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Streszczenie

Streszczenie

Kluczowa role w biogenezie krotkich regulatorowych RNA (srRNA) odgrywa
rybonukleaza Dicer, ktora wycina dupleksy mikroRNA (miRNA) oraz mate interferujace RNA
(siRNA), z odpowiednio: jednoniciowych prekursoréw miRNA przyjmujacych strukture spinki
(pre-miRNA) oraz z dtugich dwuniciowych RNA (dsRNA), tzw. pre-siRNA. Generowane
przez Dicer sTRNA biorg udziat w procesie regulacji ekspresji gendw. Przedstawiona rozprawa
doktorska skupia si¢ na ludzkiej rybonukleazie Dicer (hDicer). hDicer jest biatkiem
wielodomenowym, zbudowanym z nast¢pujacych po sobie domen: N-koncowej domeny
helikazowej, domeny DUF283, domeny Platformy, PAZ oraz helisy taczacej, dwoch domen
RNazy 111 (RNaza Illa i I11b) oraz C-koncowej domeny wigzacej dwuniciowy RNA (dsRBD).
Istotna role w wigzaniu substratow pre-miRNA oraz pre-siRNA odgrywaja domeny Platformy,
PAZ 1 helisy taczacej (tzw. kaseta PPC). Odlegtos¢ pomigdzy kaseta PPC a domenami
RNazowymi determinuje dtugo$¢ generowanych produktow; w przypadku hDicer dtugosé

generowanych srRNA wynosi ~22 nukleotydy (nt).

Obecnos¢ wszystkich domen hDicer jest kluczowa dla wydajnego i1 precyzyjnego cigcia
substratow pre-miRNA, a tym samym, generowania miRNA o okreslonej dlugosci. Dane
literaturowe wskazuja, ze bialka oddzialujace z Dicer, przypuszczalnie poprzez wpltyw na
aranzacj¢ jej domen, moga wptywa¢ na dlugo$¢ produktow generowanych przez tg
rybonukleazg. Co ciekawe, znane s3 warianty rybonukleaz Dicer pozbawione niektorych
z domen, tzw. ,,skrocone formy” (,,skrocone warianty”) Dicer. Skrécone formy Dicer moga
powstawa¢, migdzy innymi, w rezultacie procesu alternatywnego sktadania pierwotnego
transkryptu genu kodujacego Dicer, badz w wyniku aktywno$ci hydrolitycznej proteaz
komorkowych. Aktywnosci skréconych form Dicer rdznig si¢ od aktywnos$ci bialek ,,pelnej
dhlugosci”. Przykladowo, wariant Dicer pozbawiony domeny helikazowej preferencyjnie wiaze
substraty pre-siRNA. Wykazano takze, iz u nicienia Caenorhabditis elegans aktywowane
podczas procesu apoptozy kaspazy przecinajg Dicer, generujac skrocong forme biatka (tDCR-
1), ktoéra peini funkcje deoksyrybonukleazy (DNazy) inicjujacej proces fragmentacji

chromosomalnego DNA.

Pierwszym celem przedlozonej rozprawy doktorskiej bylo zbadanie, czy hDicer,
podobnie jak Dicer C. elegans, posiada potencjat do hydrolizy substratow DNA. W wybranych
do badan komorkach ludzkich, w ktérych wywotywany byt proces apoptozy, nie udato si¢
zidentyfikowa¢ skroconej formy hDicer podobnej do tDCR-1 C. elegans. W celu odpowiedzi
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na pytanie, czy hDicer, podobnie jak Dicer pochodzaca z C. elegans, moze prezentowaé
aktywnos¢ DNazowa, z wykorzystaniem metod inzynierii genetycznej otrzymano Szereg
skroconych form hDicer, w tym wariant odwzorowujacy tDCR-1 C. elegans. Wariant hDicer
odwzorowujacy skrocong forme Dicer C. elegans nie wykazywal aktywno$ci DNazowe;j.
Zgromadzone dane ujawnity jednak, ze warianty hDicer pozbawione domeny DUF283 oraz
warianty nieposiadajace domeny PAZ lub calej kasety PPC prezentuja aktywnos¢ DNazowa.
Uzyskane wyniki wykazaty, iz hDicer posiada potencjat do hydrolizy zarowno jedno-, jak

i dwuniciowych DNA.

Drugi nurt badawczy poswigcony byt analizie wariantéw hDicer powstajacych
w komorkach 1 probie zdefiniowania ich funkcji. Analizy transkryptomiczne pozwolity na
zidentyfikowanie szeregu skroconych wariantow transkrypcyjnych genu DICER1. Wéréd nich
zidentyfikowano wariant opisany w literaturze jako Dicerle. Wariant ten powstaje w wyniku
procesu alternatywnego sktadania pierwotnego transkryptu genu DICERL. Biatko Dicerle,
w odrdznieniu od hDicer, posiada unikatowy koniec N oraz zaledwie trzy domeny: RNazy Illa,
RNazy Illb oraz dsRBD. Dicerle ulega ekspresji zaréwno w komorkach zdrowych
(prawidtowych), jak i zmienionych nowotworowo. Wiadomo, ze poziom ekspresji Dicerle jest
tkankowo-specyficzny, a w przypadku komoérek nowotworowych, zalezy takze od typu
1 przypuszczalnie stopnia rozwoju nowotworu. Jak dotad, nie scharakteryzowano aktywnosci
biochemicznych biatka Dicerle. Z wykorzystaniem metod inZynierii genetycznej otrzymano
preparat biatkowy Dicerle, a nastgpnie zbadano aktywno$ci biochemiczne prezentowane przez
ten wariant. Testy aktywnos$ci nukleazowe] wykazaty, ze Dicerle nie generuje produktow
MIiRNA, jednakze moze on hydrolizowa¢ krotkie RNA. Co ciekawe, Dicerle wykazywat
aktywno$¢ DNazowa. W celu zbadania potencjalnej komorkowej funkcji wariantu Dicerle,
wykorzystano komorki HEK293T oraz HEK293T No Dice (linia typu DICER1 knock out,
w ktorej nie powstaje endogenna hDicer), ktore byly transfekowane plazmidem
umozliwiajacym produkuje wariantu Dicerle. Nastgpnie przeprowadzono analizy NGS puli
catkowitego RNA izolowanego ze wspomnianych linii komoérkowych. Badano takze poziom
ekspresji wybranych miRNA w uzytych w badaniach liniach komoérkowych. Zgromadzone
dane sugeruja, ze wariant Dicerle moze by¢ zaangazowany w metabolizm komoérkowych RNA

1, co ciekawe, organizacj¢ struktury chromatyny.

Wyniki uzyskane w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej przyczyniajg si¢ do
poszerzenia wiedzy na temat udziatu bialek typu Dicer w procesach komoérkowych

wykraczajacych poza $ciezki biogenezy sTRNA.
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Summary

A key role in the biogenesis of small regulatory RNAs (srRNAs) is played by the Dicer
ribonuclease, which cuts out microRNA (miRNA) and small interfering RNA (siRNA)
duplexes from single-stranded hairpin precursors (pre-miRNAS) or long double-stranded RNAs
(dsRNAs), i.e., pre-siRNAs, respectively. Dicer-generated srRNAs are involved in the
regulation of gene expression. The presented studies focus on human ribonuclease Dicer
(hDicer). hDicer is a multi-domain protein composed of an N-terminal helicase domain,
a DUF283 domain, Platform, PAZ, and a connector helix, two RNase 111 domains (RNase Illa
and Illb) and a C-terminal dsRNA binding domain (dsRBD). Platform, PAZ and connector
helix domains (the so-called PPC cassette) play an important role in the binding of pre-miRNA
and pre-siRNA substrates. The distance between the PPC cassette and the RNase domains
determines the length of the generated products; in the case of hDicer, the length of the produced
SrRNAs is about 22 nucleotides (nt)

The presence of all hDicer domains is crucial for the efficient and precise cleavage of pre-
miRNA substrates, and thus, generating miRNAs of a specific length. Literature data indicate
that proteins interacting with Dicer, presumably by affecting the arrangement of its domains,
can influence the length of RNAs produced by this ribonuclease. Interestingly, Dicer variants
lacking some of the domains, so-called "shortened forms™ ("truncated variants") of Dicer, have
been identified. Truncated variants of Dicer can arise from alternatively spliced transcripts of
the DICER1 gene, or as a result of a hydrolytic activity of cellular proteases. The biological
functions and enzymatic activities of truncated variants of Dicer differ from the functions and
activities displayed by the "full-length™ proteins. For example, a Dicer variant lacking the
helicase domain preferentially binds pre-siRNA substrates. It has also been shown that in
nematode Caenorhabditis elegans, a truncated form of Dicer (tDCR-1) is produced by the
caspases during apoptosis, and this truncated form initiates the chromosomal DNA

fragmentation.

The first goal of the PhD studies was to investigate whether hDicer, similarly as C. elegans
Dicer, has the potential to hydrolyze DNA substrates. In the apoptosis-induced human cell lines,
a truncated form of hDicer similar to C. elegans tDCR-1 was not identified. Nevertheless, to
answer the question whether hDicer, like C. elegans Dicer, can display a DNase activity,
a number of truncated hDicer variants were prepared using genetic engineering methods,

including a variant corresponding to the tDCR-1 form of C. elegans. The hDicer variant

11
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corresponding to C. elegans tDCR-1 did not exhibit DNase activity. However, the collected
data revealed that the hDicer variants lacking the DUF283 domain or the PAZ domain, or the
entire PPC cassette, could hydrolyze both single-stranded and double-stranded DNA.

The second part of the research has focused on the analysis of natural hDicer variants and
their putative functions. Transcriptomic analyses revealed several truncated transcript variants
of the DICER1 gene. Among them, a variant designated as Dicerle was identified. This variant
is generated by an alternative splicing of the primary transcript of the DICERL gene. In
comparison to hDicer, the Dicerle protein has a unique N-terminus and only three domains:
RNase Illa, RNase I1lb and dsRBD. Dicerle is expressed in healthy (normal) and tumor cells.
It is known that the level of Dicerle expression is tissue-specific and, in the case of cancer cells,
it also depends on the type and tumor stage. So far, the biochemical properties of the Dicerle
protein have not been characterized. Consequently, using genetic engineering methods,
a protein preparation of Dicerle was obtained, and its biochemical activities were investigated.
The RNase activity assays showed that Dicerle does not produce miRNAs; however, it can

hydrolyze small RNAs. Interestingly, Dicerle exhibited also the DNase activity.

To investigate the potential biological roles of the Dicerle variant, HEK293T and
HEK293T No Dice cells (a DICER1 knock out cell line that does not produce the endogenous
hDicer) were used. These cells were transfected with a plasmid producing the Dicerle variant.
Next, the RNA-Seq of the total RNA fractions isolated from the used cell lines were performed.
The expression levels of selected miRNAs in the cell lines used in the study were also
examined. The collected data suggest that the Dicerle variant may be involved in cellular RNA

metabolism and, interestingly, the organization of chromatin structure.

The results obtained in the course of the conducted studies expand our knowledge on the
potential role of Dicer-type proteins in cellular processes extending well beyond the sSrRNA

biogenesis pathways.
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Wstep

1. Wstep

W ciaggu ostatnich lat, wraz z rozwojem badan genomowych i transkryptomicznych mozna
zaobserwowaé znaczgcy wzrost zainteresowana frakcja RNA niekodujacg bialek — tzw.
niekodujacymi RNA (ncRNA, ang noncoding RNA). Obecnie uwaza si¢, iz w komoérkach
eukariotycznych czasteczki ncRNA stanowig ponad 90% puli catkowitego RNA [1, 2]. Ze
wzgledu na pehione funkcje ncRNA mozna podzieli¢ na dwie grupy: konstytutywne
i regulatorowe. Pierwszg grupe stanowig czgsteczki RNA, ktore sg obecne w komorce na statym
poziomie i warunkujg podstawowe procesy komoérkowe takie jak biosynteza biatka oraz
dojrzewanie i modyfikacja pierwotnych transkryptow mRNA. Wsrod nich wyrdzni¢é mozna:
rybosomalne RNA (rRNA), transportujagce RNA (tRNA), krotkie jadrowe RNA (snRNA) oraz
krotkie jaderkowe RNA (SnoRNA). Do grupy regulatorowych RNA zaliczamy krotkie
czasteczki RNA (srRNA, ang. short regulatory RNA) odpowiedzialne za kontrolg ekspresji
gendéw 1 wlasciwe funkcjonowanie organizmu. Czasteczki te dzialaja jak specyficzne sondy
umozliwiajace odpowiednim partnerom bialkkowym rozpoznanie komplementarnych
transkryptow mRNA lub rejondw DNA, ktore maja podlega¢ regulacji. Wsrodd nich wyrdznié
mozna migdzy innymi: mikroRNA (miRNA, ang. microRNA), krotkie interferencyjne RNA
(SIRNA, ang. small interfering RNA), diRNA (ang. DNA damage-induced small RNA) [3] oraz
RNA oddziatujace z biatkami Piwi (ang. PIWI-interacting RNA) [4]. Poziom SrRNA
w komorce jest zmienny i zalezy m.in. od etapu rozwoju organizmu, czynnikow
srodowiskowych, jak i od stanu patologicznego komorki (w tym, od nowotworzenia) [5, 6]. Co
cickawe, sekwencje kodujace srRNA mogg by¢ zarowno zawarte w genomie, jak rOwniez moga

mie¢ pochodzenie egzogenne.

1.1 Struktura i biogeneza krotkich regulatorowych RNA — miRNA oraz siRNA

Najlepiej scharakteryzowanymi czasteczkami srRNA sa miRNA oraz siRNA biorace
bezposredni udziat w zachowawczym ewolucyjnie procesie wyciszania ekspresji genow
inicjowanym przez dwuniciowy RNA (dsRNA, ang. double-stranded RNA) — interferencji
RNA (RNAI, ang. RNA interference) [7-10]. Cechg charakterystyczng tych czasteczek jest ich
dhugos¢, ~20-30 nukleotydow (nt), oraz zdolno$¢ do interakcji z biatkami Argonaute (Ago),
z ktorymi wspottworza kompleks RISC (ang. RNA-induced silencing complex).

MIiRNA to krotkie, jednoniciowe czgsteczki RNA. Stanowig one dominujgcg pulg

stRNA u ssakow. Czasteczki te biorg udzial w kontroli kluczowych proceséw biologicznych
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takich jak m.in.: podzialy komodrkowe, kontrola wzrostu i réznicowania komorek [11],
apoptoza, przebudowa chromatyny [12] i rearanzacja genomu [13] oraz odpowiedz na
zakazenia wirusowe [14, 15]. Podejrzewa sie, iz czgsteczki miRNA kontrolujg ekspresje¢ ponad
60% ludzkich genow [16]. Ze wzgledu na udziat w kontroli licznych proceséw biologicznych
niekontrolowane zmiany w poziomie dojrzalych miRNA w komorce moga skutkowaé
rozwojem stanow patologicznych, m.in.: nowotwordéw [17], chordb neurodegeneracyjnych [18]

lub choréb uktadu krazenia [19].

Biogeneza miRNA jest procesem wieloetapowym, rozpoczynajagcym si¢ w jadrze

komoérkowym, a konczacym si¢ w cytoplazmie (Rysunek 1).

polimeraza RNA I

| \
geny miRNA /
homodimer DGCR8 Sa b,

‘ Y IN
JAD RO Drosha pre-miRNA

- kap
KOMORKOWE S Eksportyna 5
AAAAA - 3'
\ \ | ,
pri-miRNA
\ - / I TRBP/PACT

CYTOPLAZMA

miRISC -
TRBP/PACT Ago i

Ago Ago '
SO\ SO - 3 -
mRNA — — 3 5
l Dicer

dupleks miRNA
inhibicja translacji

Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie biogenezy i funkcjonowania miRNA w komorce
zwierzece]. Czerwonymi strzatkami zaznaczono miejsce hydrolizy substratu RNA przez biatko
Drosha i Dicer.

