STRESZCZENIE

ybonukleaza Dicer jest znana przede wszystkim z kluczowej roli, jaka odgrywa w proce-

sie biogenezy krotkich regulatorowych RNA: miRNA oraz siRNA. Badania prowadzone
w ostatnich latach znaczaco wzbogacily wiedze dotyczaca funkcji pelnionych przez Dicer.
Wykazano, ze Dicer jest zaangazowana w metabolizm zréznicowanej puli RNA, m.in. tRNA
i snoRNA, usuwanie potencjalnie cytotoksycznych czasteczek RNA oraz utrzymywanie sta-
bilnosci genomu. Co wiecej, podczas apoptozy, w nastepstwie ciecia proteolitycznego przez
kaspazy, fragment Dicer staje sie¢ deoksyrybonukleaza i bierze udzial w degradacji genomo-
wego DNA. Odkrycie mechanizmu pasywnego wiazania RNA przez Dicer oraz jej aktywno-
$ci opiekuniczych wobec kwasow nukleinowych wykazalo, ze Dicer moze dodatkowo pelnié
funkcje niezwiazane z hydroliza kwasow nukleinowych. W tym artykule podsumowujemy
aktualny stan wiedzy na temat struktury i funkcjonowania ludzkiej rybonukleazy Dicer,
uwzgledniajac kanoniczna role enzymu w biogenezie miRNA oraz nowo odkrywane obsza-
ry jej aktywnosci.

WPROWADZENIE

Rybonukleaza Dicer zostala po raz pierwszy opisana jako enzym zaangazo-
wany w poczatkowe etapy procesu interferencji RNA (RNAI, ang. RNA interfe-
rence) w 2001 roku [1]. Dicer nalezy do rodziny rybonukleaz III (RNaz III), be-
dacych endorybonukleazami wykazujacymi powinowactwo do dwuniciowych
RNA (dsRNA, ang. double-stranded RNA) [2]. Biatka z tej rodziny posiadaja jed-
na badz dwie domeny rybonukleazowe nazywane domenami RNazy III (RIII)
z charakterystycznym motywem ERLEFLGD wystepujacym w centrum aktyw-
nym enzymu. RNazy III katalizuja hydrolize wigzania fosfodiestrowego w dwu-
niciowych rejonach czasteczek RNA, a produktami tej reakcji sa dupleksy RNA
posiadajace dwa niesparowane nukleotydy z grupa hydroksylowa na koricu 3'
oraz grupe fosforanowaq na korcu 5" [3].

Stosujac kryterium strukturalne, RNazy III dzieli si¢ na trzy klasy (Ryc. 1).
Do klasy I naleza najprostsze biatka posiadajace pojedyncza domene RIII oraz
domene wiazaca dsRNA (dsRBD, ang. dsRNA binding domain), zidentyfikowane
u bakterii, eubakterii i grzybéw. Poniewaz centrum aktywne RNaz III tworza
dwie domeny RIII, w przypadku enzymoéw klasy I dla uzyskania aktywnosci hy-
drolitycznej konieczna jest dimeryzacja biatek [4]. Biatka klasy II i III wystepuja
w organizmach eukariotycznych i charakteryzuja sie bardziej ztozona budowa
niz biatka klasy I; posiadaja dwie domeny RIII, domene dsRBD oraz domene
typu PAZ (domena obecna w biatkach: Piwi, Argonaute, Zwille). Bialka te moga
posiadac takze dodatkowe domeny, ktére sg charakterystyczne dla danych grup
RNaz w obrebie poszczegolnych klas. Typowym przedstawicielem klasy II jest
ludzka rybonukleaza Drosha, natomiast klasy III - ludzka Dicer.

Homologi Dicer wystepuja powszechnie w organizmach eukariotycznych.
Analizy filogenetyczne wskazuja, Ze gen Dicer ulegl duplikacji na wczesnych
etapach ewolucji eukariontéw, a nastepnie podlegal niezaleznej dywersyfika-
¢ji u rodlin, zwierzat i grzybow. Procesy te zbiegly sie w czasie z pojawieniem
sie potrzeby bardziej ztozonej kontroli ekspresji gendéw w zwiazku z rozwojem
w tych krolestwach organizmoéw wielokomérkowych [5]. Proces dywergencji
doprowadzil do wyksztalcenia sie u roslin czterech rodzajéow biatek typu Di-
cer (DCL, ang. Dicer-like proteins): DCL-1, DCL-2, DCL-3 i DCL-4, natomiast
u zwierzat - Dicer-1 i Dicer-2. Co wiecej, gen kodujacy Dicer-2, czyli biatko
zaangazowane w odpowiedZ przeciwwirusowa m.in u owadéw, nie zostat zi-
dentyfikowany w tych liniach ewolucyjnych zwierzat, w ktérych rozwinely sie
alternatywne mechanizmy obronne (np. u kregowcéw) lub nie wystepuje presja
srodowiskowa w zwiazku z ograniczong liczbg naturalnych patogenéw (np. u
nicieni). Zgodnie z tym, u czlowieka wystepuje tylko jedna izoforma Dicer ko-
dowana przez gen DICERI.
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Homo sapiens Dicer
1 ] L 1L

nector helix) [9]. W roku 2018 grupa
profesora Wanga przedstawita struk-
ture kompleksu ludzkiej Dicer z pre-
kursorem miRNA (pre-miRNA, ang.
precursor miRNA), otrzymang dzieki
wykorzystaniu ~ mikroskopii  krio-
elektronowej [10]. Ponadto znane sg
struktury krystaliczne niektérych frag-
mentéw ludzkiej Dicer: domeny RIIIb
[11], polipeptydu o diugosci 300 aa.,
obejmujacego Platforme i PAZ wraz
z rejonami oskrzydlajacymi [12] oraz
srodkowej czesci domeny helikazowej
(132 aa.) [13].

