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RNazy uczestniczagce w metabolizmie RNA
Endorybonukleazy: np. RNaza E (bakterie)
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5'—3": procesywna hydrolityczna Xrnl
3'>b": procesywne (rdzen egzosomu) lub dystrybutywne (Rrpép)

» procesywne fosforolityczne: PNPaza (bakterie; organella komérek
eukariotycznych) oraz kompleks egzosomu u archebakterii

* procesywne hydrolityczne: rodzina RNazy R / RNazy IT

Hydroliza : RNA + H,O — monofosforany rybonukleozydéw (rNMP)

Fosforoliza: RNA + PO, « difosforany rybonukleozydow (rNDP)

H,O; PO, - nukleofile atakujgce wigzanie fosfodiestrowe
Kataliza odbywa sie w obecnosci jonu dwuwartosciowego (Mg?2*, Mn?Z*, Zn?*)

jako kofaktora (aktywacja ataku nukleofilowego)




Sciezki metabolizmu eukariotycznych mRNA
Degradacja mRNA w cytoplazmie jest inicjowana najczesciej poprzez odtrawienie

ogona poli(A) z konca 3’ (deadenylacja). W procesie tym, ktéry ma charakter
dystrybutywny, uczestniczy duzy kompleks biatkowy Ccr4-Notl. Po deadenylacji
MRNA moze ulega¢ degradacji w dwoch réoznych sciezkach:

— w kierunku 3’-5’ (kompleks egzosomu)

— w kierunku 5’-3’ (kompleks usuwajacy czapeczke z konca 5’ oraz aktywnos¢

egzonukleazy Xrnlp)
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Gtéwne eukariotyczne enzymy degradujgce RNA

Xrnl - 5'-3'

h .,
Enzym dziatajacy Chang et a

Nat Struct Mol Biol 2011
samodzielnie

Egzosom - 3'-5’

W jadrze komérkowym drozdzy wspétdziata z kompleksem
TRAMP (polimeraza poli(A) Trf4/5, helikaza RNA Mtr4 i
biatko wiazace RNA Airl/2); analog u ludzi - kompleks NEXT

W cytoplazmie drozdzy wspétdziata z potencjalng 6TPazqa
Ski7p oraz z kompleksem Ski ztozonym z helikazy RNA Ski2p
i dwoch dodatkowych biatek (Ski3p i Ski8p)



Egzosom to duzy 400 kDa kompleks biatkowy
posiadajgcy aktywnos¢ 3’-5’ egzorybonukleazy

obrobka RNA [1,11] JADRO CYTOPLAZMA
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Tomecki et al.,
Chembiochem 2010



Sktad podjednostkowy i lokalizacja wewnatrzkomérkowa
komplekséw egzosomu u drozdzy

cytoplasm

nucleus
Chlebowski et al.,
w: ,,RNA exosome”,
ed.: T.H. Jensen;
Landes Bioscience 2010



Rdzen egzosomu S. cerevisiae to chimera ztozona z:

a) 6-podjednostkowego kompleksu przypominajgcego pierscien RNAzy PH/PNPazy
pochodzenia archebakteryjnego;

b) 3 podjednostek zawierajgcych domeny wigzgce RNA (KH i S1), ktére wystepuja
takze w bakteryjnej PNPazie;

c) Homologa RNazy II/R Dis3p/Rrp44 (jedyna podjednostka katalityczna rdzenia)

Wszystkie podjednostki rdzenia egzosomu sg niezbedne dla drozdzy




Nukleazy zawierajgce domeny RNazy PH uczestnicza
w metabolizmie RNA w komadrkach organizmoéw
reprezentujacych wszystkie krélestwa swiata zywego

A) B) C) archaeal D) eukaryotic
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Ishii et al., Shi et al., Lu et al.,
J Biol Chem 2003 RNA 2008 PL0oS One 2008



Jaka jest aktywnos¢ kompleksu egzosomu ?

Rozwigzane struktury krystaliczne archebakteryjnych kompleksow
egzosomu wydawaty sie podobne do PNPazy. Zasugerowano, ze
mechanizm dziatania drozdzowego egzosomu moze przypominac
aktywnosc¢ PNPazy i egzosomu archebakterii

Exosome PNPase

Buttner et al.,
Mol Cell 2005

Zaproponowano, ze kazda z 10 podjednostek drozdzowego egzosomu moze posiadac jakas
aktywnos¢ katalityczna

TO NIEPRAWDA !