Czasteczki miRNA sg kodowane przez geny miRNA znajdujace si¢ pod kontrola
niezaleznych promotoréw transkrypcji lub sa transkrybowane z sekwencji intronowych genow
kodujacych biatka, jak rowniez z obszarow miedzygenowych [20, 21]. Ekspresja genoéw
miRNA zachodzi w obrebie jadra komorkowego najczgsciej przy udziale polimerazy RNA 11
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w wyniku czego powstaje pierwotny transkrypt zwany pri-miRNA (ang. primary miRNA) [20,
22]. Co ciekawe, pojawiajace si¢ doniesienia literaturowe wskazuja rowniez na pochodzenie
mMIiRNA z krétkich intronéw tzw. miRtronéw. Sa to introny zawierajgce sekwencje prekursora
mMIiRNA, ktérego wyciecie zachodzi w wyniku sktadania transkryptu (ang. splicing) [23, 24].
Pierwotny transkrypt miRNA sktada si¢ z kilku tysiecy nukleotydéw i moze zawiera¢ jedng
badz kilka struktur typu spinki do wtoséw oraz jednoniciowe rejony oskrzydlajace (Rysunek
1). Struktura typu spinki do wlosow zlozona jest z dwuniciowego rejonu trzonu, oraz
rozluznionej czesci apikalnej tzw. rejonu petli. W kolejnym etapie, pri-miRNA jest
rozpoznawany przez obecny w jadrze komorkowym kompleks enzymatyczny (kompleks
mikroprocesora) w sktad ktorego wchodza: rybonukleaza (RNazalll) Drosha i biatka wiazace
RNA DGCRS8 (ang. DiGeorge syndrome critical region gene). Drosha wigze pri-miRNA
w obrgbie rozgatezienia struktury typu spinki do wiosow do jednoniciowych struktur
oskrzydlajacych i przecina obie nici dupleksu [25]. Za stabilizacj¢ kompleksu mikroprocesora
i aktywacje cigcia pri-miRNA odpowiada homodimer DGCRS, ktory wiaze si¢ pomigdzy petla
apikalng a trzonem pri-miRNA [25, 26]. Produktem cigcia jest fragment o dtugosci ~60-70 nt
okreslany jako pre-miRNA. Czasteczki pre-miRNA przyjmuja struktur¢ drugorzedows typu
spinki do wtosow ztozong z rejonu dwuniciowego (trzonu) oraz petli apikalnej (Rysunek 2). Na
koncu 5’ posiadajg resztg fosforanows, z ktorego generowany jest miRNA-5p. Cechag
charakterystyczng czasteczek pre-miRNA jest niesparowany koniec 3’ z resztg hydroksylows,

z ktorego generowany jest miRNA-3p (Rysunek 2) [27, 28].

petla apikalna

=>T= motyw GYM
-

trzon

2nt niesparowany
koniec 3'

Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie struktury pre-miRNA. Na niebiesko zaznaczono
rami¢ 5', na czerwono zaznaczono rami¢ 3'. Strzaltkami zaznaczono miejsce cigcia przez Dicer.
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Nastepnie, za posrednictwem eksportyny 5 i biatka Ran-GTP, pre-miRNA jest
eksportowany z jadra komorkowego do cytoplazmy. W cytoplazmie pre-miRNA jest wigzany
przez rybonukleaze (RNazg I11) Dicer dziatajaca w kompleksie z Ago i partnerami biatkowymi,
np. TRBP (ang. TAR RNA binding protein). Rybonukleaza Dicer wigze czasteczke pre-miRNA
I wycina z niej dwuniciowy fragment o dlugosci ~22 par zasad (pz) tworzacy dupleks
zawierajacy funkcjonalna czasteczke miIRNA (Rysunek 1) [29]. Kluczowy wpltyw na wybor
miejsca cigcia pre-miRNA, jak i1 generowanie produktow o dlugosci ~22 pz przez Dicer ma
przestrzenne utozenie enzymu wzgledem substratu oraz obecno$¢ motywu GYM w sekwencji
pre-miRNA. Motyw GYM obejmuje 3 nukleotydowa sekwencje obecng pod petla apikalng
w strukturze pre-miRNA, oznaczajacg odpowiednio: G — sparowana guanina, Y — sparowana

pyrimidyna, M — niesparowana cytozyna lub adenina (Rysunek 2) [30].

W przypadku czasteczek siRNA, ze wzgledu na zrédlo pochodzenia ich prekursora,
mozemy wyr6zni¢ dwie grupy: egzo-SIRNA oraz endo-siRNA. Czasteczki egzo-SIRNA
powstajg z dlugich dwuniciowych RNA wprowadzanych do wnetrza komorki jako materiat
genetyczny wirusa w wyniku infekcji lub w formie syntetycznej na drodze eksperymentalnej
badz terapeutycznej. Czasteczki endo-siRNA sg charakterystyczne dla roslin, bezkregowcow
1 grzyboéw, jednakze ich obecno$¢ i funkcjonowanie zaobserwowano rowniez w oocytach
niektorych kregowcow [31-33] i embrionalnych komoérkach macierzystych myszy [34-39].
Prekursory endo-siRNA stanowiag dsRNA powstate z komplementarnych sensownych
i antysensownych transkryptow w uktadach cis i trans lub transkryptow przyjmujacych
strukture spinki do wlosow [40, 41]. Co wigcej, prekursorem endo-SIRNA moga by¢ takze
transkrypty pseudogenow hybrydyzujace do mRNA swoich funkcjonalnych odpowiednikow
[39, 42]. Obecne w cytoplazmie prekursory egzo- jak i endo-siRNA sa ciete przez rybonukleaze
Dicer niezaleznie od kompleksu mikroprocesora. Efektem cigcia jest dwuniciowa czasteczka
RNA o dlugosci ~21-22 pz, w ktorej jedna z nici (SiRNA) jest komplementarna do transkryptu

genu docelowego.

1.2 Rola srRNA w potranskrypcyjnym wyciszaniu ekspresji genow

Istotnym etapem w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow jest utworzenie si¢ kompleksu
tadujacego RLC (ang. RISC-loading complex), a nastepnie jego przeksztatcenie sie¢ w kompleks
wyciszajacy RISC (ang. RNA-induced silencing complex). W sktad kompleksu RLC wchodza
biatka Dicer, TRBP oraz Ago. Kompleks ten odpowiada za przekazanie dupleksu

generowanego przez Dicer do biatka Ago [43-45]. Proces przeksztalcania si¢ kompleksu
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fadujacego w wyciszajacy zapoczatkowany jest wyborem nici efektorowej (wiodacej)
w dupleksie STRNA. Wybor nici wiodacej (ang. guide strand) komplementarnej do sekwencji
wyciszanych transkryptow jest zwigzany ze stabilnos$cig termodynamiczng koncéw dupleksu
SrRNA. W dupleksie ni¢ wiodaca charakteryzuje si¢ mniej stabilng strukturg tworzong przez
koniec 5, natomiast druga z nici, tzw. ni¢ pasazerska (ang. passenger strand) charakteryzuje
si¢ bardziej stabilnym koncem 5’. Ni¢ wiodaca jest wigzana przez biatko Argonaute 2 (Ago2),
natomiast ni¢ pasazerska oddysocjowuje z kompleksu i ulega degradacji. Usunigcie nici
pasazerskiej z kompleksu inicjuje powstanie aktywnego kompleksu RISC. Oprocz biatka Ago2
I nici efektorowej w sktad tego kompleksu moga wchodzi¢ takie biatka jak Dicer, MOV10
I helikaza RNA A [46-49]. Warto zaznaczy¢, iz cechg odrdzniajaca dziatanie komoérkowych
mIiRNA i siRNA w kopleksie RISC jest stopien ich komplementarnosci wobec mRNA oraz
miejsce oddziatywania z sekwencja docelowa. W przypadku kompleksu RISC zatadowanego
nicig wiodacg miRNA (miRISC, ang. RISC with incorporated miRNA) do regulacji ekspresji
gendéw dochodzi w wyniku wigzania si¢ miRNA do komplementarnej sekwencji mRNA.
Najczesciej miejsce wigzania mMiIRNA wystepuje w rejonie 3" UTR (ang. untranslated region)
transkryptow, jednakze niektére doniesienia literaturowe wskazuja na mozliwosé
wystepowania takich miejsc w obrebie sekwencji kodujacych biatko [50-52]. Kluczowa role
w oddzialywaniu pomigdzy miRNA, a mRNA odgrywa tzw. rejon zrodtowy miRNA (ang. seed
region). W dojrzalej czasteczce miRNA jest to sekwencja o dtugosci ~7 nt, zlokalizowana
pomiedzy 2 i 8 nukleotydem od konca 5’ miRNA. Pofaczenie rejonu zroédlowego
I komplementarnego miejsca rozpoznajacego miRNA (MRE, ang. miRNA recognition
elements) w obrebie rejonu 3' UTR docelowego mRNA powoduje zahamowanie procesu
translacji poprzez blokowanie przylaczenia podjednostek rybosomoéw lub ich przedwczesna
dysocjacje oraz deadenylacj¢ mRNA [53-56]. U zwierzat pelna komplementarno$é pomiedzy
czasteczka miRNA, a MRE jest bardzo rzadka (u ro$lin dominujaca), a czgsciowa
komplementarnos¢ miRNA zwieksza pule docelowych transkryptow mRNA [57].
W przypadku kompleksu RISC zatadowanego nicig wiodaca SIRNA (ang. siRNA-induced
silencing compleks) dochodzi do pelnego sparowania siRNA z docelowym mRNA. Po
utworzeniu kompleksu siRNA-mRNA dochodzi do degradacji mMRNA, w wyniku aktywnosci
endonukleazowej biatka Ago2 [58-60]. Do przecigcia mRNA przez biatko Ago dochodzi
w rejonie komplementarnym do siRNA, pomiedzy 10 i 11 nukleotydem, liczac od konca 5’
SiRNA [61].
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Podsumowujac, obecne w kompleksie RISC czasteczki miRNA oraz siRNA pelnig
funkcje ,,przewodnika molekularnego” dla biatka Ago w odszukiwaniu komplementarnych
sekwencji znajdujacych si¢ w transkryptach genow. Po zwigzaniu si¢ aktywnego kompleksu
RISC z sekwencja docelowg nast¢puje uruchomienie kaskady sygnalow prowadzacych do
wyciszenia ekspresji konkretnych gendéw poprzez inhibicje¢ translacji, deadenylacj¢ lub

degradacje transkryptu mRNA [62-64].

1.3 Budowa i model dzialania ludzkiej rybonukleazy Dicer

Jak opisano powyzej wazng rol¢ w procesie biogenezy srRNA odgrywa rybonukleaza Dicer,
ktora wycina dupleksy miRNA z jednoniciowych prekursorow przyjmujacych strukture spinki
(pre-miRNA) oraz siRNA z dtugich dwuniciowych czasteczek RNA [10].

Ludzka Dicer (hDicer) jest duzym (~220 kDa), wiclodomenowym bialkiem
zbudowanym z 1922 aminokwasow (aa) tworzacych kolejno nastepujace po sobie domeny: N-
koncowg domene helikazowa, domeng 0 nieznanej funkcji DUF283 (ang. domain of unknown
function 283), domeny: Platformy, PAZ (ang. Piwi-Argonaute-Zwille) oraz helisy taczacej
nazywanych takze kaseta PPC (ang. Platform-PAZ-Connector helix casette), dwie domeny
RNazy Il (RNaza Illa i RNaza lllb) oraz C-koncowa domene wigzaca dwuniciowy RNA
dsRBD (ang. double-stranded RNA binding domain) [27, 28, 65, 66].

hDicer jest kodowana przez gen DICER1 (ENST00000526495.6), ktory jest
zlokalizowany na dlugim ramieniu chromosomu 14, w rejonie subtelomerowym (14q32.13).
Gen ten zawiera 29 egzonow i jest uznawany za gen metabolizmu podstawowego (ang.
housekeeping gen), jednakze w poréwnaniu do innych tego typu gendéw, DICER1
charakteryzuje si¢ dtuzszym rejonem 3’ UTR (>4000 pz). Schemat organizacji genu DICER1

przedsatwiono na Rysunku 3.
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Rysunek 3. Schematyczna organizacja genu DICERL. Pionowymi liniami o0znaczono
poszczegolne egzony DICERL.
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Obecnie w bazie danych Ensembl znalez¢ mozna 7 izoform mRNA kodujacych biatko
hDicer pelnej dlugosci. Izoformy te powstaja m.in. w procesie alternatywnego sktadania
pierwotnego transkryptu genu DICERL i r6znig si¢ miedzy sobg dlugoscig regionow 5’ oraz 3’
UTR [67].

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem kriomikroskopii elektronowej (cryo-EM)
wykazaly, iz trzeciorzedowa struktura hDicer przypomina ksztattem liter¢ L, z domeng
helikazowg u podstawy, domeng PAZ na przeciwlegltym koncu oraz tandemem domen RNazy
III znajdujacych si¢ w rdzeniu [45, 68-71] (Rysunek 4B). Dane strukturalne wraz z wynikami
badan aktywno$ci biochemicznych umozliwity zaproponowanie modelu funkcjonowania
hDicer. Zgodnie z nim podczas wigzania substratu dochodzi do znacznych zmian
konformacyjnych obejmujacych calg czasteczke biatka, a duza elastycznos$¢ struktury enzymu
umozliwia wigzanie czasteczek RNA o zréznicowanej budowie takich jak pre-siRNA oraz pre-

miRNA [27, 68, 71-73].

A
Helikaza DUF283 Plarforma PAZ RNaza llla RNaza lllb
oicer 1 RS S S o (200
Helisa taczaca dsRBD
B

Platforma

Gtowa

dsRBD

Trzon RNaza llb

RNaza llla

DUF283

Podstawa

Rysunek 4. Schemat budowy ludzkiej rybonukleazy Dicer. Utozenie domen w strukturze
pierwszorzgdowe] bialka (A). Przestrzenne ulozenie domen w strukturze trzeciorzedowej
biatka w kompleksie z czasteczka pre-miRNA (B). Czarnymi strzatkami zaznaczono miejsce
hydrolizy substratu przez domeny RNazy I11. Rysunek na podstawie Liu i wsp. [74].
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Centrum katalityczne enzymu jest tworzone przez wewnatrzczasteczkowy dimer domen
RNazowych, ktore dzialaja niezaleznie od siebie. Domena RNazy Illa hydrolizuje wigzanie
fosfodiestrowe w obrebie ramienia 3’, natomiast domena RNazy IllIb hydrolizuje wigzanie
fosfodiestrowe w obrebie ramienia 5’ substratu RNA. Produktem hydrolizy jest dupleks RNA
z dwoma niesparowanymi nukleotydami i reszta hydroksylowa na koncu 3’ oraz grupa
fosforanowa na koncu 5. Reakcja hydrolizy katalizowana przez Dicer jest zalezna od
dwuwarto$ciowych jonéw metalu koordynowanych w centrum aktywnym enzymu, giéwnie
Mg?* [75-77]. Analizy krystalograficzne domen RNazy Il hDicer wykazaty obecno$é dwoch
dwuwarto$ciowych jonow magnezu w centrum aktywnym enzymu [78]. Wigzanie pierwszego
jonu zachodzi w obrgbie czterech wysoce konserwatywnych reszt aminokwasowych (dwie
reszty kwasu glutaminowego i dwie reszty kwasu asparaginowego). Jon ten jest zaangazowany
w hydrolizg substratu. Drugi jon jest zaangazowany w wigzanie substratu [73, 74, 78]. Dystans
pomigdzy miejscami wigzania jondw dwuwartosciowych w poszczegdlnych domenach wynosi
~17,5 A, co odpowiada szerokosci rowka w rejonie katalitycznym enzymu, w ktérym wigzany
jest substrat [28]. Obecno$¢ dwuwarto$ciowych jonéw metali nie jest jednak konieczna do

rozpoznawania i wigzania substratow RNA przez rybonukleaze Dicer [79, 80].

1.4 Udzial domen rybonukleazy hDicer w wiazaniu substratu pre-miRNA

Istotng role w oddziatywaniu hDicer z substratem RNA odgrywaja domeny Platformy, PAZ
i helisy taczacej (kaseta PPC). W obrebie domeny PAZ wystepuje tzw. kieszen wigzaca 3’ (ang.
3" binding pocket), ktora rozpoznaje i wigze dwunukleotydowy niesparowany koniec 3’
substratu (pre-miRNA oraz pre-siRNA) [28, 58, 81, 82]. Natomiast grupa fosforanowa na
koncu 5’ substratu wigzana jest w tzw. kieszeni wigzacej 5’ (ang. 5’ binding pocket)
wystepujacej w obrebie domeny Platformy i PAZ [83, 84]. Wigzanie konca 5’ substratu
w obrebie kieszeni 5’ hDicer mozliwe jest w przypadku substratow pre-miRNA, ktore to
w przeciwienstwie do substratow pre-siRNA, charakteryzuja si¢ mniejsza stabilno$cig

termodynamiczng koncow i tatwo ulegaja rozplataniu [84].

Dostepne struktury biatek typu Dicer wskazuja, 1z odlegltos¢ domeny PAZ od centrum
katalitycznego enzymu determinuje dtugos¢ fragmentéw RNA generowanych przez Dicer [69,
74, 85]. Kluczowym elementem strukturalnym determinujacym te odlegtos¢ jest helisa
a zlokalizowana w domenie helisy tgczacej, ktora w strukturze trzeciorzgdowej biatka lokuje
si¢ pomigdzy domeng PAZ i domenami RNazy III [86]. W zwigzku z tym, helisa taczaca jest

okreslana czesto jako ,,linijka molekularna” (ang. molecular ruler). Generowane przez hDicer
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miRNA/siRNA maja dlugos¢ ~22 nt [87, 88]. Najnowsze dane literaturowe wskazuja, iz
kluczowy wplyw na generowanie produktow cigcia pre-miRNA o dtugosci ~22 nt przez hDicer
ma rowniez motyw sekwencyjny GYM wystepujacy pod petla apikalng w strukturze pre-
miRNA (Rysunek 2). Obecnos¢, jak i lokalizacja motywu GYM w sekwencji pre-miRNA maja
nadrzgdna rolg w wyborze miejsca cigcia substratu przez hDicer oraz istotnie zwigkszaja

wydajnos¢ ich cigcia [30, 73].

Wiazanie substratu RNA przez hDicer wspierane jest takze przez domen¢ dsRBD
zlokalizowang na koncu C biatka. Domena ta charakteryzuje si¢ wysokim powinowactwem do
kanonicznych substratow Dicer (pre-miRNA oraz dsRNA) [89, 90]. Dodatkowo domena
dsRBD bierze udzial w specyficznym rozpoznawaniu motywu GYM, przez co odgrywa

pomocnicza role w wyborze miejsca cigcia substratu przez hDicer [30, 73].

Domena helikazowa jest zaangazowana w oddziatywanie z petla apikalng pre-miRNA,
co pozwala na dopasowanie tego substratu do centrum katalitycznego enzymu, a takze na
dyskryminacje pomiedzy substratami pre-miRNA i dsRNA [90]. Co wigcej, domena
helikazowa pelni role regulatorowa, poniewaz stanowi platform¢ do interakcji z biatkami
wplywajacymi na aktywnos$¢ Dicer [91, 92]. Przykladem takiej interakcji jest oddziatywanie
domeny helikazowej hDicer z biatkiem TRBP. Biatko TRBP wptywa na wybor miejsca
przeciecia czasteczki pre-miRNA przez hDicer, jak rowniez zwigksza powinowactwo hDicer
do dwuniciowych substratow RNA oraz wydajno$¢ ich cigcia [93-96]. Ponadto, biatko TRBP
wspiera tworzenie kompleksu RISC i przekazywanie kompleksu miRNA do biatka Ago [43-
45, 93, 97]. Usuniecie domeny helikazowej zwigksza procesywno$¢ enzymu w warunkach in
vitro [72, 73, 98]. Dodatkowo, najnowsze dane strukturalne wskazujg, ze domena helikazowa
uczestniczy wylacznie w fazie rozpoznawania i wigzania substratu przez hDicer, natomiast nie

uczestniczy bezposrednio w procesie cigcia substratu [72, 73].