Czasteczka rybonukleazy Dicer o
diugosci ~160 A i szerokosci ~115 A
przypomina ksztattem litere ,L”, z tan-
demem domen RNazy III u podstawy
oraz domeng PAZ na przeciwlegtym
konicu (Ryc. 2). Badania strukturalne
1922 aa wskazujg, ze podczas wigzania sub-

stratu dochodzi do znacznych zmian

Rillb dsRBD

T T T
oddziatywanie z biatkami, 5' 3
wigzanie petli wigzanie
apikalnej pre-miRNA koncéw pre-miRNA

wigzanie ssRNA,
wspieranie procesu parowania
komplementarnych RNA

Rycina 1. Schematyczna reprezentacja budowy biatek nalezacych do rodziny rybonukleaz III

dsRBD - domena wigzaca dsRNA; NLS - sygnat lokalizacji jadrowej ; P - domena bogata w proline; PAZ -
domena obecna w biatkach: Piwi, Argonaute, Zwille; RIII - domena RNazy III; SR - domena bogata w seryne

iarginine.

centrum katalityczne,
oddziatywanie
z Ago

konformacyjnych obejmujacych calg
czasteczke biatka. Duza elastycznosc
struktury enzymu umozliwia wiaza-
nie RNA o zréznicowanej budowie.
Wiodaca role w oddziatywaniu z sub-
stratem pre-miRNA odgrywa domena
PAZ, ktéra rozpoznaje i wigze dwu-
nukleotydowy wystajacy koniec 3" [4].
Grupa fosforanowa na koncu 5 RNA
dokowana jest w kieszeni tworzonej

NLS

Ludzka Dicer, podobnie jak inne zwierzece Dicer, wyste-
puje przede wszystkim w cytoplazmie, w strefie okotojadro-
wej, gdzie odpowiada za dojrzewanie krétkich regulatoro-
wych RNA (ang. small regulatory RNA, sTRNA): mikroRNA
(miRNA, ang. microRNA) oraz matych interferencyjnych
RNA (siRNA, ang. small interfering RNA) [6]. Udziat w pro-
cesie biogenezy srRNA jest najlepiej poznana rola rybo-
nukleazy Dicer, postrzegana jako kanoniczna funkcja tego
enzymu. Istnieja jednak doniesienia literaturowe wskazuja-
ce na udzial Dicer w innych istotnych procesach biologicz-
nych, np. w apoptozie [7] oraz w procesach zapalnych [8].
Ponizej podsumowujemy aktualny stan wiedzy na temat
ludzkiej Dicer - jej struktury, mechanizméw regulujacych
jej powstawanie i funkcjonowanie oraz roli tego enzymu w
rozmaitych procesach komérkowych.

BUDOWA I MODEL FUNKCJONOWANIA DICER

Dicer jest wielodomenowym biatkiem o wysoce zacho-
wawczej strukturze. Ludzka Dicer o masie ~220 kDa zbudo-
wana jest z 1922 aminokwaséw (aa., ang. amino acids), ktore
tworza kolejno nastepujace po sobie domeny: N-koricowa
domene helikazowg, domene o nieznanej funkcji - DUF283
(ang. domain of unknown function 283), domeny: Platforme
i PAZ, helise taczaca (ang. connector helix), dwie domeny
RNazy III (Rllla i RIIIb) oraz C-koricowa domene dsRBD [3]
(Ryc. 1). Domeny: Platforma i PAZ wraz z helisa taczaca sa
czesto okreslane jako kaseta PPC (ang. Platform-PAZ-Con-
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w obrebie Platformy i PAZ. Wiazanie
RNA wspierane jest takze przez dsRBD
[14]. Ponadto domena helikazowa zaangazowana jest w od-
dzialywanie z petla apikalng pre-miRNA, co umozliwia
dopasowanie substratu do centrum katalitycznego oraz po-
zwala na dyskryminacje pomiedzy substratami pre-miRNA
i dsRNA [14]. Domena helikazowa odgrywa réwniez role
regulatorowgq, stuzac jako platforma kontaktu z biatkami
modulujacymi aktywnoséé Dicer [15,16]. Badania in vitro
wykazaly, ze usuniecie tej domeny zwieksza procesywnosé
enzymu, co wskazuje na jej zdolnos$é do autoinhibicji funk-
cjonowania Dicer [17]. Mimo Ze domena ta zawiera motyw
DExD/H-box odpowiedzialny za wiazanie ATP, jak dotad
nie wykazano, aby jej aktywnos¢ byta zalezna od ATP. Dicer
posiada pojedyncze centrum katalityczne tworzone przez
wewnatrzczasteczkowy heterodimer domen RNazowych,
ktoére jednak dziataja niezaleznie od siebie. Domena Rllla
jest wieksza od RIIIb i hydrolizuje wigzanie fosfodiestrowe
w obrebie ramienia 3' pre-miRNA, odpowiednio - RIIIb tnie
ramie 5’ prekursora. Reakcja katalizowana przez Dicer jest
zalezna od jonéw Mg?* koordynowanych w centrum ak-
tywnym enzymu. Produktem hydrolizy jest dupleks RNA
z dwoma niesparowanymi nukleotydami na koricu 3' i gru-
pa fosforanowa na koricu 5'. Zgodnie z modelem zapropo-
nowanym przez grupe profesor Doudny [18], dlugosc frag-
mentéw RNA produkowanych przez Dicer (~20 pz) zalezy
od odlegtosci jaka dzieli centrum aktywne enzymu i dome-
ne PAZ. Co wiecej, wyniki modelowania molekularnego
wskazuja, ze dystans ten zalezy od przestrzennej aranzacji
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helikaza

Platforma DUF283

helisa taczaca
dsRBD

Rycina 2. Schemat budowy ludzkiej Dicer przedstawiajacy przestrzenne uloze-
nie poszczegolnych domen

Kolorem fioletowym zaznaczono domene PAZ, kolorem niebieskim - towarzy-
szacq jej domene Platformy; na szaro zaznaczono domene helisy taczacej; na po-
maranczowo i zotto dwie domeny RNazy III, Rllla i RIIIb, odpowiednio; kolo-
rem zielonym domene dsRBD; r6zowym domene DUF283; kolorem czerwonym
oznaczono N-koricowa domene helikazowg. Szara helisa reprezentuje czasteczke
pre-miRNA. Na czarno zaznaczono miejsca cigcia pre-miRNA A przez Dicer.
Schemat stworzony na podstawie Taylor i wsp. oraz Liu i wsp. [58,94].

domeny Platformy, ktéra w strukturze trzeciorzedowej lo-
kuje sie pomiedzy domeng PAZ i domenami RNazy III [19].
Funkcja domeny DUF283 nie zostala jeszcze jednoznacznie
wyjaéniona. Badania in vitro domeny DUF283 wykazaly jej
zdolnos¢ do wigzania ssSRNA oraz wspierania hybrydyzacji
komplementarnych nici kwaséw nukleinowych, co mogto-
by wskazywac na funkcje opiekuricze Dicer [20], o czym be-
dzie mowa w dalszej czesci artykultu. Sugeruje sie rowniez
zaangazowanie DUF283 w oddzialywania z biatkami regu-
lujacymi aktywnos¢ Dicer [21].