Oznaczenia biochemiczne aktywnosci rybonukleaz
na przyktadzie kompleksu egzosomu [ENZYMY]

 pozyskanie materiatu do badan: oczyszczanie kompleksow lub
pojedynczych biatek z komodrek gospodarza (np. z wykorzystaniem
znacznika TAP) LUB/I nadprodukcja heterologiczna biatek w bakteriach
i ich oczyszczanie w formie rekombinowanej (ewentualnie
rekonstytucja kompleksu z oczyszczonych biatek rekombinowanych)

* optymalizacja warunkow reakcji dla konkretnej aktywnosci: m.in.
rodzaj i stezenie kationu dwuwartosciowego, czynnik buforujacy
stezenie soli, temperatura, czas reakgji

* koniecznos¢ przygotowania wersji biatka z mutacjami w potencjalnych
centrach katalitycznych jako kontroli negatywnych

* mozliwos¢ zawezenia analizy do przypuszczalnej domeny katalitycznej
w przypadku, gdy biatko petnej dtugosci jest nierozpuszczalne



Oznaczenia biochemiczne aktywnosci rybonukleaz
na przyktadzie kompleksu egzosomu [SUBSTRATY]

* poddawanie analizie substratow RNA znakowanych w rozny sposob
(na koncu 5’ lub 3’; wewnatrz czasteczki)

 analizowanie degradacji substratow o roznej strukturze
(jednoniciowe liniowe lub koliste; dwuniciowe)

* badanie degradacji zarowno syntetycznych oligorybonukleotydow, jak
i naturalnych substratow RNA, uzyskiwanych w wyniku transkrypcji in
vitro

« ZESTAWIENIE WYNIKOW ANALIZ BIOCHEMICZNYCH in vitro Z
DANYMI STRUKTURALNYMI ORAZ WYNIKAMI DOSWIADCZEN
in vivo



Oczyszczanie egzosomu z drozdzy

Oczyszczanie na ztozu IgG (biatko Dis3p opatrzone znacznikiem TAP jako
przyneta) + sgczenie molekularne (kolumna Superdex S-200). Z 18 litrow

hodowli mozna otrzymac 200 ug kompleksu
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Oznaczanie aktywnosci biochemicznej egzosomu

W celu zbadania aktywnosci rdzenia egzosomu (9-
sktadnikowy pierscien + biatko Dis3p), kompleks
oczyszczano przy uzyciu fuzji Rrp41p-TAP ze szczepu S.
cerevisiae pozbawionego RRP6.

Dis3 - 'u
B, i We wstepnych doswiadczeniach wykryto

‘ bardzo niskg aktywnos¢ hydrolityczng 1 nie
stwierdzono zadnej aktywnosci
fosforolitycznej. Wymusito to koniecznos¢
optymalizacj1 parametrow do oznaczania
aktywnosci biochemicznej kompleksu

analiza SDS-PAGE

Dziembowski et al., Nat Struct Mol Biol 2007



Egzosom jest hydrolaza
Aktywnosé egzosomu jest zalezna od jondw Mg?*, ale silnie
hamowana przy stezeniu magnezu powyzej 1 mM.

Przyktad optymalizacji stezenia kationu dwuwartosciowego stosowanego w reakcji

Wszystkie wczesniejsze doswiadczenia in vitro wykonywano w warunkach, w ktérych

aktywnos¢ kompleksu jest okoto 100-krotnie nizsza od warunkéw optymalnych

Nie wykryto fosforolizy i powstawania UDP

o
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Analiza aktywnos$ci egzosomu metodg TLC (PEl-celuloza) przy réznym
stezeniu Mg?* i EDTA (bufor: 10 mM Tris pH=8; 75 mM NaCl; 1 mM B-

merkaptoetanol)
Dziembowski et al., Nat Struct Mol Biol 2007



Dis3 — potencjalna podjednostka katalityczna

e Organizacja domen funkcjonalnych biatka Dis3

D171N D198N D551N

182 L. 242 1001
S.cerevisiae Dis3 _
N-ter PIN CSD1 CSD2 RNB
644
E.coli RNase |l _
CSD1CSD2 RNB S1

- zidentyfikowano mutacje znoszaca aktywnos¢ RNazy IT E. coli (D209N)
[aminokwas D209 bierze udziat w koordynacji jonu Mg?*]
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Czy analogiczna mutacja biatka Dis3p wptywa na
przezywalnos¢ drozdzy ?

