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Tytut rozprawy doktorskie;j:
Nowe spojrzenie na domene helikazowq ludzkiej rybonukleazy Dicer i jej
aktywnosci biochemiczne, ze szczegdlnym uwzglednieniem aktywnosci

wiqzania RNA

STRESZCZENIE

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

Obecnie wiadomo, ze domena helikazowa hDicer odpowiada za odrdznianie
substratéw pre-miRNA od dsRNA, przypuszczalnie poprzez oddziatywanie z petlg apikalng
pre-miRNA. Warianty delecyjne hDicer pozbawione domeny helikazowej, w poréwnaniu do
kompletnej hDicer, wydajniej wigzg dfugie dsRNA i wydajniej tng je na fragmenty o dtugosci
ok. 22 par zasad. Bez watpienia interesujgcym aspektem jest udziat hDicer w ,pasywnym”
wigzaniu komodrkowych RNA, czyli wigzaniu, ktéremu nie towarzyszy proces ciecia
substratu. Przypuszczalnie kluczowg role w pasywnym wigzaniu komodrkowych RNA
odgrywa domena helikazowa hDicer. Szczegdétowa charakterystyka aktywnosci
biochemicznych, w tym specyficznosci substratowej, domeny helikazowej hDicer nie
zostata jednak przeprowadzona. Celem badan prowadzonych w ramach realizacji niniejszej
rozprawy doktorskiej byto poszerzenie stanu wiedzy na temat domeny helikazowej hDicer,
w szczegolnosci okreslenie jakie aktywnosci biochemiczne prezentuje domena helikazowa



hDicer oraz jakiego rodzaju kwasy nukleinowe mogg stanowic¢ substraty dla domeny
helikazowej hDicer, zaréwno w warunkach in vitro, jak i in cellulo.

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

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

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



