10]. Since then, mul-
tiple studies have shown the importance of G-quadruplexes
in the regulation of DNA replication, gene expression, and
telomere maintenance, and have linked G-quadruplexes to
several human diseases (for review see [11]). The formation
of G-quadruplexes has also been reported in the regulation
of RNA metabolism, including the miRNA pathway, where
such structures may influence Dicer activity and other steps
of miRNA biogenesis [12—14].

Previously, we characterized the inhibitory potential of
structurally diverse short RNA molecules, 12- to 60-nt in
length, able to influence processing of pre-miRNA by hDicer
either by binding to the enzyme or by base pairing with the
substrate (pre-miRNA) [15-17]. We showed that 12-mers
are too short to bind to hDicer efficiently, and consequently,
to act as competitive inhibitors. However, if these 12-mers
base pair with the apical region of a pre-miRNA hairpin,
they preclude the cleavage by hDicer, thereby acting as pre-
miRNA-specific inhibitors [16]. Interestingly, in contrast to
the other tested 12-mers, one guanine-rich molecule bound
to hDicer and inhibited cleavage of all tested pre-miRNAs
[16]. However, our previous studies did not explain the
mechanism of this phenomenon.

Here, we demonstrate that a hDicer-binding guanine-
rich 12-mer can form a G-quadruplex structure. This find-
ing inspired us to investigate possible interactions between
hDicer and nucleic acids adopting G-quadruplex structures.
In our studies, we used a full-length hDicer, as well as the
hDicer fragment responsible for canonical substrate binding,
encompassing the Platform and PAZ domains. We also ana-
lyzed several structurally well-characterized short telomeric
RNA and DNA G-quadruplexes from human and the ciliate
Oxytricha nova. Using molecular modeling and mutation
studies, we demonstrated that the Platform and PAZ domains
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can bind both RNA and DNA G-quadruplexes. We showed
that binding of RNA and DNA G-quadruplexes by hDicer
precludes pre-miRNA cleavage, which suggests the exist-
ence of yet another mechanism regulating Dicer activity and
miRNA biogenesis in vivo.

Results
hDicer binds RNA G-quadruplexes

The 12-nt guanine-rich RNA, found to bind to hDicer, was
perfectly complementary to the apical loop of pre-mir-210,
and consequently, it was named “AL-210" [16]. We hypoth-
esized that the structure adopted by AL-210 determined its
ability to bind to hDicer and to inhibit its cleavage activity.
Accordingly, we used Fold and bifold algorithms provided
by the RNA structure web server [18] to predict the lowest
free energy secondary structures for AL-210 and three other
12-mers used in our previous studies: AL-16-1, AL-21, AL-
33a (i.e., the oligomers designed to target the apical loops
of pre-mir-16-1, pre-mir-21, pre-mir-33a, respectively). The
results indicated that AL-33a and AL-210 can form stable
homodimers (Supplementary Fig. S1). AL-16-1 and AL-21
were predicted to be monomeric. Since the structure adopted
by RNA may depend on the RNA concentration, each 12-nt
RNA was assayed by polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE), under nondenaturing conditions, at four different
concentrations (0.01, 0.1, 1, and 10 uM). Under the applied
conditions AL-16-1 and AL-21 always migrated in the gel as
a single conformer, whereas AL-33a and AL-210, depending
on the concentration, migrated as faster- or slower-moving
conformers. The faster-moving conformers seemed to rep-
resent monomers (single-stranded RNA, ssRNA) (Fig. 1a).
At concentrations equal to or greater than 0.1 uM, AL-33a
migrated as the slower-moving conformer, presumably cor-
responding to a homodimer (dsRNA) form. Interestingly,
at a concentration equal to or greater than 1 uM, AL-210
migrated even slower than a putative dsSRNA form (Fig. 1a
and Supplementary Fig. S1).

When analyzing the primary structure of the 12-mers
(Fig. 1b), we noticed that a striking feature of AL-210 is a
stretch of four guanines at the 5’ end. Such a sequence motif
is commonly found in nucleic acids adopting G-quadruplex
structures. To test the possibility that the slower-migrating
conformer of AL-210 represents a G-quadruplex form, we
performed native PAGE followed by G-quadruplex-specific
staining with the N-methyl mesoporphyrin IX (NMM) flu-
orescent probe [19]. To promote and stabilize a potential
G-quadruplex structure, oligomers were incubated in buffer
containing 100 mM KCIl before the electrophoresis. As a
positive control, we used a 14-nt RNA (called “QU14”)
known to adopt a G-quadruplex architecture [20]. Under the
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Fig. 1 hDicer binds RNA A
G-quadruplexes. a Native
PAGE analysis of the mixtures

of unlabeled and 5'-3?P-labeled
RNA 12-mers (AL). Triangles
represent increasing amounts of
a given oligomer (0.01, 0.1, 1,
10 uM). Bands corresponding
to single- and double-stranded
forms of the oligomers are
indicated. b Comparison of the
sequences of RNA 12-mers
used in the study. A guanine
tract in the sequence of AL-210
is underlined. ¢ Native PAGE
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applied conditions, QU14, AL-16-1, AL-21, and AL-33a
each migrated as a single conformer (Fig. lc, left panel),
whereas AL-210 migrated as faster- and slower-moving
conformers, as demonstrated above (Fig. 1a). Staining with
NMM showed that the G-quadruplex-specific dye was bound
only by QU14 and the slower-moving AL-210 conformer,
but not by AL-16-1, AL-21, AL-33a, or fast-moving AL-210

GAAUCUUAACGC
AUGAGAUUCAAC

GGGUACCACCAG
GGGGCAGCGCAG

total RNA staining G-quadruplex staining

(SYBR Gold) (NMM)

E

TER10 G4U4G4 pre-miR
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Dicer

— -- -
b }complex . complex
- -—
onns free RNA
) - ] ree |- 1 P w M]free RNA

conformers (Fig. lc, right panel). Together, these results
suggest that AL-210 adopts a G-quadruplex structure and,
presumably, in such a form, it could bind to hDicer.