- homologiczny asparaginian (D551) w DIS3 zmutowano w asparagine
poprzez rekombinacje in vivo w dwdoch szczepach: szczepie dzikim (do
analizy fenotypéw) oraz w szczepie z delecja RRP6 (Arrp6)

(do oczyszczania kompleksu i badania aktywnosci)

Mutacja DIS3 D551IN powoduje bardzo silny fenotyp
wzrostowy

WNIOSEK: Nienaruszony aminokwas D551 jest konieczny dla
prawidtowego funkcjonowania komorek

HIPOTEZA: Mutacja D551N w Dis3p znosi aktywnos$¢ katalityczna
egzosomu




Czy mutacja D551N znosi aktywnosc¢ hydrolityczng
egzosomu ?
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analiza SDS-PAGE analiza TLC

Analiza aktywnosci egzorybonukleolitycznej egzosoméw zawierajgcych
WT Dis3 lub Dis3 D551N w obecnosci substratu RNA znakowanego [3?P]-pUpU na konicu 3’

WNIOSEK: Obecnos¢ nienaruszonego aminokwasu D551 jest warunkiem

prawidtowej aktywnosci nukleolitycznej kompleksu egzosomu
Dziembowski et al., Nat Struct Mol Biol 2007



Kompleks egzosomu i biatko Dis3p wykazujg podobng

aktywnosc¢ wzgledem réznych substratow RNA
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WNIOSEK: Wyniki doswiadczen in vitro wskazujg, ze biatko Dis3p jest
gtowng podjednostkg katalityczng kompleksu egzosomu

Dziembowski et al., Nat Struct Mol Biol 2007



Czy Dis3p jest rzeczywiscie jedyng podjednostka

katalityczng rdzenia drozdzowego egzosomu ?
Mutacja katalityczna Dis3 D551N powoduje fenotyp charakterystyczny dla deplecji
poszczegodlnych podjednostek egzosomu:
e akumulacja prekursora 7S obrobki 5.8S rRNA

e akumulacja 5’-ETS

e inhibicja degradacji mRNA przy jednoczesnym zahamowaniu sciezki degradacji w

kierunku 5'-3'
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Obserwacje z doswiadczen in vivo dostarczajg silnego poparcia

dla wynikéw eksperymentdw biochemicznych
Dziembowski et al., Nat Struct Mol Biol 2007



W jaki sposab okresla sie kierunek dziatania rybonukleazy ?

egzorybonukleazy 3’-5’ egzorybonukleazy 5’-3’
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Czy ludzkie homologi Dis3p — hDIS3 i hDIS3L — s3
rowniez egzonukleazami 3’-5" ?
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Dla pewnosci trzeba zbadac substrat wyznakowany
na przeciwnym koncu
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Ludzkie homologi Dis3 sg egzorybonukleazami 3’-5’

egzorybonukleazy 3’-5’ egzorybonukleazy 5’-3’
*|

degradacja
endonukleolityczna



A jak to wyglada w przypadku egzonukleaz 5’-3" ?

Przykiad 1: Xrnl z S. cerevisiae

znakowanie konca 5’ znakowanie konca 3’
[v-32P]i T4 PNK [32P] pCp
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analiza PAGE
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Pellegrini et al., Methods enzymol 2008



Xrnl jest egzorybonukleazg 5’-3’

egzorybonukleazy 3’-5’ egzorybonukleazy 5’-3’

Pk (S — —

*—8—»*-

\——
[

I+

* ¥ ¥ F  F

endorybonukleazy

e —— .
N

[ o
a d degradacja
e endonukleolityczna




Czy RNaza J1 dziata w kierunku 3’-5’, czy 5’-3’ ?

znakowanie konca 5’ znakowanie konca 3’
[v-32P]i T4 PNK sSR47 [32P] pCp

5p* 5°08-3p*Cp  5'p-3p*Cp

Ladder

time (min) 0 20 60 02 52060 02 5 2060

RNA* | g

Clouet-d'Orval et al.,
J Biol Chem 2010

analiza PAGE
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Nie mozna stwierdzi¢ na podstawie powyzszych wynikow




Nie zawsze jest to oczywiste

egzorybonukleazy 3’-5’ egzorybonukleazy 5’-3’

degradacja
endonukleolityczna



Jak to ostatecznie stwierdzic ?

