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O enzymach degradujacych RNA, roli drozdzy

w badaniach pomocnych ludziom oraz dwoc
rodzajach naukowcow mowi prof. Andrzej
Dziembowski z Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN, laureat tegorocznej Nagrody Fundacji

na rzecz Nauki Polskiej.
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ACADEMIA: FNP uhonorowata pana ,,polskim
Noblem” za ,,wyjasnienie funkcji kluczowych
enzyméw degradujacych RNA, ktérych zaburzenia
prowadza do stanéw patologicznych”. Czym sa te
enzymy i jak dziataja?

ANDRZE] DZIEMBOWSKI: Cata informacja o na-
szym organizmie jest zakodowana w genach. Genom
sklada sie z czesci kodujacych biatka oraz czeéci nie-
kodujacych, ktére moga petni¢ funkcje regulacyjne.
Zeby na podstawie genéw powstalo biatko, informacja
z DNA musi by¢ przepisane w procesie transkrypcji
na RNA. Czasteczka RNA nastepnie podlega dos¢
skomplikowanej obrobce, ktdra polega na dotacze-
niu pewnych elementéw na obu jej koncach i wycie-
ciu pewnych sekwencji w $rodku. Taka dojrzata cza-
steczka, nazywana mRNA, jest eksportowana z jadra
do cytoplazmy, gdzie stuzy jako matryca do produkeji
biatka - litera m w nazwie oznacza wlasnie matrycowy
(lub messenger, informacyjny) RNA.

Postugujac sie mysim
modelem, mozemy wykazac,
ze faktycznie dana mutacja
RNA jest przyczyng schorzenia
i sprobowac zrozumiec,
dlaczego tak sie dzieje.

Poniewaz obrobka RNA jest procesem skompliko-
wanym, mogg powstawac¢ wadliwe czgsteczki mRNA,
ktorych komorka musi si¢ pozby¢. Prawidlowe cza-
steczki po przejsciu do cytoplazmy stuza do syntezy
bialka, ale majg okreslony czas zycia, np. RNA kodu-
jace bialka regulatorowe kontrolujace podziat komor-
ki zyja krotko, a RNA kodujgce podstawowe enzymy
metabolizmu komorki - diugo.

W degradacje RNA zaangazowanych jest wiele
roznych bialek, wsrod ktorych najwazniejsze sg en-
zymy zwane RNazami. To dzieki ich dziataniu jedne
czasteczki mRNA pozostaja w komorce dluzej, inne
krocej. Moga one dziata¢ samodzielnie lub tworzy¢
duze kompleksy zbudowane z wielu podjednostek.
Jednym z takich kompleksow jest egzosom, ktéremu
poswiecilismy wiele uwagi w naszych badaniach.

Mutacje RNaz moga prowadzi¢ do réznych cho-
réb. Uszkodzenie jednej z badanych przez nas RNaz
ma zwigzek z syndromem Perlmana - jest to gigan-
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tyzm plodu i predyspozycja do rozwoju nowotworow.
Ta RNaza odpowiada za degradacje czasteczek RNA
uczestniczacych w regulacji cyklu komoérkowego,
a wiec jej dysfunkcja prowadzi do patologii - zbyt
duzego wzrostu. Inna RNaza, czyli bialko Dis3 wcho-
dzgce w sktad egzosomu degradujacego RNA w jadrze
komorkowym, jest czesto zmutowana w szpiczakach.
Ustalenie dlaczego jest przedmiotem naszych inten-
sywnych badan.

Dlaczego egzosom jest taki wazny?

W genomie czlowieka jest mniej wiecej 20 tysiecy ge-
noéw, tyle samo co u myszy. Nicienie albo muszka owo-
cowa majg kilkanascie tysiecy genow, drozdze szes¢
tysiecy. Sa to organizmy nieporéwnywalnie mniej zto-
zone, ale majg zaledwie czterokrotnie mniej genow.
Roéznica miedzy ludZmi a np. drozdzami nie polega
wiec na liczbie genow, ale na bardziej ztozonych me-
chanizmach regulacji ekspres;ji.