We hypothesized that hDicer could also bind other RNAs
containing G-quadruplex structures, including QU14. We
performed electrophoretic mobility shift assays (EMSAs)
involving hDicer and 5'-*?P-labeled QU14 or a control 14-nt
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RNA (called “LIN14”) that did not adopt a G-quadruplex
structure. QU14 was bound efficiently by hDicer, while only
residual binding of LIN14 was detected (Fig. 1d). Weak
binding of LIN14 agrees with our previous observations
that hDicer does not interact efficiently with RNAs shorter
than 20-nt [17]. Next, we tested whether hDicer would also
bind other short RNAs (< 20-nt) with G-quadruplex struc-
tures. Accordingly, we performed EMSAs with hDicer and
5'-32p-labeled oligonucleotides with sequences correspond-
ing to the well-characterized telomeric repeat-containing
RNAs (TERRAS) of human [21] or ciliate Oxytricha nova
[22] origin, i.e., (GGGUUAGGGU) called “TER10” and
r(GGGGUUUUGGGG) called “G4U4G4”, respectively
(detailed information about guanine-rich oligomers used
in the studies is presented in Table S1). Both TER10 and
G4U4G4 were bound by hDicer. A control binding reaction
contained the canonical hDicer substrate, 58-nt pre-miRNA
(Fig. le). These results confirm that hDicer is able to bind
RNAs adopting a G-quadruplex structure.

The PPC cassette of hDicer binds RNA and DNA
G-quadruplexes

According to the current knowledge about the mechanism
of Dicer action, the initial recognition and anchoring of
the substrate occur within the region spanning the Plat-
form—PAZ—-Connector helix cassette, called “PPC” [3].
The PPC contains two adjacent pockets, a 2-nt 3'-overhang-
binding pocket (3'-pocket) within the PAZ domain and a
phosphate-binding pocket (5'-pocket) within the Platform
and PAZ domains (Fig. 2a) [3, 23]. To test whether PPC
can also bind RNA G-quadruplexes, we produced PPC in a
bacterial expression system (Supplementary Fig. S2A) and
then carried out EMSAs with PPC and either 5'-**P-labeled
r[AGGG(UUAGGG);] called “TER22”, which is an
extended version of TER10, or G4U4G4 (Table S1). PPC
formed stable complexes with both RNA oligomers, with
a K, value of ~7 nM for the PPC and TER22 complex
(Fig. 2b), and ~10 nM for the PPC and G4U4G4 complex
(Fig. 2c). For comparison, we also determined binding
affinities for PPC and 5'-3?P-labeled 21-nt RNA (called
“LIN217), 58-nt pre-mir-21, and 19-bp RNA duplexes hav-
ing 2-nt 3’ overhanging ends (called “dsRNA_OV”) (Sup-
plementary Fig. S2B). The K values calculated for PPC and
RNA substrates were ~46 nM for LIN21, ~205 nM for pre-
mir-21 and ~50 nM for dsRNA_OV (Supplementary Fig.
S2C). The results indicate that the PPC cassette of hDicer
binds RNA G-quadruplexes with higher affinity than it binds
a pre-miRNA substrate, a miRNA-size RNA, or a miRNA-
like duplex.

Given the fact that telomeric repeat-containing sequences
are present not only in telomeric RNA but also within tel-
omeric DNA at the chromosome ends, we asked whether
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PPC could interact with DNA G-quadruplexes as well.
Accordingly, we used 5'->’P-labeled DNA oligomers with
sequences identical to TER22 and G4U4G4, i.e., “TEL22”
and “G4T4G4”, respectively (Fig. 2d, ). The K, value was
~318 nM for the PPC and TEL22 complex and ~369 nM for
the PPC and G4T4G4 complex. These data indicated that
PPC bound DNA G-quadruplexes much weaker than their
RNA G-quadruplex counterparts. Additionally, TER22 and
TEL22 were bound by PPC slightly better (~1.4 and ~1.2
times) than G4U4G4 and G4T4G4, respectively. Together,
these results indicate that both the type and length of nucleic
acid adopting a G-quadruplex structure determine its bind-
ing affinity to the PPC cassette of hDicer.

Both the 3'-pocket and the 5’-pocket of hDicer
PPC cassette are involved in the binding
of G-quadruplexes

To test whether oligonucleotides adopting G-quadruplex
structures could, like canonical Dicer substrates, be bound
in the 3’-pocket and/or 5'-pocket of the PPC cassette, we per-
formed molecular docking and modeling. For this we used
the structure of hDicer PPC cassette (PDB entry 4NGF) [3]
and the G-quadruplex structures of the 10-nt human TERRA
(TER10) (PDB entry 2M18) [21] or O. nova G4T4G4 (PDB
entry 1JPQ) [22]. TER10 formed a dimer of bimolecular
G-quadruplexes [21], whereas G4T4G4 appeared as a bimo-
lecular G-quadruplex [22].

We inspected docked poses of both TER10 and G4T4G4
with hDicer protein for clashes with pre-miRNA binding
(for detailed information see “Materials and methods” sec-
tion). We selected eight best models (docked poses) for the
TER10-PPC complex and six best models for the G4T4G4-
PPC complex. In seven out of the eight models selected for
the TER10-PPC complex, TER10 was positioned within the
3'-pocket of the PPC cassette. In all these models, the 3’
end of one out of the four RNA strands was anchored in the
3'-pocket (Fig. 3a). In one of the eight models, the 3’ end
of TER10 was located in the vicinity of amino acid resi-
dues lining up the 5’-pocket (Fig. 3b). Three docked poses
obtained for the G4T4G4-PCC complex showed that the
G4T4G4 quadruplex bound within the 3’-pocket (Fig. 3c),
and the other three poses revealed G4T4G4 located within
the 5'-pocket of the PPC cassette (Fig. 3d).