Asymetryczne wprowadzenie do substratu elementu spowalniajacego aktywnos¢
nukleolityczng

2]-RNA  21*-RNA
5% 3p*Cp Sp* 3p*Cp

fime (1’1’111’1) 0 10 6(') 0 10 600 10 6(; .0 10 6'0
analiza PAGE TS g | RNAT
| |~ — ST
-t (5,_3!)
brak :
(nie 3’-5’)
- p*Cp
Clouet-d'Orval et al., 4P A CMP*
J Biol Chem 2010




Aktywnos¢ wielu rybonukleaz zalezy od statusu

fosforylacji konca 5’ — jak badac to zjawisko ?

Przygotowanie substratow z r6znym koncem 5’:

Transkrypcja in vitro w obecnosci [a-3?P]UTP:

1) réwne stezenia wszystkich NTP — trifosforan

2) nadmiar NMP odpowiadajgcego 1. nukleotydowi substratu — monofosforan
3) potraktowanie substratu fosfataza alkaliczng — grupa hydroksylowa

4) nadmiar analoga czapeczki (transkrypty eukariotyczne) — czapeczka

B RNase E cleavage in vitro: Escherichia coli

Mono®)-rpsT Tri®)-rpsT HO-rpsT

0051 2 4 6103060 0051 2 4 6103060 0051 2 4 6 1030 60 min
analiza PAGE

Celesnik et al.,

rpsT- | e D -
P | Mol Cell 2007

i

Za usuwanie pirofosforanu u E. coli odpowiada pirofosfohydrolaza
RppH. Jest to krok inicjujgcy degradacje, ktdry poprzedza trawienie
RNA przez RNaze E !




Inne przyktady rybonukleaz zaleznych od ,,czujnika 5”

* RNaza J1 Bacillus subtilis i Archaea » Rat1 (wspotdziata z pirofosfohydrolazg
(patrz powyzej) Rail)
* RNaza Y Bacillus subtilis

B 5-P 5-PPP .
analiza PAGE
mn 0 1 2 51030 0 1 2 51030

200 w= R A Shahbabian et al.,
’ - EMBO J 2009

Xiang et al.,
Pellegrini et al., Methods enzymol 2008 Nature 2009



Czy Dis3p jest wytgcznie egzorybonukleazg 3’-5’?
O tym, ze warto poswiecic dftuzszg chwile wnikliwej analizie sekwencji aminokwasowej
badanego biatka

e Organizacja domen funkcjonalnych biatka Dis3p

D171N D198N D551N
182 L. 242 * 1001
S.cerevisiae Dis3 [ I .
N-ter PIN CSD1 CSD2 RNB S1
1 644
E.coli RNase |l s
CSD1CSD2 RNB S1
e N-kornicowa domena PIN jest silnie zachowana w ewoluc;ji

P.aerophilum
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Biatka zawierajagce domene PIN s3 nukleazami

1239

Struktura biatka hSMG6 (Glavan et al., EMBO J, 2006)
* RNAza H bakteriofaga T4

e endonukleaza FEN1
e biatko Nob1p uczestniczy w endonukleolitycznej obrédbce 20S pre-rRNA

e biatko hSmg6 bedace elementem maszynerii NMD, wykazuje aktywnos¢
endonukleolityczng



Mutant Dis3p D551N pozbawiony aktywnosci
egzorybonukleolitycznej degraduje RNA in vitro

Przyktad optymalizacji rodzaju kationu dwuwartosciowego stosowanego w reakcji

DiS3pes Z D551N
MnCl, | MgCl, | ZnCl, [EDTA|MnCI, 1 82 242 * 1001
e Ty e N BB @000
\_ _” N-ter PIN CSD1 CSD2 RNB S1
‘- -%55
Wymagania odnosnie kofaktorow:
- , [Mn2*] > [Zn**] > [Mg?*]

substrat znakowany na koncu 5’

analiza PAGE

Lebreton, Tomecki et al., Nature 2008



Aktywnosc¢ nukleolityczna mutanta Dis3p D551N wymaga
wysokiego stezenia Mn?*

Przyktad optymalizacji stezenia kationu dwuwartosciowego stosowanego w reakcji

Dis3p D551N

40.M 200uM  3mM
I | [

protein
[MnCl,]

time

- substrat znakowany na koncu 5’

-
analiza PAGE
-



Czy obserwowana aktywnos¢ nukleolityczna
jest zwiazana z N-koncowa domena PIN?