Rola domeny DUF283 w wigzaniu substratu RNA przez hDicer nie zostala
jednoznacznie okreslona. Przeprowadzone badania in vitro wykazaty, iz domena ta wiaze
jednoniciowe czasteczki RNA i DNA oraz wspiera ich hybrydyzacj¢ do komplementarnych
nici kwasoéw nukleinowych [99]. Aktywno$¢ domeny DUF283 moze wskazywac na funkcje
opiekuncze hDicer [99]. Ponadto, najnowsze dane strukturalne wskazujg, iz po zwigzaniu
substratu pre-miRNA do kasety PPC, domeny DUF283 oraz helikazowa odginaja si¢, co wiaze
si¢ z przyjeciem przez Dicer konformacji otwartej i cigciem substratu [73]. Badania

przeprowadzone z wariantem delecyjnym hDicer pozbawionym domeny DUF283 wykazaty, iz
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otrzymany wariant generowat produkty cigcia o roznej dtugosci, w zaleznos$ci od struktury pre-
mIRNA. Wyniki te moga wskazywac, iz usuni¢cie domeny DUF283 moglo zaburzy¢ wlasciwe
ulozenie domeny helikazowej w strukturze trzeciorzedowej biatka, powodujgc zaburzenie

procesu rozpoznawania i wigzania substratow pre-miRNA przez hDicer [100].

1.5 Funkcje Dicer niepowigzane ze szklakiem biogenezy Kkrotkich

regulatorowych RNA

Funkcja rybonukleazy Dicer najczes$ciej omawiana jest w kontek$cie biogenezy krotkich
regulatorowych RNA, jednakze coraz wigcej doniesien literaturowych wskazuje na funkcje

Dicer niepowigzane ze Sciezkami biogenezy miRNA i siRNA.

Na specyficzno$¢ dzialania Dicer maja wptyw biatka oddziatujace z ta rybonukleaza.
Przyktadem biatek partnerujacych Dicer jest 5-lipooksygenaza (5LO), ktora wigze si¢ do
C-koncowego fragmentu hDicer [101]. 5LO bierze udzial w biosyntezie przekaznikow
zapalnych, umozliwiajgc tym samym uruchomienie procesow zapalnych w organizmie.
U cztowieka, SLO glownie ulega ekspresji w zroéznicowanych komodrkach zapalnych (np.
w limfocytach B, makrofagach, granulocytach), gdzie katalizuje dwa pierwsze etapy biosyntezy
leukotrienow — silnych mediatorow stanu zapalnego [102]. Zauwazono, iz wigzanie SLO do
C-koncowego fragmentu hDicer nie tylko zwigksza aktywno$¢ katalityczng 5LO, ale réwniez
wplywa na sposob ciecia pre-miRNA przez hDicer. W kompleksie z 5LO, hDicer generuje
czasteczki o dhugosci ~10-12 nt i ~55 nt [101]. Generowanie przez hDicer takiej dtugosci
produktow moze by¢ zwigzane z rearanzacja struktury hDicer w wyniku jej oddziatywania
z 5LO. Charakter oddziatywan 5LO-hDicer, jak i funkcja powstajacych czgsteczek RNA sg
nieznane, jednakze wyniki zaprezentowanych badan wskazuja na udziat hDicer w procesach

zapalnych [101].

Oprocz czynnikdéw biatkowych, takze czasteczki RNA moga wptywaé na aktywnosé
rybonukleaz Dicer [80, 103, 104]. Badania transkryptomu komorek HEK293T oraz nicienia
Caenorhabditis elegans przeprowadzone przez grupe prof. Rajewskiego, pozwolilty na
zidentyfikowanie tzw. ,rejondw pasywnych” Dicer — sekwencji RNA przyjmujacych
strukture typu spinki do wtosow i wigzagcych Dicer [103]. Miejsca te zlokalizowane sg glownie
W obrgbie czasteczek mRNA i dhugich niekodujacych RNA (IncRNA, ang. long non-coding
RNA). Zauwazono, iz Dicer rozpoznaje i wigze takie sekwencje, jednakze po ich zwigzaniu nie
dochodzi do cigcia transkryptu przez Dicer. Postuluje si¢, ze rejony pasywne moga

sekwestrowa¢ Dicer 1 tym samym kontrolowaé¢ poziom aktywnej rybonukleazy Dicer
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w cytoplazmie [103]. Domniemywa si¢, iz wigzanie si¢ rybonukleazy Dicer do miejsc
pasywnych odbywa si¢ przy udziale domeny helikazowej, a nie kasety PPC jak w przypadku
wigzania kanoniczych substratow. Podobny mechanizm oparty na ograniczeniu dostgpnos$ci
aktywnej Dicer w komorce wykorzystujg niektore adenowirusy [105, 106]. Sekwestracja Dicer
przez czasteczki wirusowego RNA uniemozliwia produkcje komorkowych mMIiRNA

zaangazowanych w odpowiedz przeciwwirusowa komorki [105, 106].

Szereg prac wskazuje, iz hDicer moze lokalizowac¢ si¢ nie tylko w cytoplazmie, ale takze
w jadrze komérkowym, gdzie bierze udziat w szeregu procesow. Przyktadem moze by¢ udziat
Dicer w transkrypcyjnej regulacji ekspresji genoéw, jak i w procesie odpowiedzi na uszkodzenia
DNA (DDR, ang. DNA Damage Response) oraz naprawie dwuniciowych peknie¢ DNA [107-
112]. Dodatkowo, ze wzgledu na zidentyfikowane oddziatywanie z receptorami jagdrowymi,
hDicer moze stymulowaé transkrypcje gendéw zawierajagcych w rejonach promotorowych
sekwencje odpowiedzi na hormony steroidowe (ang. steroid response elements) [107].
Wykazano takze, iz jadrowa hDicer uczestniczy w procesie degradacji dsRNA bedacych
produktami transkrypcji zbieznej, a takze potencjalnie szkodliwych dla komorek transkryptow
ruchomych elementéw genetycznych [113]. Lokalizacj¢ jadrowa Dicer zaobserwowano
réwniez u innych gatunkéw organizméw. Z danych literaturowych wiadomo, ze jadrowa Dicer
u roslin i drozdzy jest zaangazowana w proces tworzenia heterochromatyny [114].
Zaobserwowano takze, ze u nicienia C. elegans biatko Dicer bierze udzial w procesie
rearanzacji chromatyny w wyniku odpowiedzi na promieniowanie UV [115]. U myszy,
lokalizacj¢ jadrowa Dicer zaobserwowano w komorkach rozrodczych, gdzie podczas

spermatogenezy kontroluje ekspresj¢ heterochromatyny pericentrycznej [116].

Nalezy podkresli¢, iz mechanizm transportu Dicer z cytoplazmy do jadra nie zostat
w pelni poznany. Analiza sekwencji aminokwasowej hDicer umozliwita zidentyfikowanie
w obrgbie domeny dsRBD tzw. sygnatu lokalizacji jadrowej (NLS, ang. nuclear localisation
signal) rozpoznawawanego przez importyny B zlokalizowane w cytoplazmie [117]. Dodatkowo
zaobserwowano, ze duplikacja domeny dsRBD lub usuni¢cie N-koncowej domeny helikazowe;j
skutkuje akumulacja Dicer w jadrze komorkowym [117]. Jednakze lokalizacja
cytoplazmatyczna Dicer wskazuje, iz w przypadku biatka pelnej dlugosci sygnat NLS jest
maskowany przez pozostate domeny Dicer lub nieznany czynnik biatkowy [117]. Translokacja
Dicer do jadra komérkowego zwigzana jest rowniez z fosforylacjg reszt seryny w obrebie

kasety PPC, domen RNazy Illi dsRBD [111, 118, 119].
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Szczegdlne zainteresowanie wzbudzajg funkcje naturalnie wystepujacych w komorkach
wariantow Dicer nie posiadajacych wszystkich domen, tzw. ,,skroconych form” Dicer. Formy
te mogg wystepowac 0bok biatka pelnej dlugosci zaréwno w komoérkach prawidtowych, jak
i w komorkach nowotworowych. Przyktadowo, w mysich oocytach wykazano obecnos¢
skroconej formy Dicer pozbawionej domeny helikazowej. Wariant ten powstaje na skutek
alternatywnego sktadania pierwotnego transkryptu kodujacego biatko pelnej dlugosci
w wyniku insercji retrotranspozonu MT (ang. mouse transcript) z rodziny LTR (ang. long
terminal repeat) w obrebie intronu szostego genu DICER1 [120]. W porownaniu do biatka
Dicer pelnej dlugosci, powstaty wariant pozbawiony domeny helikazowej wykazywat wicksza
efektywnos¢ cigcia dSRNA do siRNA [120]. Co ciekawe, przeprowadzone badania in vitro
z udziatem hDicer wykazaty, iz obecno$¢ domeny helikazowej obniza aktywnos¢ RNazowa
wobec prekursorow siRNA [98]. Przypuszcza si¢, iz rolg wariantu Dicer pozbawionego
domeny helikazowej u ssakow jest ochrona komoérek macierzystych przed infekcjg wirusows
[121].

U ludzi, skrocony wariant hDicer o nazwie t-Dicer zostat zidentyfikowany
w komorkach nerwiaka [122]. Wariant ten, podobnie jak u myszy powstaje na skutek
alternatywnego skladania pierwotnego transkryptu kodujacego biatko pelnej dhugosci.
Porownanie sekwencji aminokwasowej hDicer i t-Dicer wykazato, iz t-Dicer nie zawiera
ostatnich, C-koncowych, 93 aminokwaséw, w wyniku czego powstale biatko nie zawiera
C-koncowej domeny dsRBD, a takze posiada domeng¢ RNazy IlIb pozbawiong reszty
katalitycznej w pozycji E1813 [122]. Przeprowadzone analizy wykazaly, iz t-Dicer nie
generowata produktow ciecia z ramienia 5’ pre-miRNA, a generowanie produktow cigcia
z ramienia 3’ substratu bylo znacznie mniej wydajne, w poréwnaniu do generowania
odpowiednich produktow cigcia przez biatko peinej dtugosci [123]. Postuluje sie, iz brak
generowania miRNA-5p przez t-Dicer jest zwigzany z brakiem funkcjonalnej domeny RNazy

I11b oraz zmiang konformacyjna biatka skutkujacg nieoptymalng rearanzacja struktury enzymu
[123].

Skrécone warianty Dicer zaobserwowano réwniez w komorkach raka piersi [124].
Warianty te zostaly opisane jako: (i) wariant Dicer d (113 kDa), obejmujacy domeng Platformy,
PAZ i domeng RNazy llla; oraz (ii) wariant Dicer e (93 kDa), obejmujacy obie domeny RNazy
IIT 1 domene dsRBD. Nalezy zaznaczy¢, iz obecno$¢ izoform Dicer d i e stwierdzono
w komorkach raka piersi o fenotypie epitelialnym (nablonkowym), natomiast izoformy te

zanikaja wraz z wejsciem komorek w proces transformacji epitelialno-mezenchymalnej (EMT,
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ang. epithelial to mesenchymal transition) i nie sa one obecne w komorkach o fenotypie

mezenchymalnym (komorki bardziej ruchliwe, inwazyjne, przerzutujace) [124].

Wariant Dicer e zostal wstepnie scharakteryzowany w 2014 roku na tamach czasopisma
Molecullar Cancer. W przedstawionym artykule wariant ten zostal okreslony jako Dicerle
[125]. Autorzy wykazali, ze Dicerle powstaje w wyniku alternatywnego sktadania pierwotnego
transkryptu genu DICER1. Translacja wariantu Dicerle rozpoczyna si¢ w egzonie 22. Podczas
alternatywnego sktadania pierwotnego transkryptu dochodzi do wycigcia poczatkowego
fragmentu egzonu 23, w wyniku czego dochodzi do zmiany ramki odczytu. Zmiana ramki
odczytu powoduje, iz powstajace biatko Dicerle posiada zmieniong sekwencja poczatkowa
(o dtugosci 13 aminokwasow). Dicerle posiada tylko domeny RNazy Illa i I1Ib oraz domeng
dsRBD. Wykazano, iz wariant Dicer 1e obecny jest w komorkach raka ptaskonablonkowego
jezyka o fenotypie epitelialnym, jak i mezenchymalnym oraz jest zlokalizowany w jadrze
komorkowym. Obecno$¢ biatka Dicerle zaobserwowano rowniez w sasiadujacych komorkach
prawidtowych (zdrowych), jednakze jego poziom byt znaczaco nizszy, w poréwnaniu do
komorek nowotworowych. Ponadto, zaobserwowano, ze obnizenie poziomu biatka Dicerle
znaczaco hamowalo proliferacje komorek nowotworowych. Autorzy zasugerowali, ze
zaobserwowane wyniki moga wskazywac, iz brak Dicerle w komodrkach nowotworowych
moze promowac apoptoze lub zatrzymanie cyklu komoérkowego w interfazie (uniemozliwiajac
komorce przejscie mitozy). Co wigcej, brak izoformy Dicerle zwigksza wrazliwo$é komorek
nowotworowych na traktowanie cisplatyng (czynnik hamujacy proliferacj¢ komorek), jednakze

mechanizm molekularny stojacy za tym efektem nie zostat jeszcze poznany [125].

Podobng do ludzkiej Dicerle izoforme Dicer pod wzgledem wielkosci, jaki i sktadu
domen zaobserwowano w komorkach nicienia C. elegans [126]. U nicienia izoforma ta
okreslana jest jako sDCR-1, jednakze powstaje ona w wyniku proteolitycznego cigcia Dicer
pelnej dtugosci. Wykazano, ze zwigkszenie poziomu biatka SDCR-1 w komoérkach skutkuje
akumulacjg pre-miRNA oraz zahamowaniem powstawania dojrzatego miRNA. Co wigcej,
akumulacja prekursorow miRNA byta takze zauwazalna wraz z wprowadzeniem do komorek
egzogennych czasteczek dsRNA. Dodatkowo, SDCR-1 immunoprecypitowata z biatkami
Argonaute ALG-1 i ALG-2. Bioragc pod uwage otrzymane wyniki zaproponowano model
funkcjonowania szlaku interferencji RNA u C. elegans, w ktorym to biatko SDCR-1:
(1) wzmacnia szlak interferencji RNA indukowany egzogennymi czasteczkami dsRNA poprzez

wyzsza aktywnos$¢ katalityczng wzgledem tych czasteczek w poréwnaniu do Dicer pelnej
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dhugosci oraz (ii) jest inhibitorem kompetycyjnym biatek Argonaute w komoérce powodujac

akumulacje prekursor6w miRNA i redukcj¢ dojrzaltych miRNA [126].

Kolejnym przykladem naturalnie wystepujacej izoformy Dicer jest wariant
zidentyfikowany w komoérkach matzy Crassostrea gigas [127]. W komorkach matzy, obok
biatka Dicer pelnej dlugosci, zidentyfikowano wariant Dicer (CgDCL) obejmujacy tylko
domene helikazowg. Co cieckawe, analiza sekwencji aminokwasowej wykazata wysokie
podobienstwo formy CgDCL do biatek z rodziny RLR. Biatka RLR (ang. RIG-I-like receptors),
nazywane rowniez helikazami RIG-1-podobnymi (RLH, ang. RIG-I-like helicases), to rodzina
wewnatrzkomoérkowych receptorOw rozpoznajacych wirusowy SSRNA i dsRNA obecny
w cytoplazmie podczas infekcji i replikacji wirusa. U kregowcow, receptory RLR, po zwigzaniu
odpowiedniego liganda, uruchamiajg ztozony i wieloetapowy szlak sygnatowy prowadzacy do
aktywacji odpowiedzi odpornosciowej zwigzanej z synteza interferonu. Zaobserwowano, iz
w wyniku inkubacji matzy z dsSRNA oraz biatkiem podobnym do interferonu dochodzito do
wzrostu poziomu mRNA CgDCL w hemocytach matzy. Wyniki przeprowadzonych badan
wykazaty, ze CgDCL wykazywata zdolno$¢ do wigzania dSRNA, jednakze nie wykazywala
aktywnos$ci nukleazowej wzgledem tych czasteczek. Badacze sugeruja, iz w komoérkach
C. gigas skrocony wariant Dicer wigze egzogenne czasteczki RNA oraz jest zaangazowany

W przeciwwirusowg obrong immunologiczng [127].