To validate these models, we generated two variants of
the hDicer PPC cassette, one containing two substitutions
in the 3'-pocket (Y926F/R927A variant), and the other con-
taining six substitutions in the 5'-pocket (R778A/R780A/
R811A/H982A/R986A/R993A variant) (Supplementary
Fig. S3A). These changes significantly affect the binding of
small interfering RNA (siRNA) by hDicer PPC cassette [3],
and the corresponding full-length hDicer variants have been
well characterized biochemically [23]. Using EMSAs, we
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Fig.2 The PPC cassette of hDicer binds RNA and DNA G-quad-
ruplexes. a Domain architecture of hDicer (top) and PPC cas-
sette (below). Arrows indicate the RNA-interacting residues within
the 5'- and 3'-pocket. b, ¢ EMSAs with PPC and the 5'-*’P-labeled
RNA G-quadruplexes TER22 b and G4U4G4 ¢. C— a control sam-
ple with no protein. Triangles represent increasing amounts of PPC
(0.1, 0.2, 04, 0.8, 1.6, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 nM).
The K4 of RNA-PPC complexes was determined from the binding
isotherms by curve-fitting using nonlinear regression. Error bars rep-
resent SD from three separate experiments. d, e EMSAs with PPC

examined the ability of PPC variants to bind 5'-32P-labeled
TER22, G4U4G4, TEL22, and G4T4G4 oligomers. Changes
in both the 3'-pocket and the 5'-pocket reduced PPC binding
to all G-quadruplexes analyzed (Fig. 3e). Mutations in the
PPC pockets had a greater impact on binding to the DNA
G-quadruplexes than to their RNA counterparts. However,
this can be explained by the fact that, under the applied reac-
tion conditions, the wild-type protein displayed much lower
maximum binding capacity for DNA G-quadruplexes than
for the corresponding RNA G-quadruplexes (Fig. 2b—e),
and mutations in the PPC pockets only proportionally
decreased binding. The lower binding capacity of PPC to

and the 5'-*?P-labeled DNA G-quadruplexes TEL22 d and G4T4G4
e. C— a control sample with no protein. Triangles represent increas-
ing amounts of PPC (0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50,
100, 200, 400 nM). The K, values of DNA-PPC complexes were
determined from the binding isotherms by curve fitting using nonlin-
ear regression. Error bars represent SD from three separate experi-
ments. f Quantitative analysis of the binding assay between PPC and
5'-32p-Jabeled RNA/DNA G-quadruplexes. Error bars represent SD
from three separate experiments

DNA G-quadruplexes than to RNA G-quadruplexes may
be due to the participation of ribose 2'-hydroxyl groups
in hydrogen bonding with amino acid residues of the PPC
cassette. Taken together, binding assays conducted for the
wild-type protein and the 3'-pocket and the 5'-pocket vari-
ants (Fig. 3e) corresponded well with the models of PPC and
G-quadruplex complexes (Fig. 3a—d), collectively indicating
that both pockets of the hDicer PPC cassette are important
for the binding of G-quadruplexes.

To investigate whether the free ends of the RNA adopt-
ing a G-quadruplex structure are necessary for its binding
to the hDicer PPC cassette, we circularized 5'->*P-labeled
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are colored in green and red, respectively. The Platform is colored
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TER10 forming a dimer of bimolecular G-quadruplexes bound to the
5'-pocket of hDicer PPC cassette. ¢ 3D model of G4T4G4 forming
a bimolecular G-quadruplex bound to the 3'-pocket of hDicer PPC
cassette. d 3D model of G4T4G4 forming a bimolecular G-quadru-
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plex bound to the 5'-pocket of hDicer PPC cassette. € EMSAs with
PPC, PPC 5'- and 3'-pocket mutants (5'PM, 3'PM), and 5'-32P-labeled
G-quadruplexes (TER22, G4U4G4, TEL22, G4T4G4). 500 nM pro-
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ligated ends (circTER22). Triangles represent the increasing amount
of PPC (0.8, 1.6, 3.125, 6.25, 12.5, 50 nM). C— a control sample
with no protein. g Quantitative analysis of the binding assay between
PPC and TER22/circTER22 G-quadruplexes. Error bars represent SD
from three separate experiments
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TER22 using T4 RNA ligase, as described previously [24]
(Supplementary Fig. S3B, C). In adequate protein concentra-
tions, PPC bound this “circTER22” with similar efficiency
as the TER22 RNA with free ends (Fig. 3f, g), indicating
that hDicer PPC cassette binds G-quadruplexes no matter
whether their 3'- or 5’ ends are available.

RNA G-quadruplexes bound by the PPC cassette
retain their structure

To test whether RNA G-quadruplexes retain their structures
upon binding the hDicer PPC cassette, we conducted a bind-
ing assay involving TER22 with a derivative of 3,6-bis(1-
methyl-2-vinyl-pyridinium) carbazole diiodide (o-BMVC)
covalently attached to its 5'-end (Supplementary Fig. S3D).
0-BMVC is a fluorescent light-up probe that selectively
binds to G-quadruplex structures [25]. As a control, we
used 32-nt RNA (called “LIN32”) that does not contain a
G-quadruplex motif, labeled with 0-BMVC in the same way
as TER22. Each oligomer was incubated with PPC, and the
reaction mixtures were analyzed in a polyacrylamide gel
under native conditions. After electrophoresis, we exposed
the gel first to 532 nm light to detect bands corresponding to
the RNA species adopting G-quadruplex structures (Fig. 4a).
Subsequently, we stained the gel with SYBR Gold solution
and exposed it to 473 nm light to visualize the total RNA
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1 el
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g oy
.:"
" )
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532 nm

Fig.4 RNA G-quadruplexes bound by the PPC cassette retain their
structure. a EMSAs with 500 nM PPC and TER22 or LIN32, which
does not adopt a G-quadruplex structure. Both RNA oligonucleo-
tides were labeled at the 5'-end with a G-quadruplex specific probe
(0-BMVC). +indicates the presence or absence of PPC, or the RNA

pool (Fig. 4b). The results showed that RNA G-quadruplexes
retained their structure upon binding the PPC cassette.