Dodatkowe mutacje konserwowanych reszt asparaginianu w obrebie triady katalitycznej
domeny PIN

: s : sz > * b 3 %,y : * o3 o3
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Hs_Smg6 EFLEQRFESRDSCLRALTSRGNELESIAFRSEDITGOLG! ILECGLHCKD%PMW?IRI&M TRNVPVRDIPAFLTWAQVG
.140. ...... 150,000 160.......170f...... 180....... 1%0.  ......H00....... 200....... F} L JO
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D171 D198 5 toabh €
8 o8 ad =
S S - (7007
S 95 kDa
e 72 kDa
D171N D198N D551N S 55 kDa
182 Ll 242 * 1001 . 43KDa
[ .
N-ter PIN CSD1 CSD2 RNB S1 S 2610a
17 kDa
: analiza SDS-PAGE
Lebreton, Tomecki et al., Nature 2008 _ 11 s




Obecnosc¢ katalitycznych reszt asparaginianu w
Dis3p\ Jest konieczna dla degradacji RNA in vitro

substrat znakowany na korcu 5’ analiza PAGE bstrat znakowa a ke

= £
5 5 D - . [
= ZZ ZZ Z|6 Z zz ZZ Z| o
~— ~— — o — | = e N N Q ~— bl
0 ~ 0 o 0 | S 12 ~ 9 0 0| 2
0 — O — O To) o o - v - v o
o [aYa) [aYa) alc o oo oo ol c
MnCl, MnCl,
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»,drabinka” produktow degradacji w przypadku substratow znakowanych na
roznych koncach sugeruje, ze obserwujemy aktywnos¢ endorybonukleolityczng




Przyktad wzoru degradacji endorybonukleolitycznej

egzorybonukleazy 3’-5’ egzorybonukleazy 5’-3’

degradacja
endonukleolityczna



Jak jednoznacznie potwierdzic¢, ze domena PIN
jest zwiazana z aktywnoscig endorybonukleazy?

Badanie aktywnosci enzymu wobec substratu RNA pozbawionego wolnych koncéw

(czyli ... KOLISTEGO)

D171N D198N
18 L. 242 1001

N-ter PIN CSD1 CSD2 RNB S1

Domena PIN jest zwigzana z nowo odkrytg
aktywnoscig nukleolityczng biatka Dis3, zdolng
do degradacji roznego rodzaju substratow:

« znakowanych na koncu &’
« znakowanych na koncu 3’
* kolistych

... Co swiadczy o tym, ze jest endonukleaza !

Lebreton, Tomecki et al., Nature 2008

circular substrate

—

=

D171N

0 10 3060 90

0 10 30 60 90

D198N

©
o

0 10 30 60 90

no protein

analiza PAGE

L L
W

-

LY

—— circular

— linear

eeeeee leolytic
— degradation
products



Degradacja substratu kolistego — tylko endonukleazy

egzorybonukleazy 3’-5’ egzorybonukleazy 5’-3’
*|

(S — —— |

% —— <
%*—» -

e o
( d degradacja
e endonukleolityczna



Czy aktywnosc¢ endorybonukleolityczna
domeny PIN jest zalezna od reszty biatka Dis3p?

