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Niepoznane obszary aktywnosci ludzkiej rybonukleazy Dicer

Rybonukleaza Dicer najczesciej omawiana jest w kontekscie procesu biogenezy krotkich regulatorowych RNA (ang. small
regulatory RNA, srRNA), takich jak mikroRNA (miRNA) czy male interferujace RNA (ang. small interfering RNA, siRNA).
Podczas biogenezy miRNA Dicer wycina dupleksy, zawierajace funkcjonalne miRNA, z prekursorow przyjmujacych strukture
typu spinki do wlosoéw, zwanych pre-miRNA. Substratami Dicer sg rowniez dsRNA, z ktérych enzym uwalnia dupleksy siRNA.
SrRNA pehia kluczowa role w procesach rozwojowych, w powstawaniu wyspecjalizowanych komorek, tkanek i narzadow,
a takze w programowanej $mierci komorek. U czlowieka wickszo$¢ sTRNA to miRNA. Czasteczki te, jak si¢ przypuszcza, biorg
udzial w kontroli ekspresji wigkszos$ci ludzkich gendéw. Co ciekawe, wykazano, iz czasteczki miRNA pelnig rowniez istotna
funkcje w procesie oddziatywania pomiedzy gospodarzem i wirusem podczas infekcji wirusowych u ssakow. Poziom akumulacji
miRNA jest $cisle regulowany i specyficzny dla okreslonego typu komoérek czy tkanek, podczas ich kazdego stadium
rozwojowego. Jakiekolwiek zaburzenia i odchylenia od prawidlowego, fizjologicznego poziomu miRNA w komoérce moga
uruchamia¢ szereg niekorzystnych proceséw, np. nowotworowych, degeneracyjnych czy zaburzen rozwojowych, prowadzacych
do dysfunkcji narzadow i organdw, a czgsto $mierci organizmu.

Podobnie jak w przypadku miRNA, poziom akumulacji rybonukleazy Dicer musi by¢ $cisle regulowany. Niestety,
pomimo wielu lat intensywnych badan ciagle niewiele wiemy na temat mechanizméw regulujacych aktywnos¢ tej rybonukleazy.
Bez watpienia najlepiej poznang grupa regulator6w Dicer sg jej partnerzy bialkowi, natomiast niewiele wiadomo na temat
czynnikéw niebiatkowych, ktére potencjalnie moga regulowaé aktywnos$¢ tego enzymu, np. kwasoéw nukleinowych. Badania
zapoczatkowane w naszym zespole badawczym pozwolily ustalié, iz aktywno$¢ ludzkiej rybonukleazy Dicer moze by¢
regulowana przez czasteczki RNA, inne niz jej substraty, specyficznie wiazace si¢ z tym enzymem. Znanymi przyktadami
regulacji aktywnos$ci Dicer za pomocg RNA jest sekwestracja tej rybonukleazy przez endogenne badz wirusowe transkrypty.
Analiza transkryptomu czlowieka pozwolita na zidentyfikowanie tzw. rejondw pasywnych Dicer, sekwencji RNA przyjmujacych
struktury typu spinki do wlosow i wigzacych Dicer. Miejsca te zlokalizowane sg zazwyczaj w rejonach kodujacych transkryptow
oraz w rejonach nie ulegajacych translacji, na koncu 3' transkryptu. Wykazano, iz Dicer moze rozpoznawac i wigzaé takie
sekwencje; co wigeej, po ich zwigzaniu nie dochodzi do przecinania transkryptu przez Dicer (stad nazwa tych sekwencji). Rejony
pasywne pelnig zatem funkcje swoistych rezerwuardow, kontrolujacych poziom aktywnej rybonukleazy Dicer w cytoplazmie
poprzez sekwestracje enzymu. Wiadomo réowniez, iz podobny mechanizm sekwestracji wykorzystuja niektore wirusy, np.
adenowirusy produkujace RNA, ktory przyjmuje strukturg typu spinki do wloséw. Czasteczki te wigza rybonukleaze Dicer, tym
samym uniemozliwiajac produkcje regulatorowych miRNA, hamujacych replikacje wirusa. Ponadto, badania przeprowadzone
W naszym zespole badawczym wykazaty, iz aktywno$§¢ ludzkiej rybonukleazy Dicer (hDicer) moze by¢ regulowana przez
czasteczki RNA specyficznie wiazace si¢ z tym enzymem. W puli potencjalnych inhibitoréw hDicer, wylonionych w procesie
selekcji RNA in vitro, znalezlismy oligomery RNA, ktoére w podobny sposob hamowaty proces dojrzewania wielu badanych
miRNA (inhibitory uniwersalne). Zidentyfikowali§my rowniez czasteczki, ktore dzialaly w sposéb wybidrczy, selektywny —
oligomery hamujace powstawanie okreslonych czasteczek miRNA i niemajace wplywu na proces dojrzewania innych
regulatorowych RNA. Ponadto, udato nam sie ustali¢, iz za proces selektywnej inhibicji powstawania okreslonych czgsteczek
miRNA odpowiedzialne sa oddzialywania pomiedzy prekursorami danych miRNA oraz odpowiednimi oligomerami RNA.
Pokazali$my réwniez, ze zidentyfikowane czasteczki inhibitorowe sg aktywne zardwno w warunkach in vitro, jak i w warunkach
komorkowych. Dalsze badania wykazaly, iz czasteczki RNA regulujace aktywno$¢ hDicer mogg byé zakodowane
w transkrypcyjnie aktywnych rejonach genomu cztowieka.