RNA and DNA G-quadruplexes inhibit pre-miRNA
processing by hDicer

In vitro, RNA oligonucleotides bound to hDicer inhibit the
cleavage of pre-miRNAs by this enzyme [15, 16]. To inves-
tigate whether oligonucleotides containing G-quadruplex
motifs can also influence the cleavage activity of hDicer,
we used RNA oligomers representing human and O. nova
TERRA (TER10, TER22, G4U4G4) and DNA oligomers
representing the corresponding telomeric repeats (TEL22,
G4T4G4). As well as those mentioned above, we used three
RNAs of 12 to 20-nt: TER12, TER18, TER18-2A. All of
the chosen oligomers are known to adopt various G-quad-
ruplex architectures (Table S1). To assess the effect of RNA
and DNA G-quadruplexes on hDicer cleavage activity, we
performed a set of assays involving hDicer, 5’-*2P-labeled
pre-mir-21 or pre-mir-33a, and a respective oligomer. The
particular pre-miRNAs were chosen as they did not inter-
act with tested oligomers (Supplementary Fig. S4A), which
ensures that the effects observed in the experiment does not
stem from direct RNA-DNA or RNA-RNA binding, but
rather, from protein~DNA or RNA interaction. Moreover,
pre-mir-21 and pre-mir-33a represent structurally distinct
substrates (Supplementary Fig. SSE).

B

0-BMVC-TER22  0-BMVC-LIN32

+ _———1 + ___—7 oligo
-+ 4+ + 4+ -+ + + + PPC

— T 7

complex

free RNA

473 nm

oligomer. Triangles represent increasing amounts of the RNA oli-
gomer (7.5, 15, 22.5, 30 uM). To visualize RNA adopting G-quadru-
plex structures, the gel was exposed to 532 nm light. b The same gel
as presented in panel a exposed to 473 nm light after staining with
SYBR Gold to visualize total RNA
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First, we carried out cleavage assays with RNA G-quad-
ruplexes. The efficiency of pre-miRNA (~5 nM) cleavage in
reactions with individual oligomers applied at one of three
concentrations (0.1, 0.5, or 2 pM) was normalized to the
cleavage efficiency in a control reaction with no oligomer
added. Another set of control reactions involved in 12-nt
RNA (called “LIN12”), which does not bind to hDicer,
nor adopts a G-quadruplex structure. In all cases, upon the
addition of an RNA G-quadruplex, we observed a dose-
dependent inhibition of the cleavage of pre-mir-21 (Fig. 5a
and Supplementary Fig. S4B) and pre-mir-33a (Fig. 5b and
Supplementary Fig. S4C). At the lowest concentration of
any of the tested RNA G-quadruplexes, the level of miRNA
was reduced by at least 50% in comparison to the control
reaction with no oligomer added. When the highest con-
centration of any of the tested RNA G-quadruplexes was
applied, the cleavage of pre-miRNA was abolished by at
least 80%. No decrease in the miRNA level was observed in
control reactions with LIN12. We did not find any apparent
correlation between the length or architecture of the RNA
G-quadruplexes and the degree of inhibition they exerted.

Next, we investigated whether the cleavage of pre-miRNA
(~5 nM) by hDicer can be affected by DNA counterparts of
G4U4G4 and TER22, i.e., G4T4G4 and TEL22 (Fig. 5c,
d and Supplementary Fig. S4D, E). At the lowest concen-
tration (0.1 uM), G4T4G4 inhibited cleavage of pre-mir-21
and pre-mir-33a by ~90%, while at the highest concentra-
tion (2 uM), the inhibition reached ~96% for pre-mir-21 and
100% for pre-mir-33a. We observed a similar tendency for
TEL22; it inhibited the cleavage of pre-mir-21 and pre-mir-
33a by ~70% at the lowest concentration (0.1 uM), and by
~95% at the highest concentration (2 uM). The results are
comparable with those obtained for G4U4G4 (~90% and
~100% inhibition at 0.1 and 2 uM concentration, respec-
tively) and TER22 (~75-80% and ~95% inhibition at 0.1
and 2 pM concentration, respectively), which indicates no
differences in the inhibition potency between RNA G quad-
ruplexes and their DNA G quadruplex counterparts under
the applied reaction conditions (Fig. Sa—d and Supplemen-
tary Fig. S4B-E).

Subsequently, we performed a time course assay to meas-
ure the level of miR-21 or miR-33a produced in reaction
with either no inhibitor, a selected G-quadruplex (G4T4G4,
G4U4G4, TEL22, TER22) or pre-mir-16-1 added as a com-
petitor. The reactions were performed under the low-turnover
conditions, i.e., a twofold molar excess of hDicer (10 nM)
over a substrate was used. In addition, the G-quadruplexes
and the competitor were in 50-fold molar excess to hDicer.
As expected, in control reactions with either pre-mir-21 or
pre-mir-33a and hDicer, but no other oligomer added, we
observed a hyperbolic relation between the yield of miRNA
and the incubation time (Fig. 5e, f and Supplementary Fig.
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S5A-D). After 12 h, ~90% of either of the substrates was
processed by the enzyme.

In reactions with pre-mir-21 as a substrate and pre-
mir-16-1 as a competitor, we observed a significant inhibi-
tion of pre-mir-21 cleavage at all analyzed time points; even
after 12 h only ~22% of pre-mir-21 was processed (Fig. Se
and Supplementary Fig. S5A, B). We also observed stable
inhibition for the tested G-quadruplexes; the effect exerted
by them was even more prominent than in the case of pre-
mir-16-1: after 12 h only ~5% of pre-mir-21 was processed
in reactions with G4T4G4 or G4U4G4, and ~10% in reac-
tions with TEL22 or TER22 (Fig. Se and Supplementary
Fig. S5A, B).