Wiekszo$¢ naszego genomu to obszary, ktore nie
s3 genami, czyli nie kodujg informacji o biatkach.
One tez sg przepisywane na RNA - obecnie szacuje
sie, ze transkrypcji podlega 70% genomu. W ten spo-
s6b w komorce powstaje bardzo duzo niekodujacego
RNA. Niektore z tych czasteczek pelnig funkcje regu-
latorowe, ale wiele nie ma funkgji. Te niepotrzebne
RNA muszg by¢ usuniete, a w procesie tym uczestni-
czy wlaénie egzosom. On niszczy tez niepotrzebne lub
wadliwe czgsteczki mRNA.

Egzosom skfada sie z pierécienia dziewieciu biatek
pozbawionych aktywnosci enzymatycznej, do ktdrego
przylaczaja sie rézne RNazy. Wérod nich najistotniej-
szg funkcje pelni podjednostka Dis3, ktorej mutacja
wigze sie ze szpiczakiem.

Na czym polega ta mutacja?

Z wczesniejszych badan wiedzieli$my, ze mutacja nie
powoduje catkowitej dezaktywacji enzymu, poniewaz
jego brak prowadzi do $mierci komorki. W szpiczaku
egzosom wiec dziala, tylko nieprawidlowo. Wykaza-
lismy, ze mutacja ostabia aktywnos¢ egzorybonukle-
olityczna.

Trudny termin.
RNA jest liniowg czasteczka, ma $rodek i dwa konce
oznaczane jako 5’1 3. RNazy dzielimy na dwa rodzaje
w zaleznosci od tego, od ktorej strony zaczynajg degra-
dowa¢ RNA. Endonukleazy przecinajg RNA w $rod-
ku, a egzonukleazy od konca. Gléwna aktywnos¢ eg-
zosomu polega na degradacji RNA od konca 3°. Ale
poniewaz to duze biatko, ma dodatkowg aktywno$¢
endonukleazy czyli cigcia od srodka czgsteczki RNA.
W szpiczaku oslabiona jest aktywno$¢ biatka Dis3
w zakresie aktywnosci egzonukleazy. Jesli dodatkowo
zahamuje sie jej aktywnos$¢ endonukleazy, wowczas
taka wada bedzie letalna, spowoduje $mier¢ komorki.
Pokazali$my to na modelu mysim. Myszy z wylaczo-
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ng aktywnoscig endonukleolityczng mialy sie dobrze,
a po wylaczeniu aktywnosci egzonukeolitycznej umie-
raly. A wiec zablokowanie aktywnos$ci endonukleazy
w komorkach z mutacjg Dis3 doprowadzi do $mierci
komorek, ale tylko komdrek szpiczaka. I to jest pomyst
na terapie tego nowotworu. Oczywiscie nie dotyczy
wszystkich nowotwordw tego typu, a tylko okolo 10%,
gdzie wystepuje mutacja Dis3.

Bylo to mozliwe dzieki postepom technologicz-
nym w ostatnich latach. Jedng z rewolucji metodolo-
gicznych jest rozwdj metod sekwencjonowania DNA,
ktory pozwala na identyfikacje mutacji nawet w poje-
dynczych komorkach.

Czy wiadomo doktadnie, jak ta mutacja egzosomu
wigze sie z nowotworem? Jak wyglada droga od
stwierdzenia, ze jakas mutacja wystepuje czesciej
u pacjentéw z danym schorzeniem, do ustalenia,
jaki za tym stoi mechanizm?

Kompleks egzosomu w jaki$ sposob uczestniczy
w skomplikowanym procesie dojrzewania przeciw-
cial w limfocytach B. W jego trakcie powstaja nieko-
dujace transkrypty, w ktorych degradacji uczestniczy
egzosom. Wydaje sie, Ze mutacja podjednostki Dis3
powoduje jakies zmiany w limfocytach w trakcie tego
procesu. Prawdopodobnie majg one efekt mutatoro-
wy, czyli zwiekszaja ryzyko kolejnych mutacji, ale nad
wyjasnieniem szczeg6low tego mechanizmu dopiero
pracujemy.

