Potencjalna aktywnos¢ DNazowa oraz mozliwe funkcje biologiczne wybranych

wariantow delecyjnych ludzkiej rybonukleazy Dicer

Streszczenie

Kluczowa role w biogenezie krotkich regulatorowych RNA (srRNA) odgrywa
rybonukleaza Dicer, ktéra wycina dupleksy mikroRNA (miRNA) oraz mate interferujace RNA
(siRNA), z odpowiednio: jednoniciowych prekursordéw miRNA przyjmujacych strukture spinki
(pre-miRNA) oraz z dtugich dwuniciowych RNA (dsRNA), tzw. pre-siRNA. Generowane
przez Dicer sTRNA biorg udzial w procesie regulacji ekspresji genow. Przedstawiona rozprawa
doktorska skupia si¢ na ludzkiej rybonukleazie Dicer (hDicer). hDicer jest biatkiem
wielodomenowym, zbudowanym z nastepujacych po sobie domen: N-koncowej domeny
helikazowej, domeny DUF283, domeny Platformy, PAZ oraz helisy taczacej, dwoch domen
RNazy III (RNaza I1la i I1Ib) oraz C-koncowej domeny wigzacej dwuniciowy RNA (dsRBD).
Istotng role w wigzaniu substratow pre-miRNA oraz pre-siRNA odgrywaja domeny Platformy,
PAZ 1 helisy laczacej (tzw. kaseta PPC). Odleglos¢ pomiedzy kaseta PPC a domenami
RNazowymi determinuje dhugos$¢ generowanych produktow; w przypadku hDicer dhugosé

generowanych stfRNA wynosi ~22 nukleotydy (nt).

Obecnos¢ wszystkich domen hDicer jest kluczowa dla wydajnego 1 precyzyjnego ciecia
substratow pre-miRNA, a tym samym, generowania miRNA o okreslonej dtugosci. Dane
literaturowe wskazuja, ze biatka oddziatujace z Dicer, przypuszczalnie poprzez wptyw na
aranzacj¢ jej domen, moga wplywaé¢ na dlugos¢ produktow generowanych przez te
rybonukleazg. Co ciekawe, znane s3 warianty rybonukleaz Dicer pozbawione niektorych
z domen, tzw. ,,skrécone 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$ci hydrolitycznej proteaz
komorkowych. Aktywnosci skroconych form Dicer rdznig si¢ od aktywnosci bialek ,,peinej
dhugos$ci”. Przyktadowo, wariant Dicer pozbawiony domeny helikazowej preferencyjnie wigze
substraty pre-siRNA. Wykazano takze, iz u nicienia Caenorhabditis elegans aktywowane
podczas procesu apoptozy kaspazy przecinaja Dicer, generujac skrécong forme biatka (tDCR-
1), ktéra pelni funkcje¢ deoksyrybonukleazy (DNazy) inicjujacej proces fragmentacji

chromosomalnego DNA.



Pierwszym celem przedtozonej rozprawy doktorskiej byto zbadanie, czy hDicer,
podobnie jak Dicer C. elegans, posiada potencjat do hydrolizy substratéw DNA. W wybranych
do badan komorkach ludzkich, w ktorych wywotywany byt proces apoptozy, nie udato si¢
zidentyfikowac¢ skroconej formy hDicer podobnej do tDCR-1 C. elegans. W celu odpowiedzi
na pytanie, czy hDicer, podobnie jak Dicer pochodzaca z C. elegans, moze prezentowac
aktywno$§¢ DNazowa, z wykorzystaniem metod inZynierii genetycznej otrzymano szereg
skroconych form hDicer, w tym wariant odwzorowujacy tDCR-1 C. elegans. Wariant hDicer
odwzorowujacy skrocong form¢ Dicer C. elegans nie wykazywal aktywnosci DNazowe;.
Zgromadzone dane ujawnily jednak, ze warianty hDicer pozbawione domeny DUF283 oraz
warianty nieposiadajace domeny PAZ lub catej kasety PPC prezentuja aktywno$s¢ DNazowa.
Uzyskane wyniki wykazaty, iz hDicer posiada potencjal do hydrolizy zaréwno jedno-, jak
1 dwuniciowych DNA.

Drugi nurt badawczy poswiecony byt analizie wariantow hDicer powstajacych
w komorkach i probie zdefiniowania ich funkcji. Analizy transkryptomiczne pozwolity na
zidentyfikowanie szeregu skroconych wariantow transkrypcyjnych genu DICERI. W$rod nich
zidentyfikowano wariant opisany w literaturze jako Dicerle. Wariant ten powstaje w wyniku
procesu alternatywnego sktadania pierwotnego transkryptu genu DICERI. Biatko Dicerle,
w odrdznieniu od hDicer, posiada unikatowy koniec N oraz zaledwie trzy domeny: RNazy Illa,
RNazy IIIb oraz dsRBD. Dicerle ulega ekspresji zarowno w komorkach zdrowych
(prawidlowych), jak i zmienionych nowotworowo. Wiadomo, ze poziom ekspresji Dicerle jest
tkankowo-specyficzny, a w przypadku komorek nowotworowych, zalezy takze od typu
1 przypuszczalnie stopnia rozwoju nowotworu. Jak dotad, nie scharakteryzowano aktywnosci
biochemicznych biatka Dicerle. Z wykorzystaniem metod inZynierii genetycznej otrzymano
preparat biatkowy Dicerle, a nast¢pnie zbadano aktywnosci biochemiczne prezentowane przez
ten wariant. Testy aktywno$ci nukleazowej wykazaty, ze Dicerle nie generuje produktow
miRNA, jednakze moze on hydrolizowa¢ krotkie RNA. Co ciekawe, Dicerle wykazywat
aktywno§¢ DNazowa. W celu zbadania potencjalnej komérkowej funkcji wariantu Dicerle,
wykorzystano komoérki HEK293T oraz HEK293T No Dice (linia typu DICERI knock out,
w ktérej nie powstaje endogenna hDicer), ktore byly transfekowane plazmidem
umozliwiajacym produkuje¢ wariantu Dicerle. Nastepnie przeprowadzono analizy NGS puli
calkowitego RNA izolowanego ze wspomnianych linii komérkowych. Badano takze poziom

ekspresji wybranych miRNA w uzytych w badaniach liniach komdrkowych. Zgromadzone



dane sugeruja, ze wariant Dicerle moze by¢ zaangazowany w metabolizm komérkowych RNA

1, co ciekawe, organizacje struktury chromatyny.

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

wykraczajacych poza $ciezki biogenezy srRNA.