1.6 Aktywno$¢ DNazowa rybonukleazy Dicer

Wsrdéd  funkceji rybonukleazy Dicer niepowigzanych z biogeneza srRNA szczegdlne
zainteresowanie wzbudza aktywno$¢ DNazowa Dicer. W 2010 roku na tamach czasopisma
Science pokazano, iz w komoérkach nicienia C. elegans uwalniana podczas procesu apoptozy
kaspaza 3 (CED-3) przecina Dicer w obrebie domeny RNazy llla, pomiedzy kwasem
asparaginowym w pozycji 1472 a glicyng w pozycji 1473 [128]. W wyniku przecigcia Dicer
przez CED-3 powstaja dwa fragmenty: (i) N-koncowy o masie okoto 193 kDa, obejmujacy
domeng¢ helikazows, PAZ oraz fragment domeny RNazy Illa oraz (ii) C-koncowy o masie 43
kDa, obejmujacy pozostaly fragment domeny RNazy Illa, domen¢ RNazy IIIb i domen¢
dsRBD (tDCR-1). Wykazano, ze przeciecie Dicer przez CED-3 znosi aktywnos¢ RNazowg
Dicer wobec substratow dSRNA. Co ciekawe, testy ciecia dwuniciowego DNA (dsDNA, ang.
double-stranded DNA) z wykorzystaniem tDCR-1 pokazaty, ze fragment ten wykazuje
zdolno$¢ do nacigcia jednej z nici w dupleksie DNA — tzw. aktywno$¢ nikazy [128]. Co

wigcej, komorki ze zwigkszonym poziomem tDCR-1 charakteryzowaly si¢ znaczacym
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wzrostem peknig¢ i fragmentacji w obrgbie chromosomalnego DNA [129]. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze powstajagca podczas apoptozy komorkach nicienia C. elegans, skrocona forma
Dicer (tDCR-1) posiada zdolno$¢ do promowania tego procesu, poprzez inicjacje apoptotycznej
degradacji DNA w jadrze komérkowym [128, 129].

Warto przypomnie¢, ze cigcie dwuniciowego substratu RNA przez rybonukleaze Dicer
wymaga obecnosci dwoch domen RNazy Il (RNazy Illa i 1lIb), przy czym kazda z domen
hydrolizuje jedna z nici dupleksu RNA w obrebie centrum katalitycznego zawierajgcego osiem
wysoce konserwatywnych reszt aminokwasowych (po cztery na kazda domeng¢ RNazowa) [27].
Przecigcie Dicer w obrgbie domeny RNazy Illa przez CED-3 powoduje utrate dwoch,
z czterech reszt katalitycznych w domenie RNazy Illa, a tym samym zakloca tworzenie
stabilnego wewnatrzczasteczkowego dimeru [128]. Po przeprowadzeniu modelowania
trzeciorzedowej struktury Dicer przed i po cigciu przez CED-3, zaobserwowano zasadnicza

zmian¢ konformacji domeny RNazy Illa (Rysunek 5).

W modelu dla pelnej dlugosci Dicer dwie domeny RNazy III tworza
wewnatrzczasteczkowy dimer. Dwa katalityczne miejsca, z ktorych kazde zawiera cztery reszty
kwasowe, s3 odstoniete na powierzchni ptytkiego rowka biatka i oddalone od siebie 0 ~20 A,
co jest optymalne dla zwigzania substratu dSRNA (Rysunek 5A). Przeci¢cie Dicer w obrebie
domeny RNazy Illa przez CED-3, skutkuje rotacjg pozostatej czesci domeny RNazy Illa z jej
pierwotnej pozycji w kierunku domeny RNazy IIlb, generujac glebszy i wezszy rowek
z szczeling o szerokosci okoto 21 A. Domena RNazy IIIb nie wykazuje znaczacych zmian
strukturalnych. Autorzy zasugerowali, iz zmiany strukturalne w obrebie skroconej domeny
RNazy Illa spowodowaly rearanzacje struktury tDCR-1, umozliwiajac zwigzanie i hydrolizg
substratu dsSDNA [129].
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Rysunek 5. Model strukturalny DCR-1 przed i po cigciu przez CED-3. Struktura DCR-1
z kompletnymi domenami RNazy Illa i I[IIb, ktére sg zaznaczone odpowiednio kolorem z6ttym
i czerwonym (A). Reszty katalityczne zaznaczono kolorem zielonym. Struktura DCR-1 po
przecieciu przez CED-3 (B). Kolorem niebieskim zaznaczono dwie reszty Katalityczne
w pozostalym fragmencie domeny RNazy Illa. W wyniku przecigcia przez CED-3, pozostaty
fragment domeny RNazy Illa przemieszcza si¢ wzgledem domeny RNazy I1Ib, tworzac rowek
o szeroko$ci szczeliny ~21 A, umozliwiajgc zwigzanie substratu dsDNA. Rysunek pochodzi
z publikacji Ge i wsp. [129].

Jak dotad nie udato si¢ wykaza¢ wystepowania aktywnosci DNazowej u Dicer kregowcow.
W przypadku hDicer, przeprowadzono podobne badania jak dla Dicer z nicienia C. elegans
[130]. W badaniach tych wykorzystano komorki raka szyjki macicy (HeLa). W wyniku indukcji
procesu apoptozy czynnikiem martwicy nowotworu alfa (TNFa) oraz cykloheksymidem
zaobserwowano zanik hDicer petnej dtugosci i pojawienie si¢ fragmentu Dicer 0 masie ~185
kDa [130]. Na podstawie analiz sekwencji aminokwasowej biatka zidentyfikowano miejsce
rozpoznawane przez kaspaze 3/7, znajdujace si¢ pomigdzy domenami RNazy 111, doktadniej
pomiedzy kwasem asparaginowym w pozycji 1644 a alaning w pozycji 1645. Dodatkowo
zaobserwowano, ze komorki HeLa z wyciszong ekspresja genu DICER1 byly bardziej wrazliwe
na traktowanie czynnikami proapoptocznymi (etopozydem, chelerytryna, staurosporyna) [130].
Otrzymane wyniki mogg wskazywac, iz obnizenie poziomu endogennej Dicer promuje proces
apoptozy, jednakze mechanizm molekularny lezacy u podstaw tego procesu nie zostal jeszcze

wyjasniony. Ponadto, przecigcie hDicer przez aktywne kaspazy 3/7 podczas procesu apoptozy
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moze wplywaé na poziom generowanych miRNA w komoérce [130]. Niemniej jednak,

aktywnos¢ tak skroconej formy hDicer nie zostata do tej pory poznana.
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2. Cel pracy

Biorac pod uwage dane literaturowe dotyczace aktywnosci DNazowej skroconej formy Dicer
C. elegans (tDCR-1), pozbawionej domeny helikazowej, DUF283 oraz kasety PPC, zadano
pytanie: czy hDicer oraz jej skrocone formy réwniez posiadaja potencjal do hydrolizy
substratow DNA?

W celu odpowiedzi na zadane pytanie, wyznaczono nast¢pujace zadania badawcze:

1. Otrzymanie skroconych form hDicer, pozbawionych: (i) domeny helikazowej
(AHelikaza), (ii) domeny DUF283 (ADUF283), (iii) domeny helikazowej oraz DUF283
(AHelikaza-DUF283), (iv) domeny PAZ (APAZ) oraz (v) catej kasety PPC (APPC).

2. Zbadanie potencjalnej aktywnos$ci DNazowej hDicer oraz otrzymanych wariantow
hDicer.

Drugi nurt badawczy poswiecony byl analizie skroconych form hDicer powstajacych
w komorkach i probie zdefiniowania ich funkcji. Analizy transkryptomiczne pozwolity na
zidentyfikowanie szeregu skroconych wariantow transkrypcyjnych genu DICER1. Wsr6d nich
zidentyfikowano wariant opisany w literaturze jako Dicerle. Wariant ten powstaje w wyniku
procesu alternatywnego sktadania pierwotnego transkryptu genu DICER1. Biatko Dicerle,
w odrdznieniu od hDicer, posiada unikatowy koniec N oraz zaledwie trzy domeny: RNazy Illa,
RNazy Il1b oraz dsRBD. Jak dotad, nie scharakteryzowano aktywnos$ci biochemicznych biatka
Dicerle. Kolejnym celem niniejszej pracy doktorskiej byto zbadanie aktywnos$ci nukleazowej
wariantu Dicerle i zaproponowanie potencjalnej funkcji biologicznej tej skréconej formy
hDicer.

Osiagnigcie tego celu wymagalo realizacji nast¢pujacych zadan badawczych:

1. Otrzymania konstrukcji genowej niosacej sekwencje kodujacg wariant Dicerle.

2. Otrzymania biatka Dicerle.

3. Zbadania aktywno$ci RNazowej wariantu Dicerle, zarowno w warunkach in vitro,
jak i in cellulo.

4. Zbadania potencjalnej aktywno$ci DNazowej wariantu Dicerle.

5. Analizy porownawczej profilu ekspresji genow pomiedzy komorkami produkujgcymi
I nieprodukujacymi wariant Dicerle.

6. Zaproponowania, w oparciu 0 uzyskane wyniki, potencjalnej funkcji biologicznej

wariantu Dicerle.
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3. Materialy

3.1 Linie komorkowe

Materiaty

% HEK293T — linia ludzkich embrionalnych komdrek typu epitelialnego pochodzacych

z nerki (ang. human embrionic kidney), z wprowadzonym duzym antygenem T wirusa

SV40.

s HEK293T No_Dice — linia komérek HEK293T z mutacjg typu knock out we

wszystkich trzech kopiach genu DICER1, w wyniku czego w komorkach tych nie

powstaje endogenna Dicer [67].

% HelLa— linia ludzkich komorek typu epitelialnego pochodzacych z raka szyjki macicy.

3.2 Szczepy bakteryjne

¢+ Escherichia coli szczep DH5a o genotypie F- ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169
recAl endAl hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 A-thi-1 gyrA96 relAl, charakteryzujacy

si¢ wysokg wydajnoscig transformac;ji.

3.3 Pozywki

Medium do hodowli komérek HEK293T:

500 ml DMEM, high glucose (Gibco)

50 ml Fetal Bovine Serum HI (FBS) (EURX)

5ml Penicillin-Streptomycin (5,000 U/mL) (Gibco)
5 ml Sodium Pyruvate (100 mM) (Gibco)

Medium do transfekcji komorek HEK293T:

Opti-MEM™ | Reduced Serum Medium (Gibco)

Medium bakteryjne LB Broth Miller, pH 7.0:

10 g Bacto-trypton
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5 g Ekstrakt drozdzowy
10 g NaCl
Woda do 1000 ml

W przypadku przygotowania pozywki statej, przed autoklawowaniem dodano 15 g agaru
bakteryjnego.

3.4 Wektory i konstrukcje genowe

X/
L X4

X/
°

cDNA hsDicer (GeneCopoeia) — konstrukcja zawierajaca petng sekwencje DNA genu
DICER1 (NM_030621) wraz z sekwencjami 5" i 3" UTR w wektorze pBluescriptR.
Wektor zawiera gen oporno$ci na ampicyling w bakteriach. Wektor wykorzystywany
jako matryca w reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) do amplifikacji fragmentow

DNA hDicer.

wektor SureVector (Agilent) — wektor do produkcji biatek na wysokim poziomie
w komorkach ssaczych. Umozliwia uzyskanie konstruktu fuzyjnego badanego genu
z sekwencja kodujaca znacznik 3x Flag Tag na koncu 3’ pod kontrolg silnego promotora
CMV. Wektor zawiera gen oporno$ci na ampicyling w bakteriach oraz gen opornosci

na puromycyn¢ w komorkach ssaczych.

hDicer APPC::3xFlag — konstrukcja genowa zawierajagca fragment DNA genu
DICER1 z delecja sekwencji kodujacej domeny: Platformy, PAZ i helisy taczacej
(aminokwasy 753-1068) ze znacznikiem 3x Flag Tag na koncu 3’ w wektorze

SureVector. Konstrukcja umozliwiajgca produkcje biatka w komorkach ssaczych.

hDicer ADUF283(625-752aa)::3xFlag — konstrukcja genowa zawierajaca fragment
DNA genu DICER1 z delecja w obrebie sekwencji kodujacej domeng DUF283
(aminokwasy 625-752) ze znacznikiem 3x Flag Tag na koncu 3" w wektorze

SureVector. Konstrukcja umozliwiajgca produkcje biatka w komorkach ssaczych.

hDicer ADUF283(630-709aa)::3xFlag — konstrukcja genowa zawierajaca fragment
DNA genu DICER1 z delecja w obrebie sekwencji kodujacej domeng¢ DUF283
(aminokwasy 630-709) ze znacznikiem 3x Flag Tag na koncu 3" w wektorze

SureVector. Konstrukcja umozliwiajaca produkcje biatka w komorkach ssaczych.
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pcDNAS3.1-FLAG-Dicer-4DUF (#51365, Addgene) — konstrukcja genowa zawierajaca
fragment DNA genu DICERL pozbawiony sekwencji kodujacej domeny helikazowa
i DUF283 ze znacznikiem 3x Flag Tag na koncu 5’ w wektorze pcDNA3.1. Konstrukcja

umozliwiajaca produkcje biatka w komorkach ssaczych na wysokim poziomie [131].

pcDNA3.1-FLAG-Dicer-4HelicC  (#51366, Addgene) — konstrukcja genowa
zawierajaca fragment DNA genu DICER1 pozbawiony sekwencji kodujacej domeng
helikazowa ze znacznikiem 3x Flag Tag na koncu 5 w wektorze pcDNAS3.L.
Konstrukcja umozliwiajaca produkcje biatka w komoérkach ssaczych na wysokim
poziomie [131].

PcDNA3.1-FLAG-Dicer-4PAZ (#51367, Addgene) — konstrukcja genowa zawierajaca
fragment DNA genu DICERL1 pozbawiony sekwencji kodujacych domeny: helikazowsa,
DUF283, Platformy, PAZ i helisy taczacej ze znacznikiem 3X Flag Tag na koncu 5’
w wektorze pcDNA3.1. Konstrukcja umozliwiajaca produkcje biatka w komorkach

ssaczych na wysokim poziomie [131].

pCAGGS-Flag-hsDicer (D1320A/D1709A) (#41585, Addgene) — konstrukcja genowa
zawierajagca DNA genu DICER1 z mutacja w obrgbie domeny RNazy Illa i IIIb
(D1320A/D1709A) ze znacznikiem 3x Flag Tag na koncu 5’ w wektorze pcDNA3.1.
Konstrukcja umozliwiajaca produkcje biatka w komoérkach ssaczych na wysokim

poziomie [132].

pUC19 (#SD0051, Thermo Scientific™) — wektor do klonowania zawierajacy gen
oporno$ci na ampicyling w bakteriach. Wektor wykorzystywany jako substrat dsSDNA.

Wszystkie zastosowane wektory oraz konstrukcje genowe pochodzity z kolekcji Zaktadu

Biochemii Rybonukleoprotein IChB PAN w Poznaniu.

3.5 Startery

Startery wykorzystane w reakcjach amplifikacji zostaly zsyntetyzowane przez firm¢ Genomed

S.A. w Warszawie i pochodzily z kolekcji Zaktadu Biochemii Rybonukleoprotein IChB PAN

w Poznaniu. Wykaz stosowanych starterow wraz z sekwencjami przedstawiono w Tabeli 3.1 i

Tabeli 3.2.
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Tabela 3.1 Wykaz starteréw stuzacych do amplifikacji okreslonych fragmentow DNA w reakcjach PCR. Podkresleniem zaznaczono sekwencje
umozliwiajace wprowadzenie insertu do wektora SureVector. Pogrubieniem zaznaczono sekwencje naktadajace dla reakcji OE-PCR.

Zastosowanie Nazwa startera Sekwencja 5'— 3’ Tm

. . h 5'- CCTTGTTTAAACTTTAAGAGGAGGGCCACCATG o

Amplifikacja sekwencji DNA DICER1 wraz z Der_F AAAAGCCCTGCTTTGCA -3/ 68,8 °C
sekwencjami umozliwiajgcymi wprowadzenie insertu
do wektora SureVector hDcr R 5- ACTTCCACCGCCTCCAGAACCTCCGCCAcCcaCT 74 °C
- ATTGGGAACCTGAGG -3’

5-TGACTCCAGCACTTTGATTCCAGCATCACTGT o

- 3 APAZ-F , 66,2 °C
Amplifikacja sekwencji DNA DICER1 z delecja GGAGAAAA -3
domeny PAZ 5- CAGTGATGCTGGAATCAAAGTGCTGGAGT
APAZR CATTAACA -3' 036°C
SV1e for 5- ATCACTTCCTGCGGATTTTAGC:I'GAAAATG 63.6 °C
Amplifikacja sekwencji Dicer 1e w wektorze ATAATTACTGTAAG -3
SureVector SVie rev 5- CTGACTCCCACGCCAGCATGGTGGCCCTCC 1g°C
- TCTTAAAGTTTAAAC -3 ’
Reakcja Overlap Extension PCR dla for_ov 5-GCC TCG AGATTG ATC TAC CAT G -3 54,8 °C
zsyntetyzowanego fragmentu DNA do klonowania
rev_ov 5- AAG CAATTG TGC TGT GCT TAC AG -3’ 53,5°C
qRNAb_F 5-GCC TCC TAC CAC TAC AAT AC-3 51,8 °C
Identyfikacja sekwencji DNA DICER1 w wektorze

qRNAb_R 5- ATG TAA ATG GCA CCA GCA AGC -3 52,4 °C
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Materiaty

Zastosowanie Nazwa startera Sekwencja 5'— 3’ Tm

Fr_mir21 aa 5'- GCTTATCAGACTGATGTTGAAA -3’ 49,2 °C

Reakcja gPCR dla miRNA Fr_mirl6-1 aa 5'- GCACGTAAATATTGGCGAA -3’ 46,8 °C
Fr_mir92a aa 5'-TTCCACTTGTCCCGGCCTGTAA -3’ 56,7 °C
le F gPCR 5'- CCTGCGGATTTTAGCTGAA -3’ 48,9 °C
le R_gPCR 5-ATCTGC TGAAACTTCAACG -3 48,5 °C
FL_F _gPCR 5-CGG ATT TTA GAT ACC CTA ACT -3 48,5 °C

Reakcja gPCR dla mRNA
FL_R_gPCR 5-TCACAG ACATTT GGT CAT G -3 46,8 °C
fACT_gPCR 5'- CGA CAT GGA GAA AATCTG G -3 48,9 °C
rACT_gPCR 5- ATA GCA CAG CCT GGA TAG -3’ 48,0 °C
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Materiaty

Oligonukleotydy DNA zostaty zsyntetyzowane przez firm¢ Genomed S.A. w Warszawie;

oligonukleotydy RNA =zostaly zsyntetyzowane przez firme¢ FutureSynthesis Sp. z o.0.

w Poznaniu. Wszystkie wykorzystane w badaniach oligonukleotydy RNA i DNA pochodzity

z kolekcji Zaktadu Biochemii Rybonukleoprotein IChB PAN w Poznaniu. Wykaz

stosowanych oligonukleotydow wraz z sekwencjami przedstawiono w Tabeli 3.3.

