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Z}ozona natura bialek wielodomenowych: na tropie aktywnosci ludzkiej rybonukleazy Dicer

Bialka wielodomenowe moga potencjalnie pelni¢ wiele funkcji w komorce. Przypuszczalnie, biatka
wielodomenowe wyewoluowaly w wyniku fuzji dwoch lub wiecej domen tworzacych pierwotne biatka
jednodomenowe lub pojawily si¢ w wyniku zdarzen takich jak duplikacja, czy tez rekombinacja domen
biatkowych. Nowe kombinacje poszczegolnych domen majg ogromne znaczenie w ewolucji bialek, poniewaz
mogg zapewnia¢ bezposrednie potagczenia miedzy biatkami, ktore dziataja w sposob skoordynowany; na przyktad
pomigdzy kolejnymi enzymami tego samego szlaku komorkowego. Co wazne, taka konsolidacja domen
biatkowych pozwala na o0szczednos$¢ czasu i energii komorki. Doskonatym przyktadem biatek wielodomenowych
s rybonukleazy Dicer. Rybonukleazy Dicer sa powszechnie znane ze swojej waznej roli w procesie biogenezy
matych regulatorowych RNA: mikroRNA (miRNA) i matych interferujacych RNA (siRNA). Wadliwe formy
Dicer inicjujg procesy patologiczne, w tym kancerogenezg, a takze choroby neurodegeneracyjne, uktadu
odporno$ciowego 1 reumatyczne. Biatka Dicer naleza do rodziny rybonukleaz 111 (RNaz III), enzymow, ktore
specyficznie tng dwuniciowe czasteczki RNA (dSRNA). Typowa rybonukleaza Dicer sktada si¢ z domeny
helikazowej, domeny o nieznanej funkcji (DUF283), Platformy, domeny PAZ, dwoch domen RNazy I1I i domeny
wigzacej dsRNA; jednakze budowa domenowa biatek Dicer rozni si¢ w zaleznosci od gatunku. Rybonukleaza
Dicer i jej homologi rozwingly si¢ tylko u eukariontow; niemniej jednak dwie domeny enzymatyczne Dicer,
helikaza i RNaza III, wykazuja duze podobienstwo sekwencji do swoich prokariotycznych ortologéw. Badania
ewolucyjne wskazuja, ze potaczenie domen helikazy i RNazy Il w pojedynczym biatku jest sygnaturag
eukariotyczng i przypuszczalnie jednym z krytycznych zdarzen, ktore doprowadzito do konsolidacji elementow
$ciezek komorkowych zwigzanych z wyciszaniem ekspresji genéw przez miRNA/siRNA (interferencja RNA);
czasteczki MIRNA i SiRNA generowane przez biatka Dicer sg kluczowymi elementami wspomnianych szlakow.
Aktywnos¢ enzymatyczna domen RNazowych biatek Dicer jest dobrze znana; przeprowadzaja one hydrolize
substratu. Niemniej jednak aktywno$¢ enzymatyczna domeny helikazowej Dicer kregowcow jest nadal niejasna.
W niniejszym projekcie skupimy si¢ na domenie helikazowej ludzkiej Dicer (hDicer). Domena helikazowa
hDicer posiada konserwatywne motywy ATPazy; jednakze sugeruje si¢, ze przodkowie Dicer, z linii hDicer,
mieli zmniejszone powinowactwo do wigzania ATP, w wyniku czego utracili zdolno$¢ do hydrolizy ATP,
W przeciwienstwie do roslinnych, czy tez owadzich biatek typu Dicer. Pozostaje zatem zagadka, dlaczego hDicer
zachowata konserwatywne motywy ATPazowe? Co ciekawe, wyniki naszych najnowszych badan wskazuja, ze
domena helikazowa hDicer jest zdolna do hydrolizy ATP. O ile nam wiadomo, jest to pierwszy przypadek
odnotowania tego typu aktywnos$ci u Dicer krggowcow. W $swietle tych badan, pojawiaja si¢ nowe wyzwania
i szereg pytan, na ktore chcieliby$my odpowiedzie¢ podczas realizacji niniejszego projektu. Jedno z pytan brzmi:
jakim celom, szlakom molekularnym ikomorkowym, moze stuzy¢ funkcja ATPazowa hDicer? Aby
odpowiedzie¢ na to pytanie, wykorzystujac techniki spektrometrii masowej, planujemy zidentyfikowac biatka
oddziatujace z domena helikazowa hDicer i w konsekwencji wytypowaé potencjalne szlaki molekularne
i komorkowe, ktore moga by¢ powigzane z aktywnoscia ATPazowa hDicer.

