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Endorybonukleaza Dicer jest znana glownie ze swojej waznej roli w procesie biogenezy matych
regulatorowych RNA. Podczas tego procesu, Dicer wycina krotkie dupleksy RNA zawierajace funkcjonalne
mikroRNA (miRNA) lub mate interferujace RNA (siRNA) z odpowiednio: jednoniciowych prekursorow
przyjmujacych strukture typu spinki (pre-miRNA) lub z dwuniciowych RNA (dsRNA). Czasteczki miRNA
lub siRNA, wraz z biatkami Argonaute, tworzg kompleks wyciszajacy 1nduk0wany przez RNA (RISC)
ktory blerze udziat w potranskrypcy]nym wyciszaniu genoéw. W ostatnim czasie pO_]aWIa si¢ coraz wigcej
doniesien literaturowych oplsu]qcych inne, niekanoniczne funkcje biatek Dicer zwigzane zaréwno z ich
wystgpowaniem w cytoplazmie, jak i na terenie jadra komdrkowego. Przyktadowo, wykazano iZ u nicienia
Caenorhabditis elegans kaspazy aktywowane podczas procesu apoptozy przecinajg Dicer, generujac
skrocong forme biatka, ktora przemieszcza si¢ z cytoplazmy do jadra komoérkowego i pe1n1 funkcje
deoksyrybonukleazy inicjujacej proces fragmentacji chromosomalnego DNA. Znane sa réwniez funkcje
Dicer niepowiazane z aktywno$cia nukleazowa; przyktadowo, stwierdzono, iz u nicieni oraz w komoérkach
ludzkich, Dicer wigze rézne typy RNA w sposob ,pasywny”, czyli bez przeprowadzania cigcia. Nasze
najnowsze badania ujawnily, ze w warunkach in vitro hDicer moze rowniez wigza¢ RNA i DNA
przyjmujace struktury G-kwadrupleksow, w wyniku czego zahamowany zostaje proces ci¢cia kanonicznych
substratow hDicer. Stosujac techniki oparte na immunoprecypitacji, zidentyfikowalismy w ludzkich
komorkach wiele transkryptow zawierajacych sekwencje bogate w reszty guaninowe, przyjmujace struktury
G-kwadrupleksu w regionie wigzanym przez hDicer.

G-kwadrupleksy petnig wazng rolg regulacyjng w podstawowych procesach biologicznych, takich jak
replikacja, transkrypcja czy translacja, podczas gdy nieprawidtowe tworzenie tych struktur jest zwigzane
Z niestabilno$cia genomu i powstawaniem nowotworow. Zrozumienie funkcji biologicznych odgrywanych
przez G-kwadrupleksy wymaga szczegotowej wiedzy na temat komoérkowej sieci oddziatywan pomigdzy
biatkami i czasteczkami przyjmujacymi struktury G-kwadrupleksow. Nasze najnowsze odkrycie wskazujace,
ze hDicer moze wigza¢ G-kwadrupleksy RNA i DNA otwiera nowe mozliwosci badan nad funkcjami
komorkowymi Dicer. W $wietle tych badan, a takze biorgc pod uwage istotng rol¢ G-kwadrupleksow
w regulacji kluczowych szlakow komorkowych, pojawiajg si¢ nowe wyzwania i szereg pytan, na ktore
chcieliby$my odpowiedzie¢ podczas realizacji niniejszego projektu. Jedno z pytan brzmi: jakie moze by¢
znaczenie biologiczne oddzialywan in vivo pomiedzy ludzka rybonukleaza Dicer iczasteczkami RNA
przyjmujacymi struktury G-kwadrupleksow?