Koniecznos¢ oczyszczenia pojedynczej domeny biatka i zbadania jej aktywnosci

PIN PIN PIN PIN PIN

WT E120Q D91N D171N D198N e o N 230 . i
| " ” Il " | I 1 1] I I |
-I+|-I+I'I+|'I+|'I+I i 123 456'12345¢6'"123 4 56123 456'"'"123 45€6
v & Tmg T v analizy SDS-PAGE = =

sgczenie
molekularne
proteaza
sumo PIN PIN PIN PIN PIN
6xHis WT E120Q D91N D171N D198N
M'AB C'ABC'ABC'ABCABCM
6xHis 1 82 242 ks i e

(A)eluat po 1. czyszczeniu na ztozu niklowym i _
trawieniu proteaza SUMO Tag

(B) wyptukane biatka nie wigzace sie ze ztozem
niklowym podczas 2. czyszczenia (TU: badane biatko)

proteaza
SumMo

(C) eluat po 2. czyszczeniu na ztozu niklowym — = Sxtiis
(pozostatosci) I Tag




Sama domena PIN wykazuje aktywnos¢ endonukleolityczng,
ktora jest znoszona przez mutacje konserwowanych reszt
asparaginianu w centrum aktywnym

z Z ~ ’ ~ ’ A
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analiza PAGE

Lebreton, Tomecki et al., Nature 2008



Substraty egzosomu w sciezce obrobki rRNA

18S 5.8S 255

5ETS TS1 g ITS2 3-ETS
35S | I

Au A1 D BE BD

5.8S

| -« Exosome ._
5-ETS —|AO 7S -a Exosome, Rex1, Rex2, Ngl2



Wptyw mutacji w Dis3 na substrat egzosomu:
5-ETS

DIS3 allele

D171N, D551N

D551N

o

=
s 5
—= w 5-ETS

622 -
527

| 1

404 -

307 -

240 -
217 -

201 -
190 -
180 -

e

160 -
147 -

analiza hybrydyzacyjna
typu northern

123 -

110 -

90 -

76 -

67 -

Lebreton, Tomecki et al.,
Nature 2008 70— ——— SCR1



Ciecie 5’-ETS przez PIN zostato potwierdzone in vitro

WT D551N | D171N gggm no protein
| M]0 10306090} 0 103060900 103060900 10306090]MJ0 10 30 60 90 5, ETS
622 | h.,_.q.... ) .- bl . -
~ Bl ol -
:: 07| -~
— 5y :
201 oy -~
—* 190 : o
180 Lt ]
> 160 | :
endonucleolytic W N
cleavage
intermediates s
5’-ETS otrzymany — "8 %
w reakcji transkrypcji ol .
in vitro w obecnosci
— 76 =l
[a-32P]UTP
67 - p-
marker wielkosci —
pBR322/Mspl
znakowany na koncu 5’ analiza PAGE
przy pomocy T4 PNK
i [y-32P]ATP } |
BN
||
Lebreton, Tomecki et al., exonuclealytic | & &
degradation — '

Nature 2008 products




Mapowanie intermediatow degradacji w cRT-PCR

popiera hipoteze ciecia endonukleolitycznego in vivo

1 100 200 3000 300 400 5000 500 3083590 700
2999 3007 U3 binding site 3087 A A,
FP
§-P—— ) 3-OH
RP

(A)s

(A),"
(A),

(A
(A)

(A,

{A)s

O {A) f::‘ ‘
FP

(A)g
{A)s

cloning and sequencing

Lebreton,

(),CA),

Tomecki et al., Nature 2008
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Jak obie aktywnosci wspotpracuja ze sobg ? — model

Hipoteza na podstawie danych z doswiadczen biochemicznych i eksperymentow
in vivo

endo

J Tomecki and DziembowskKi,

RNA 2010

Dis3p D551N Dis3p D171N D551N
(exo- endo+) (exo- endo-)

Dis3p WT
(exo+ endo+)




Trzecia aktywnos¢ w egzosomie

Dis3;,\ jest endonukleazg specyficzng wzgledem ssRNA

— In vitro, tnie zarowno liniowe, jak i koliste
substraty RNA

— In vivo, uczestniczy w degradacji
naturalnych substratow egzosomu

— Mutacje katalityczne domeny PIN
skutkujg synergicznymi fenotypami w
pofgczeniu z mutacjami aktywnosci
egzonukleolitycznych

Aktywnosc¢ endonukleolityczna PIN moze pomagac
egzonukleazom

— Dostarczajac alternatywnych miejsc startu degradac;i
jesli droga egzosomu jest zablokowana przez obecnosc
struktur drugorzedowych w substracie RNA



Aktywnosc¢ Dis3p a aktywnos¢ egzosomu — 0 czym nam

mowig takie poréwnania ?
O tym, ze warto badac¢ wzor degradacji substratow o roznej strukturze

substraty jednoniciowe

substraty dwuniciowe
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ss17-A;, ss17-A; ss17-Ay,