STRUKTURA GENU KODUJACEGO LUDZKA
DICER I REGULACJA JEGO EKSPRES]JI

Lokalizacja chromosomowa i struktura genéw Dicer
r6znia sie w zaleznosci od gatunku. U czlowieka, DICER1
(ENSG00000100697) znajduje sie na dlugim ramieniu chro-
mosomu 14, w rejonie subtelomerowym (14q32.13) i skia-
da sie z 26 egzonéw kodujacych biatko. DICERI uznawany
jest za gen metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping
gene), choé¢ w poréwnaniu do innych genéw tego typu cha-
rakteryzuje sie znacznie dltuzszym rejonem 3' UTR (>4000
bp) [22]. Ekspresja DICER1 podlega dynamicznej regulacji
poprzez mechanizmy wplywajace na: transkrypcje genu,
dojrzewanie mRNA i jego transport do cytoplazmy, trans-
lacje i stabilnos¢ biatka [23].

TRANSKRYPCJA DICER1

Transkrypcyjna kontrola ekspresji DICERI obejmuje:
modyfikacje epigenetyczne, wybdr alternatywnych miejsc
promotorowych i sygnaléw poliadenylacji, a takze regula-
¢je przez czynniki dzialajace w uktadzie trans [23]. Znane
sq cztery warianty mRNA kodujace Dicer pelnej diugosci
(1922 aa.) wyizolowane z szeregu zdrowych tkanek ludz-
kich [23]. Szczegotowe badania tych transkryptéw wyka-
zaly, ze r6znia sie one znacznie w obrebie rejonu 5 UTR.
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Roéznice te sg skutkiem wyboru odmiennych miejsc startu
transkrypcji oraz alternatywnego sktadania pre-mRNA. Po-
niewaz rejon 5 UTR zawiera sekwencje cis-regulatorowe,
jego organizacja wplywa w istotny sposéb na efektywnosc¢
procesu translacji oraz tkankowo-specyficzny wzoér ekspre-
sji Dicer. Dodatkowo, w zréznicowanych komoérkach na-
blonkowych oraz w szeregu linii komérek nowotworowych
zidentyfikowano skrécone transkrypty DICER1 powstajace
w wyniku alternatywnego skladania pre-mRNA [23]. Czes¢
z nich koduje polipeptydy obejmujace jedynie N- lub C-
-konicowy fragment Dicer, a niektére z nich sg transkryp-
tami niekodujacymi biatko. Oprécz tego znane sa cztery
antysensowne transkrypty DICERI o dtugosci od ~720 do
~2300 nt. Ich funkcja nie zostala jeszcze wyjasniona. Nie-
wykluczone, Ze pelnig one role regulatorowa podobna do
tej, jaka zaproponowano dla innych dtugich niekodujacych
RNA tego typu [24].

REGULACJA POTRANSKRYPCJA EKSPRES]I DICER1

Poziom mRNA DICERI nie koreluje z poziomem dojrza-
tego biatka, co wskazuje na istotny udzial mechanizméw
potranskrypcyjnych w regulacji ekspresji tego genu [25].
Transport mRNA DICERI do cytoplazmy, przynajmniej
czesciowo, zalezy od Eksportyny 5. Badania in vitro oraz im-
munoprecypitacja usieciowanych komplekséw RNA ebiatko
potwierdzily bezposrednie oddzialywanie pomiedzy Eks-
portyna 5 i mRNA DICERI, a zahamowanie ekspresji genu
kodujacego ten transporter powoduje akumulacje transkryp-
tow DICER1 w jadrze komoérkowym [26].

Ekspresja DICER1 moze podlega¢ wyciszaniu indukowa-
nemu przez sTRNA generowane przez Dicer. W obrebie re-
jonu 3' UTR transkryptéw DICERI oraz w czesci kodujacej
sekwencje biatka zidentyfikowano miejsca oddziatywania
dla szeregu miRNA, w tym m.in.: miR-103/107, miR-192
oraz miRNA z rodziny let-7 [23]. Co ciekawe, w wielu ty-
pach komérek nowotworowych znajdowane sa transkrypty
DICER1 ze skréconym rejonem 3' UTR, pozbawionym cze-
$ci miejsc rozpoznawanych przez miRNA [27,28]. W efek-
cie, w komoérkach posiadajacych takie skrocone transkrypty
moze dochodzi¢ do wydajniejszej syntezy biatka Dicer w
poréwnaniu do komoérek, w ktérych wystepuja transkrypty
DICER1 posiadajace rejony 3' UTR pelnej diugosci [27].

MODYFIKACJE POTRANSLACY]JNE DICER

Modyfikacje potranslacyjne wplywaja na wiasciwosci
fizyko-chemiczne biatka, determinujac jego stabilnos¢ i ak-
tywnosé. W ludzkich i mysich liniach komérkowych oraz w
C. elegans wykazano, ze Dicer ulega fosforylacji, co hamuje
aktywnoé¢ enzymu i powoduje jego translokacje do jadra
komoérkowego [29,30]. Co wiecej, zalezna od fosforylacji
inhibicja Dicer jest niezbedna dla prawidtowego przebiegu
oogenezy u C. elegans [30]. Z kolei defosforylacja enzymu,
zachodzaca tuz przed zaplodnieniem oocytu, jest konieczna
dla prawidlowego przebiegu embriogenezy [30]. Znaczenie
fosforylacji w przypadku ludzkiej Dicer nie zostalo w pelni
wyjasénione. Dicer moze podlega¢ réwniez sumoilacji, czyli
kowalencyjnemu przytaczeniu biatka SUMO, co zaobser-
wowano w ludzkich makrofagach pecherzykéw plucnych
poddanych ekspozycji na dym tytoniowy. Wykazano, ze
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Rycina 3. Szlaki biogenezy miRNA u zwierzat