Tabela 3.3 Wykaz oligonukleotydow wykorzystanych w badaniach. Podkresleniem
zaznaczono sekwencje naktadajace dla reakcji OE-PCR.

Nazwa Sekwencja 5’ — 3’ Dlugos¢

OVH_a GCCTCGAGATTGATCTACCATGGACTACAAAGACG 92 nt
ATGACGACAAGATGCTGGCGTGGGAGTCAGATCAC
TTCCTGCGGATTTTAGCTGAAA

OVH_b AAGCAATTGTGCTGTGCTTACAGTAATTATCATITT 93 nt
CAGCTAAAATCCGCAGGAAGTGATCTGACTCCCAC
GCCAGCATCTTGTCGTCATCGT

ont TCGAAG 6 nt

pre-miRNA 16-1 | UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCGUUAAGAUUCUAA 65 nt
AAUUAUCUCCAGUAUUAACUGUGCUGCUGAA

pre-miRNA 21 AGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCA 58 nt
UGGCAACACCAGUCGAUGGGCUGU

RNA21 UCGAAGUAUUCCGCGUACGUG 21 nt

RNA32 GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCAUGUUCUGGUCA 32nt

RNA32_bl S5UGACCAGAACAUGCAAUGCAACUACAAUGCAC 32nt

RNA32_ov ACCAGAACAUGCAAUGCAACUACAAUGCACAU 32nt

DNA21 TCGAAGTATTCCGCGTACGTG 21 nt

DNA32 GTGCATTGTAGTTGCATTGCATGTTCTGGTCA 32 nt

DNA40 TGCAATTCACTACAGATGCACGCGAGTTGATGTTA 40 nt
GACTC

DNAS50 GAGTCTAACATCAACTCGCGTGCATCTGTAGTGAAT | 50nt

TGCATGTCTGGTCA
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3.7 Enzymy oraz bufory reakcyjne

Enzymy oraz bufory do reakcji PCR:

Herculase 11 Fusion DNA Polymerase (Agilent)

5x Herculase Il reaction buffera (Agilent)

PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase (Agilent)
10x PfuUltra 1l reaction buffer (Agilent)

GoTaq® G2 DNA Polymerase (1 U/ul) (Promega™)
5x Green GoTaq® Reaction Buffer (Promega™)

Enzymy oraz bufory do reakcji trawienia restrykcyjnego:

FastDigest Xhol (Thermo Scientific)
FastDigest Munl (Thermo Scientific)
10x FastDigest Buffer (Thermo Scientific)

Enzymy oraz bufory do reakcji ligacji:

T4 DNA Ligase ( 3 U/ul ) (Promega™)
10X T4 DNA Ligase Reaction Buffer (Promega™)

Enzymy oraz bufory do reakcji znakowania konfica 5’ oligonukleotydow:

T4 Polynucleotide Kinase (10 U/uL) (Thermo Scientific)
10x reaction buffer A for T4 Polynucleotide Kinase (Thermo Scientific)

»(3*P)ATP 5000 Ci/mmol (Hartman Analytic GmbH)

3.8 Przeciwciala

Pierwszorzedowe:

Dicer Antibody (F-10): sc-136979 (Santa Cruz Biotechnology) — rozcienczenie 1:300
Dicer (D38E7) Rabbit mAb (5362) (Cell Signaling Technology) — rozcienczenie 1:300
S-Actin (D6A8) Rabbit mAb (Cell Signaling Technology) — rozcienczenie 1:1100
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Anti-Lamin B1 antibody Nuclear Envelope Marker (ab16048) (Abcam) — rozcienczenie
1:800

DYKDDDDK Tag (D6W5B) Rabbit mAb (Cell Signaling Technology) — rozcieficzenie 1:800
Recombinant Anti-PARP1 antibody (ab191217) (Abcam) — rozcienczenie 1:800

Drugorzedowe:

Peroxidase AffiniPure Donkey Anti-Mouse 1gG (H+L) (Jackson ImmunoResearch Europe

Ltd) — rozcienczenie 1:5000

Peroxidase AffiniPure Donkey Anti-Rabbit 1gG (H+L) (Jackson ImmunoResearch Europe

Ltd) — rozcienczenie 1:5000

3.9 Zestawy reakcyjne

Zestawy do tworzenia konstrukcji genowych:

SureVector Core Kit (Agilent)

SureVector Mammalian C-terminal Expansion Kit (Agilent)

Zestaw do oczyszczania produktow reakcji PCR:

DNA Clean & Concentrator™-5 (Zymo Research)

Zestaw do oczyszczania kwasow nukleinowych z zelu agarozoweqo:

Syngen Gel Mini Kit (Syngen)

Zestaw do i1zolacji plazmidowego DNA na mala skale:

Plasmid Miniprep DNA Purification Kit (EURX)

Zestaw do izolacji plazmidowego DNA na duza skale:

ZymoPURE Il Plasmid Maxiprep Kit (Zymo Research)

Zestaw do oznaczania ilosciowego biatka z kwasem bis-cynchoninowym (BCA):

Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)
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Zestaw do frakcjonowania lizatdw komorkowych:

NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Scientific)

Zestawy do izolacji mMRNA.:
RNeasy Mini Kit (QIAGEN)
RNase-Free DNase Set (QIAGEN)

Zestaw do odwrotnej transkrypcji miRNA:

Mir-X™ miRNA First Strand Synthesis Kit (Takara Bio USA, Inc.)

3.10 Standardy wielkosci

GeneRuler 1kb DNA Ladder (0.5 ug/ul) (Thermo Scientific): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000,
3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 pz.

Perfect Tricolor Protein Ladder (EURX): 245, 180, 135, 100, 75, 63, 48, 35, 25, 20, 17, 11
kDa.

3.11 Bufory i roztwory

Bufor Prot-S100 do lizy komoérek:

30 mM Hepes, pH 7,4

100 mM KClI

5 mM MgCl,

10% Glicerol

0,5mM DTT

0,2% Tergitol

1% inhibitor proteaz Complete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail

Bufor RIPA do lizy komorek:

50 mM Tris-HCI, pH 7,4
150 mM NaCl
1% NP-40
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0,5% Dezoksycholan sodu
0,1% SDS
1ImM DTT

Bufor obciazajacy do rozdziatu elektroforetycznego bialek w zelach poliakrylamidowych, w

warunkach denaturujacych 4x SB:

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

8% SDS

0,15% Btekit bromofenolowy
40% Glicerol

Bufor do rozdziatu elektroforetycznego bialek w zelach poliakrylamidowych w warunkach
denaturujacych 10x SDS-PAGE:

10 mM Tris

384 mM Glicyna

0,2% SDS

Bufor do elektrotransferu potsuchego biatek na membrang PVDF:
48 mM Tris

39 mM Glicyna

10% Metanol

0,0375% SDS

Bufor do przemywania membrany 1x PBS:

1 tabletka PBS na 500 ml wody

Bufor do przemywania membrany 1x PBST:
1x PBS
0,05% Tween 20

Roztwér do blokowania membrany:

1x PBST
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3% Odtluszczone mleko w proszku

Bufor TBS:
50 mM Tris HCI
150 mM NaCl, pH 7,4

Bufor B do przechowywania preparatow biatkowych:
50 mM NaCl

20 mM Tris, pH 7,5

40% Glicerol

0,25% Triton X-100

Bufor do reakciji ciecia RNA i DNA przez hDicer:

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

Bufor do badania oddziatywan RNA z biatkiem:

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

Bufor obciazajacy do naktadania prob na zel poliakrylamidowy LB I (ang. loading buffer 1):

0,05% Btgkit bromofenolowy
0,05% Ksylencyjanol

w 10 M wodnym roztworze mocznika

3.12 Zele poliakrylamidowe

Zele analityczne do rozdzialu elektroforetycznego kwaséw nukleinowych w warunkach

denaturujacych:
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15% akrylamid/N,N’-bisakrylamid w stosunku 29:1, 7 M mocznik w buforze 1xTBE.
Katalizatory polimeryzacji: 1 ml 10% nadsiarczanu amonu, 40 pl TEMED na 100 ml Zelu.

20% akrylamid/N,N'-bisakrylamid w stosunku 29:1, 7 M mocznik w buforze 1xTBE.
Katalizatory polimeryzacji: 1 ml 10% nadsiarczanu amonu, 40 ul TEMED na 100 ml Zelu.

Zel preparatywny 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: 400 pl 10% nadsiarczanu amonu, 40 ul TEMED na 50 ml zelu.

Zel preparatywny do rozdzialu elektroforetycznego kwaséw nukleinowych w warunkach

natywnych:

8% akrylamid/N,N'-bisakrylamid w stosunku 29:1, 5% glicerol w buforze 1xTBE.
Katalizatory polimeryzacji: 400 pl 10% nadsiarczanu amonu, 40 pl TEMED na 50 ml Zelu.

Zel analityczny do badania oddziatywan biatko-kwas nukleinowy w warunkach natywnych

5% akrylamid/N,N’-bisakrylamid w stosunku 29:1, 5% glicerol w buforze 1xTBE.
Katalizatory polimeryzacji: 400 pl 10% nadsiarczanu amonu, 40 ul TEMED na 50 ml Zelu.

Zele do elektroforezy biatek SDS-PAGE:

8% zel rozdzielajacy: 8% PAA, 375 mM Tris-HCI (pH 8,8), 0,1% SDS
10% zel rozdzielajacy: 10% PAA, 375 mM Tris-HCI (pH 8,8), 0,1% SDS
5% zel zageszczajacy: 5% PAA, 125 mM Tris-HCI (pH 6,8), 0,1% SDS

Katalizatory polimeryzacji: 0,1% nadsiarczanu amonu, 2,8 pl TEMED na 7 ml Zelu.
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3.13 Najwazniejsze odczynniki i materialy:

3XFLAG Peptide (Sigma), Agaroza (Syngen), Agaroza o0 niskiej temperaturze topnienia
(Biotools), Akrylamid/N,N'-bisakrylamid, 29:1 (Serva), Alkohol etylowy 96% (Chempur),
Alkohol izopropylowy (Chempur), Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Units (Merck),
Ampicylina (Bioshop), ANTI-FLAG®M?2 Affinity Gel (Merck), APS (BioShop), Bufor 10x
TBE (Roth), Chlorek magnezu (BioShop), cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail
(Roche), Coomasie Bradford Assay (Promega), DharmaFECT kb DNA Transfection Reagent
(Dharmacon), dNTP mix (New England Biolabs), EDTA (BioShop), Glicerol (BioShop),
Glicyna (BioShop), iTaq Universal SYBR® Green Supermix (BioRad), Klisze rentgenowskie
RTG-B (Primax), Membrana PVDF 0.45 um (Thermo Scientific), Metanol (Chempur),
Mocznik (BioShop), Octan sodu (Serva), Pepton (BioShop), RNA drozdzowe (Ambion),
RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Thermo Scientific), RNaza T1
(Ambion), Spin-X Centrifuge Tube Filter 0,45um Cellulose Acetate (Costar), SuperSignal™
West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific), TEMED (Sigma-Aldrich),
Triton X-100 (BioShop), Trizol Reagent (Thermo Scientific), Tween 20 (BioShop), Woda
wolna od RNaz i DNaz (EURX).
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4. Metody

4.1 Praca z kwasami nukleinowymi

4.1.1 Przygotowanie konstrukcji genowych z sekwencja kodujaca hDicer pelnej

dlugosci oraz wariant pozbawiony domeny PAZ w systemie SureVector

Oferowany przez firme Agilent system SureVector umozliwia stworzenie niestandardowych
konstrukcji genowych poprzez wprowadzenie wybranego insertu do szkieletu wektora
samodzielnie skonfigurowanego przez uzytkownika. Dostgpne w tym systemie moduty
funkcjonalne zawierajg sekwencje kodujace m.in.: markery selekcyjne, miejsca inicjacji
replikacji, promotory transkrypcji oraz N- lub C-koncowe znaczniki do fuzji z sekwencja genu
docelowego. Laczenie poszczegdlnych elementéw sktadowych konstrukcji genowej jest
mozliwe dzigki obecnosci sekwencji komplementarnych na koncach 5’ i 3’ poszczegdlnych

moduléw wektora i insertu.

4.1.1.1 Amplifikacja fragmentu DNA metoda PCR

W celu amplifikacji fragmentow DNA, majacych stanowi¢ insert wprowadzany do wektora,
przeprowadzono reakcje tancuchowa polimerazy (PCR) na matrycy plazmidowego DNA
(wektor cDNA hsDicer) niosacego petng sekwencje genu DICER1. Reakcj¢ PCR prowadzono
z zastosowaniem polimerazy PfuUltra Il Fusion High-fidelity DNA Polymerase. Mieszaning
reakcyjng wzbogacono betaing, odpowiadajaca za eliminacj¢ formowania si¢ struktur II
rzegdowych DNA w rejonach bogatych w guaning oraz cytozyne, a takze zwigkszajaca
wydajnos¢ ich amplifikacji [133]. Do amplifikacji DICER1 zastosowano specyficzng parg
starterow: hDcr_F i hDcr_R. Sekwencje uzytych starterow przedstawiono w Tabeli 3.1.
Zastosowane startery zawieraly na koncu 5', oprocz sekwencji komplementarnych do
amplifikowanego fragmentu, 30 nt sekwencje komplementarne do wybranych modutow

wektorowych z systemu Sure Vector Cloning Kit.

W przypadku konstrukcji genowej z sekwencja kodujaca wariant hDicer pozbawiony domeny
PAZ (APAZ) w pierwszym etapie amplifikowano oddzielnie dwa fragmenty DICER1
flankujace region kodujacy domen¢ PAZ. Amplifikacj¢ DNA prowadzono z uzyciem
specyficznych par starterow (Tabela 3.1): hDcr_F i APAZ-R dla pierwszego fragmentu DNA
(APAZ DNA I); hDer_R i APAZ-F dla drugiego fragmentu DNA (APAZ DNA 11). Do reakcji
amplifikacji wykorzystano startery, ktore zaprojektowano w taki sposob, by oba produkty

PCR posiadaly cz¢$¢ wspdlng w postaci identycznej sekwencji 31 nt. W pierwszym
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fragmencie sekwencja ta znajdowata si¢ na koncu 3', podczas gdy w drugim fragmencie na
koncu 5'. Wielko$¢ amplifikowanych fragmentow wynosita: hDicer — 5831 pz, APAZ DNA
| — 2670 pz, APAZ DNA 11 — 2640 pz.

Tabela 4.1 Sktad mieszaniny reakcyjne;.

Sktadnik reakcji Stezenie koficowe lopbrfgl‘izc (fj)
Betaina 1M 5
cDNA hsDicer 20 ng 1
Bufor 10x PfuUltra Il Fusion 1x 2,5
dNTP 0,2mM 2,5
Starter Forward 0,3 uM 0,75
Starter Reverse 0,3 uM 0,75
Polimeraza PfuUltra Il Fusion 0,2 U/ ul 0,5
H.O - 11,5
Razem 25
Tabela 4.2 Profil temperaturowy reakcji PCR.
Etap Temperatura (°C) Czas (sek.)
Denaturacja wstepna 95 120
Denaturacja 95 20
Wiazanie starterow 56 20
Synteza 72 106 (40%)
Synteza koncowa 72 420

Liczba cykli 30

(*) Gwiazdka oznaczono warunki czasowe zastosowane przy amplifikacji fragmentow APAZ
DNA I oraz APAZ DNA 1I.

Otrzymane w ten sposob fragmenty DNA (APAZ DNA I oraz APAZ DNA II) wykorzystano
jako matryce we wspolnej reakcji PCR z wydtuzeniem naktadajacych si¢ odcinkow (OE-PCR,
ang. Overlap Extension PCR). Reakcje amplifikacji prowadzono z uzyciem starterow
zawierajacych 30 nt sekwencje komplementarne do wybranych modutow wektorowych
z systemu Sure Vector Cloning Kit (hDcr_F i hDer_R). Celem zwigkszenia wydajnosci reakcji
OE-PCR produkty PCR stanowigce matryce dodano w stosunku molekularnym 1:1. Wielkos¢

amplifikowanego fragmentu wynosita 5313 pz.
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Tabela 4.3 Sktad mieszaniny reakcyjnej do OE-PCR.

Metody

Sktadnik reakcji Stezenie koncowe lopbrjgtt)l(isqc (r:j)
Betaina 1M 5
APAZ DNA I 40 ng 1
APAZ DNA 11 40 ng 1
Bufor 10x PfuUltra Il Fusion 1x 2,5
dNTP 0,2mM 2,5
Starter Forward 0,3 uM 0,75
Starter Reverse 0,3 uM 0,75
Polimeraza PfuUltra Il Fusion 0,2 U/ pl 0,5
H.0 - 11,5
Razem 25
Tabela 4.4 Profil temperaturowy reakcji OE-PCR.
Etap Temperatura (°C) Czas (sek.)
Denaturacja wstepna 95 120
Denaturacja 95 20
Wiazanie starterow 58 20
Synteza 72 80
Synteza koncowa 72 420
Liczba cykli 30

4.1.1.2 Rozdzial produktow PCR w zZelu agarozowym

Do 5 ul produktu reakcji PCR dodano 1 pl buforu obcigzajacego 6x Loading Buffer Blue.

