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Wykaz stosowanych skrotow

2’0OMe
28S

SZP

3p

5p

A

aa

AAV
AcMNPV

ADAR1
APS
ATP
AGO
AMO
ang.
Bac
BART
BHV-1
Bim
BSA

C

Cas9
CCR4-(NOT)

CcD4
cDNA
cpm
CRISPR

Ct

DCL

DDX6
DExD/H-box
DGCRS8

DIVA

DMSO
dNTPs
dsDNA
dsRBD
dsRBP
dsRNA
DUF283

oligorybonukleotydy 2’-O-metylowane

gen kodujacy podjednostke 28S rRNA, stuzacy jako gen referencyjny w reakcji gPCR
radioizotop fosforu, znacznik promieniotwodrczy

oznaczenie méwigce o pochodzeniu dojrzatego miRNA z ramienia 3’ pre-miRNA

oznaczenie mowigce o pochodzeniu dojrzatego miRNA z ramienia 5’ pre-miRNA

nukleotyd adeninowy

aminokwasy (ang. amino acids)

wirusy zwigzane z adenowirusami (ang. adeno-associated viruses)

wirus poliedrozy jadrowej Autographa californica (ang. Autographa californica nuclear
polyhedrosis virus)

deaminaza adenozyny dziatajgca na RNA 1 (ang. adenosine deaminase actin on RNA-1)
nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)

tréjfosforan adenozyny (ang. adenosine-5'-triphosphate)

biatka z rodziny Argonaute (ang. Argonaute protein)

oligonukleotydy antysensowne wobec miRNA (ang. antisense miRNA oligonucleotides)

z jezyka angielskiego

rekombinowany bakulowirus (ang. baculovirus)

transkrypt IncRNA wirusa EBV (ang. BamHI A rightward transcript)

bydlecy herpeswirus 1 (ang. bovine herpesvirus 1)

proapoptotyczne biatko wirusa EBV (ang. Bcl-2-interacting mediator of cell death)

albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)

nukleotyd cytozynowy

zwigzana z CRISPR endonukleaza 9 (ang. CRISPR associated protein 9)

kompleks o aktywnosci hamujacej translacje (ang. carbon catabolite repressor 4 — negative
regulator of transcription)

koreceptor receptora limfocytéw T pomocniczych (ang. cluster of differentation 4)

DNA komplementarny do RNA (ang. complementary DNA)

zliczenia na milion (ang. counts per million)

zgrupowane, regularnie rozproszone, krotkie, powtarzajgce sie sekwencje palindromiczne
(ang. clustered regularly-interspaced short palindromic repeats)

liczba cykli wymaganych aby sygnat fluorescencyjny przekroczyt poziom tta podczas reakcji
gPCR (ang. cycle threshold)

roslinne biatka podobne do Dicer (ang. Dicer-like proteins)

helikaza o aktywnosci hamujacej translacje (ang. DEAD-box helicase 6)

motyw strukturalny charakterystyczny dla RNA helikaz DExD/H-box

biatko wchodzgce w sktad kompleksu Mikroprocesora (ang. DiGeorge syndrome critical region
gene)

strategia rozrdézniania zwierzat zaszczepionych od zakazonych (ang. differentiating infected
from vaccinated animals)

dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl! sulfoxide)

deoksynukleotydy (ang. deoxynucleotide triphosphate)

dwuniciowy kwas deoksyrybonukleinowy (ang. double-stranded DNA)

domena wigzgca dsRNA (ang. dsRNA binding domain)

biatko wigzgce dsRNA (ang. dsRNA binding protein)

dwuniciowy RNA (ang. double-stranded RNA)

domena Dicer o nieznanej funkcji (ang. domain of unknown function 283)