Kanoniczna sciezka biogenezy miRNA obejmuje cigcie prekursoréw przez Drosha i Dicer (wigkszos¢ miRNA). W przy-
padku pre-miRNA posiadajacych jednonukleotydowy wystajacy koniec 3', przed cieciem przez Dicer dochodzi do 3'
monourydylacji RNA przez UTP-transferazy (TUT), (miRNA grupy II). miRNA generowane niezaleznie od Drosha
powstaja przy udziale Dicer z krétkich transkryptéw Pol IT (miRNA ze struktura kap na koncu 5'), z mirtronéw oraz
innych ncRNA. Szlak niezalezny od Dicer wymaga ciecia pre-miRNA przez Ago2 oraz egzonukleaze PARN. MHV
tRNA - tRNA mysiego wirusa zapalenia watroby; RISC - aktywny kompleks RISC.

nym od GTP [39, 40]. W cytopla-
zmie pre-miRNA podlega cieciu
przez Dicer [41,42], a generowa-
ny dupleks miRNA/miRNA* o
dtugosci ~21 par zasad (pz) prze-
kazywany jest do kompleksu
efektorowego RN Ai nazywanego

modyfikacja ta zaburza aktywno$¢ enzymu i prowadzi do
deregulacji pozioméw miRNA [31]. Badania in vitro w ludz-
kich komérkach HEK293 wykazaly réwniez, ze Dicer prze-
chodzi przez siateczke srédplazmatyczna, gdzie podlega
N-glikozylacji [32]. Modyfikacja ta moze mie¢ znaczenie dla
prawidiowego faldowania oraz stabilnosci biatka.

Homeostaza komoérki wymaga réwniez funkcjonowa-
nia mechanizméw degradacji Dicer. Wykazano, ze w ko-
morkach ludzkich Dicer w stanie wolnym, tj., gdy nie wig-
ze RNA, podlega selektywnej makroautofagii. W proces ten
zaangazowane jest biatko NDP52 (ang. nuclear dot 52 kDa
protein), ktére oddzialuje z czgsteczkami przeznaczonymi
do degradacji oraz z receptorem Atg8 (ang. autophagy-related
protein 8) obecnym w blonie pecherzyka autofagosomalne-
go. Nie jest jednak jasne, jaki mechanizm prowadzi do ma-
kroautofagii Dicer [33], NDP52 moze bowiem oddzialywa¢
zaréwno z biatkami niemodyfikowanymi, jak réwniez pod-
danymi ubikwitynacji (co jest czestym znacznikiem kieru-
jacym biatka do proteasomu) [34]. Degradacja Dicer w spo-
s6b zalezny od kompleksu ligazy ubikwityny CRL4 (ang.
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RISC (ang. RNA-induced silencing
complex), gdzie jedna z nici (tzw.
ni¢ pasazerska, miRNA¥) jest usuwana, podczas gdy dru-
ga pozostaje zwigzana z biatkami kompleksu [43,44]. Nie-
kiedy ni¢ pasazerska nie podlega degradacji, ale rowniez
staje sie funkcjonalnym miRNA pelniacym role regulatoro-
wa [45-48]. Ponadto, w przypadku niektérych pre-miRNA
czasteczka wiaczang do RISC moze by¢ réwniez fragment
apikalny, ktéry pozostaje po wycieciu dupleksu miRNA/
miRNA* [49,50]; miRNA tego typu nazwano loop-miRami
(ang. loop - petla).

Znane sa takze alternatywne $ciezki biogenezy miRNA
[51]. Dotycza one niewielkiej puli czasteczek, obejmujacej
miRNA, ktérych prekursory wymagaja dodatkowej mo-
dyfikacji oraz miRNA powstajace bez udziatu Drosha lub
Dicer (Ryc. 3). W przypadku miRNA, ktérych prekursor
generowany przez rybonukleaze Drosha posiada jednonu-
kleotydowy wystajacy koniec 3' (tzw. miRNA grupy 1I), po
eksporcie pre-miRNA do cytoplazmy nastepuje dodatkowy
etap 3' monourydylacji, ktéry jest niezbedny dla utworzenia
kanonicznego, dwunukleotydowego korica 3' zapewniaja-
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cego stabilne oddzialywanie z Dicer. Reakcja ta w komor-
kach ludzkich katalizowana jest przez bialka o aktywnosci
UTP-transferazy: Zcche6 (ang. zinc finger, CCH domain con-
taining 6), Zcchell oraz PAPD4 (ang. PAP associated domain
containing 4) nazywane tez TUT7, TUT4, TUT2 (ang. terminal
uridylyltransferase 7/4/2, odpowiednio). Dicer zaangazowa-
na jest rowniez w powstawanie miRNA z mirtronéw, czyli
krotkich intronéw, uwalnianych z pre-mRNA przez kom-
pleks splicingowy. W przypadku mirtronéw, typowa dla
intronéw struktura lassa jest liniowana dzieki aktywnosci
enzyméw usuwajacych rozgatezienia. Niekiedy tez korice
mirtronéw sa dodatkowo docinane przez egzonukleazy za-
nim czasteczki te stang si¢ substratami Dicer. Dicer generuje
rowniez miRNA z krétkich transkryptéw przyjmujacych
strukture typu spinki. Przykladem jest pre-mir-320, ktory
powstaje w wyniku transkrypcji prowadzonej przez Pol 1I,
nastepnie jest transportowany do cytoplazmy przez Eks-
portyne 1, by tam ulec cieciu przez Dicer. Mechanizmy bio-
genezy niezaleznej od Drosha opisano réwniez w przypad-
ku miRNA lub czasteczek typu miRNA uwalnianych przez
Dicer z prekursoréw powstajacych podczas dojrzewania
lub degradacji: tRNA, matych jaderkowych RNA (snoR-
NAs, ang. small nucleolar RNAs) oraz pewnych wirusowych
RNA. Co ciekawe, do tej pory zidentyfikowano tylko jeden
przypadek miRNA (miR-451) powstajacego bez udziatlu Di-
cer. Pre-mir-451 przyjmuje strukture typu spinki, w ktorej
trzon ma dlugos¢ jedynie ~18 pz i jest zbyt krotki, by ulec
cieciu przez Dicer. Prekursor ten jest wigzany bezposrednio
przez bialko Argonaute 2 (AGO?2) z kompleksu RISC. Ago2
przecina pre-mir-451 w obrebie ramienia 3' i generuje ~30-
nt produkt posdredni, ktory jest nastepnie docinany przez
rybonukleaze PARN (rybonukleaze specyficzng wzgledem
taficucha poli(A), ang. poly(A)-specific ribonuclease), w efekcie
czego powstaje funkcjonalny miR-451 o dtugosci ~23 nt.