Zeby to ustali¢, postuzyli$my sie okreslonym mo-
delem badawczym. Najpierw we wspolpracy z na-
ukowcami z Francji stworzyliSmy myszy z takg samg
mutacjg jak w komorkach szpiczaka u czlowieka. Na-
stepnie zapytali$my, czy taka manipulacja zwigksza
u myszy ryzyko wystapienia szpiczaka. Kiedy ustalili-
$my, ze tak, moglismy zaja¢ sie mechanizmem dziala-
nia. Postugujac si¢ mysim modelem, mozemy nie tylko
wykazac, ze faktycznie dana mutacja jest przyczyna
schorzenia, lecz takze sprobowac zrozumie, dlaczego
tak sie dzieje.

Najbardziej znane regulatorowe niekodujace RNA
to bardzo krétkie czasteczki?

Nazywamy je mikroRNA - sg to krotkie, 20-nukleoty-
dowe fragmenty RNA, ktérych rola polega na rozpo-
czeciu procesu degradacji mRNA. Repertuar mikroR-
NA rézni si¢ bardzo miedzy tkankami, a zZeby zrozu-
mie¢ ich dzialanie, musimy przyjrze¢ sie¢ budowie
mRNA. Powiedzieli$my, Ze gtéwna aktywno$¢ RNaz
polega na niszczeniu czasteczki od konca, natomiast
aktywnos¢ endonukleaz jest bardzo staba, prawie za-
niedbywalna. Na konicach dojrzalego mRNA przycze-
pione sg wiec elementy chronigce ja przed degradacja.
Na konicu 5’ jest to tzw. czapeczka 7-metyloguanylowa,
a na koncu 3’ dodawany jest ciag adenozyn, zwany
ogonem poli-A. Zeby RNaza w cytoplazmie mogla
rozpocza¢ degradacje RNA od tego konica, najpierw
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trzeba usung¢ ten ogon. Dzieje si¢ to dzieki czastecz-
kom mikroRNA, ktdre przyczepiajagc mRNA przycig-
gaja deadenulazy czyli enzymy potrafigce ucig¢ ogon
poli-A.

Skad taka czasteczka mikroRNA ,,wie”, do jakiego
mRNA sie przyczepic? Czy ten proces jest
selektywny, czy raczej losowy?
Komplementarno$¢ mikroRNA z przeznaczong do de-
gradacji czasteczka mRNA nie jest stuprocentowa.
W komorkach eukariotycznych, gdzie toczy sie jed-
nocze$nie bardzo duzo réznych procesow, nie ma jed-
nak wiele miejsca na przypadkowos¢. Komorka nie
jest zupa, w ktorej bezladnie ptywajg rozne czasteczki.
Wiele energii zuzywa na kontrole zachodzacych w niej
procesow, na unikniecie przypadkowych oddzialywan
miedzy bialkami i na usuwanie wadliwych biatek.
Oczywidcie pewne procesy w organizmie s3
do pewnego stopnia losowe — na przyklad podczas

Dzieki badaniom na drozdzach
poznalismy podstawy dziatania
enzymow degradujgcych

RNA. Pytanie o analogiczne
mechanizmy ludzi byto
naturalnym kolejnym krokiem.

roznicowania komorek ich losy moga potoczy¢ sie
w rozmaity sposob, czesto nie jest to zdeterminowane.
Powstawanie transkryptow z DNA tez jest do pewnego
stopnia losowe - mowilem, ze na RNA przepisywana
jest wiekszo$¢ genomu, a zaraz potem to RNA ulega
degradacji. Te losowos¢ zresztg zaczynamy dopiero
bada¢, dzieki takim technikom jak sekwencjonowanie
RNA z pojedynczych komorek. Jesli zastosujemy te
metode do réznych komérek w obrebie tkanki, moze-
my wykry¢ te przypadkowe réznice miedzy pojedyn-
czymi komorkami wchodzacymi w jej skfad.