E

EBV

ECL

EDTA

EE
EHV-1i-4
EIC

elF

EMSA

EPO

ER
Exp-5

F

FBS

G

gag

gE

GFP (eGFP)
GOF
GTP
GW182

HCMV
HCV
hDicer
hDicerC
hDicerN
Hela
Hise-tag
HIV

hpi

hpt
HRP

hsa
HSV-1i -2
ICPOi 4
ICTV

IE
IE180
IFN
IMAC
IPMA

IRES
Ko
kDa
kpz

geny wczesne (ang. early genes)

wirus Epsteina-Barr (ang. Epstein-Barr virus)

chemiluminescencja (ang. enhanced chemiluminescence)

kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

wczesne endosomy (ang. early endosomes)

konskie herpeswirusy 1i 4 (ang. equine herpesvirus)

chromatografia jonowymienna (ang. ion exchange chromatography)

czynnik inicjacji translacji (ang. eukaryotic initiation factor)

metoda réznicowanej migracji w zelu poliakrylamidowym (ang. electrophoretic mobility shift
assay)

produkt genu E, transaktywator PRV (ang. early protein 0)

reticulum endoplazmatyczne (ang. endoplasmic reticulum)

eksportyna 5 (ang. exportin 5)

starter poczatkowy (ang. forward)

ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

nukleotyd guaninowy

retrowirusowy gen kodujacy strukturalng poliproteine rdzenia (ang. group antigens)
glikoproteina E (ang. glycoprotein E)

biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)

badania w ktérych podnosi sie poziom analizowanego czynnika (ang. gain-of-function)
tréjfosforan guanozyny (ang. guanosine-5'-triphosphate)

rodzina biatek o aktywnosci hamujacej translacje, zawierajacych duzo powtérzen glicyna (G)/
tryptofan (W), (ang. glycine-tryptophan protein of 182 kDa)

ludzki wirus cytomegalii (ang. human cytomegalovirus)

wirus zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis C virus)

ludzka rybonukleaza Dicer (ang. human Dicer)

preparat hDicer zawierajacej Hise-tag na C-konicu

preparat hDicer zawierajgcej Hise-tag na N-koricu

linia komdrkowa pochodzgca z ludzkiego raka szyjki macicy

znacznik histydynowy 6xHis

ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human immunodeficiency virus)

liczba godzin po infekcji (ang. hours post infection)

liczba godzin po transfekcji (ang. hours post transfection)

peroksydaza chrzanowa (ang. horsereadish peroxidase)

pochodzenia ludzkiego (tac. Homo sapiens)

wirusy opryszczki pospolitej 1i 2 (ang. herpes simplex virus)

transaktywatory HSV-1 (ang. infected cell protein)

Miedzynarodowy Komitet Taksonomii Wirusow (ang. International Committee on Taxonomy
of Viruses)

geny natychmiastowo-wczesne (ang. immediate-early genes)

produkt genu IE, jedyny natychmiastowo-wczesny transaktywator PRV

interferon

chromatografia powinowactwowa (ang. immobilized metal ion affinity chromatography)
detekcja biatek in situ w hodowlach jednowarstwowych komérek ssaczych i owadzich (ang.
immunoperoxidase monolayer assay)

sekwencja wewnetrznych powtdrzen w genomie PRV (ang. internal repeat)

wewnetrzne miejsce wigzania rybosomu (ang. internal ribosome entry site)

stata dysocjacji (ang. dissociation constant)

jednostka masy czasteczek (w tysigcach Daltondw, ang. kiloDaltons)

liczba tysiecy par zasad



KSHV
kz

L

LAP1
LAT
LLT
LLT[1-3]
LLT1
LLT2
LLT3
LLT7
LLT11
LNA
IncRNA
LOF
LTR

fac.
MHV-68
MICB

MIS

mRNA
MHCI
miRISC
miRNA, miR
miRNA-seq
ML

MMLV

MO

Mol

MRE
MT
MTS
mV
ncRNA
Neuro-2a
NGS
Ni-NTA
NIA-3
NK

NP

nt

OB fold

ORF
OVs
QHP
gqPCR

wirus miesaka Kaposi'ego (ang. Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus)

liczba tysiecy zasad

geny pozne (ang. late genes)

gtéwny promotor genu LAT (ang. latency-associated promoter 1)

transkrypt zwigzany z latencjg (ang. latency associated transcript)

dtugi transkrypt zwigzany z latencja (ang. Large Latency Transcript)

klaster zawierajacy trzy frontalne miRNA zlokalizowane w intronie LLT

prv-miR-LLT1-3p

prv-miR-LLT2-5p

prv-miR-LLT3-3p

prv-miR-LLT7-5p

prv-miR-LLT11a

nukleotydy o usztywnionej strukturze (ang. locked nucleic acid)