Rola Dicer w procesie RNAi nie koniczy sie na etapie
wyciecia dupleksu miRNA/miRNA* z czasteczek prekur-
sorowych; Dicer uczestniczy réwniez w przekazywaniu du-
pleksu do kompleksu biatka AGO. Przyjmuje sie, ze transfer
dwuniciowego produktu generowanego przez ludzka Di-
cer nastepuje w obrebie kompleksu tadujacego RISC (RLC,
ang. RISC-loading complex), w sktad ktérego, oprécz Dicer,
wchodza réwniez AGO i TRBP (ang. HIV-1 transactivating
response RNA binding protein) [52]. Rekonstrukcja budowy
RLC wykonana na podstawie wynikéw obrazowania z
wykorzystaniem mikroskopii elektronowej wykazata, ze
domena helikazowa Dicer zaangazowana jest w oddzialy-
wanie z TRBP, podczas gdy centrum katalityczne enzymu
znajduje sie proksymalnie w stosunku do AGO [53]. Wyniki
badan in vitro z wykorzystaniem dsRNA wskazuja, ze pro-
dukt generowany przez Dicer jest uwalniany z kompleksu
Dicer*TRBP lub Dicer*PACT (ang. protein activator of pro-
tein kinase R), a nastepnie ponownie wigzany w odmiennej
orientacji [54]. Wedlug tego modelu, mniej stabilny termo-
dynamicznie koniec dupleksu kotwiczony jest w obrebie
domeny helikazowej Dicer, podczas gdy koniec bardziej
stabilny wiazany jest przez biatka wigzace dsRNA (dsRBP,
ang. dsRNA-binding protein), tj. TRBP lub PACT. W kolejnym
etapie nastepuje transfer dsSRNA do AGO, najpierw czesci
wigzanej przez dsRBP, a nastepnie konica oddziatlujacego z
Dicer. Proces ten jest wspierany przez bialka opiekuncze:
HSP70 i HSP90, ktére przeprowadzaja hydrolize ATP i
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utrzymuja AGO w konformacji otwartej, tj. faworyzujacej
przyjmowanie dsRNA [52]. Istnieja sprzeczne doniesienia
na temat roli Dicer na dalszych etapach funkcjonowania
RISC. Czeé¢ z nich sugeruje, ze Dicer, TRBP i AGO pozosta-
ja zwiazane, a obecnoé¢ Dicer i TRBP stymuluje aktywnos¢
AGO na etapie efektorowym RNAi [55]. Inne wyniki wska-
zuja na dysocjacje kompleksu po zwigzaniu dsRNA przez
AGO [56]

REGULACJA AKTYWNOSCI
ENDORYBONUKLEAZOWE]J DICER

Rozpatrujac interakcje Dicer z pre-miRNA, nalezy wy-
raznie rozgraniczy¢ dwa etapy: wigzanie i ciecie. Zaré6wno
wyniki badan biochemicznych prowadzonych in vitro [57],
jak i obrazowania z wykorzystaniem mikroskopii elektro-
nowej [58] wskazuja, ze efektywnos$¢ ciecia nie jest wprost
zalezna od powinowactwa enzymu do substratu. Na oba
parametry wplywaja: sekwengcja i struktura drugorzedowa
pre-miRNA oraz aktywnos¢ kofaktoréw i innych czynni-
kow oddziatujacych z RNA i/lub z Dicer. W poréwnaniu
do jadrowego etapu dojrzewania miRNA, podczas ktérego
funkcjonowanie Drosha jest stymulowane przez réznorod-
ne biatka, regulacja na etapie cytoplazmatycznym wydaje
sie polegac przede wszystkim na inhibicji aktywnosci Dicer.

Obecnie znanych jest ponad 1880 pre-miRNA ziden-
tyfikowanych w komoérkach ludzkich [miRBase v22,
http:/ /www.mirbase.org/]. Ogoélny plan budowy pre-
-miRNA jest podobny: sa to ~60-nt czasteczki przyjmujace
strukture typu spinki zazwyczaj z dwoma niesparowanymi
nukleotydami na konicu 3' (Ryc. 4). Przewidywane struktu-
ry drugorzedowe pre-miRNA réznia sie jednak znaczaco,
co do natury koncéw, stabilnosci i dtugosci dwuniciowego
trzonu spinek, a takze rozmiaru petli apikalnej. Analiza po-
réwnawcza 161 ludzkich pre-miRNA wykazala, ze cechy
takie jak: dwa niesparowane nukleotydy na korcu 3', obec-
noé¢ elementéw rozluzniajacych strukture dwuniciowa w
obrebie trzonu spinki i duza petla apikalna (=10 nt) znacza-
co podwyzszaja efektywnosc ciecia pre-miRNA przez Dicer,
natomiast ich wplyw na tworzenie kompleksu enzymesub-

petla apikalna
>10nt

helikaza

U=A>>C>G UsA>>G

~2 skrety helisy

2-nt wystajacy koniec 3’
NpU>NpA/G/C

kieszen

wiazaca koniec 3’

kieszen
wigzaca koniec 5’

Rycina 4. Schemat budowy kompleksu pre-miRNA i ludzkiej Dicer
Zaznaczono elementy pierwszo- i drugorzedowej struktury RNA, ktére sg klu-
czowe dla oddzialywania substratu z enzymem oraz gléwne domeny Dicer od-
powiedzialne za wigzanie i ciecie pre-miRNA.
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strat jest duzo stabszy [57] (Ryc. 4). Wnioski te sa sp6jne z
wynikami innych badani wskazujacych na to, ze Dicer moze
wigza¢ RNA o zréznicowanej strukturze drugorzedowej,
natomiast jedynie czasteczki posiadajace specyficzne ele-
menty strukturalne (Ryc. 4) sa przez nia ciete [59,60].