In reactions with pre-mir-33a as a substrate, and pre-
mir-16-1 as a competitor, initially the levels of miR-33a
were much lower than in the control reactions without the
inhibitor (e.g., ~ 10% vs ~50% after the first 30 min of the
reaction) (Fig. 5f and Supplementary Fig. S5C, D) but with
time the inhibition was gradually abolished; after 12 h the
amount of pre-mir-33a processed in the reaction with the
competitor and in the control reaction reached ~80% and
~95%, respectively. In reactions with the G-quadruplexes,
we also observed low initial levels of miR-33a as in the
analogous reactions with pre-mir-16-1 and the reduction of
the inhibition with time (Fig. 5f and Supplementary Fig.
S5C, D). The amount of pre-mir-33a cut by hDicer increased
from ~5% after 30 min to ~10% after 12 h in reactions with
G4T4G4 or G4U4G4, and from ~10% to ~25% in reactions
with TEL22 or TER22. Despite the observed accumulation
of miRNA over time, and in contrast to pre-mir-16-1, the
inhibitory effect exerted by G-quadruplexes remained high
even after 12 h of incubation (~75% decrease in miRNA
production in comparison to the control reaction in the case
of G-quadruplexes, vs ~15% in the case of pre-mir-16-1).

Altogether, these findings indicate that RNA and DNA
adopting a G-quadruplex structure can affect the cleavage
of pre-miRNA by hDicer. Under the low-turnover condi-
tions (excess enzyme to substrate), RNA and DNA G-quad-
ruplexes exerted a similar inhibition effect on the hDicer
cleavage of both pre-miRNAs used (Fig. Se, f). G4U4G4 and
G4T4G4 were slightly better inhibitors of pre-mir-21 and
pre-mir-33a cleavage than TER22 and TEL22 (95% vs 90%
inhibition of pre-mir-21 cleavage after 12 h, and 90% vs 75%
inhibition of pre-mir-33a cleavage after 12 h, respectively)
(Fig. 5e, f, and Supplementary Fig. SSA-D).

Subsequently, we performed a time course assay under
the high-turnover conditions using a 50-fold molar excess of
a substrate to hDicer (0.5 nM), and a 100-fold molar excess
of the G-quadruplexes or the competitor to the enzyme. We
found that G4U4G4, G4T4G4 and TER22 retained their
inhibitory potential after 12 h incubation (Supplementary
Fig. S6), whereas the inhibition of either miR-21 or miR-
33a production was overcome in reactions with TEL22



RNA and DNA G-quadruplexes bind to human dicer and inhibit its activity 3717
A " C 4
C.cr GAUCY) TERD TERTZ TERIS 7eR1BN TERZZ, W2 C.ce ST, B2,
pre-mir-21 W pre-mir-21 E
O B e O il O —— e (B ]
K120 L1200 Ho1m
N IS B 0.5 uM
x < xS H2uM
£ ;8 € '8
°E 60 °E 60
N o N o
© Q2 © 2
] ]
€8 o €8 o
Qo o
Q 2
K8
}
A Y 4
B 0o GG TERID, TR TER TR TERE, N D ¢.cr ST, T2,
pre-mir-33a W pre-mir-33a EE
O B o O S wwsu BT ]
01200 gorum 01200 goipm
23 m 0.5 uM 233 m 0.5 uM
x5 H2uM x5 H2uM
EQ EQ
=% 60 2% 60
N N
T2 T2
ES ES
O T O T
€5 o €5 o
o o
% B, %, %, %, % M, %, %
I KOS
% 2 g
E F
K 100+ <100+
3 3
3 e .
.§ — noinh 3 " mh_
5 . pre-mir-16-1 5 . pre-mir-16-1
c - e
S 504 — = G4U4G4 S G4u4G4
= [} ——
g — — G4T4G4 E G4T4G4
(<] -
g — TER22 a TER22
X,‘ —. TEL22 § —- TEL22
x o
E otE - E —t
0 1 12 time (h) 10 11 12 time (h)

Fig.5 G-quadruplexes inhibit cleavage of pre-miRNA by hDicer in a
dose-dependent manner. a, b Inhibition assay to assess the effect of
RNA G-quadruplexes on the cleavage of pre-mir-21 (a) or pre-mir-
33a (b) by hDicer. Reactions were carried out for 30 min at 37 °C
under the low-turnover conditions. LIN12—a control 12-mer not
adopting a G-quadruplex structure, C— a sample with no protein,
nor inhibitor added, C+a sample with hDicer, without inhibitor.
Graphs show miRNA production efficiency normalized to the level of
miRNA generated in C+. Error bars represent SD from three separate
experiments. See also Figure S4B, C for full gel images. The repro-
ducible results were obtained using at least two batches of recombi-

(Supplementary Fig. S6). Similar results as for TEL22 were
obtained for pre-mir-16-1 competitor, therefore, we conclude
that under the applied reaction conditions (1:2 molar ratio of

nant hDicer. ¢, d The results of the inhibition assay performed sim-
ilarly as in (a, b) for selected DNA G-quadruplexes and pre-mir-21
(¢) or pre-mir-33a (d). See also Figure S4D, E for full gel images.
The reproducible results were obtained using at least two batches of
recombinant hDicer. e, f Quantitative analysis of the time course of
hDicer inhibition by G-quadruplexes in reactions with pre-mir-21
(e) or pre-mir-33a (f). Error bars represent SD from three separate
experiments; see also Figure SSA-D for representative gel images.
The reproducible results were obtained using at least two batches of
recombinant hDicer

a substrate and an inhibitor), TEL22 can act as a competi-
tive inhibitor. This conclusion is supported by the K, values
calculated for the PPC and TEL22 complex (K;~318 nM),
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and the PPC and pre-miRNA complex (K;~205 nM). How-
ever, considering the binding affinities, we cannot explain
why G4T4G4 was not outcompeted by the substrate over
the incubation time. TEL22 represents the human telomeric
sequence, while G4T4G4 corresponds to ciliate O. nova
telomeric DNA. Given that the human enzyme was used
in the studies, a species-specific regulatory mechanism for
Dicer binding to telomeric DNA might be responsible for
the effects we observed.