dtugi niekodujacy RNA (ang. long non-coding RNA)

badania w ktdrych obniza sie ilos¢ analizowanego czynnika (ang. loss-of-function)

dtugie terminalne powtdrzenia identycznych sekwencji DNA lub RNA (ang. long terminal
repeats)

z taciny

mysi gammaherpeswirus 68 (ang. murine gammaherpesvirus-68)

indukowany stresem ligand dla limfocytéw NK (ang. MHC class | polypeptide-related sequence
B)

ludzkie komérki czerniaka

RNA informacyjny (ang. messenger RNA)

gtéwny uktad zgodnosci tkankowej klasy | (ang. major histocompatibility complex class I)
kompleks wyciszajgcy indukowany przez miRNA (ang. miRNA induced silencing complex)
mikroRNA (ang. microRNA)

sekwencjonowanie miRNA (ang. microRNA sequencing)

algorytmy uczenia maszynowego (ang. machine learning)

wirus mysiej biataczki Moloney'a (ang. Moloney Murine Leukemia Virus)

oligonukleotydy Morpholino

wspotczynnik wielokrotnosci infekcji, liczba wiriondw przypadajgca na jedng komédrke (ang.
multiplicity of infection)

element odpowiedzi na miRNA (ang. miRNA response elements)

mikrotulube (ang. microtubules)
3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-5-(3-karboksymetoksyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazol
oligonukleotydy mirVana

niekodujgcy RNA (ang. non-coding RNA)

linia mysich komdrek neuroblastomu

sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next-generation sequencing)

ztoze niklowe wykorzystywane w IMAC

dziki szczep PRV (ang. Northern Ireland Aujeszky-3)

limfocyty cytotoksyczne, element wrodzonego uktadu odpornosciowego (ang. natural killer)
pory jagdrowe (ang. nuclear pores)

nukleotyd (ang. nucleotide)

motyw wigzacy oligonukleotydy/ oligosacharydy (ang. oligonucleotide/ oligosaccharide
binding fold)

otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)

wirusy onkolityczne (ang. oncolytic viruses)

anionit, ztoze wykorzystywane do EIC

ilosciowa reakcja taricuchowa polimerazy (ang. quantitative polymerase chain reaction)
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¢} okresla wartosc istotnosci statystycznej

P1 pierwsze pokolenie rekombinowanych bakulowiruséw, zebrane po transfekcji komdrek Sf9 za
pomocy rekombinowanego bakmidu

P2, P3 kolejne pokolenia rekombinowanych bakulowiruséw

PAA poliakrylamid (ang. polyacrylamide)

PABPC biatko wigzace poliadenylan (ang. poly(A) binding protein cytoplasmic)

PACT proteinowy aktywator kinazy proteinowej R (ang. protein activator of protein kinase R)

PAGE poliakrylamidowa elektroforeza zelowa (ang. polyacrylamide gel electrophoresis)

PAM motyw sgsiadujacy z protoprzerywnikiem (ang. protospacer adjacent motif)

PAN nukleaza poli(A), (ang. poly(A) nuclease)

PAZ domena Piwi, Argonaute i Zwille

PBS bufor fosforanowy (ang. phosphate-buffered saline)

PBS-T bufor fosforanowy z Tween 20

pfu jednostka tworzaca tysinke (ang. plaque forming unit)

pl punkt izoelektryczny (ang. isoelectric point)

piRNA RNA oddziatujacy z biatkami Piwi (ang. PIWI-interacting RNA)

PK-15 linia komdrek nabtonkowych nerki $wini 15 (ang. porcine kidney 15)

pLZRS wektor retrowirusowy zawierajacy sekwencje pochodzace z mysiego retrowirusa biataczki
Moloney’a

PMS fenantazynometanosulfonian (ang. phenazine methosulfate)

PPC kaseta obejmujgca domeny Dicer: Platforme, PAZ, helise taczacq (ang. Platform-PAZ-
Connectior helix cassette)

pre-miRNA prekursor miRNA (ang. precursor miRNA)

pre-siRNA precursor siRNA (ang. precursor siRNA)

pri-miRNA pierwotny transkrypt miRNA (ang. primary miRNA transcript)