W naszych badaniach in vitro obserwowalismy aktywno$¢ ATPazowg hDicer tylko przy niskich st¢zeniach
substratu. Przypuszczamy, ze po pierwszej rundzie hydrolizy ATP, produkty hydrolizy pozostaja zwigzane
z domeng helikazowa hDicer, blokujac kolejng runde reakcji. In vivo, uwalnianie produktu moze by¢
stymulowane przez nieznany obecnie czynnik, lub czynniki, nieobecne w naszych reakcjach in vitro. Aktywnos¢
ATPazowa niektdorych biatek chaperonowych moze by¢ regulowana poprzez kontakty migdzydomenowe. Mozna
zatem przypuszczaé, ze interakcje miedzy domenami hDicer i domenami biatek oddziatujacych z hDicer moga
réwniez wptywaé na aktywnos$¢ ATPazowa hDicer. Co ciekawe, wykazano, ze RNA moze stymulowac
aktywnos$¢ ATPazowa Dicer niektorych bezkregowcow poprzez zwigkszenie ich powinowactwa do ATP. Co
wazne, stwierdzono, ze hDicer wigze rézne komoérkowe RNA, w tym mRNA i diugie niekodujace RNA,
W sposob ,,pasywny”, czyli bez przeprowadzania cigcia. Pasywne wigzanie hDicer z transkryptami odbywa si¢
przypuszczalnie za posrednictwem domeny helikazowej. Biorgc pod uwage przedstawione fakty i hipotezy,
w celu lepszego poznania aktywnosci ATPazowej domeny helikazowej hDicer, chcielibysmy ustali¢, ktore
z czynnikow: biatka partnerujace hDicer, RNA, czy tez oba te czynniki, mogg wpiera¢ hydroliz¢ ATP przez
hDicer. W celu odpowiedzi na powyzsze pytania, wykorzystujac zaawansowane techniki obrazowania
mikroskopowego, zweryfikujemy interakcje miedzy hDicer a wybranymi biatkami partnerskimi i wybranymi
RNA. W badaniach in vitro okre$limy, czy konkretne biatka lub RNA moga wspieraé, czy tez blokowac hydrolize
ATP przez hDicer. Ponadto, aby lepiej zrozumie¢ charakter oddziatywan pomiedzy poszczegdlnymi domenami
hDicer a wytypowanymi czynnikami wptywajacymi na hydrolize ATP, zastosujemy technik¢ kriomikroskopii
elektronowej.

Wyniki zgromadzone podczas realizacji niniejszego projektu dostarcza nowych, cennych informacji na temat
szlakow molekularnych 1 komoérkowych regulowanych przez hDicer. Biorgc pod uwage ztozong nature biatek
wielodomenowych, nie jest zaskoczeniem, ze dysfunkcja Dicer jest powigzana z wieloma skomplikowanymi
chorobami, w tym chorobami nowotworowymi, neurodegeneracyjnymi, uktadu odporno$ciowego
i reumatoidalnymi. Nowa wiedza na temat szlakow komorkowych powigzanych z aktywnos$cig biatek Dicer
moze poszerzy¢ naszg wiedzg na temat etiologii wielu chorob, w tym tych wymienionych powyze;j.



