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Komodrkowa sie¢ oddzialywan pomiedzy RNA i domena helikazowa rybonukleazy Dicer czlowieka

Odkrycie zjawiska wyciszania ekspresji genow zaleznego od krotkich czasteczek RNA: microRNA
(miRNA) oraz matych interferujacych RNA (SiRNA), nazwanego ,interferencja RNA”, stalo si¢
przelomowym odkryciem konca ubieglego wieku. Badacze, ktorzy zdefiniowali i opisali zjawisko
interferencji RNA, A. Z. Fire i C. C. Mello, zostali uhonorowani Nagroda Nobla w dziedzinie medycyny
i fizjologii, w 2006 roku. W procesie biogenezy krotkich regulatorowych RNA istotng rolg¢ odgrywa
rybonukleaza Dicer. Rybonukleazy Dicer to biatka wieclodomenowe, posiadajace zazwyczaj: N-koncowsa
domene helikazowa, domeng o nieznanej funkcji — DUF283 (ang. domain of unknown function 283),
domeny: Platformy i PAZ, dwie domeny RNazowe (RIlla i RIlIb) oraz C-koncowg domene wiazaca
dwuniciowy RNA (dsRBD). Niniejszy projekt poswiecony jest domenie helikazowej Dicer cztowicka
(hDicer). Domena ta odpowiada za rozpoznawanie prekursoréw czasteczek miRNA i siRNA, odpowiednio:
pre-miRNA i pre-siRNA. Ponadto, helikaza stanowi platform¢ umozliwiajaca wigzanie réznych partnerow
biatkowych hDicer. Wiadomo rowniez, ze domena helikazowa hDicer zawiera motyw DExD/H-box, ktory
jest odpowiedzialny za wigzanie i hydrolize ATP. Jednakze, jak dotad, nie potwierdzono zaleznoSci
aktywnosci hDicer od ATP. Co ciekawe, niedawno opublikowane dane wskazuja, iz helikaza hDicer moze
pehi¢ wazna role w obronie przeciwwirusoweyj.

Badania prowadzone w ostatnich latach znaczaco wzbogacity wiedzg dotyczaca funkcji pelnionych przez
rybonukleazy Dicer. Przyktadowo, wykazano, ze Dicer jest zaangazowana w metabolizm zréznicowanej puli
RNA, m.in. tRNA i snoRNA, usuwanie toksycznych dla komorek dwuniciowych RNA oraz utrzymywanie
stabilnosci genomu. Co wazne, wykazano, ze in vivo Dicer wigze si¢ do specyficznych miejsc w obrgbie
transkryptow w sposob ,,pasywny”, czyli bez przeprowadzania cigcia RNA. Takie miejsca wigzania Dicer
W obrgbie transkryptéw nazwano ,,miejscami pasywnymi”. Uwaza si¢, ze miejsca pasywne funkcjonujg jako
system kontrolujacy aktywno$¢ rybonukleazowa Dicer poprzez sekwestracje enzymu i uniemozliwienie jego
oddziatywania z pre-miRNA. Ponadto, sugeruje si¢, ze pasywne wigzanie komorkowych transkryptow przez
Dicer moze stanowi¢ istotny element szlakow komorkowych zwigzanych z regulacjg metabolizmu RNA.
Przypuszczalnie pasywne wigzanie RNA zachodzi za posrednictwem domeny helikazowej hDicer.

Rola domeny helikazowej hDicer w obronie przeciwwirusowej komorek ludzkich pozostaje przedmiotem
intensywnych dyskusji. Intensywnie badana jest rowniez komorkowa sie¢ oddziatywan pomiedzy biatkami
i domeng helikazowa hDicer, jednakze sie¢ powigzan koméorkowych RNA i domeny helikazowej hDicer
wcigz jest stabo poznana. W $wietle powyzszych informacji i zalozen, w ramach realizacji niniejszego
projektu chcielibySmy przyjrzeé si¢ sieci komérkowych interakcji pomiedzy domeng helikazowa
hDicer a RNA.

W naszych badaniach wykorzystamy ludzkie embrionalne komorki nerki (HEK 293T) i ich pochodne
produkujace: (i) hDicer, (ii) hDicer pozbawiong domeny helikazowej, (iii) hDicer z mutacja w motywie
odpowiadajagcym za hydrolize ATP w domenie helikazowej. Stosujac metod¢ immunoprecypitacji
komplekséw RNA-biatko, nakierunkowang na C-koncowe domeny hDicer, a nastepnie sekwencjonowanie
nowej generacji pul RNA wigzanych invivo przez hDicer, bgdziemy wnioskowaé 0 potencjalnym
znaczeniu biologicznym interakcji domeny helikazowej hDicer z poszczegolnymi transkryptami,
a takze roli ATP dla tych oddzialywan.

Ponadto, chcieliby$smy przeprowadzié¢ szczegotowa charakterystyke biochemiczng aktywno$ci domeny
helikazowej hDicer. W tym celu wykorzystamy szereg czasteczek RNA o réznej dtugosci i strukturze
drugorzedowej. Oddziatywania RNA-biatko beda badane z wykorzystaniem metod: (i) op6znionej migracji
w zelu (ang. electrophoretic mobility shift assays, EMSA) oraz (ii) interferometrii warstwowej (BLI).
Ponadto, zbadamy, czy helikaza hDicer prezentuje aktywnos¢ opiekuncza wzgledem kwasow nukleinowych
(ang. annealing activity) oraz zdolnos¢ do rozplatania dupleksow RNA. Kazda z tych aktywnosci zostanie
zbadana pod katem zaleznosci od ATP.

Jestesmy przekonani, ze poznanie nowych mechanizméw molekularnych stojacych za aktywnoscia
Dicer niepowigzang z procesem biogenezy matych regulatorowych RNA przyczyni sie¢ do lepszego
zrozumienia licznych zjawisk i procesow zachodzacych w komoérkach. Dane dotyczace oddziatywan migdzy
helikaza hDicer i komorkowymi RNA moga by¢ wazne dla szerokiego grona badaczy zajmujacych si¢
problemem zaburzonej regulacji proceséw komorkowych, ktora moze by¢ przyczyng pojawiania si¢ wielu
chorob, w tym chordb o podtozu nowotworowym. Biorac pod uwage udokumentowane znaczenie domeny
helikazowej hDicer w obronie przeciwwirusowej, uzyskane wyniki moga rowniez przyczyni¢ si¢ do
lepszego zrozumienia choréb wywolywanych przez wirusy i roli hDicer w interakcjach miedzy gospodarzem
a wirusem.