0 52090 052090 0 5 2090

-

(.
L

Rrp44 (242-1001) (Rrp44AN)
ss17-A;, ss17-A; ssi17-Ay

0 520900 52090 0 52090

10-yExo (Csl4-TAP)
ss17-A;, ss17-A; ss17-A,,

0 520900 520900 52090

10-yExo (Rrp44-TAP)
ss17-A;, ss17-A; ss17-Aq,

0520900520900 52090

v
-

LR

e
e

e

LT
-

no
protein

909090

¢
-

Rrp44 f.1. (1-1001)
ds17-A; ds17-A, ds17-A,

— 5 — ] — 14

Rrp44 (242-1001) (Rrpa4AN)
ds17-A; ds17-A;, ds17-A,,

— —  o— 14

0 52090 0 520900 52090

0 52090052090 0 5 2090

10-yExo (Csl4-TAP)
ds17-As  ds17-A; ds17-A,
5 — ]

052090 0 520900 5 2090

— 14

10-yExo (Rrp44-TAP)
ds17-A;  ds17-A; ds17-A,,
—_— 14

—5 —T

0 52090 0 520900 52090

.

.
o

-r*“

4 w

e

no
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-
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analiza PAGE
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— 31-mer
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Lorentzen et al.,
Mol Cell 2008

Jakies wtasciwosci egzosomu powodujq, Zze wydajnosc¢ degradacji substratow dwuniciowych

jest nizsza niz w przypadku wolnego Dis3p



Czy Dis3p wykazuje wlasnosci helikazy RNA ?

substraty dwuniciowe "

Rrp44 .. Rrp44AN no protein] Lorentzen et al.,
ds17-A, ds17-A, ds17-A,| ds17-A, ds17-A, dsi7-A, [,%7, | Mol Cell 2008
0O 5 2090 0 5 2090 0O 5 20 900 5 20 90 O 5 2090 O 5 20 90|90 90 Q0 90

~duplex RNA
substrates

"""" degradation
intermediate

released
complementary
strand

elektroforeza produktow degradacji w natywnym zelu poliakrylamidowym

Dis3p ma zdolnos¢ rozplatania dwuniciowych substratow RNA

- pod warunkiem obecnosci jednoniciowego fragmentu o odpowiedniej dtugosci
na koncu 3’ jednej z nici

- brak domeny PIN obniza wydajnosc¢ rozplatania substratow dwuniciowych
z elementem jednoniciowym o ,,sredniej” dtugosci




Podloze roznic we wlasciwosciach biochemicznych Dis3p i RNazy Il
tkwi w ré6znym usytuowaniu przestrzennym domen wigzagcych RNA
O tym, jak wazne jest zestawianie danych biochemicznych z informacjami strukturalnymi

Dis3p RNase Il

ANB domaln

CSD2 domain

S1 domain

degraduje zatrzymuje sie
dsRNA po napotkaniu
struktury
Lorentzen et al., dwuniciowe;

Mol Cell 2008



Dane strukturalne wyjasniajg zdolnos¢ Dis3p do rozplatania
dwuniciowych substratow RNA podczas ich trawienia

Dis3p RNase Il

Lorentzen et al.,
Mol Cell 2008

Hydroliza RNA prowadzi do rotacji tancucha RNA, co dostarcza energii
pozwalajgcej na rozplatanie nici podczas kolejnych rund katalizy



Czy tajemnica réznic miedzy aktywnosciami Dis3p |
egzosomu tkwi w strukturze kompleksu ?
Gdzie lokalizuje sie Dis3p wzgledem pierscienia ?