Elektroforeze prowadzono w 1% zelu agarozowym w buforze 1x TBE z dodatkiem Gel View

lub bromku etydyny przy napigciu 120 V, przez 25 minut. Jako marker dtugosci zastosowano

Perfect Plus 1kb DNA Ladder. Wizualizacjc DNA w zelu agarozowym dokonano w $wietle

UV z wykorzystaniem urzgdzenia Alliance Q9 Advanced (UVITEC).

4.1.1.3 Oczyszczanie produktu PCR na mikrokolumienkach

Oczyszczanie produktéw reakcji PCR przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu DNA

Clean & Concentrator™ 5 zgodnie z procedurg zalgczong przez producenta. Oczyszczony

DNA wymywano ze ztoza w kolumience przy pomocy 25 ul ultraczystej wody Otrzymany

DNA poddano ocenie ilosciowej i jakosciowe]j poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci fali

230, 260 i 280 nm przy pomocy spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).
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4.1.1.4 Wprowadzenie insertu do szkieletu wektora w systemie SureVector

Procedur¢ wprowadzenia insertu do szkieletu wektora przeprowadzono zgodnie z instrukcja
zalaczong przez producenta do zestawu SureVector Core Kit i SureVector Mammalian C-
terminal Expansion Kit. W celu otrzymania funkcjonalnego wektora reakcja lgczenia
obejmowata oprocz oczyszczonego insertu rowniez 6 modutow: gen opornosci na ampicyline,
miejsce inicjacji replikacji w bakteriach (pUC), sekwencj¢ taczaca XP1, gen oporno$ci na

puromycyng, promotor CMV, C-koncowy znacznik 3x Flag Tag.

Tabela 4.5 Sktad mieszaniny reakcyjnej do potaczenia insertu z modutami wektora.

Sktadnik reakcji Objetosc na 1 reakcje (ul)

Bufor 10x SureVector
Marker selekcyjny w bakteriach —ampicylina
Miejsce inicjacji replikacji w bakteriach — pUC
Sekwencja taczaca XP1
Marker selekcyjny w komorkach ssaczych —puromycyna
Promotor CMV
C-koncowy znacznik 3x Flag Tag
Insert — produkt reakcji PCR
dNTP
1x SureSolution
Enzyme mix
H.O do 20

w
o
P NNFRPONNMNNNDNNDN

Razem 20

Tabela 4.6 Profil temperaturowy reakcji taczenia insertu z modutami wektora.

Etap Liczba cyKili Temperatura (°C) Czas (sek.)
2 8 98 30
62 60
68 60
3 1 68 60

Po zakonczeniu inkubacji do reakcji dodano 1 pl enzymu Dpnl dotgczonego do zestawu.
Catos¢ inkubowano 5 minut w temperaturze 37 °C. Nast¢pnie probe umieszczono w lodzie i

inkubowano kolejne 5 minut.
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4.1.1.5 Transformacja bakterii Escherichia coli DH5a metoda szoku cieplnego (ang.
heat shock)

Do 50 pl kompetentnych komoérek Escherichia coli (E. coli) DH5a dodano 20 pl mieszaniny
ligacyjnej (lub 10 ng pDNA). Zawiesing inkubowano przez 30 minut w lodzie, a nast¢pnie
przez 30 sekund w 42 °C. Po przeprowadzonym szoku termicznym do bakterii dodano 1 mi
sterylnej pozywki LB bez antybiotyku. Zawieszone w pozywce bakterie inkubowano przez 60
minut w temperaturze 37 °C, z wytrzasaniem przy 300 rpm. Nastepnie bakterie wysiano na
szalki z podtozem statym LB zawierajacym antybiotyk selekcyjny (ampicyling 100 pg/ml).

Szalki inkubowano przez noc w temperaturze 37 °C.

4.1.2 Przygotowanie konstrukcji genowej z sekwencje kodujaca wariant Dicerle

Do przygotowania konstrukcji genowej z sekwencja kodujaca wariant Dicerle wykorzystano

otrzymana uprzednio konstrukcje genowa hDicer::3xFlag.

4.1.2.1 Amplifikacja fragmentu DNA metoda PCR

W celu amplifikacji pozadanej sekwencji DNA przeprowadzono reakcj¢ PCR na matrycy
PDNA hDicer::3xFlag. Reakcja amplifikacji polegata na powieleniu sekwencji wariantu
Dicerle oraz sekwencji wektora SureVector. Reakcje PCR prowadzono z zastosowaniem
polimerazy Herculase Il Fusion Polymerase. Mieszaning reakcyjng wzbogacono DMSO,
odpowiadajacym za eliminacj¢ formowania si¢ struktur II rzgdowych DNA oraz
zwiekszajacym wydajnos¢ amplifikacji. Sekwencje starterow zastosowanych podczas reakcji
PCR przedstawiono w Tabeli 3.1. Sekwencja kodujgca Dicerle posiada unikatowg sekwencjg
poczatkowa o dlugosci 38 pz w porownaniu do sekwencji hDicer petnej dlugosci.
Zastosowane startery w reakcji PCR zaprojektowano w taki sposob, zeby oprocz sekwencji
komplementarnych do sekwencji hDicer i promotora CMV w wektorze, zawieraly fragment
sekwencji poczatkowej Dicerle o dtugosci 19 nukleotydow. Sekwencje te znajdowaty si¢ na
koncu 5’ obu starteréw. Schemat reakcji amplifikacji sekwencji DNA wariantu Dicer le

przedstawiono na Rysunku 6. Wielkos$¢ amplifikowanego fragmentu — 8069 pz.
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starter Reverse starter Forward

3xFlag Tag \
hDicer CMV promotor

hDicer::3xFlag
HSV-TK promotor - SureVector

Rysunek 6. Schemat amplifikacji sekwencji Dicerle w wektorze SureVector. Na rysunku
przedstawiono miejsce komplementarnego wigzania si¢ uzytych starterow do sekwencji
hDicer oraz promotora CMV w wektorze. Starter Reverse zaznaczony kolorem szarym
hybrydyzowal komplementarnie do sekwencji hDicer, starter Forward zaznaczony kolorem
pomaranczowym hybrydyzowat komplementarnie do sekwecji promotora CMV. Kolorem
niebieskim zaznaczono fragmenty sekwencji poczatkowej Dicerle znajdujace si¢ na koncach
5’ starterow, ktore nie hybrydyzowaty komplementarnie do matrycy.

Tabela 4.7 Sktad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji sekwencji kodujacej Dicerle.

Sktadnik reakcji Stezenie koncowe lopbrj(;;‘tizc (Tj)

DMSO 1% 0,25
hDicer::3xFlag 20 ng 1
Bufor 5x Herculase 11 1x 5

dNTP 0,2mM 2,5

Starter Forward 0,3 uM 2,5

Starter Reverse 0,3 uM 2,5

Polimeraza Herculase 11 Fusion DNA 0,2 U/ pl 0,5

H-0 - 14,2

Razem 25

Tabela 4.8 Profil temperaturowy reakcji PCR do amplifikacji sekwencji kodujacej Dicerle.

Etap Temperatura (°C) Czas (sek.)
Denaturacja wstgpna 95 120
Denaturacja 95 20
Wiazanie starterow 58 20
Synteza 72 270
Synteza koncowa 72 600

Liczba cykli 30
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Prawidtowos$¢ reakcji amplifikacji potwierdzono przeprowadzajac rozdzial produktu PCR
w zelu agarozowym (rozdzial Metody 4.1.1.2). Produkt reakcji PCR oczyszczono na
mikrokolumienkach (rozdziat Metody 4.1.1.3).

4.1.2.2 Fosforylacja koncow 5’-OH produktu reakcji PCR

Oczyszczony produkt reakcji PCR poddano procedurze fosforylacji koncow 5'. Do reakcji
fosforylacji uzyto 2 pmol DNA (liczonych jako wolne konce 5'). Do obliczenia pmoli DNA
zastosowano dostepne online narzedzie Biomath Calculator (Promega). Reakcje fosforylacji
prowadzano w temperaturze 37 °C przez 25 minut, a nast¢pnie przeprowadzono dezaktywacje

termiczng enzymu poprzez inkubacj¢ w temperaturze 75 °C przez 10 minut.

Tabela 4.9 Sktad mieszaniny reakcyjnej do fosforylacji koncow 5'-OH produktu reakcji PCR.

Sktadnik reakcji Objetos¢ na 1 reakcje (ul)
Bufor A 10x 2,5
Produkt reakcji PCR 2 pmol
10 mM ATP 2,5
Kinaza polinukleotydowa T4 (PNK) 1
H>O 5
Razem 25

Po fosforylacji DNA oczyszczono na mikrokolumienkach (rozdziat Metody 4.1.1.3).

4.1.2.3 Ligacja produktu reakcji PCR zawierajacego reszte fosforanowa na koncach 5’

W celu potaczenia koncow uzyskanego produktu PCR i otrzymania funkcjonalnego plazmidu
przeprowadzono reakcje ligacji z wykorzystaniem Ligazy T4 DNA. Do reakgcji ligacji uzyto
100 ng DNA zawierajacego reszte¢ fosforanowa na koncach 5'. Reakcj¢ prowadzono
w temperaturze 15 °C przez 18 godzin, a nast¢pnie przeprowadzono dezaktywacje termiczng

enzymu w temperaturze 70 °C przez 10 minut.

Tabela 4.10 Sktad mieszaniny reakcji ligacji.

Sktadnik reakcji Objetosc na 1 reakcje (ul)
10x T4 DNA Ligase Reaction Buffer 1
Produkt reakcji PCR-5'P 100 ng
T4 DNA Ligase 1
H>O do 10
Razem 10
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Mieszaning poligacyjna wykorzystano do transformacji komorek E. coli DH5a metoda szoku

cieplnego (rozdziat 4.1.1.5).

4.1.3 Przygotowanie konstrukcji genowej z sekwencje kodujaca wariant Dicerle z

mutacjg w domenach RNazy III

Do przygotowania konstrukcji genowej z sekwencja kodujgca wariant Dicerle z mutacjg
w obu domenach RNazy 111 wykorzystano komercyjnie dostepng konstrukcje pPCAGGS-Flag-
hsDicer (D1320A/D1709A). Konstrukcja ta zawiera sekwencj¢ hDicer z mutacjag w obrebie
domeny RNazy llla w pozycji D1320A oraz domeny RNazy Illb w pozycji D1709A. Przy
uzyciu enzymoéw restrykcyjnych Xhol i Munl z wektora pCAGGS-Flag-hsDicer
(D1320A/D1709A) wycieto sekwencje znacznika Flag Tag o dlugosci 46 pz oraz fragment
sekwencji DICER1 o dlugosci 4042 pz. Wycicty fragment w wektorze zastapiono
zsyntetyzowanym fragmentem DNA o dhlugosci 125 pz kodujacym N koncowa sekwencje
wariantu Dicer 1e o dtugosci 79 pz w fuzji ze znacznikiem 3x Flag Tag na koncu 5'. Schemat

przygotowania konstrukcji genowej przedstawiono na Rysunku 7.

fragment sekwencji kodujacej
znacznik 3xFlag Tag
Xhol Munl
Xho! L | 3xFlag Tag

3xFlag Tag
I 1

poczatkowa sekwencja kodujaca Mun!
Dicerle

gen opornosci
hDicer na ampicyline /
pCAGGS-Flag-Dicerle

— ColE1 ori (D1320A/D1709A)
trawienie restrykcyjne
Munl ligacja 7222pz

pCAGGS-Flag-hsDicer
ColE1 ori l (D1320A/D1709A)

10528 pz

mutacje w obrebie

domen RNazylll \

SV40 ori SV40 ori

Rysunek 7. Schemat przygotowania konstrukcji genowej z sekwencja kodujaca Dicerle
z mutacjami w domenach RNazy Ill. Na rysunku przedstawiono uproszczony schemat
budowy wektora pCAGGS-Flag-hsDicer (D1320A/D1709A) oraz zsyntetyzowanego
fragmentu DNA wraz z miejscami cigcia przez enzymy restrykcyjne Xhol i Munl (panel lewy).
W wyniku trawienia restrykcyjnego oraz ligacji otrzymano konstrukcje genowg pCAGGS-
Flag-hsDicerle (D1320A/D1709A) (panel prawy).

Fragment DNA zawierajacy N koncowa sekwencje wariantu Dicer 1e o dtugosci 79 pz w fuzji
ze znacznikiem 3x Flag Tag na koncu 5' zostat zsyntetyzowany w dwoch czesciach (OVH_a
i OVH_b), ktore nastenie potaczono ze sobg za pomocg reakcji OE-PCR. Reakcje OE-PCR

prowadzono z zastosowaniem polimerazy Herculase Il Fusion Polymerase. Sekwencje

mutacje w obrebie
domen RNazylll
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starterow zastosowanych podczas reakcji OE-PCR przedstawiono w Tabeli 3.1. Wielkos¢
amplifikowanego fragmentu — 125 pz.

Tabela 4.11 Sktad mieszaniny reakcyjnej OE-PCR.

Sktadnik reakcji Stgzenie koncowe lopbrjgtt)l(isqc (r:j)
DMSO 1% 0,25
Oligonukleotyd OVH_a 500 ng 1
Oligonukleotyd OVH_b 500 ng 1
Bufor 5x Herculase Il 1x 5
dNTP 0,2mM 2,5
Starter Forward 0,3 uM 2,5
Starter Reverse 0,3 uM 2,5
Polimeraza Herculase Il Fusion DNA 0,2 U/ pl 0,5
H.0 - 9,75
Razem 25
Tabela 4.12 Profil temperaturowy reakcji OE-PCR.
Etap Temperatura (°C) Czas (sek.)
Denaturacja wstepna 95 120
Denaturacja 95 20
Wiazanie starterow 50 20
Synteza 72 30
Synteza koncowa 72 600

Liczba cykli 30

Prawidtowos$¢ reakcji amplifikacji potwierdzono przeprowadzajac rozdzial produktu PCR
w zelu agarozowym (rozdziat Metody 4.1.1.2). Produkt reakcji PCR oczyszczono na
mikrokolumienkach (rozdziat Metody 4.1.1.3).

4.1.3.1 Trawienie produktu reakcji OE-PCR oraz wektora pCAGGS-Flag-hsDicer
(D1320A/D1709A) z udzialem enzymow restrykcyjnych

Oczyszczony produkt reakcji OE-PCR (insert) oraz wektor pCAGGS-Flag-hsDicer
(D1320A/D1709A) poddano trawieniu za pomoca enzymow restrykcyjnych Xhol i Munl.
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Tabela 4.13 Sktad mieszaniny reakcyjnej tworzenia lepkich koncow dla insertu i wektora.

Sktadnik reakcji Insert Wektor
DNA 300 ng 2000 ng
Enzym restrykcyjny Xhol 2 ul 2 ul
Enzym restrykcyjny Munl 2 ul 2 ul
10x FastDigest Buffer 3ul 3ul
H>O do objetosci 30 ul do objetosci 30 ul
Razem 30 ul 30 ul

Mieszaning reakcyjng inkubowano w temperaturze 37 °C przez 10 minut. Nastgpnie enzymy
inaktywowano termicznie w temperaturze 80 °C przez 5 minut. Po zakonczeniu inkubacji,
produkt reakcji OE-PCR oczyszczono na mikrokolumienkach (rozdziat Metody 4.1.1.3),

natomiast otrzymane fragmenty wektora poddano elektroforezie preparatywne;j.
4.1.3.2 lIzolacja i oczyszczanie wektora z zelu agarozowego

Elektroforezg preparatywnag otrzymanych fragmentéw wektora prowadzono w 0,7% zelu
agarozowym w buforze 1x TBE z dodatkiem bromku etydyny. Rozdziat elektroforetyczny

prowadzono przez 10 minut przy napigciu 50 V, a nastepnie przez 40 minut przy napigciu

0V.

Przy uzyciu sterylnego skalpela wycigto fragment Zelu zawierajacy fragment DNA wektora o
pozadanej wielkos$ci par zasad 1 umieszczono w 2 ml probdéwce typu eppendorf. Procedurg
izolacji DNA z Zelu prowadzono z wykorzystaniem zestawu Syngen Gel Mini Kit zgodnie z
protokotem dotagczonym do zestawu. Wyizolowane DNA zawieszono w wodzie, a nastepnie
poddano ocenie ilosciowej i jakosciowej z uzyciem spektrofotometru NanoDrop 1000

(Thermo Scientific).

4.1.3.3 Ligacja insertu do wektora

Przygotowane fragmenty DNA (insert oraz wektor) poddano procesowi ligacji w celu
uzyskania zrekombinowanego plazmidu. Reakcje ligacji prowadzono z wykorzystaniem

enzymu T4 DNA Ligase ( 3 U/ul ) stosujac stosunek molekularny wektora do insertu 1:3.
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Tabela 4.14 Sktad mieszaniny reakcji ligacji insertu i wektora.

Sktadnik reakcji Objetos¢ na 1 reakcje (ul)
Wektor 85 ng
Insert 4ng
10x T4 DNA Ligase Reaction Buffer 1
T4 DNA Ligase 1
H,O do 10
Razem 10 pl

Reakcje ligacji prowadzano w temperaturze 4 °C przez noc, a nastepnie przeprowadzono
dezaktywacje termiczng enzymu w temperaturze 70 °C przez 10 minut. Mieszaning
poligacyjng wykorzystano do transformacji komoérek E. coli DH5a metoda szoku cieplnego

(rozdziat Metody 4.1.1.5).