Szereg biatek wplywa na proces ciecia pre-miRNA przez
Dicer poprzez oddzialywanie z prekursorami [61]. Efekty
regulatorowe wywierane przez te bialtka wynikaja miedzy
innymi ze zmiany sekwengcji i struktury drugorzedowej
RNA, rekrutacji lub wyparcia innych czynnikéw regulato-
rowych i/lub enzymoéw, sekwestracji prekursoréw. Zmiany
sekwencji pre-miRNA obejmuja edytowanie pre-miRNA
oraz kowalencyjne modyfikacje koricéw: dimetylacje gru-
py fosforanowej na konicu 5' oraz mono- lub poliurydylacje
korica 3'. Poniewaz ujemnie naladowana grupa monofosfo-
ranowa na koricu 5’ pre-miRNA jest niezbedna dla zakotwi-
czenia substratu w dodatnio naladowanej kieszeni wigzacej
RNA w obrebie domen Platformy i PAZ, metylacja, ktéra
prowadzi do neutralizacji tadunku ujemnego, zaburza wia-
zanie pre-miRNA przez Dicer. Z kolei modyfikacja korica 3'
pre-miRNA przez terminalne transferazy urydylowe moze
mie¢ dwojaki skutek: monourydylacja pre-miRNA grupy
II prowadzi do utworzenia kanonicznej struktury konca 3'
prekursoréw i zapewnia ich wydajne wiazanie przez Dicer,
podczas gdy poliurydylacja pre-miRNA inicjowana przez
Lin28A blokuje oddzialywanie z Dicer i przyczynia sie do
degradacji pre-miRNA przez egzonukleazy. Stosunkowo
liczna grupe regulatoréw biogenezy miRNA stanowig bial-
ka wiazace sie do rejonu apikalnego pre-miRNA. Jak wspo-
mniano wczeéniej, oddzialywanie pomiedzy petla apikalna
a domeng helikazowg Dicer jest istotne dla przyjecia przez
rybonukleaze konformacji warunkujacej wydajne wycina-
nie i uwalnianie miRNA. W zwigzku z tym, zmiany struk-
tury rejonu apikalnego pre-miRNA najprawdopodobniej
wywierajg efekt allosteryczny na aktywnosé Dicer.

Mimo ze Dicer jest zdolna samodzielnie cigé¢ pre-miR-
NA in vitro, w warunkach komoérkowych funkcjonuje ona
w formie komplekséw biatkowych, w ktérych jej aktyw-
no$¢ wspierana jest przez inne dsRBP. U czltowieka pod-
stawowymi parterami Dicer sa dwa strukturalnie podobne
biatka: TRBP i PACT [61-63]. Zaréwno TRBP, jak i PACT
posiadaja trzy domeny dsRBD; jedna z nich (C-koricowa)
jest zaangazowana w oddzialywanie z domeng helikazo-
wa Dicer, natomiast dwie pozostale domeny wiaza RNA
[16,62-65]. TRBP i PACT nie tylko rekrutuja RNA do Di-
cer, ale takze wplywaja na strukture rybonukleazy i jej
substratu oraz dopasowanie RNA do centrum aktywnego
enzymu. Wykazano, ze PACT faworyzuje wigzanie i ciecie
pre-miRNA [66]. Nie stwierdzono, by biatko TRBP przyczy-
niatosiedodyskryminacji pomiedzy prekursoramidlasiRNA
i miRNA [66], wykazano natomiast, ze utatwia ono selekcje
pre-miRNA w $rodowisku, w ktérym wystepuja inne RNA
o strukturze typu spinki [67]. Ponadto oddzialywanie TRBP
z Dicer wplywa na kinetyke reakcji katalizowanej przez en-
zym, zwiekszajac predkos¢ maksymalng ~4-5-krotnie [64].
Oddziatywanie z TRBP lub PACT moze takze wptywac na
wzor ciecia pre-miRNA przez Dicer, przyczyniajac sie do
powstawania izoform miRNA nieznacznie réznigcych sie
dtugoscia [13,66,68,69]. Dodatkowo, TRBP stabilizuje Dicer
[55,70] oraz wspiera tworzenie kompleksu RISC i przeka-
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zywanie dupleksu miRNA do biatka AGO [13,53,55,62,71].
Podobne funkcje zaproponowano réwniez dla PACT, cho¢
jego rola w tym aspekcie funkcjonowania Dicer jest stabiej
poznana [63,69].

Badania interaktomu ludzkiej Dicer doprowadzily do
zidentyfikowania szeregu bialek oddzialujacych z nia bez-
posrednio i wplywajacych na jej aktywnosé [23]. Bialka te
obejmuja zaréwno czynniki endogenne, jak i biatka pocho-
dzenia wirusowego. Wplywaja one na zmiany struktury
Dicer, uczestnicza w sekwestracji bialka lub jego translo-
kacji w obrebie komérki. W ostatnim czasie pojawiaja sie
réwniez doniesienia wskazujace na to, Ze nie tylko czynniki
biatkowe, ale réwniez czasteczki kwaséw nukleinowych
sa zaangazowane w regulacje aktywnosci Dicer [60,72,73].
W komoérkach ludzkich oraz C. elegans w obrebie czasteczek
mRNA i IncRNA zidentyfikowano tzw. miejsca pasywne-
go wigzania Dicer [60]. S to lokalne struktury typu spinki
rozpoznawane przez Dicer, ale - ze wzgledu na kontekst,
w ktérym sie znajduja (dlugie rejony jednoniciowe oskrzy-
dlajace trzon spinki) - nieciete przez enzym. Postuluje sie,
Ze miejsca pasywne moga kotwiczy¢ Dicer na transkryptach
genoéw kodujacych biatka oddziatujace z rybonukleaza (np.
TRBP) i w ten spos6b ulatwiac tworzenie sie funkcjonalnych
komplekséw Dicer z syntetyzowanymi in situ biatkami. Po-
nadto miejsca te mogg stanowic¢ element regulacji aktyw-
noéci Dicer poprzez sekwestracje rybonukleazy. Podobny
mechanizm, oparty na wspélzawodniczeniu o wiazanie z
Dicer, jest wykorzystywany przez wirusy [74,75]. W trakcie
infekcji komorek ludzkich adenowirusem typu 5 produko-
wane sa znaczne iloéci wirusowego RNA dzialajacego jak
inhibitor kompetycyjny Dicer [74,75]. W wyniku wysycenia
enzymu wirusowym RNA, dochodzi do deregulacji pozio-
mu miRNA i ostabienia potencjatu komorki do prawidtowej
odpowiedzi odpornosciowe;j.