D OC Stk|
jadrowo-
. specyficzne /

<

krystalizacja
zrekonstytuowanego
9-sktadnikowego

pierscienia
egzosomu
H. sapiens

wg Liu et al., Cell 2006; Hernandez et al., EMBO Rep 2006; Dziembowski et al., NSMB 2007



Dis3p lokalizuje sie pod pierscieniem egzosomu
(po przeciwnej stronie niz trimer podjednostek KH/S1)

rdzen z Dis3p rdzen bez Dis3p

wejscie RNA do kanatu ?

strukutra rdzenia
egzosomu
(9-sktadnikowy

pierscien + Dis3p) centrum aktywne Dis3p

rozwigzana przy
uzyciu mikroskopii
elektronowej
(negative staining)

Wang et al.,
PNAS 2007




Wolne biatko Dis3p i egzosom wigzg jednoniciowe
fragmenty RNA bardzo réznej diugosci

A PETORE Pt VTS K107-K108
Arp4d APIN DSSIN + + -

s L T T o o e
R ke

RpA&NDIZINDSSIN

i e e e S

wejscie do kanatu 25
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protection
assay — RPA)

Bonneau et al.,
Cell 2009

2 4 B
L

L0

- WNIOSEK: RNA przechodzi przez kanat przed dotarciem
do centrum aktywnego Dis3p



Droga substratu wiodgaca przez kanat pierscienia jest
rzeczywiscie zachowana ewolucyjnie

oligonukleotyd RNA (czesciowo
dwuniciowy, z ~35 nt odcinkiem

Malet jednoniciowym) biotynylowany
et al., na koncu 5, sprzezony
ze streptawidyng wyznakowang
EMBO Rep ztotem koloidalnym (5 nm) — CZARNE
2010 KROPKI

struktura rdzenia

egzosomu
rozwigzana przy
uzyciu kriomikroskopii
elektronowe;j

Extra density from RNA and
loops from K1/SH cap proteins

widoki
»Z gory”

struktura rdzenia
egzosomu
rozwigzana przy
uzyciu mikroskopii
elektronowe;j
(negative staining)

struktura ,,apo” struktura z RNA



Czy ta droga jest wykorzystywana zaréwno w
przypadku kierowania substratu do domeny RNB,

jak 1 do domeny PIN ?

Malet
D et al.,
RNApath  EyMBO Rep

X/
Extra density from RNA,
Rrp41, Rrp45, (Rrp44.qp,)

Exonuclease
. -
struktura ,apo” struktura z RNA active site




Dwuniciowe substraty RNA sg degradowane przez domene
RNB w kontekscie rdzenia egzosomu pod warunkiem
obecnosci odpowiednio diugiego odcinka jednoniciowego

B ss517A10 gst7A10 dsi7AGS
- * -
Ripsan Frpdd il + Rrpd4 Rptd 1l + Ripéad n FRrpdd Il +
Ex0-8 Ex-9 Exo-8
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.32
-—— - 8s. Ssss .27
-2 analiza
PAGE
Bonneau
- - et al.,
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Zablokowanie kanatu obniza wydajnos¢ degradacji
substratow RNA, zarowno jedno- jak | dwuniciowych

A channel"" channel™
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Drazkowska
et al.,
| Nucleic Acids Res
\ — B
-~ | = | 2013

17-A {O.é 1); 100 uM MgCl,




Zablokowanie kanatu hamuje rowniez aktywnosc¢
endonukleolityczng domeny PIN !
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Wydaje sie, ze centralny kanatl nie bierze udziatu
w regulacji aktywnosci Rrp6
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Podsumowanie, czyli o czym nalezy pamietac

. Wychodzi¢ zawsze od szczegotowej analizy sekwencji badanego biatka i dostepnych
informacji na temat homologow

. TestowaC mozliwie duzg liczbe warunkéw reakciji (rézne substraty, rézne kofaktory,
rozne bufory) i pamietac¢ o wszystkich mozliwych kontrolach, jakie nam przyjdg do
gtowy (zarowno negatywne — w szczegolnosci mutanty w potencjalnych miejscach
katalitycznych, jak i pozytywne)

. Poréwnywac aktywnosci pojedynczych biatek oraz catych kompleksow lub sub-
kompleksow — przewaznie prowadzi to do ujawnienia interesujgcych informaciji

. Dazy¢ do uzyskania struktury badanego biatka/kompleksu, bo dopiero jej posiadanie
pomoze nam poprawnie zinterpretowac wyniki naszych ,mokrych” doswiadczen, ale ...

. ... sama struktura niewiele nam powie bez danych biochemicznych
. Prébowac¢ zweryfikowac¢ dane strukturalne i biochemiczne przez doswiadczenia

na zywym uktadzie — czy to, co odkrylismy w probowce rzeczywiscie dziata podobnie
w komorce i ma istotne znaczenie biologiczne ?