Under the low-turnover conditions, we did observe
a difference in the effect of pre-mir-16-1 competitor on
pre-mir-21 and pre-mir-33a cleavage by hDicer (Fig. Se,
f). Despite the addition of 100-fold molar excess of pre-
mir-16-1 with respect to the other pre-miRNA, after 12 h
incubation, ~80% of pre-mir-33a (Fig. 5f) and only ~22%
of pre-mir-21 were processed (Fig. 5e). These results can
be explained by the differences among the structures of the
three pre-miRNAs. Pre-mir-21 adopts the most compact
structure, with the smallest terminal loop, whereas structures
of pre-mir-33a and pre-mir-16-1 contain large internal loops
and bulges. In addition, pre-mir-16-1 has the most relaxed
terminal loop region (Supplementary Fig. SSE). It has been
reported that the pre-miRNA structure influences the effi-
ciency of miRNA processing by Dicer [26]. In addition,
the results of our previous studies have indicated that pre-
miRNAs can compete for binding to hDicer [15]. Based on
these data and the models generated for PPC and individual
G-quadruplexes (Fig. 3a—d), we propose that a pre-miRNA
and a G-quadruplex compete for binding to substrate-
anchoring domains of hDicer, i.e., PAZ and Platform. Since
the interactions between pre-miRNA and Dicer encompass
not only the PPC region of Dicer, but other Dicer domains
as well [4, 6] (Fig. 6a), we hypothesize that the competi-
tion between two pre-miRNAs for binding to Dicer is more
complex, compared with the case involving a pre-miRNA
and a G-quadruplex. Consequently, we deduce that under
the low-turnover conditions, even despite the high excess
of the inhibitor, pre-mir-33a can outcompete pre-mir-16-1
from binding to hDicer, which was not observed for pre-
mir-21. However, under the high-turnover conditions, when
the excess of a substrate to the enzyme was applied, and the
substrate to inhibitor molar ratio was low (1:2), the degree
of the miRNA production inhibition caused by pre-mir-16-1
was similar in the case of both substrates (Supplementary
Fig. S6E, F).

Discussion
Dicer homologs are widely known for their important role
in the biogenesis of small regulatory RNAs: miRNAs and

siRNAs. However, growing evidence shows that, apart
from their canonical role, Dicer proteins serve a number of
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other functions (for review see [27]). As an endoribonucle-
ase, Dicer participates in processing of diverse groups of
RNA, e.g., tRNA [28], DNA-damage-induced RNA [29] or
transposable elements [30]. Additionally, in Caenorhabditis
elegans, a caspase-cleaved form of Dicer acts as a deoxy-
ribonuclease that introduces breaks in chromosomal DNA
during apoptosis [31]. Moreover, the emerging evidence
points to possible cleavage-independent regulatory roles
of Dicer; in C. elegans and human cells, Dicer binds vari-
ous RNAs, including mRNAs and long noncoding RNAs,
passively, i.e., without further cleavage [32]. Furthermore,
hDicer can act as a nucleic acid annealer, by facilitating
base pairing between two complementary RNAs or DNAs
[5, 33]. Our finding that hDicer can bind RNA and DNA
G-quadruplexes, and that this interaction influences Dicer
ability to process its canonical substrates, opens new avenues
of research on the cellular functions of Dicer.

A variety of proteins bind G-quadruplex-forming RNAs
[34]. In most cases, however, it is not clear whether the
binding involves the G-quadruplex structure or a guanine-
rich RNA sequence. In the current study, we demonstrated
that G-quadruplexes do not constitute a steric hindrance for
hDicer binding (Fig. 1d, ). We also showed that the PPC
cassette of hDicer binds RNA G-quadruplexes (Fig. 2b, c)
with much higher affinity than it binds non-G-quadruplex
RNAs (Supplementary Fig. S2B). Based on the models
of the PPC and G-quadruplex complexes (Fig. 3a—d), and
mutation studies (Fig. 3e), we propose that RNA and DNA
molecules that adopt G-quadruplex structures can bind to
either the 3'-pocket or the 5’-pocket of the hDicer PPC cas-
sette. Although the results of our computational modeling
indicated that binding of an RNA G-quadruplex by PPC may
involve anchoring the 3’ end of the oligonucleotide (Fig. 3a,
b), we found that a 5'-3"-end-ligated G-quadruplex can be
bound by PPC as well (Fig. 3f). Future work will reveal
whether Dicer binds G-quadruplex-containing nucleic acids
in cells and what the biological significance of this activity
is.

Our results indicate that hDicer can bind both RNA and
DNA G-quadruplexes. A search of the transcriptome-wide
map of hDicer targets [32], using Quadron software [35],
revealed that Dicer binds to several guanine-rich RNAs
(Dataset S1). We can speculate about the possible implica-
tions of interactions between Dicer and an RNA G-quadru-
plex. For example, G-quadruplexes may act as molecular
anchors that bind and sequester Dicer. A similar role has
already been proposed for another type of RNA structure
recognized by Dicer, i.e., RNA hairpins formed within
endogenous transcripts [32] or adopted by viral RNAs [36].
Short RNAs, including miRNAs [37], piRNAs [38], and
tRNA fragments [39, 40], can adopt G-quadruplex struc-
tures. The length of these RNAs (~20-30 nt) is close to
the length of the guanine-rich oligonucleotides used in the
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present study (10-22 nt). Accordingly, we hypothesize that
short RNAs adopting G-quadruplex structures may seques-
ter Dicer in vivo. Such a mechanism could be a part of
autoregulatory loops, in which Dicer-processed guanine-rich
miRNAs, in the form of G-quadruplexes, act in a negative
feedback regulation of Dicer [17, 41]. The sequestration of

G-quadruplex U

binding

SEQUESTRATION
MODEL

A\

miRNA level ¥

o

pre-miRNA  pre-miRNA
binding cleavage

3'-binding pocket of PAZ are marked as spheres. b Putative mecha-
nism of sequestration-dependent regulation of Dicer activity by
G-quadruplexes. Dicer anchors pre-miRNA ends within the PPC
binding pockets and cleaves precursors to release miRNA products
(left). G-quadruplexes compete with pre-miRNA for binding to Dicer.
The enzyme sequestered in complex with a G-quadruplex cannot bind
pre-miRNA and does not generate miRNA (right)

Dicer by RNA G-quadruplexes may control the pool of Dicer
available for the biogenesis of miRNA. This hypothesis is
supported by the results of the inhibition assay presented in
Fig. 5, Supplementary Fig. SSA-D and S6. The observed
RNA G-quadruplex-driven inhibition of pre-miRNA cleav-
age by hDicer was very efficient and stable over time. Since,
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under the applied reaction conditions, the binding affinity
of hDicer PPC for the RNA G-quadruplex (K;~7-10 nM)
(Fig. 2b, c¢) was much higher than the binding affinity of
hDicer PPC for the pre-miRNA (K,~205 nM) (Supple-
mentary Fig. S2B), we conclude that an RNA G-quadru-
plex, once bound to hDicer, occupies the substrate binding
pockets of PPC thereby blocking access for a pre-miRNA
(Fig. 6b). This is in contrast to a pre-miRNA substrate that,
once bound and cleaved by hDicer, leaves the binding pock-
ets, making them available for another substrate molecule.