4.1.4 Selekcja stransformowanych kolonii bakteryjnych

Identyfikacje kolonii bakteryjnych, zawierajacych zrekombinowany wektor przeprowadzono
za pomocg metody kolonijnej reakcji PCR. Metoda ta umozliwia zidentyfikowanie kolonii
bakteryjnych zawierajacych wprowadzony do wektora insert, bez koniecznosci izolacji pPDNA
I jego dalszego sekwencjonowania. Matryce do kolonijnej reakcji PCR stanowity
wyselekcjonowane po transformacji, pojedyncze kolonie bakteryjne zawieszone w 5 pul
sterylnej wody. Zawiesing bakterii inkubowano w temperaturze 98 °C przez 10 minut celem
lizy komorek i uwolnienia DNA. Kolonijng reakcje PCR prowadzono z zastosowaniem
polimerazy GoTaq G2 DNA Polymerase (1 U/ul) oraz pary starterow specyficznych dla
sekwencji genu DICER1. Wykaz zastosowanych starterow przedstawiono w tabeli 3.1.

Wielko$¢ amplifikowanego fragmentu — 395 pz.

Tabela 4.15 Sktad mieszaniny reakcyjnej z uzyciem polimerazy GoTaqg G2 DNA Polymerase.

Sktadnik reakcji Stezenic koAcowe 1013?51:12? (ﬁ?)

Zawiesina bakterii - 5
Bufor GoTaq 1x 5
dNTP 0,2mM 2,5

Starter Forward 0,3 uM 1,25

Starter Reverse 0,3 uM 1,25

Polimeraza GoTaq G2 0,2 U/ pl 0,05

H>O - 9,95

Razem 25
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Tabela 4.16 Profil temperaturowy kolonijnej reakcji PCR.

Etap Temperatura (°C) Czas (sek.)
Denaturacja wstepna 95 180
Denaturacja 95 30
Wiazanie starterow 52 30
Synteza 72 30
Synteza koncowa 72 180
Liczba cykli 30

Na podstawie przeprowadzonego rozdziatu -elektroforetycznego w zelu agarozowym
otrzymanych produktéw reakcji PCR (rozdziat 4.1.1.2) wybrano kolonie bakteryjne
zawierajace zrekombinowany wektor. Z wybranych kolonii bakteryjnych zatozono hodowle
plynne w celu uzyskania materiatu do izolacji plazmidowego DNA (pDNA). Wyizolowane

pDNA poddano sekwencjonowaniu metodg Sangera przez firm¢ Genomed S.A w Warszawie.

4.1.5 lzolacja plazmidowego DNA

Izolacjg pDNA na matg skale z bakterii przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu Plasmid

Miniprep DNA Purification Kit zgodnie z protokotem dotaczonym do zestawu.

Izolacje pDNA na duza skale z bakterii przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu

ZymoPURE 11 Plasmid Maxiprep Kit zgodnie z protokotem dotaczonym do zestawu.

Wyizolowane plazmidowe DNA zawieszono w wodzie, a nastepnie poddano ocenie

ilosciowej i jakosciowej z uzyciem spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

4.1.6 FElektroforeza kwaséw nukleinowych w zelach poliakrylamidowych,

w warunkach denaturujacych

Elektroforezg czasteczek kwasow nukleinowych w warunkach denaturujacych prowadzono
w zelach poliakrylamidowych (PAA) zawierajacych 7 M mocznik. Stosowano 8% zele
preparatywne o wymiarach 19x18,5 cm oraz 15% lub 20% zele analityczne o wymiarach
39x33 cm. Przed nalozeniem na zel, do analizowanych prob dodano roztwoér 10 M mocznika
w stosunku objetosciowym 1:1. Nastepnie calo$¢ denaturowano w temperaturze 95 °C przez
3 minuty. Rozdziat prob w zelu prowadzono w buforze 1x TBE, w nastepujacych warunkach:
dla mniejszych zeli — 450 V, 10 mA, 25 W, 30 minut, a nastepnie 450 V, 40 mA, 25 W, 1
godzina; dla duzych zeli — 1500 V, 10 mA, 50 W, 30 minut, a nastgpnie 1500 V, 40 mA, 50
W, 2,5-3,5 godziny.
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Rozdzielone w zelu, znakowane izotopem 32P czgsteczki kwaséw nukleinowych
wizualizowano z uzyciem Kkliszy rentgenowskich (zele preparatywne) lub przy uzyciu
skanerow: Fujifilm FLA-5100 Fluorescent Image Analyzer i Amersham™ Typhoon™ (zele
analityczne). Do analizy uzyskanych danych wykorzystano oprogramowanie Multi Gauge 3.0
(Fujifilm).

4.1.7 Elektroforeza kwasow nukleinowych w Zelach poliakrylamidowych,

w warunkach natywnych

Elektroforeze czasteczek kwasow nukleinowych w warunkach natywnych prowadzono w 5%
zelach PAA o wymiarach 19x18,5 cm. Przed natozeniem na zel, do analizowanych prob
dodano roztwor 50% glicerolu w stosunku objetosciowym 1:1. Rozdzial prob w zelu
prowadzono w buforze 1x TBE, w nastepujacych warunkach: 120V, 10mA, 25W przez 6
godzin. Rozdzielone w zelu, znakowane izotopem czasteczki kwasow nukleinowych
w kompleksie z biatkiem wizualizowano przy uzyciu skanerow: Fujifilm FLA-5100
Fluorescent Image Analyzer i Amersham™ Typhoon™ (zele analityczne). Do analizy

uzyskanych danych wykorzystano oprogramowanie Multi Gauge 3.0 (Fujifilm).

4.1.8 Znakowanie izotopem *?P konca 5’ oligonukleotydow RNA i DNA

Czasteczki kwasoéw nukleinowych znakowano radioizotopowo przez fosforylacj¢ konca 5’
y(®P)ATP przy udziale Kinazy Polinukleotydowej T4. Przed znakowaniem RNA lub DNA
denaturowano poprzez inkubacje w temperaturze 90 °C przez 3 minuty. Nastepnie mieszaning

umieszczono w lodzie.

Tabela 4.17 Sktad mieszaniny reakcyjnej do znakowania izotopem 32P konca 5’
oligonukleotydu RNA lub DNA.

Sktadnik reakcji Objetosc na 1 reakcje (ul)
Czasteczka RNA/DNA 10 uM 1
10x Bufor PNK A 1
Kinaza Polinukleotydowa T4 1
v(3?P)ATP 1
H>O 6
Razem 10

Mieszaning reakcyjng inkubowano w 37 °C przez 20 minut. Reakcj¢ zatrzymano poprzez
dodanie do mieszaniny 10 pl 7 M mocznika i inkubacje w 90 °C przez 3 minuty. Produkty reakcji

rozdzielano elektroforetycznie w 8% zelu PAA w warunkach denaturujacych.
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4.1.9 Oczyszczane kwaséw nukleinowych w zelach poliakrylamidowych

Czasteczki kwasdéw nukleinowych rozdzielano w zelu PAA zgodnie z procedura opisang
w rozdziale Metody 4.1.6. Nastepnie przy uzyciu sterylnego skalpela wycigto z zelu fragment
zawierajacy czasteczki RNA lub DNA o pozadanej dlugosci. Wycicty fragment zelu
rozdrobniono mechanicznie, zawieszono w 400 ul 0,3 M octanu sodu, pH 5,0 i inkubowano
z delikatnym wytrzasaniem W 4 °C przez noc. Nastepnie mieszaning zelu i buforu naniesiono
na kolumienke Costar z filtrem Spin-X Centrifuge Tube Filter 0,45um Cellulose Acetate
i wirowano przez 5 minut, przy 13 000 rpm w celu pozbycia si¢ fragmentow zelu. Do
otrzymanego supernatantu dodano 900 ul zimnego, 96% etanolu. RNA/DNA wytracano
w temperaturze -20 °C przez noc. Po zakonczeniu inkubacji proby wirowano przez 45 minut,
przy 13 000 rpm. Supernatant zebrano, a powstaty osad przeptukano 200 pl zimnego, 70%
etanolu. Proby ponownie wirowano przez 30 minut, przy 13 000 rpm. Po usunigciu etanolu,
osady osuszano przez inkubacje w 37°C przez 10 minut, a nast¢pnie zawieszono w wodzie
wolnej od RNaz i DNaz. Wyznakowane oligonukleotydy zostaty rozcienczone do st¢zenia 10

000 cpm/pl. Do pomiaru sygnatu izotopowego wykorzystano licznik scyntylacyjny SPER.
4.1.10 Przygotowanie dwuniciowych czasteczek RNA

W celu przygotowania dsRNA przeprowadzono hybrydyzacje znakowanych izotopem 32P
czasteczkek RNA32 z komplementarnymi, nieznakowanymi czasteczkami RNA32 ov lub
RNA32 bl w stosunku molowym 1:1. RNA zawieszono w 1x buforze do ci¢¢ i inkubowano
w temperaturze 95 °C przez 3 minuty, a nastgpnie powoli schladzano
(-1°C/minute) do temperatury 18 °C. Po hybrydyzacji RNA poddano elektroforezie w 8%
natywnym zelu PAA (rozdziat Metody 4.1.7). Nastepnie RNA wizualizowano z uzyciem

kliszy rentgenowskiej i oczyszczano zgodnie z procedurg opisang w rozdziale Metody 4.1.9.
4.1.11 Cigcie czasteczek RNA i DNA przez hDicer

Reakcje cigcia substratow RNA i DNA przez hDicer (oraz jej warianty delecyjne)
przeprowadzono w buforze do cigé (rozdziat Materiaty 3.11) . Mieszanina reakcyjna zawierata
200 ng pDNA lub ~5 nM znakowanego izotopem 2P na koncu 5’ oligonukleotydu oraz
preparat biatkowy o stezeniu w zakresie od 12,5 do 75 nM. Jako kontrole przygotowano
reakcje bez bialka oraz reakcje z dodatkiem EDTA w stezeniu 25 mM. Reakcje prowadzono
w roznych punktach czasowych (zgodnie z opisem na rysunkach) w temperaturze 37 °C.

W przypadku reakcji cigcia substratow RNA do mieszaniny reakcyjnej dodano 0,25 pl
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inhibitora RNaz. Po zakonczeniu inkubacji do mieszaniny reakcyjnej dodano 1 objetos¢
buforu obcigzajacego LB | (rozdzial Materiaty 3.11). Produkty reakcji cigcia rozdzielano
metodg elektroforezy w 15 lub 20% zelu PAA zgodnie z procedurg opisang w rozdziale
Metody 4.1.6.

4.1.12 Badanie oddzialywan bialko-RNA metoda roznicowej migracji w Zzelach
poliakrylamidowych (EMSA)

Znakowany izotopem 32P na koncu 5’ jedno- lub dwuniciowy RNA inkubowano z biatkiem
o stezeniu w zakresie od 12,5 do 100 nM w buforze do badania oddziatywan biatko-RNA
(rozdzial Materialy 3.11). Mieszaning reakcyjng inkubowano w lodzie przez 10 minut. Po

zakonczeniu inkubacji, mieszaning reakcyjng rozdzielano w 5% natywnym zelu PAA

(rozdzial Metody 4.1.7).

Tabela 4.18 Sktad mieszaniny reakcyjnej do odziatywan biatko-RNA.

Sktadnik reakcji Objetos¢ na 1 reakcje (ul)
Czasteczka ssSRNA/dsRNA 1
Bufor 3
Biatko od 12,5 do 100 nM
H.O do 15 pl
Razem 15 pl

4.1.13 Izolacja calkowitego RNA z ludzkich linii komérkowych

Osad komorkowy zawieszono w 1 ml odczynnika Trizol 1 inkubowano przez 5 minut
w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodano 200 pl chloroformu. Cato$¢ wytrzasano na
urzadzeniu typu worteks przez 15 sekund i inkubowano przez 15 minut w temperaturze
pokojowej. Nastepnie probe wirowano przez 15 minut przy 13 000 rpm w 4 °C w celu
rozdzielenia mieszaniny na frakcje gorna (wodna) zawierajaca catkowite RNA i frakcje dolng
(organiczng) zawierajacg DNA 1 biatka. Po wirowaniu ostroznie przeniesiono faz¢ gorng do
nowej proboéwki typu eppendorf i dodano 500 pl izopropanolu. Catos¢ inkubowano przez 10
minut w temperaturze pokojowej w celu wytracenia catkowitego RNA. Probe wirowano przez
10 minut przy 13 000 rpm w 4 °C. Supernatant usunigto, a powstaty osad RNA przeptukano
dwukrotnie 1 ml 75% etanolu. Probe wytrzasano przez 3 sekundy, a nastgpnie wirowano przez

5 minut przy 7 500 rpm w 4 °C. Supernatant usunigto, a osad inkubowano przez 5 minut w 37
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°C celem calkowitego odparowania etanolu. Osad catkowitego RNA zawieszono w 30 pl
wody wolnej od RNaz. Otrzymany catkowity RNA poddano ocenie iloSciowej
z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). RNA

przechowywano w temperaturze -80 °C.

4.1.14 lzolacja mRNA z ludzkich linii komérkowych

Izolacje mRNA z komorek przeprowadzono przy uzyciu zestawu RNeasy Mini Kit, zgodnie
z procedurg dotaczong przez producenta. Celem ograniczenia zanieczyszczenia prob
genomowym DNA, dodatkowo podczas izolacji uzyto zestawu RNase-Free DNase Set.
Otrzymane mRNA poddano ocenie ilo§ciowej z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop

1000 (Thermo Scientific). a nastepnie przechowywano w temperaturze -80 °C.

4.1.15 Odwrotna transkrypcja dla czasteczek miRNA

W celu uzyskania cDNA niezb¢dnego do ilosciowej analizy poziomu wybranych miRNA
w komorkach wykorzystano zestaw Mir-X™ miRNA First Strand Synthesis Kit. Zawarty
w zestawie mMRQ Enzyme Mix umozliwia poliadenylacj¢ koncy 3’ krotkich czasteczek RNA
poprzez dziatanie polimerazy poli(A), a nastgpnie ich odwrotng transkrypcje z udziatem
odwrotnej transkryptazy SMART® MMLV. Dzicki obecnosci adaptera dobudowywanego do
konca 3’ kazdej z krotkich czasteczek RNA podczas odwrotnej transkrypcji, mozliwa jest
analiza poziomu réznych miRNA z otrzymanej matrycy cDNA. Do reakcji odwrotnej

transkrypcji uzyto 4 ug catkowitego RNA zawierajacego pulg krotkich czgsteczek RNA.

Tabela 4.19 Sktad mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji.

Sktadnik reakcji Objetos¢ na 1 reakcje (ul)
mRQ Bufor 2x 5
RNA 4 ng
MRQ Enzym 1,25
H.O do objetosci 10
Razem 10 pl

Reakcj¢ prowadzono w temperaturze 37 °C przez 60 minut, a nastgpnie W temperaturze 85 °C
przez 5 minut. Po zakonczeniu inkubacji proby umieszczono w lodzie i dodano 90 pl wody

wolnej od nukleaz. Otrzymane cDNA przechowywano w temperaturze -20 °C.
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4.1.16 Odwrotna transkrypcja dla czasteczek mRNA

W celu uzyskania cDNA niezbednego do ilo$ciowej analizy ekspresji genu DICER1
w komorkach wykorzystano zestaw SuperScript 11l Reverse Transcriptase, zgodnie
Z procedurg dotaczong przez producenta. Do reakcji odwrotnej transkrypcji uzyto 0,8 pg

MRNA.

4.1.17 Analiza poziomu miRNA oraz ekspresji genu DICER1 metod3 ilosciowej reakcji

PCR w czasie rzeczywistym (QPCR)

W celu poréwnania poziomu wybranych miRNA w komorce oraz poziomu ekspresji genu
DICER1 wykorzystano metode ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym (qPCR, ang.
quantitative real-time PCR). Do analizy poziomu miRNA wykorzystano startery dotaczone
do zestawu Mir-X™ miRNA First Strand Synthesis Kit: pare starteréw specyficzng dla
sekwencji genu jaderkowego RNA U6 (U6 Forward primer oraz U6 Reverse primer) oraz
uniwesalny starter 3' (MRQ 3'Primer). W przypadku analizy ekspresji genu DICER1
zastosowano startery umozliwiajace specyficzne rozroznienie transkryptu hDicer pelnej
dhugos$ci oraz wariantu Dicerle. Sekwencje zastosowanych starterow przedstawiono w Tabeli
3.2. Specyficzno$¢ wigzania starterOw oceniono na podstawie analizy krzywych topnienia
produktow reakcji. Reakcje QPCR prowadzono w aparacie CFX Connect™ Real-Time PCR
Detection (Bio-Rad). Do przygotowania mieszaniny reakcyjnej wykorzystano odczynnik iTaq
Universal SYBR® Green Supermix. Reakcje prowadzono z wykorzystaniem 8 ng matrycy
cDNA.

Tabela 4.20 Sktad mieszaniny reakcyjnej w reakcji gPCR.

Sktadnik reakcji Stezenie koncowe lOperéQl‘;izc (1::;)
Matryca cDNA 8ng 2
iTag Universal SYBR®™ Green Ix 5
Supermix
Starter Forward 0,5 uM 0,35
Starter mRQ 3’ Primer 0,5uM 0,35
H.O - 2,3
Razem 10 ul
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Tabela 4.21 Profil temperaturowy reakcji qPCR.