Wspomniat pan, ze r6znimy sie od drozdzy
wtasnie pod wzgledem ztozonosci tych
mechanizméw kontrolnych.

Wiele proceséw molekularnych, ktére zostaly odkry-
te w drozdzach, wystepuje rowniez u czlowieka. Nie-
ktore mechanizmy, takie jak te zwigzane mikroRNA,
nie wystepuja u z drozdzy z gatunku Saccharomyces
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rozZmowa

cerevisiae, ale na przyklad u Schizosaccharomyces po-
mbe juz s3. W pracy badawczej zajmuje si¢ procesami
ekspresji zachodzacymi na poziomie molekularnym
i one sg raczej podobne. Ale istnieja dalsze poziomy
ztozonosci, chociazby sposob uorganizowania komor-
ki, na co procesy ekspresji nie do kofica majg wpltyw
i raczej ich nie wyjasnig. Tak samo jest w neurobiolo-
gii: dobrze wiemy, jak dziala pojedynczy neuron, ale
to niekoniecznie przektada si¢ na zrozumienie, jak
dziala mézg jako calosc.

0d badain na drozdzach zaczeta sie pana kariera.
Jak to sie stato, ze przeszedt pan do badan
ludzkich choréb?

Dwadziescia lat temu drozdze dawaly unikatowe moz-
liwosci, bo juz wtedy znany byl ich genom - to pierw-
szy organizm, ktérego genom zsekwencjonowano
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w catoéci. Poza tym drozdze majg specyficzne cechy
sprawiajace, ze latwo wprowadzi¢ do nich okreslone
mutacje, np. wylaczy¢ dowolny gen. Jest to mozliwe
takze w komorkach mysich czy ludzkich, ale duzo
trudniejsze.

Dzieki badaniom na drozdzach poznalismy pod-
stawy dziatania wybranych enzymoéw degradujacych
RNA. Pytanie o analogiczne mechanizmy ludzi byto
naturalnym kolejnym krokiem. Oczywiscie u ludzi
procesy te okazaly sie duzo bardziej skomplikowane.
Na przyktad u drozdzy w kompleksie egzosomu znaj-
duje si¢ jedna, najwazniejsza podjednostka odpowie-
dzialna za degradacje RNA, a u ludzi dwie.

Ogromny postep w pracach badawczych nastapit
dzieki metodzie CRISPR-Casy, ktora pozwala na la-
twe wprowadzenie mutacji do dowolnego organizmu,
na przyklad myszy. Moga to na przyklad by¢ takie
mutacje, jakie zidentyfikowano u ludzi w nowotwo-
rach czy w chorobach genetycznych. W ten sposéb
mozemy pozna¢ mechanizm tych mutacji zaréwno
na poziomie catego organizmu, jak i poszczegolnych
komorek. Od takich mysich modeli mozna wychodzi¢
w kierunku wykorzystania tej wiedzy w terapii u ludzi.

Metode CRISPR-Casg wprowadzilismy u nas pare
lat temu do tworzenia zmutowanych myszy we wspot-
pracy z prof. Ewa Borsuk. Okazata si¢ ona do tego
stopnia efektywna, Ze zaczeliémy oferowac¢ takie my-
sie modele innym laboratoriom na zaméwienie. Mam
nadzieje, ze ich dostepnos¢ przyspieszy rozwoj nowo-
czesnych badan na zwierzetach w Polsce. Takie modele
oczywiscie byly dostepne wczeéniej, ale ich uzyskanie
bylo bardzo pracochlonne, a teraz stato sie to tatwe.

Czy to bedzie przedsiewziecie komercyjne?