W ramach realizacji niniejszego projektu chcieliby§my scharakteryzowa¢ pule komérkowych RNA mogacych wpltywa¢é na
aktywno$¢ hDicer. Zamierzamy odpowiedzie¢ na pytania: czy czasteczki te s3 komorkowo/tkankowo-specyficzne i czy
moga dziala¢ w sposéb selektywny, tzn. czy moga wplywa¢é na proces biogenezy okreslonych miRNA?

Coraz czgsciej pojawiajg si¢ doniesienia literaturowe opisujace nowe funkcje Dicer, niepowigzanie z procesem biogenezy
miRNA, np. udziat w procesach zapalnych, czy w procesie fragmentacji chromosomowego DNA podczas apoptozy. Co ciekawe,
wyniki najnowszych badan prowadzonych W naszym zespole badawczym wskazuja, iz Dicer moze petni¢ funkcje
charakterystyczng dla bialek opiekunczych. Ponadto, dane literaturowe, a takze wyniki naszych wstepnych badan wskazuja,
iz ,,dodatkowe” funkcje rybonukleazy Dicer moga by¢ powigzane z wystgpowaniem réznych wariantow transkrypcyjnych genu
Dicer oraz skrdconych form tego biatka.

Kolejne problemy, ktére zamierzamy rozwiaza¢, dotycza zatem identyfikacji réznych form hDicer w komoérkach ludzkich,
zaréwno na poziomie mRNA jak i bialka, charakterystyki ich aktywnosci oraz préby ustalenia jakie funkcje moga pelnié¢
rézne formy hDicer w wybranych typach komérek ludzkich.

Biorac pod uwage dane literaturowe oraz wyniki naszych dotychczasowych badan, sadzimy, iz oddzialywanie Dicer z innymi
biatkami czy tez regulatorowymi RNA, a takze wystgpowanie réznych wariantoéw Dicer to niektore ze sposobow/mechanizmow
umozliwiajacych regulacje aktywnosci i specyficznosci enzymatycznej Dicer. Innymi stowy, wspomniane czynniki moga
wplywac na los Dicer i decydowaé czy Dicer begdzie uczestniczyta w procesie biogenezy miRNA, czy tez biatko to bedzie
zaangazowane w inne szlaki komérkowe?

JesteSmy przekonani, iz realizacja tak zarysowanego projektu bedzie miata istotne znaczenie zar6wno poznawcze jak
i praktyczne. Identyfikacja nowych czgsteczek RNA, regulujacych aktywnos$¢ Dicer, dostarczy cennych informacji na temat
strukturalnych uwarunkowan procesu biogenezy miRNA. Dodatkowo, przypisanie nowych, dotychczas niepoznanych funkcji
rybonukleazie Dicer umozliwi lepsze poznanie mechanizmu dziatania tego enzymu. Z drugiej strony, zdefiniowanie nowej puli
czasteczek regulatorowych otworzy droge do opracowania nowych, specyficznych metod terapeutycznych, ktéore mogg znalez¢é
zastosowanie w leczeniu choréb nowotworowych, neurodegeneracyjnych, czy zakaznych.