ProtK proteinaza K (ang. proteinase K)

PRV wirus pseudowscieklizny (ang. pseudorabies virus)

PVDF polifluorek winylidenu (ang.polyvinylidene fluoride)

pz pary zasad

R starter koncowy (ang. reverse)

Ran enzyme katalizujgcy hydrolize GTP (ang. Ras-related nuclear protein)

RES retrowirusowy system ekspresji gendw (ang. retroviral expression system)

RFP biatko czerwonej fluorescencji (ang. red fluorescence protein)

RIG-I motyw strukturalny charakterystyczny dla helikaz z rodziny RIG-I

RISC kompleks wyciszajacy indukowany przez RNA (ang. RNA induced silencing complex)

RLC kompleks tadujacy RISC (ang. RISC-loading complex)

RNAi interferencja RNA (ang. RNA interference)

RNaza rybonukleaza (ang. ribonuclease)

rpm liczba obrotéw na minute (ang. revolutions per minute)

rRNA rybosomalny RNA (ang. ribosomal RNA)

RT reakcja odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription)

Ryc. rycina

sDicer Swinska rybonukleaza Dicer (ang. swine Dicer)

SDS sol sodowa siarczanu dodecylu (ang. sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE elektroforeza poliakryloamidowa w warunkach redukujgcych (ang. sodium dodecy! sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis)

SEC chromatografia zelowa (wykluczania, ang. size exclusion chromatography)

Sf9 owadzia linia komdrkowa pochodzaca z jajnika ¢my Spodoptera frugiperda

SHV-1 Swinski herpeswirus 1 (ang. suid herpesvirus 1), inna nazwa PRV

siRNA maty interferencyjny RNA (ang. small interfering RNA)
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SLA-1
sncRNA
snoRNA
snRNA
sRNA
srRNA
ssDNA
ssRNA
ST

T

Tab.
TAE
TAP

TBE
TEMED
TGN
TR
tRNA
TRBP

TSS-miRNAs

U6

Us
uss
UTR
VP16
VP26
vzv
WT
XRN1
ACt

AACt

Swinski antigen zgodnosci tkankowej (ang. swine leukocyte antigen class I)

maty niekodujacy RNA (ang. small non-coding RNA)

maty jaderkowy RNA (ang. small nucleolar RNA)

maty jadrowy RNA (ang. small nuclear RNA)

maty RNA (ang. small RNA)

maty regulatorowy RNA (ang. small regulatory RNA)

jednoniciowy DNA (ang. single-stranded DNA)

jednoniciowy RNA (ang. single-stranded RNA)

linia komdrkowa jadra swini (ang. swine testicle)

nukleotyd tymidynowy

tabela

bufor Tris-octan-EDTA (ang. tris-acetate-EDTA buffer)

transporter zwigzany z przetwarzaniem antygendw (ang. transporter associated with antigen
processing)

bufor Tris-boran-EDTA (ang. tris-borate-EDTA buffer)

N,N,N',N'-tetrametyloethylenodiamina (ang. tetramethylethylenediamine)

czesc trans aparatu Golgiego (ang. trans-Golgi network)

sekwencja zewnetrznych powtdérzen w genomie PRV (ang. terminal repeat)

transportujacy RNA (ang. transfer RNA)

biatko wchodzace w sktad kompleksu RISC (ang. trans-activation response RNA-binding
protein)

miRNA pochodzgce z miejsc startu transkrypcji gendow kodujgcych biatka (ang. transcriptional
start site miRNAs)

rybonukleotyd urydynowy

snRNA, komponent spliceosomu

unikalny dtugi region kodujgcy w genomie PRV (ang. unique long segment)

unikalny krétki region kodujacy w genomie PRV (ang. unique short segment)

gen kodujacy gE (ang. unique short 8)

regiony mRNA niepodlegajace translacji (ang. untranslated region)

biatko tegumentu aktywujace transkrypcje gendw IE (ang. viral protein 16)

mate biatko kapsydowe alfaherpeswiruséw (ang. viral protein 26)

wirus ospy wietrznej i potpasca (ang. varicella-zoster virus)

typu dzikiego, niezmodyfikowany (ang. wild type)