Proteins binding RNA G-quadruplexes are important for
the intracellular transport of mRNA for its local translation
[42]. Moreover, they act as a switch that controls the access
of miRNA to its mRNA targets embedded in guanine-rich
regions adopting G-quadruplex structures [43, 44]. Since
Dicer binds both miRNA [32] and RNA G-quadruplexes,
it may be directly involved in the control of translation of
mRNAs that form local G-quadruplex structures. Possible
direct involvement of Dicer in the posttranscriptional control
of gene expression has been already extensively investigated
in the context of interactions between miRNA-bound Dicer
and complementary mRNA targets [33].

Dicer has been detected in the nucleus [45], which
together with our finding that hDicer binds to DNA G-quad-
ruplexes, leads us to propose that Dicer may interact with
telomeric DNA G-quadruplexes or be involved in the tran-
scriptional regulation of gene expression by binding to
G-quadruplexes in promoter regions.

Altogether, we have demonstrated that G-quadruplexes
can bind to Dicer and affect its activity. The results reported
here support the notion that Dicer is a versatile protein,
whose function is not limited to RNase III activity.

Materials and methods
Oligonucleotides

Sequences of all oligonucleotides used in this study are
listed in Supplementary Table S2.

Folding of oligonucleotides

Guanine-rich oligonucleotides were denatured in 50 mM
KCl for 3 min at 90 °C, immediately transferred to 75 °C
and slowly cooled down to 10 °C.

For the RNA duplexes used in the binding assays,
5'-32P-labeled oligomers were hybridized in water with
10 pmol of complementary oligomers by heating and slowly
cooling the mixtures from 90 to 4 °C. The reaction mixtures
were PAGE-purified in 12% native polyacrylamide gels to
obtain double-stranded fractions free of single-stranded
species.

@ Springer

In-gel G-quadruplex staining

200 pmol of nonlabeled oligomers were folded in 20 pL of
50 mM KCl, mixed with 20 pL of loading buffer, divided
into two equal portions (20 pL) and separately loaded on a
12% polyacrylamide gel supplemented with 5% glycerol.
The samples were arranged in duplicate so that after elec-
trophoresis, the gel could be vertically cut into halves con-
taining the same samples. One half was then stained in a
solution of SYBR Gold (Thermo Fisher Scientific)/1x TBE
for 20 min and scanned with Fujifilm FLA-5100 Fluorescent
Image Analyzer at 473 nm. The other half was stained with
N-methyl mesoporphyrin IX (NMM; Frontier 6 Scientific),
as described previously [46]. Briefly, NMM stock (5 mg/mL
in 0.2 M HCI) was diluted in 20 mM Tris pH 7.6, 100 mM
KCIL, 1 mM EDTA to a final NMM concentration of 1 pg/
mL (NMM staining solution). Next, the gel was incubated
in the NMM staining solution for 20 min. Subsequently, the
gel was scanned at 532 nm.

0-BMVC labeling of oligonucleotides

In-house synthesized C6-amino-modified oligo dissolved in
sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0) was combined with
fivefold molar excess of in-house made 0-BMVC-C3-NHS
ester in DMSO. The mixture was incubated at 37 °C in the
dark overnight. The oligo-o-BMVC-C3 conjugate was sepa-
rated from salt and free 0-BMVC-C3-NHS by 2% NaClO,/
acetone precipitation. The purity and homogeneity of the
oligo-0-BMVC-C3 conjugate were verified by denaturing
gel electrophoresis.

Preparation of the 5'-3’-end-ligated TER22

The 5'-**P-labeled TER22 was denatured in 100 mM KCI
for 3 min at 90 °C immediately transferred to 75 °C and
slowly cooled down to 10 °C to adopt its native structure.
The ligation reaction was carried out using T4 RNA Ligase
1 (Thermo Fisher Scientific) overnight at 17 °C. RNA was
purified using NucAway Spin Columns (Thermo Fisher Sci-
entific) according to the manufacturers protocol and resus-
pended in water to the final concentration of approximately
10,000 cpm/pL (50 nM). To verify the efficiency of TER22
circularization, RNA (10,000 cpm) was treated with 0.5 U of
alkaline phosphatase (Thermo Fisher Scientific) according
to the manufacturers protocol and analyzed by denaturing
PAGE.

RNA/DNA-protein binding assay
RNA/DNA-protein complex formation was analyzed using

an electrophoretic mobility shift assay (EMSA). The reac-
tions were carried out in 10 or 20-pL volumes. PPC or PPC



RNA and DNA G-quadruplexes bind to human dicer and inhibit its activity

3721

variants (total protein concentration ranging from 0.1 to
400 nM (unless stated otherwise in the figure legend) were
mixed with a trace amount of the 5’-*?P-labeled RNA/DNA
oligonucleotide (approximately 10,000 cpm) or o-BMVC-
labeled oligonucleotide (from 7.5 to 30 uM, as indicated)
and incubated in binding buffer (20 mM Tris—HCI, pH 7.4,
100 mM KC1) for 30 min (unless stated otherwise) on ice.
The samples were separated in 5% or 10% nondenaturing
polyacrylamide gels (as indicated) at 4 °C for approximately
10 h at 7 V/cm in 1x TBE. For radiolabeled oligomers, gels
were exposed to a phosphorimager plate, which was subse-
quently scanned with Fujifilm FLA-5100 Fluorescent Image
Analyzer to visualize the bands. For o-BMVC-labeled oli-
gomers, gels were first scanned with Fujifilm FLA-5100
Fluorescent Image Analyzer at 532 nm, then stained in a
solution of SYBR Gold (Thermo Fisher Scientific)/1x TBE
for 20 min and scanned again at 473 nm.