Etap Temperatura (°C) Czas (sek.)
Denaturacja wstepna 95 600
Denaturacja 95 15
Wigzanie starterow 60 30
Synteza 72 30
Liczba cykli 40

Kazda reakcja zostata przeprowadzona w trzech powtorzeniach technicznych, w trzech
niezaleznych powtorzeniach biologicznych. Wzgledny poziom ekspresji genu DICER1
wyznaczono przy uzyciu metody 2. Analiz¢ relatywnego poziomu wybranych miRNA
mierzono z wykorzystaniem metody 224t [134]. Normalizacje wynikéw przeprowadzono
w oparciu o0 poziom ekspresji genu jaderkowego RNA U6 lub B-aktyny, ktorych poziom jest
staty 1 niezalezny od warunkow eksperymentéw. Analize otrzymanych danych
przeprowadzono wykorzystujac oprogramowanie CFX Maestro 2.0 firmy BioRad. Zebrane
dane z trzech, niezaleznych powtdrzen biologicznych wykorzystano do analizy statystycznej
jednokierunkowym testem ANNOVA, z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta. Analiza

statystyczna zostata przeprowadzona w programie GraphPad Prism 6 (GraphPad Software).

4.2 Pracaz komodrkami ssaczymi

4.2.1 Hodowla komérek ssaczych

Hodowle adherentnych komorek HEK293T oraz HEK293T No_Dice prowadzono w medium
hodowlanym DMEM wzbogaconym: inaktywowang termicznie bydleca surowica ptodowsg
(FBS), antybiotykami oraz pirogronianem sodu [67]. Hodowle prowadzono w sterylnych
butelkach hodowlanych w inkubatorze z 5% CO: i temperaturag 37 °C. Komorki utrzymywano
w logarytmicznej fazie wzrostu poprzez regularne pasazowanie do nowych butelek

hodowlanych po osiggni¢ciu przez hodowle 80-90% konfluencji.

4.2.2 Pasazowanie komorek

Po usunigciu medium hodowlanego, warstwe komorek przeptukano buforem PBS w objgtosci
odpowiedniej do naczynia hodowlanego. Po zebraniu buforu PBS do komoérek dodano 0,25%
roztwor trypsyny z EDTA w iloéci odpowiedniej dla powierzchni naczynia hodowlanego.
Nastepnie komorki inkubowano z trypsyng przez 3 minuty w atmosferze z 5% CO». Proces

trypsynizacji zatrzymano poprzez dodanie 2 ml wzbogaconej pozywki DMEM. Po doktadnym
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wymieszaniu, zawiesing komorek przeniesiono do nowej butelki hodowlanej zawierajace;j

kompletne medium hodowlane.

4.2.3 Transfekcja komorek i przygotowanie osadéw komérkowych

Komoérki HEK293T lub HEK293T No_Dice wysiano do butelki hodowlanej T25 w ilosci
odpowiednio 1x10° lub1,5x10® komérek/butelke w medium hodowlanym i hodowano przez
24 godziny w atmosferze 5% CO: i temperaturze 37 °C. Wysiewanie takiej liczby komorek
pozwalalo na uzyskanie konfluencji komoérek osiagajacej ~80% powierzchni butelki po 24
godzinach. Do transfekcji przygotowano mieszaning transfekcyjng w objetosci 600 pl
zawierajaca 7 ug pDNA niosgcego sekwencje kodujaca odpowiednie biatko i 18 ul odczynnika
DharmaFECT kb DNA Transfection Reagent w pozywce OPTI-MEM. Mieszaning
inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie dodano 2,4 ml pozywki DMEM.
Dodatkowo przygotowano kontrolng mieszaning transfekcyjng bez pDNA. Komorki
inkubowano z mieszaning transfekcyjng przez 24 godziny w temperaturze 37 °C w atmosferze
5% CO>. Po 24 godzinach medium zebrano, a komorki przeptukano buforem PBS i dodano
0,25% roztwor trypsyny z EDTA w iloéci odpowiedniej dla powierzchni butelki hodowlanej
T25. Komorki inkubowano z trypsyng przez 2 minuty w inkubatorze hodowlanym. Po
zakonczeniu procesu trypsynizacji zawiesing komorek doktadnie wymieszano i przeniesiono
do nowej butelki hodowlanej o wigkszej powierzchni wzrostu (T75 lub T125). Komorki
hodowano dalej w 37 °C w atmosferze 5% CO- przez kolejne 24 lub 48 godzin. Po tym czasie
medium usunieto, a komoérki przeptukano buforem PBS i poddawano procesowi trypsynizacji.
Uzyskang zawiesing komorek wirowano przez 3 minuty przy 1500 rpm. Otrzymany osad
komorkowy przemyto buforem PBS i ponownie wirowano przez 3 minuty przy 1500 rpm.

Bufor PBS usunigto, a osad komdrkowy przechowywano w temperaturze -80 °C.

4.2.4 Przygotowanie lizatow komorkowych

W celu otrzymania frakcji bialek cytoplazmatycznych osad komérkowy (~8x10° komoérek)
zawieszono w 200 pl buforu Prot-S100 (rozdziat Materiaty 3.11), a nastgpnie zawiesing
komorek przepuszczano przez strzykawke z jednorazowa iglg iniekcyjng o wymiarach 0,9x40
mm. Otrzymany lizat komoérkowy wirowano przez 10 minut w temperaturze 4 °C przy 13 000
rpm. Zebrany supernatant stanowiacy frakcje biatek cytoplazmatycznych stanowil materiat do

immunoprecypitacji biatek.
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W celu otrzymania frakcji biatek cytoplazmatycznych i jadrowych osad komorkowy (~8x10°
komorek) zawieszono w 200 upl buforu RIPA (rozdziat Materiaty 3.11). Zawiesing
inkubowano w lodzie przez 20 minut co pewien czas intensywnie mieszajgc probke na
wytrzasarce typu worteks. Nastepnie otrzymany lizat komorkowy wirowano przez 10 minut
w temperaturze 4 °C przy 13 000 rpm. Zebrany supernatant stanowiacy frakcje bialek
cytoplazmatycznych i jadrowych stanowit material do analiz Western blotting.

4.2.5 lzolacja frakceji cytoplazmatycznej i jadrowej z komorek HEK293T

Procedur¢ frakcjonowania kompartmentdow komoérkowych na materiat pochodzacy
z cytoplazmy oraz jadra komoérkowego przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnie
dostgpnego zestawu NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents. Z hodowli
komorek HEK293T oraz HEK293T No_Dice pobrano 3x10° komoérek przeliczonych za
pomoca automatycznego licznika komorek Scepter™ (Merck). Komorki zebrano poprzez
wirowanie przez 3 minuty, przy 1500 rpm. Po usuni¢ciu medium hodowlanego osad
komorkowy przeptukano 1 ml buforu PBS, a nastgpnie zwirowano przez 3 minuty, przy 1500
rpm. Supernatant zebrano, a osad komorkowy zawieszono w 300 pl zimnego buforu CER 1.
Probke wytrzasano przez 15 sekund przy wykorzystaniu urzadzenia typu worteks
I inkubowano w lodzie przez 10 minut. Nastepnie dodano do probki 16,5 pl buforu CER 1I,
wytrzasano przez 5 sekund i inkubowano w lodzie przez 1 minut¢. Po inkubacji proby
wirowano przez 5 minut przy 16 000 rpm. Supernatant (frakcje biatek cytoplazmatycznych)
przeniesiono do nowej probowki. Pozostaly osad komorkowy zawieszono w 150 pl buforu
NER 1 inkubowano w lodzie przez 40 minut. W trakcie inkubacji probe wytrzasano przez 15
sekund co 10 minut. Kolejno, prébg wirowano przez 10 min przy 16 000 rpm. Otrzymany
supernatant (frakcje biatek jadrowych) przeniesiono do nowej proboéwki. Otrzymane frakcje

przechowywano w temperaturze -20 °C.

Pomiar st¢zenia bialek w uzyskanych frakcjach lizatow komoérkowych przeprowadzono z
wykorzystaniem zestawu Pierce BCA Protein Assay Kit zgodnie z procedura dotagczong przez

producenta.

4.2.6 Indukcja procesu apoptozy w komorkach

Komoérki HEK293T lub HelLa wysiano do butelki hodowlanej T25 w liczbie 1x10°
komorek/butelke w medium hodowlanym 1 hodowano przez 24 godziny w atmosferze 5% CO2

i temperaturze 37 °C. Nast¢pnie medium hodowlane zastgpiono §wiezym medium z dodatkiem

63



Metody

staurosporyny w stezeniu 1 pM. Komorki HelLa oraz HEK293T inkubowano ze
staurosporyng przez okreslony czas od 1 do 4 godzin w atmosferze 5% CO: i temperaturze
37 °C. Po okreslonym czasie medium hodowlane z odklejonymi komorkami zebrano do
probowki, a pozostate komorki poddano procesowi trypsynizacji poprzez dodanie 0,25%
roztworu trypsyny z EDTA w iloéci odpowiedniej dla powierzchni butelki hodowlanej T25.
Catos¢ wirowano przez 3 minuty przy 1500 rpm. Otrzymany osad komorkowy przemyto
buforem PBS i ponownie wirowano przez 3 minuty przy 1500 rpm. Bufor PBS usunigto,

a zebrany osad komérkowy poddano lizie w buforze RIPA (rozdziat Metody 4.2.4).

4.3 Praca z bialkami

4.3.1 Immunoprecypitacja bialek

Immunoprecypitacje bialek prowadzono z wykorzystaniem zloza agarozowego
oplaszczonego przeciwciatem anty-Flag Tag, ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel. Kolumienke
chromatograficzng zawierajacg 600 ul ztoza przemywano kolejno: jednokrotnie 600 pl buforu
TBS; trzykrotnie 600 ul roztworu 0,1 M Glicyny-HCI pH 3,5; pigciokrotnie 600 pul buforu
TBS, kazdorazowo wirujac kolumienke umieszczong w 2 ml eppendorfie przez 1 min, przy
800 rpm. Po ptukaniu, zloze przeniesiono do 5 ml probowki i1 dodano supernatant zawierajacy
frakcje biatek cytoplazmatycznych. Ztoze z supernatantem inkubowano przez noc w 4 °C na
mieszadle obrotowym, a nastgpnie umieszczono w kolumience chromatograficznej o objetosci
1,5 ml. Ztoze agarozowe ze zwigzanym biatkiem plukano buforem TBS do momentu, gdy
warto$¢ absorbancji przy dlugosci fali 280 nm dla przesaczu wynosita ponizej 0,05. Nastepnie
ztoze agarozowe zawieszono w 3 ml buforu B do przechowywania preparatow biatkowych
bez glicerolu (rozdziat Materiaty 3.11) i przeniesiono do nowej 5 ml probowki. W celu
wymycia ze zloza zwigzanego biatka, do ztoza dodano 75 pl peptydu 3x Flag o stgzeniu 4
mg/ml. Mieszaning inkubowano przez noc w 4 °C na mieszadle obrotowym. Po inkubacji
mieszaning umieszczono W kolumience chromatograficznej znajdujacej sic w 2 ml
eppendorfie i wirowano przez 1 min, przy 800 rpm. Zebrany przesacz zageszczONno
z wykorzystaniem filtrow Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filters o punkcie odciecia MWCO
30 lub 100 kDa. Procedure zageszczania preparatu przeprowadzono zgodnie z zaleceniami
producenta. Otrzymany w ten sposdb zageszczony preparat biatkowy poddano analizie
metodg elektroforezy biatek w zelu PAA, w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE).
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4.3.2 Rozdzial elektroforetyczny bialek w Zelu poliakrylamidowym, w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE)

Rozdziat elektrofortyczny biatek w warunkach denaturujacych prowadzono w zelach PAA
(8% lub 10% zel rozdzielajacy i 5% zel zageszczajacy) (rozdzial Materiaty 3.12). Materiat do
analiz stanowily preparaty biatek oczyszczonych metoda immunoprecypitacji lub catkowite
1 frakcjonowane lizaty komorkowe. Do 15 pl badanej proby dodano 5 pl 4x stezonego buforu
obcigzajacego SB (rozdziat Materiaty 3.11) i denaturowano w 95 °C przez 3 minuty. Cato$¢
mieszaniny natozono na uprzednio przygotowany zel PAA. Jako wzorca mas uzyto Perfect
Tricolor Protein Ladder. Poczatkowo rozdzial prowadzono przy napigciu 50 V do momentu
wejscia prob w zel rozdzielajacy. Nastepnie napiecie pradu zwickszono do 150 V. Rozdziat
prob w zelu prowadzono do momentu wyjscia z zelu barwika — bilekitu bromofenolowego
(sktadnik buforu SB). W celu wizualizacji biatek, po zakonczeniu elektroforezy zel PAA
wygotowano trzykrotnie w wodzie destylowanej w celu pozbycia si¢ SDS. Nastepnie zel
barwiono w roztworze PageBlueTM Ptotein Staining Solution zgodnie z instrukcja zataczong
przez producenta. Zele dokumentowano i analizowano za pomoca aparatu Alliance Q9

Advanced (UVITEC).

4.3.3 Polsuchy elektrotransfer biatek na membrane PVDF

W przypadku analizy biatlek metoda Western blotting, po zakonczonym rozdziale
elektroforetycznym przeprowadzono transfer potsuchy biatek z zelu PAA na membrang
PVDF. W tym celu przygotowano dwie bibuty do transferu 1 membrang PVDF o wymiarach
zelu po usunigciu zelu zageszczajacego. Membrane PVDF aktywowano poprzez przeptukanie
w 100% metanolu, a bibuly umieszczono w buforze do elektrotransferu. Poszczegdlne
elementy ulozono w aparacie do elektrotransferu Trans-blot SD Semi-Dry transfer cel
(BioRad) (przy zachowaniu odpowiedniej orientacji wzglgdem elektrod) w nastepujacej
kolejnosci: bibuta, membrana PVDF, zZel, bibuta. Elektrotransfer prowadzono przy napigciu
25 V i natezeniu 100 mA przez 95 minut. Po zakonczeniu elektrotransferu membrang
umieszczono w roztworze do blokowania (rozdziat materiaty 3.11) i inkubowano przez noc
w 4 °C.

4.3.4 Detekcja bialek immobilizowanych na membranie PVDF

Detekcje bialek immobilizowanych na membranie PVDF przeprowadzono z uzyciem systemu

SNAP i.d.® 2.0 Protein Detection System (Merck). Zablokowang membrang PVDF
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z immobilizowanymi bialkami przeplukano dwukrotnie buforem PBST, a nastegpnie
dwukrotnie buforem PBS (rozdzial Materialty 3.11). Kolejno na membran¢g dodano
odpowiednie rozcienczenie przeciwcial pierwszorzgdowych (rozdzial Materialty 3.8)
w buforze PBST. Inkubacje membrany z przeciwcialem prowadzono przez 30 minut
w temperaturze pokojowej, po czym membran¢ ponownie przeptukano dwukrotnie buforem
PBST i PBS. Nastgpnie na membrang dodano odpowiednie rozcienczenie odpowiednich,
gatunkowo specyficznych, przeciwciatl drugorzedowych IgG sprzezonych z peroksydaza
chrzanowa (HRP) (rozdzial Materialty 3.8) w buforze PBST. Inkubacje membrany
z przeciwciatem prowadzono przez 30 minut w temperaturze pokojowej, po czym membrane
ponownie przeptukano dwukrotnie buforem PBST i trzykrotnie buforem PBS. Detekcje
kompleksow biatko-przeciwciata przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu SuperSignal
West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate oraz aparatu Alliance Q9 Advanced (UVITEC).

4.4 Sekwencjonowanie RNA

Sekwencjonowaniu poddano pule RNA wyizolowanego z komorek HEK293T i HEK293T
No_Dice: (i) traktowanych odczynnikiem do transfekcji (tzw. typu dzikiego, wt) oraz
(i) transfekowanych wektorem niosagcym sekwencj¢ kodujaca wariant Dicerle
(Dicerle::3xFlag). Osady komorkowe zostaty zebrane po 48 godzinach od transfekcji lub od
potraktowania odczynnikiem do transfekcji (rozdziat Metody 4.2.3). Nastepnie,
z otrzymanych osadow komorkowych zostal wyizolowany catkowity RNA przy uzyciu
odczynnika TRIzol (rozdziat 4.1.13). Ustuge sekwencjonowania RNA-Seq catkowitej frakcji
RNA wyizolowanego z komoérek zlecono firmie BGI. Sekwencjonowanie RNA
przeprowadzono przy pomocy technologii MGl DNBSeq™. Technologia DNBSeq™ oparta
jest na metodzie DNB (ang. DNA Nanoballs). Otrzymane podczas przygotowania biblioteki
NGS kompleksy cDNA-nanokulki (DNB) sa umieszczane na specjalnym chipie. W kolejnym
etapie przeprowadza si¢ hybrydyzacje startera do adaptera w kompleksie DNB. Nastg¢pnie
rozpoczyna si¢ reakcja PCR z wykorzystaniem wyznakowanych fluorscencyjnie dNTP oraz
polimerazy DNA. Reakcja PCR przebiega wedtug modelu toczacego si¢ kota (ang. rolling
circle replication), ktora zapewnia, iz kazda kopia jest generowana z oryginalnego,
matrycowego CcDNA. Zastosowane lasery sekwenatora wzbudzaja fluorescencje,

a otrzymywane sygnaty sa przeksztatcane na sekwencje DNA.

Przygotowanie bibliotek cDNA oraz ich sekwencjonowanie wraz z obrobka uzyskanych

danych zostato zlecone firmie BGI. Usunigcie z uzyskanych surowych danych odczytéw
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niskiej jakosci oraz sekwencji adapterow, a takze sprawdzenie jakosci odczytow
z wykorzystaniem wspolczynnika Q bylo przeprowadzone z wykorzystaniem standardowych
programow i protokolow oferowanych przez firme¢ BGI. Otrzymane odczyty zostaty
przypisane (zmapowane) do ludzkiego genomu referencyjnego hg38 (UCSC Homo_sapiens
hg38) przy pomocy programu HISAT [135]. Normalizacja poziomow ekspresji genow 0raz
analiza roznicowa ekspresji gendw w komorkach zostaly wykonane przy uzyciu pakie