5'-3" egzorybonukleaza 1 (ang. exoribonuclease 1)

réznica w wartosciach Ct miedzy analizowanym genem a genem referencyjnym w jednej
prébce

réznica pomiedzy wartosciami ACt miedzy badang prébka a prébka kontrolng, pozwala na
wyliczenie wzglednych poziomoéw ekspresji analizowanych gendéw

sygnat pakujgcy mysiego retrowirusa biataczki Moloney’a



1. Streszczenie

1.1. Streszczenie w jezyku polskim

MikroRNA (miRNA) sg krdtkimi, niekodujgcymi czgsteczkami RNA, dziatajgcymi 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 s3 uznawane za jedne z kluczowych regulatorow oddziatywan pomiedzy
wirusem a komorka gospodarza, modulujgc takie procesy jak replikacja wiruséw, przeciwwirusowa
odpowiedZz 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),
bedgcego patogenem sSwin oraz modelem do badan nad biologia 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 grupujgcego trzy miRNA (LLT[1-3]) na przebieg infekcji oraz badania
nad selektywng regulacjg wycinania miRNA z klastra LLT[1-3], prowadzone za pomocg inhibitorow w
celu obserwacji efektu fenotypowego zwigzanego z utratg funkcji danego miRNA.

W pierwszej czesci projektu skonstruowatam linie komérek jader swinskich (ST) z konstytutywna
ekspresjg wirusowych miRNA, nazwang ST_LLT[1-3]. Korzystajgc z systemu hodowli komdrkowej,
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 pomocg oligomeréw o potencjale
inhibitorowym wobec ciecia prekursoréw miRNA. Wstepna czes¢ pracy dotyczyta opracowania

systemu produkgcji 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 wtasciwosci pozwolity na
wykorzystanie preparatu Dicer, m.in., do badan nad oddziatywaniami tej rybonukleazy z inhibitorami
RNA rdznej dtugosci, co przetozyto sie na lepsze zrozumienie mechanizméw regulacji aktywnosci
Dicer.

Badania nad regulacja dojrzewania miRNA PRV byty prowadzone za pomocg dwdch rodzajéw
inhibitorow 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 oligomeréw 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
doswiadczen nad potencjatem regulatorowym ww. inhibitoréw wprowadzonych do komérek linii
ST _LLT[1-3] wykazaty jednak, ze hamowaty one wycinanie miRNA PRV w sposéb nieselektywny, co
uniemozliwito ich wykorzystanie do bardziej szczegdétowych doswiadczern badajgcych role
poszczegdlnych miRNA z klastra LLT[1-3]. W celu potwierdzenia funkcji wybranego miRNA w
komodrkach zainfekowanych wirusem PRV potrzebne sg dalsze optymalizacje warunkéw 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 doktadniejszego poznania funkcji
miRNA w biologii wirusa PRV oraz poszerzyty wiedze dotyczgcg mozliwosci wykorzystania inhibitoréw

biogenezy miRNA w uktadzie komérkowym.
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1.2. Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are small, non-coding RNAs that act as post-transcriptional regulators of
gene expression. Through their interactions with target transcripts, miRNAs direct them for
degradation or inhibit the translation of the encoded proteins. The biogenesis of miRNAs is a tightly
controlled process wherein the ribonuclease Dicer plays a fundamental role, cleaving mature miRNAs
from their hairpin precursors (pre-miRNAs).

Viral miRNAs have been identified as a class of crucial regulators of virus-host crosstalk,
modulating processes such as viral replication, antiviral immune response, viral latency, and
pathogenesis. For over a decade, there has been a steady increase in the number of reports on the
identification of other miRNAs encoded in the genomes of alphaherpesviruses, including
pseudorabies virus (PRV), which is a swine pathogen and a model for research on herpesvirus
biology. PRV encodes eleven distinct miRNAs clustered within an intron of a Large Latency Transcript
(LLT), but their role in the viral replication cycle has not been thoroughly investigated.

This PhD thesis aimed to provide a more detailed characteristic of the functions of the first three
miRNAs located within the LLT intron of PRV. The research was divided into two parts: an analysis of
the impact of the miRNA cluster (LLT[1-3]) on the course of infection and studies on the selective
regulation of LLT[1-3] miRNA biogenesis using inhibitors to observe the resultant phenotypic effects
associated with the loss of specific miRNA function.