Raczej nie. Jest to raczej dziatalno$¢ ustugowa dla
o$rodkow badawczych. Przychdéd bedziemy wyko-
rzystywa¢ do wprowadzania i rozwijania nowych
metod, uzyskali$my zresztg na to grant FNP Team
Core Facility. Potencjalnie nasze myszy moga tez by¢

prof. Andrzej Dziembowski

jest biologiem molekularnym, biochemikiem i genetykiem. Studiowat i doktoryzowat sie
na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, gdzie wcigz prowadzi zajecia ze studentami.
Habilitacje uzyskat w 2009 r., a tytut profesora — w 2014 r. Kieruje niezaleznym laboratorium w Instytucie
Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. Przez kilka lat pracowat w Centrum Genetyki Molekularnej CNRS
w Gif-sur-Yvette. Oprocz stypendiéw i grantéw krajowych zdobyt prestizowy grant Europejskiej Rady
ds. Badan Naukowych (ERC) dla badaczy rozpoczynajacych obiecujacy projekt naukowy oraz granty 6.i 7.
Programu Ramowego UE. Za swoje prace otrzymat dwie Nagrody Premiera, Nagrode Narodowego
Centrum Nauki oraz Krzyz Kawalerski Orderu Odrodzenia Polski.

Publikowat artykuty naukowe w prestizowych czasopismach z zakresu biologii molekularnej:,Nature”,,Cell’,

4 "

,Nature Structural and Molecular Biology",,Nature Communications’,,Genes and Development”,,Molecular
Cell’, ,LEMBO Journal” czy ,EMBO Reports”. Jest wspodtautorem wielu artykutéw przegladowych
w recenzowanych czasopismach miedzynarodowych i rozdziatéw w specjalistycznych ksiagzkach. Sam
rowniez petni funkcje recenzenta.
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wykorzystane przez firmy farmaceutyczne, ale akurat
w Polsce w przemysle farmaceutycznym nie prowadzi
sie raczej takich prac.

Chyba kazdy biolog o tym marzy, zeby jego prace
miaty zastosowanie praktyczne, terapeutyczne.
Na pewno tak, ale musze podkresli¢, ze w moim zespo-
le skupiamy sie jednak na badaniach podstawowych.
Prébujemy wyjasnia¢ mechanizmy dzialania, a nie
skonstruowa¢ potencjalna terapie, chociaz bardzo
nas cieszy, je$li zastosowania medyczne sg mozliwe.

Na sukces w naukach biologicznych sktada sie
zwykle praca catego zespotu. Pan takze uzywa
liczby mnogiej: ,,zbadaliSmy”, a nie ,,zbadatem”.
Zaczynalem od bardzo matego zespotu, ktory stopnio-
wo sie powiekszal i obecnie jest dos¢ duzy. Mysle, ze
w pracy eksperymentalnej jest to jedna z najwspanial-
szych rzeczy: mozliwo$¢ pracy w grupie, wspdlnego
poszukania rozwigzania danego problemu. Od kaz-
dego cztonka zespotu moze wyjé¢ pomyst, za ktorym
potem podazy cata grupa. Nie da sie tego doktadnie
zaplanowad, ustali¢ z gory. Dlatego publikowane przez
nas prace maja zwykle kilku autoréw, z ktoérych kazdy
mial w jej powstanie wkiad intelektualny.

Na pewno nie moge powiedzie¢, ze publikacje,
ktorych jestem wspoélautorem, to moj wytaczny do-
robek - to dorobek nas wszystkich. Tak si¢ ztozylo, ze
mialem troche szczescia w swojej karierze. Doktorat
pod kierunkiem prof. Stgpnia zakonczyt sie sukcesem.
W trakcie stazu podoktorskiego zajatem sie komplek-
sem egzosomu, ktdremu potem po$wiecitem dalsze
prace, a sam staz byl bardzo udany. Mialem szczgscie,
ze nie bylo spektakularnych porazek, ze nie spedzitem
kilku lat nad projektem, z ktérego nic nie wyszto.