FUNKCJE JADROWE DICER

Mimo ze Dicer postrzegana jest przede wszystkim jako
biatko cytoplazmatyczne, jej obecnosé stwierdzono réwniez
w jadrze komoérkowym, gdzie enzym ten zaangazowany
jest w transkrypcyjna regulacje ekspresji genéw [76-79]. Wy-
kazano np., ze Dicer oddzialuje z receptorami jadrowymi i
stymuluje transkrypcje przez Pol Il szeregu genéw posiada-
jacych w rejonach promotorowych sekwencje odpowiedzi
na hormony steroidowe (ang. steroid response elements) [77].
W ostatnich latach pojawiaja si¢ réwniez doniesienia o za-
angazowaniu Dicer w ochrone stabilnosci genomu poprzez
udzial w szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR,
ang. DNA Damage Response) i naprawe dwuniciowych
peknie¢ DNA [80,81]. Ponadto Dicer zaangazowana jest w
degradacje potencjalnie niebezpiecznych transkryptéw ru-
chomych elementéw genetycznych [82] i dsSRNA powstaja-
cych jako produkty zbieznej transkrypcji [83]. Akumulacja
transkryptow powtoérzen Alu, do ktérej dochodzi w wyniku
mutacji zaburzajacych funkcjonowanie Dicer, jest cytotok-
syczna i prowadzi do rozwoju zwyrodnienia plamki Z6ltej
zwigzanego z wiekiem. Z kolei dsSRNA powstajace w wyni-
ku zbieznej transkrypciji, jezeli nie zostang zneutralizowane
przez Dicer, po przedostaniu sie do cytoplazmy uruchamia-
ja odpowiedz interferonowgq, prowadzac do apoptozy ko-
morki.
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Podstawy molekularne transportu Dicer pomiedzy ja-
drem a cytoplazma nie sa w pelni poznane. Badania w li-
niach komérek HelLa wykazaly, ze domena dsRBD Dicer
moze funkcjonowac¢ jako atypowy sygnal lokalizacji ja-
drowej (NLS, ang. nuclear localisation signal) rozpoznawa-
ny przez importyny [ [84]. W pelnej dtugosci biatku, NLS
dsRBD jest najprawdopodobniej maskowany przez inne
domeny lub nieznany jeszcze czynnik biatkowy. Wyniki
badann w systemie heterokarionowym wykazaty, ze Dicer
moze przemieszczac sie pomiedzy jadrem a cytoplazma, co
wskazuje na istnienie w obrebie biatka réwniez sygnatu eks-
portu jadrowego [84]. Translokacje Dicer do jadra stwier-
dzono takze w nastepstwie odwracalnej fosforylacji w obre-
bie kasety PPC oraz domen RIII i dsRBD Dicer [30,81,85], o
czym wspomniano juz wczesniej.

UDZIAL DICER W PROCESIE APOPTOZY

Apoptoza jest naturalnym procesem zaprogramowanej
$mierci komoérki w organizmach wielokomoérkowych [86].
Jej zadaniem jest doprowadzenie do usuniecia z organizmu
starych lub uszkodzonych komérek. W wyniku ekspozycji
komorek ssakéw na silny stres lub szkodliwe czynniki na-
stepuje aktywacja wewnatrzkomérkowych szlakéw sygna-
towych, ktére uruchamiajg kaskade wydarzerr zaburzaja-
cych strukture i funkcje metaboliczne komorki, prowadzac
do jej $mierci. W zaleznosci od czynnika indukujacego,
proces apoptozy moze przebiega¢ z udzialem jednego z
kilku szlakéw, m.in. szlaku wewnetrznego, zaleznego od
mitochondriéw, czy szlaku zewnetrznego, znanego jako re-
ceptorowy. Niezaleznie od aktywowanego szlaku, w umie-
rajacych komoérkach dochodzi do fragmentacji chromoso-
malnego DNA w regionach internukleosomalnych. Inna
charakterystyczna cechg apoptozy jest aktywacja w cytopla-
zmie proteaz cysteinowych, zwanych kaspazami, ktére od-
powiadaja za propagowanie sygnatu (kaspazy indukujace,
sygnatowe) oraz degradacje biatlek komérkowych (kaspazy
wykonawcze).

Obecnie wiadomo, ze substratem kaspaz podczas proce-
su apoptozy staje sie rowniez rybonukleaza Dicer. Badania
prowadzone w komoérkach ludzkich hodowanych in vitro
[87,88] i w komorkach C. elegans [7] wykazaly, ze Dicer pod-
lega proteolitycznemu cieciu w wyniku ktérego dochodzi
do akumulacji fragmentu biatka nazwanego t-Dicer (ang.
truncated Dicer), obejmujacego czes¢ domeny Rllla, domene
RIIIb oraz dsRBD. t-Dicer, ze wzgledu na brak kompletnej
domeny Rllla, nie moze tworzy¢ dimeru wewnatrzczastecz-
kowego, w zwigzku z czym nie posiada aktywnosci RNa-
zowej. Wykazano jednak, ze w komoérkach nicienia t-Dicer
pelni funkcje deoksyrybonukleazy, ktéra inicjuje degradacje
DNA, przyczyniajac sie do propagowania apoptozy [7]. Do
tej pory brak jednak dowoddéw na to, ze fragment uwal-
niany z ludzkiej Dicer moze pelni¢ podobna role i réwniez
uczestniczy¢ we fragmentacji chromosomow.

POWIAZANIE DICER Z PROCESAMI ZAPALNYMI
Pojawiajace si¢ w organizmie procesy zapalne powstaja w

wyniku reakcji obronnej komoérek na czynniki zewnetrzne,
patogeny i stres. Dzieki wspomnianym procesom organizm
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jest w stanie bronic sie i dazy¢ do ponownego przywroécenia
réwnowagi oraz usuniecia szkodliwego czynnika. Jednym
z enzymOw zaangazowanych w biosynteze przekaznikow
zapalnych, umozliwiajacych uruchomienie proceséw zapa-
lanych w organizmie, jest 5-lipooksygenaza (5LO). U ludzi
5LO ulega ekspresji gtéwnie w zréznicowanych komoérkach
zapalnych, takich jak granulocyty, monocyty, makrofagi,
komoérki tuczne, komorki dendrytyczne i limfocyty B [89].
Enzym ten katalizuje pierwsze dwa etapy biosyntezy leu-
kotrienéw, ktére sa silnymi mediatorami stanu zapalnego.