In the first part of the project, | generated a research model based on the constitutive expression
of viral miRNAs in swine testis cell line, named ST_LLT[1-3]. Using a cell culture system providing a
stable production of heterologous miRNAs at high levels, | demonstrated that the LLT[1-3] miRNA
cluster downregulated viral transactivators and the glycoprotein gE at the early stages of PRV
infection. Analysis of the viral growth kinetics in the ST_LLT[1-3] cell line indicated the potential of
the analyzed miRNA cluster to regulate the infection process by slight distortion in transmission and
proliferation abilities.

The second part of my PhD project was related to research on the suppression of Dicer activity
and the control of PRV miRNA biogenesis by employing oligomers with inhibitory capabilities. The
initial part of the work concerned the development of a production and purification system for
recombinant Dicer ribonuclease using a baculovirus expression system. The biochemical examination
of the obtained Dicer preparation demonstrated its strong and highly specific activity and also
confirmed its high degree of homogeneity. The aforementioned properties allowed the use of Dicer
preparation, among others, for research concerning the interactions of this ribonuclease with RNA
inhibitors of various lengths, consequently enhancing our comprehension of the mechanisms

governing Dicer activity.

11



Research on the regulation of PRV miRNA maturation was conducted using two types of miRNA
biogenesis inhibitors: 2'-O-methylated oligonucleotides designed in the EvOligo software, and
commercially available Morpholino oligomers. In vitro analysis of their activity showed that both
types of oligomers efficiently inhibited the processing of synthetic PRV pre-miRNAs carried out by
Dicer. The next step involved examining the activity of 2'-O-methylated and Morpholino oligomers in
a cellular system. However, preliminary results of experiments investigating the regulatory potential
of the aforementioned inhibitors introduced into ST_LLT[1-3] cells indicated that they inhibited PRV
miRNA maturation in a non-selective manner, which precludes their utilization in more detailed
experiments exploring the role of individual miRNAs from the LLT[1-3] cluster. To confirm the
involvement of the selected miRNA in PRV-infected cells, additional optimization of the working
conditions using miRNA biogenesis inhibitors is required. Modifying the experimental model could
potentially facilitate the observation of the phenotypic effect linked to the reduction in the selected
miRNA level.

Overall, the conducted research has contributed to a better understanding of the function of
miRNAs in PRV biology and has expanded knowledge regarding the potential use of inhibitors of

miRNA maturation in a cellular system.
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2. Wstep

2.1. mikroRNA - modulatory potranskrypcyjnej ekspresji genéw

»Centralny dogmat biologii molekularnej”, sformutowany w latach ‘50. XX wieku, przypisywat
RNA role jedynie posrednika w przeptywie informacji miedzy materiatem generycznym — DNA, a
produktem koricowym — biatkiem [Crick 1958]. Dokonane na przestrzeni ostatnich 30 lat odkrycia i
postepy w badaniach nad niekodujgcymi RNA (ncRNA, ang. non-coding RNA) zasadniczo
zrewolucjonizowaty krajobraz naukowy, doprowadzajgc do innego spojrzenia na czgsteczki RNA i ich
biologiczne funkcje, w tym istotng role RNA w regulacji ekspresji genéw. Odkrycie zjawiska
interferencji RNA (RNAi, ang. RNA interference), czyli konserwowanego ewolucyjnie mechanizmu
hamowania ekspresji gendw przez dwuniciowy RNA (dsRNA, ang. double-stranded RNA) [Fire i in.
1998] byto momentem przetomowym, inicjujgcym prowadzenie badan nad regulacyjng funkcja
kwasdw rybonukleinowych na szeroka skale. Czynnikami efektorowymi systemu RNAi sg mate
regulatorowe RNA (srRNA, ang. small regulatory RNA), dziatajgce jako specyficzne sondy kierujgce
swoich partnerdow biatkowych do docelowych transkryptéw, co skutkuje regulacjg ich ekspresji [Fjose
i in.,, 2001, Agrawal i in. 2003]. Zidentyfikowano kilka klas srRNA, z ktdérych w organizmach
zwierzecych najpowszechniej wystepuja mikroRNA (miRNA, miR, ang. microRNA), mate
interferencyjne RNA (siRNA, ang. small interfering RNA) oraz RNA oddziatujgce z biatkami Piwi
(piRNA, ang. PIWI-interacting RNA) [Ghildiyal i in. 2009]. Sposrod wymienionych klas srRNA, miRNA
przewazajg w komoédrkach somatycznych ssakéow, w tym cztowieka. miRNA reprezentujg grupe
jednoniciowych RNA (ssRNA, ang. single-stranded RNA) o dtugosci ok. 21-23 nukleotydéw. Biogeneza
tych regulatoréw jest kilkuetapowym procesem, w ktdrym rybonukleaza Dicer odgrywa istotng role