Prowadzenie zespotu jest zawsze trudne. Im wiek-
szy zespol, tym wigksze ryzyko konfliktéw. W nauce
pracujg ludzie o bardzo réznych osobowosciach, nie-
ktorzy maja silne ego, inni stabsze. Staram si¢ wiec
pozostawia¢ moim wspdtpracownikom duzo samo-
dzielno$ci. Zespot badawczy zreszty tez przechodzi
zmiany, zmienia si¢ sktad osobowy, obecnie dryfujemy
w strone nowych pytan badawczych.

Czy odczuwa pan silnie konkurencje z innymi
zespotami?
Czuje silng presje, bo w naszej dziedzinie konkurencja
faktycznie jest duza. Zawsze wiec pozostaje obawa,
ze przegapiliémy co$ istotnego albo Ze kto$ nas ubie-
gnie w opisaniu danego mechanizmu. Tu niestety ca-
ty splendor przypada pierwszemu, ktdry opisze dane
zjawisko. To jest wyscig, w ktorym tatwo przegrac.
Szczgsliwie dla nas to my czesciej przescigamy in-
nych niz oni nas, ale ta obawa rosnie z czasem. Prowa-
dzilismy kiedy$ piecioletni projekt, ktory ostatecznie
przyniost prestizowa publikacje w czasopismie ,,Cell”.
Jednak im blizej bylismy zakoniczenia prac, tym bar-

dziej bali$my sie, Zeby kto$ nas nie ubiegt. Na szczescie
sie udalo, ale to pokazuje, ze w badaniach ekspery-
mentalnych istnieje pewien czynnik losowy, nie da
sie z gory zaplanowac¢ sukcesu.

Czy przy tak silnej presji mozemy jeszcze méwic
o wspdlnocie Swiata naukowego?

Na pewno istnieje wspolnota 0sob zajmujacych sie na-
uka, bo wzajemnie rozumiemy swoje cele i motywy.
Kazdy z nas prowadzi badania, planuje eksperymenty,
pisze granty, wiec przezywamy podobne doswiadcze-
nia. Ale w tej wspdlnocie dochodzi do konkurencji,
nie zawsze etycznej. Powiedzialbym raczej, ze wspol-
nota moze powsta¢ w obrebie jednej dziedziny. Istnie-
je grupa ludzi, z ktérymi widuje sie na konferencjach
- chociaz spotykamy si¢ wylacznie w sytuacjach profe-
sjonalnych, widzieli$my si¢ juz tyle razy, ze tworzymy
swojego rodzaju wspélnote.

S3 naukowcy, ktérych

do dziatania motywuje
uczestniczenie w wyscigu i chec
wyprzedzenia innych. S3 tez
jednak osoby, ktore cieszy samo
odkrywanie, jak dziata Swiat.

Nie mozna jednak powiedzie¢, Ze w $wiecie nauki ist-
nieje wspdlnota ideatow. Na pewno naukowcy nie sg
bardziej etyczni czy szlachetni niz ogot spoleczenstwa.
W gre wchodza ambicje. Dlaczego czlowiek zostaje na-
ukowcem? Kluczowa jest ciekawo$¢ $wiata, che¢ zro-
zumienia, jak to dziata. Ale jednocze$nie pojawia sie
konkurencja, presja, a my chcemy by¢ pierwsi. Sukces
przynosi pozycje w srodowisku, co napedza ambicje,
zeby te pozycje jeszcze umocnic. Nie jest wiec tak, ze
naukowcy zgodnie, wspolnie dgzg do jednego odkry-
cia, wszyscy uczestniczymy w wyscigu. Dla niekto-
rych ten aspekt jest gléwnym motorem dzialania, ale
sg tez osoby, ktdre nie majg tak rozumianych ambicji
i cieszy ich samo odkrywanie, jak dziata §wiat. Ja sam
raczej przychylam si¢ do tej drugiej postawy. Cieka-
wos¢ przewaza nad potrzebg wyprzedzenia innych.

7 PROF. ANDRZEJEM DZIEMBOWSKIM
ROZMAWIAL OLEK MICHALSKI
ZDJECIA JAKUB OSTALOWSKI
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