hDicer cleavage inhibition assay

Dicer cleavage inhibition assay was performed in 10 pL reac-
tions containing 20 mM Tris—HCI, pH 7.5, 100 mM KCl,
and 2.5 mM MgCl, buffer, 10 nM hDicer, 5'-**P-labeled
pre-miRNA (10,000 cpm, approximately 5 nM) and the
indicated oligonucleotide (0.1, 0.5, 2 uM). In addition, two
control reactions were carried out: (i) a negative control
(C-) with no enzyme and no inhibitor, to test the integrity
of the substrate during the incubation time, and (ii) a posi-
tive control (C+) with enzyme but no inhibitor added. All
samples were incubated at 37 °C for 30 min. The reactions
were halted by adding 1 volume of 8 M urea loading buffer
and heating for 5 min at 95 °C, and then separated in a 15%
polyacrylamide gel with 7 M urea and 1x TBE.

In the time-course assay performed under the low-turno-
ver conditions, a 10 pL reaction contained reaction buffer as
described above, 10 nM hDicer, 5’-*?P-labeled pre-miRNA
(10,000 cpm, approximately 5 nM), and the indicated oli-
gonucleotide (0.5 uM). Samples were incubated at 37 °C
for 30 min, 1.5 h, 3 h, 6 h, or 12 h. In addition, two negative
control reactions were carried out to monitor the integrity of
the substrate during the incubation time: (i) a sample frozen
immediately after the mixture was prepared (C,) and (ii) a
sample incubated at 37 °C for 12 h (C,,). After the incuba-
tion time, all of the samples were processed as described
above.

For the high-turnover conditions, the time-course assay
was performed similarly, except that a 10 pL reaction con-
tained 0.5 nM hDicer, 25 nM 5'->*P-labeled pre-miRNA, and
50 nM oligonucleotide.

Gel imaging and data analysis

For binding and cleavage inhibition assays, the data were
collected using Fujifilm FLA-5100 Fluorescent Image Ana-
lyzer and quantified using MultiGauge 3.0 software (Fuji-
film). Data from binding experiments were fit to a satura-
tion isotherm using Prism 8.2.1 (GraphPad). Dissociation
constants were calculated using the equation for one site,
specific binding: Y=B,,, *X/(K;+X) and B,,,, =100% set as
a constraint; K, values together with the associated standard
errors are reported in the figures. Diagrams presenting data
from cleavage assays were prepared in Excel 2016. In the
case of all diagrams, error bars represent SD values calcu-
lated based on three independent experiments.

Production and purification of hDicer PPC cassette
and the 3'-pocket and the 5’-pocket PPC variants

The PPC cDNA, which corresponds to the 316-amino acid
(aa) sequence located between 753 and 1068 aa of hDicer,
was amplified by PCR using a purchased plasmid encod-
ing a complete Homo sapiens Dicerl ribonuclease type III
sequence (PubMed, NM_030621) (GeneCopoeia). In the
case of PPC variants, we used plasmids encoding hDicer
3'-pocket double mutant (Y926F, R927A), and the 5'-pocket
sextuple mutant (R778A, R780A, R811A, H982A, R986A,
R993A) [23] (Addgene). PCR fragments were subsequently
cloned into the pMCSG7 vector (courtesy of Laboratory of
Protein Engineering, Institute of Bioorganic Chemistry, Pol-
ish Academy of Sciences), which allows introduction of a
6xHis tag at the N-terminus of the protein. hDicer PPC and
the PPC variants were expressed in E. coli strain BL21Star
(Thermo Fisher Scientific), in standard Luria—Bertani (LB)
medium. Gene expression was induced with 0.4 mM IPTG
and bacteria were cultured for 18 h at 18 °C with shaking.
The cell pellets were lysed and purified with Ni>*—Sepharose
High-Performance beads (GE Healthcare) with imidazole
gradient (0.02—-1 M) in 25 mM HEPES (pH 8.0) (in the case
of PPC), or 25 mM Tris (pH 8.0) (in the case of PPC vari-
ants), supplemented with 300 mM NaCl, 0.1% Triton X-100,
and 5% glycerol. The protein purity was assessed by SDS-
PAGE. Selected fractions containing homogeneous protein
were concentrated using Amicon filters (Merck) in respec-
tive buffers (as described above) enriched with 40% glycerol,
and stored at —20 °C.

Docking and molecular modeling

Docking of RNA and the protein was performed following a
meta-approach using different docking methods to generate
the docking poses, followed by the rescoring and selection of
best poses [47]. The hDicer (PDB entry 4NGF) and G-quad-
ruplex (PDB entry 2M18) were docked using the following
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methods: 3dRPC/RPDOCK [48], ClusPro [49], HADDOCK
[50], HDOCK [51], Hex [52], PatchDock [53] and ZDOCK
[54]. While 3dRPC and HADDOCK have modules to dock
protein and RNA explicitly, ClusPro allows only the use of
RNA as a receptor molecule. For the methods HDOCK, Hex,
PatchDock, and ZDOCK the docking was performed both
with protein as receptor and RNA as ligand and vice versa.
In addition, the protein—RNA complex structures were gen-
erated with an in-house method SimRNP developed by the
Bujnicki group, an extension of SimRNA [55] that enables
flexible modeling of RNA structures as well as protein—RNA
complexes (Michal Boniecki and. J.M.B., unpublished).
Additional information on modeling is available in the Sup-
plementary Methods. The simulation trajectory is presented
in the Supplementary Fig. S7), and the representative frame
is provided as PDB file (Supplementary File S1). PDB files
for the reported models have been deposited in Figshare and
can be accessed under the following URL: https://figshare.
com/s/1dfdb3d2945d404e8065.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s00018-021-03795-w.
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