Ponadto, biorgc pod uwage doniesienia opisujace oddziatywanie Dicer z chromatyng, a takze fakt, iz
w warunkach in vitro hDicer laczy si¢ z telomerowym DNA, zaktadamy, ze w warunkach in vivo
rybonukleaza ta moze takze wigza¢ DNA przyjmujacy struktury G-kwadrupleksowe. Obecnie wiadomo, ze
hDicer jest celem dla apoptotycznych kaspaz. Jednakze, w przeciwienstwie do Dicer nicienia C. elegans, jak
dotad nie opisano migracji apoptotycznie skroconej formy ludzkiej Dicer z cytoplazmy do jadra. Zadajemy
sobie zatem pytania: Czy ludzka Dicer, podobnie jak Dicer nicienia C. elegans, w wyniku indukcji apoptozy
moze przemieszczaé si¢ z cytoplazmy do jadra komorkowego? Czy jadrowa hDicer moze lgczyé sie
z telomerowym DNA oraz innymi G-kwadrupleksami powstajacymi w obrebie chromatyny? Jakie jest
potencjalne znaczenie biologiczne tych oddzialywan?

W celu potwierdzenia oddzialywan pomiedzy hDicer i G-kwadrupleksami w komorce, zastosujemy
badania bazujace na mechanizmie FRET (ang. Férster Resonance Energy Transfer). Badania te opieraja si¢
na zatozeniu, iz ,,chromofor-donor” (dotaczony do hDicer), bedac w stanie wzbudzonym, moze przekazywac
energie wzbudzenia ,,chromoforowi-akceptorowi” (dotaczonemu do G-kwadrupleksu) znajdujagcemu sig
w odlegtosci nie wigkszej niz ok. 10 nm. Co wigcej, planujemy przeprowadzi¢ obrazowanie kolokalizacji
hDicer i G-kwadrupleksow z wykorzystaniem nanoskopii MINFLUX - pionierskiej technologii, ktora
umozliwia nie tylko identyfikacj¢ oddziatywan i odlegto$ci migdzy dwoma czasteczkami w komorce, ale
takze pozwala na jednoznaczng weryfikacje, czy obie czgsteczki znajdujg sie obok siebie i czy rzeczywiscie
wchodzg w interakcjg. Biorge pod uwage jadrowo-cytoplazmatyczng lokalizacje biatek Dicer oraz fakt, ze
w warunkach in vitro hDicer wigze sie¢ z ludzkim telomerowym DNA, chcielibySmy zidentyfikowaé
i scharakteryzowaé pul¢ DNA wiazanych przez hDicer w komérkach ludzkich. W tym celu zastosujemy
metod¢ immunoprecypitacji chromatyny powiazang z glebokim sekwencjonowaniem ,,wytowionych”
fragmentow DNA wigzanych przez hDicer (ChIP-seq). Na podstawie zebranych danych bedziemy
wnioskowa¢ o potencjalnym znaczeniu biologicznym oddzialywan hDicer z G-kwadrupleksami RNA/DNA.

Wiedza zdobyta podczas realizacji niniejszego projektu poszerzy nasze zrozumienie molekularnych
mechanizmow Kkryjacych si¢ za aktywno$cia Dicer niepowigzang z procesem biogenezy malych
regulatorowych RNA. Z uwagi na fakt, iz struktury G-kwadruplekséw czgsto wystepuja w genomach
| transkryptomach oraz pelnia wazng rol¢ regulatorowa, identyfikacja bialek oddzialujacych z G-
kwadrupleksami jest niezbedna do poznania funkcji pelnionych przez te niekanoniczne struktury. Ponadto,
dane dotyczace interakcji in vivo migdzy ludzka Dicer a G-kwadrupleksami RNA/DNA moga dostarczy¢
cennych informacji na temat komoérkowej puli G-kwadrupleksow regulowanych za posrednictwem tego
biatka. Wyniki te mogg mie¢ wazne znaczenie dla szerokiego grona badaczy skupiajacych sie na problemie
zaburzonej regulacji proceséw komoérkowych wynikajacej z nieprawidlowego tworzenia si¢ G-
kwadruplekséw; na przyktad niestabilno$ci genomu, ktéra moze by¢ przyczyng pojawiania si¢ wielu chordb,
w tym chordb o podtozu nowotworowym.



