Streszczenie

MikroRNA (miRNA) sg krétkimi, niekodujgcymi czasteczkami RNA, dziatajacymi jako
potranskrypcyjne regulatory ekspresji gendw. Poprzez wigzanie do sekwencji docelowych
transkryptéw, miRNA kierujg je do degradacji lub hamujg translacje kodowanych przez nie biatek.
Biogeneza miRNA jest procesem scisle kontrolowanym, w ktérym fundamentalng role odgrywa
rybonukleaza Dicer, wycinajgca dojrzate miRNA z ich prekursoréw (pre-miRNA) o strukturze szpilki do
wtosow.

Wirusowe miRNA sg uznawane za jedne z kluczowych regulatoréw oddziatywan pomiedzy
wirusem a komérka gospodarza, modulujgc takie procesy jak replikacja wiruséw, przeciwwirusowa
odpowiedz immunologiczna, latencja wirusowa (stan utajenia) i patogeneza. Od ponad dekady
regularnie wzrasta liczba doniesien na temat identyfikacji kolejnych miRNA kodowanych w genomach
alfaherpeswiruséw, w tym w genomie wirusa pseudowscieklizny (ang. pseudorabies virus, PRV),
bedacego patogenem s$win oraz modelem do badan nad biologig herpeswiruséw. PRV koduje
jedenascie odrebnych miRNA zgrupowanych w intronie transkryptu zwigzanego z latencjg (ang. Large
Latency Transcript, LLT), jednak ich rola w cyklu replikacyjnym wirusa nie zostata do tej pory
wyczerpujgco zbadana.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto bardziej doktadne scharakteryzowanie funkcji trzech
pierwszych miRNA zlokalizowanych w intronie LLT PRV. Praca badawcza zostata podzielona na dwie
czesci — analize wptywu klastra grupujacego trzy miRNA (LLT[1-3]) na przebieg infekcji oraz badania
nad selektywna regulacjg wycinania miRNA z klastra LLT[1-3], prowadzone za pomocg inhibitoréw w
celu obserwacji efektu fenotypowego zwigzanego z utratg funkcji danego miRNA.

W pierwszej czesci projektu skonstruowatam linie komadrek jader swinskich (ST) z konstytutywna
ekspresjg wirusowych miRNA, nazwang ST_LLT[1-3]. Korzystajgc z systemu hodowli komdrkowe;j,
zapewniajgcego stabilng produkcje heterologicznych miRNA na wysokim poziomie dowiodtam, ze
klaster miRNA LLT[1-3] reguluje poziom aktywatoréw produktywnej infekcji i glikoproteiny g we
wczesnych stadiach infekcji PRV. Analiza kinetyki wzrostu wirusa w linii ST_LLT[1-3] wskazata na
potencjat analizowanego klastra miRNA do regulowania procesu infekcji poprzez subtelne zaktécanie
zdolnosci wirusa do transmisji i proliferacji.

Druga czes¢ mojego projektu doktorskiego byta zwigzana z badaniami nad inhibicjg aktywnosci
Dicer i kontrolg biogenezy miRNA PRV, prowadzonymi za pomocy oligomeréw o potencjale
inhibitorowym wobec ciecia prekursoréow miRNA. Wstepna czes¢ pracy dotyczyta opracowania
systemu produkcji i oczyszczania rekombinowanej rybonukleazy Dicer w systemie bakulowirusowym.

Analiza biochemiczna uzyskanego preparatu wykazata jego silng i wysoce specyficzng aktywnos¢, a



takze potwierdzita jego wysoki stopien jednorodnosci. Wymienione wifasciwosci pozwolity na
wykorzystanie preparatu Dicer, m.in., do badan nad oddziatywaniami tej rybonukleazy z inhibitorami
RNA rdznej dtugosci, co przetozyto sie na lepsze zrozumienie mechanizmdw regulacji aktywnosci Dicer.

Badania nad regulacjg dojrzewania miRNA PRV byty prowadzone za pomocg dwdch rodzajow
inhibitoréw biogenezy miRNA: oligonukleotydéw 2’-O-metylowanych, zaprojektowanych w programie
EvOligo, oraz komercyjnie dostepnych oligomeréw Morpholino. Analiza ich aktywnosci w warunkach
in vitro wykazata, ze oba rodzaje oligomerdw wydajnie hamowaty przetwarzanie syntetycznych pre-
miRNA PRV przeprowadzane przez Dicer. Kolejnym krokiem byto zbadanie aktywnosci oligomerdéw 2’-
O-metylowanych i Morpholino w ukfadzie komérkowym. Wstepne wyniki doswiadczed nad
potencjatem regulatorowym ww. inhibitoréw wprowadzonych do komdrek linii ST_LLT[1-3] wykazaty
jednak, ze hamowaty one wycinanie miRNA PRV w sposdb nieselektywny, co uniemozliwito ich
wykorzystanie do bardziej szczegétowych doswiadczen badajgcych role poszczegdlnych miRNA z
klastra LLT[1-3]. W celu potwierdzenia funkcji wybranego miRNA w komérkach zainfekowanych
wirusem PRV potrzebne sg dalsze optymalizacje warunkdw pracy z inhibitorami biogenezy miRNA.
Niewykluczone, ze modyfikacja modelu badawczego utatwitaby obserwacje efektu fenotypowego
zwigzanego ze spadkiem poziomu wybranego miRNA.

Podsumowujac, przeprowadzone badania przyczynity sie do dokfadniejszego poznania funkcji
miRNA w biologii wirusa PRV oraz poszerzyty wiedze dotyczgcg mozliwosci wykorzystania inhibitoréw

biogenezy miRNA w uktadzie komérkowym.



