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Streszczenie

Rybonukleazy Dicer nalezag do rodziny rybonukleaz III (RNaz III), bedacych
endorybonukleazami specyficznymi wobec dwuniciowych RNA (dsRNA). Dicer znane s3
gléwnie z ich kluczowej roli w procesie biogenezy matych regulatorowych RNA (strRNA):
mikroRNA (miRNA) oraz matych interferujacych RNA (siRNA). W ostatnim czasie pojawia
si¢ coraz wiece] doniesien literaturowych opisujacych aktywnosci Dicer niepowigzane z jej
aktywno$cia RNazowa 1 produkcja srRNA. Niniejsza praca doktorska poswiecona jest
rybonukleazie Dicer czlowieka (hDicer). hDicer, podobnie jak inne Dicer kregowcow, jest
biatkiem wielodomenowym i zlozona jest z N-koncowej domeny helikazowej, domeny
DUF283 (ang. domain of unknown function), domen: Platformy i PAZ, helisy taczacej, dwoch
domen RNazowych (Rllla i RIllb) oraz C-koncowej domeny wigzacej dsRNA (dsRBD).
Domeny: Platforma i PAZ wraz z helisg taczaca sa czgsto okreslane jako kaseta PPC (ang.
Platform-PAZ-Connector helix). Kaseta PPC odgrywa kluczowa rol¢ w rozpoznawaniu i
kotwiczeniu kanonicznych substratow Dicer, czyli prekursoréw miRNA (pre-miRNA) i
prekursoré6w siRNA (pre-SiRNA).

Weczesdniejsze badania prowadzone w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN wykazaty,
iz domena DUF283 hDicer wiaze jednoniciowe RNA i DNA, nie wigze natomiast
dwuniciowych RNA 1 DNA. Co ciekawe, dalsze badania wykazaly, iz DUF283 moze wspiera¢
proces parowania czasteczek kwasow nukleinowych. Kolejne analizy ujawnity, ze hDicer
pelnej dlugosci rowniez wykazuje taka aktywnos¢, dziatajac tym samym jak biatka typu ang.
nucleic acid annealer (bialka wspierajace hybrydyzacj¢ komplementarnych kwaséw
nukleinowych). W oparciu o wyniki przeprowadzonych badan postawiono hipoteze, ze domena
DUF283 jest istotna dla aktywnos$ci hDicer wspierajacej parowanie czasteczek kwasoéw
nukleinowych. W celu weryfikacji tej hipotezy stworzono warianty delecyjne hDicer
pozbawione sekwencji aminokwasowej kodujacej domeng DUF283: (i) wariant ADUF(630-
709) oraz (i1) wariant ADUF(625-752). Wariant ADUF(625-752), oprocz delecji domeny
DUF283, pozbawiony byt takze fragmentéw oskrzydlajacych te domene. Przeprowadzone
analizy wykazaly, iz w warunkach in vitro wariant ADUF(630-709) prezentowal podobng
aktywno$¢ RNazowg wobec uzytych w badaniach pre-miRNA i pre-siRNA, co hDicer (biatko
typu dzikiego). Natomiast wariant ADUF(625-752), wobec tych samych substratow,
wykazywal zdecydowanie stabszg aktywnos¢ RNazowg. W przypadku badan in cellulo,
wariant ADUF(625-752) rowniez produkowal wybrane miRNA z nizsza wydajnoscig, w
poréwnaniu do wariantu ADUF(630-709), czy hDicer. Co jednak wazne, oba warianty nie
wykazywaty aktywnoS$ci wspierajacej parowanie czasteczek kwasow nukleinowych. Uzyskane
dane wspieraja hipoteze, ze domena DUF283 jest kluczowa dla aktywnosci typu nucleic acid
annealer hDicer.

Rybonukleazy Dicer moga wigza¢ w komorkach nie tylko czasteczki pre-miRNA oraz pre-
siRNA, ale takze mRNA, czy dlugie niekodujace RNA. Bioragc pod uwage ten fakt, kolejnym
celem badawczym byto okreslenie roli domeny DUF283 hDicer w wigzaniu puli komorkowych



RNA. W badaniach tych wykorzystano metode¢ irCLIP-seq (ang. infrared crosslinking
immunoprecipitation followed by NGS sequencing) oraz ludzkie embrionalne komorki nerki
(HEK 293T), a takze pochodne linie komérkowe typu DICER1 knock-out, produkujace: (i)
wariant ADUF(630-709), (ii) wariant ADUF(625-752) lub (iii) hDicer typu dzikiego (tzw.
rescue control). Przeprowadzone badania wykazaly, ze poszczegoélne warianty delecyjne
hDicer wiazg inne pule RNA w komorkach HEK 293T, inna byta takze pula RNA wigzanych
przez hDicer. Zgromadzone wyniki pozwalajg sadzié, iz domena DUF283 hDicer bierze udziat
W rozpoznawaniu i wigzaniu okreslonej puli komorkowych RNA. Co ciekawe, zgromadzone
dane ujawnity, ze w puli RNA wigzanych przez hDicer znajduja si¢ RNA bogate w ciagi
guanozynowe (G). Analizy bioinformatyczne wykazaty, iz wigkszo$¢ z tych RNA posiada
potencjal do tworzenia struktur G-kwadrupleksu. Otrzymane dane wytyczyly kolejny cel
badan, ktory dotyczyt oddzialywan hDicer z czasteczkami RNA i DNA przyjmujgcymi
struktury G-kwadrupleksu. Przeprowadzone badania wykazaty, iz hDicer wigze zar6wno G-
kwadrupleksy RNA (G4-RNA), jak i DNA (G4-DNA), a ich wigzanie odbywa sig
najprawdopodobniej w obrgbie kasety PPC hDicer. W oparciu o przeprowadzone modelowania
molekularne postawiono hipoteze, ze czasteczki pre-miRNA i czasteczki przyjmujace strukture
G-kwadrupleksu kotwiczone sa w tym samym rejonie kasety PPC hDicer. Rzeczywiscie, w
wyniku dodania do mieszaniny reakcyjnej G4-RNA lub G4-DNA, obserwowano inhibicje¢
ciecia pre-miRNA przez hDicer. Zdobyta wiedza poszerza zrozumienie molekularnych
podstaw oddziatywan pomiedzy rybonukleazg Dicer oraz czasteczkami RNA i DNA
przyjmujacymi struktury G-kwadrupleksu.

Podsumowujac, wyniki badan prowadzonych w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej
wspierajg dotychczasowe obserwacje, ze rola rybonukleaz Dicer moze wykracza¢ daleko poza
proces biogenezy srRNA.