Wykazano, ze 5LO wigze sie do fragmentu C-koricowego
ludzkiej rybonukleazy Dicer, a oddzialywanie to wptywa
na wzor ciecia pre-miRNA [8]. W kompleksie z 5SLO Dicer
generuje nietypowe produkty o dtugosciach: ~10-12 nti ~55
nt. Jak dotad nie wyjasniono funkgji tych RNA. Dowiedzio-
no jednak, iz w wyniku oddzialywan Dicer z 5LO dochodzi
do rearanzacji struktury enzymu; kluczowe dla generowa-
nia nietypowego wzoru ciecia pre-miRNA sg najprawdopo-
dobniej zmiany konformacyjne zachodzace w obrebie frag-
mentu C-konicowego Dicer.

Warto réwniez wspomnieé, ze dwadziescia lat temu
c¢DNA Dicer zostal wyizolowany z wykorzystaniem dwu-
hybrydowego systemu drozdzowego przy uzyciu 5LO jako
tzw. ,przynety” [90]. Dokladny charakter i wpltyw oddzia-
tywan Dicer-5LO pozostaja niewyjasnione, jednakze przy-
toczone dane dostarczaja silnych dowodéw na powiazanie
Dicer z procesami zapalnymi.

AKTYWNOSC OPIEKUNCZA DICER

Biatka posiadajace aktywnos¢ opiekuricza, inaczej cha-
perony lub szaperony (ang. chaperone) wspieraja proces fat-
dowania tarficuchéw polipeptydowych (chaperony bialek),
badz faricuchéw polinukleotydowych (chaperony kwaséw
nukleinowych) i przyjmowania przez te czasteczki konfor-
macji najkorzystniejszej energetycznie. Aktywnosé chape-
ronéw biatkowych ma istotne znaczenie dla prawidtowego
zwijania sie bialek po translacji [91]. Chaperony kwaséw
nukleinowych moga z kolei indukowa¢ zmiany konforma-
cyjne w obrebie DNA badZz RNA, co w konsekwencji prze-
klada si¢ na zmiane funkcji pelnionej przez dana czasteczke
[92]. Dobrze znanym przykitadem chaperonéw kwaséw nu-
kleinowych sa biatka opiekunicze kodowane przez wirusy.
Biatka te, poprzez wspieranie hybrydyzacji pomiedzy kom-
plementarnymi sekwencjami kwaséw nukleinowych, moga
decydowaé o zmianach w fazach cyklu wirusa, np. biatko
nukleokapsydu wirusa HIV indukuje proces replikacji wi-
rusa [93].

W ostatnim czasie wykazano, ze ludzka Dicer réwniez
moze pelni¢ funkcje charakterystyczne dla chaperonéw
kwaséw nukleinowych [20]. Wyniki badan in vitro przepro-
wadzone z wykorzystaniem pelnej dtugosci biatka oraz po-
lipeptydéw odpowiadajacych fragmentom Dicer wykazaly,
ze najprawdopodobniej dzieki obecnosci domeny DUF283,
Dicer wspiera parowanie sekwencji komplementarnych
wystepujacych w kwasach nukleinowych. Dowiedziono, ze
ludzka Dicer promuje hybrydyzacje zaréwno w pelni, jak i
tylko czesciowo komplementarnych nici RNA oraz DNA.
Ponadto wykazano, ze bialko to wspomaga parowanie po-
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miedzy krétkim RNA a fragmentem do niego komplemen-
tarnym, wystepujacym w diuzszym RNA o ztozonej struk-
turze drugo- i trzeciorzedowej. W zastosowanym modelu
badawczym sekwencja komplementarna wobec krétkiego
RNA wystepowata w trzonie spinki tworzonej przez diuz-
szg czasteczke, zatem struktura drugorzedowa diuzszej nici
musiata zostac rozluZniona, by udostepni¢ sekwencje kom-
plementarna do hybrydyzacji z krétszym RNA [20]. Zgro-
madzone dane sugerujg zatem, Ze ludzka Dicer moze roz-
luzniaé (,,topic¢”) ztozone struktury drugo- i trzeciorzedowe
obecne w RNA. Podejrzewa sig, Ze aktywnos¢ chaperono-
wa Dicer moze odgrywac role podczas wiazania czasteczek
pre-miRNA; zmiany konformacyjne zachodzace w obrebie
pre-miRNA mogg mie¢ duzy wplyw na efektywnos¢ ciecia
substratu przez Dicer. Zaproponowano, ze Dicer moze réw-
niez wspiera¢ parowanie czasteczek miRNA lub siRNA z
komplementarnymi sekwencjami regulatorowymi w rejo-
nach 3" UTR transkryptéw i w ten sposéb wspomagac lub
konkurowac¢ z bialkami AGO na etapie efektorowym RNAi
[20].

PODSUMOWANIE

Udziat w procesie biogenezy srRNA jest najlepiej pozna-
na rola rybonukleazy Dicer, postrzegana jako kanoniczna
funkcja tego enzymu. Biorac pod uwage zlozonosé budowy
Dicer oraz jej zdolno$¢ do oddziatywania z czasteczkami
kwaséw nukleinowych o bardzo zréznicowanej diugosci i
strukturze, nie powinny dziwi¢ pojawiajgce si¢ w ostatnich
latach doniesienia dotyczace tzw. niekanonicznych funk-
qji Dicer. Przykladem takich funkcji sa, m.in., udzial Dicer
w metabolizmie réznorodnych czgsteczek RNA, ochronie
integralnosci genomu, a takze w procesie apoptozy, czy
w procesach zapalnych. Aktualne rozumienie aktywnosci
Dicer niezwigzanych z powstawaniem miRNA oraz siRNA
jest wcigz ograniczone. Nie ulega jednak watpliwosci, ze
znaczenie Dicer dla prawidlowego funkcjonowania komo-
rek wykracza daleko poza biogeneze srRNA.
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SUMMARY

Endoribonuclease III Dicer plays a crucial role in the biogenesis of small regulatory RNAs, such as microRNAs (miRNAs) and small inter-
fering RNAs (siRNAs). However, this is not the only role that Dicer plays in cells. For example, it has been shown that Dicer is involved in
processing of diverse classes of RNA, including tRNA and snoRNA, cleavage of repeat-element-derived RNAs, and maintenance of genome
integrity. Dicer has also been found to participate in the chromosome fragmentation during apoptosis or in the inflammatory processes. More-
over, a recent discovery of Dicer-binding passive sites in mRNAs and long non-coding RNAs, and its putative nucleic acid chaperone activity,
has pointed out a novel regulatory role of the enzyme. Here we focus on human Dicer and review its structure and function including recent

findings on miRNA-independent roles and their impact on cell biology.
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