poprzez wycinanie dojrzatych miRNA z ich prekursoréw [Grishok i in. 2001, Hutvagner i in. 2001].

2.1.1. Rybonukleaza Dicer

Dicer jest endonukleazg przypisywang do rodziny rybonukleaz Il (RNaz Ill), przycinajgcych
dwuniciowy RNA do krétkich dupleksdw RNA [Bernstein i in. 2001] posiadajacych grupe fosforanowa
na korcach 5’ oraz dwa niesparowane nukleotydy i reszty hydroksylowe na koricach 3’ [Zhang i in.
2004]. Najlepiej poznang funkcjg Dicer jest jej udziat w procesie biogenezy czgsteczek miRNA oraz
siRNA. Dupleksy zawierajgce miRNA lub siRNA sg przekazywane do kompleksu wyciszajacego
indukowanego przez RNA (RISC, ang. RNA induced silencing complex), bedacego kompleksem
efektorowym $ciezki RNAI. Dicer wystepuje gtdwnie w cytoplazmie, gdzie wigze prekursory miRNA
(pre-miRNA, ang. precursor miRNA) oraz siRNA (pre-siRNA, ang. precursor siRNA) [Ketting 2011,

Zhang i in. 2021 a). Rybonukleaza Dicer zostata wykryta réowniez w jagdrze komoérkowym, gdzie
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uczestniczy, m.in.,, w transkrypcyjnej regulacji ekspresji gendéw oraz degradacji potencjalnie
niebezpiecznych transkryptéw ruchomych elementéw genetycznych [Kaneko iin. 2011].

Centrum katalityczne RNaz Il jest tworzone przez dimer domen RNazowych, kazda z domen
hydrolizuje wigzanie fosfodiestrowe w obrebie jednej z nici dupleksu RNA, w sposdb niezalezny od
siebie. Aktywno$¢ ciecia RNA domen RNazy lll jest zalezna od jonéw Mg?*. Enzymy z rodziny RNaz IlI
wystepujg u bakterii, bakteriofagdbw oraz eukariontéw i dzieli sie je na cztery ewolucyjnie
konserwowane klasy. Klasa | RNaz lll, obejmuje enzymy zawierajgce jedng domene RNazy Il oraz
jedng domene wigzgcqg dsRNA (dsRBD, ang. dsRNA binding domain) i wystepuje u bakterii, fagdéw i
nizszych eukariontéw [Sun i in. 2005]. Wyzsze eukarionty zawierajg RNazy Il klasy II, 1l i IV, ktére
pojawity sie u nich prawdopodobnie w wyniku endosymbiozy pierwotnych komérek eukariotycznych
z bakteriami i wyewoluowaty poprzez dobdr kolejnych domen w celu petnienia coraz bardziej
wyspecjalizowanych funkcji [Nicholson 2014]. W rybonukleazach Il klasy Il mozna zaobserwowac
wprowadzenie N-terminalnej domeny umozliwiajgcej homodimeryzacje. Enzymy te biorg udziat
przede wszystkim w obrébce prekursorow rybosomalnego RNA (rRNA, ang. ribosomal RNA), matego
jadrowego RNA (snRNA, ang. small nuclear RNA) i matego jgderkowego RNA (snoRNA, ang. small
nucleolar RNA). Bardziej ewolucyjnie rozwiniete enzymy posiadajg juz dwie domeny RNazowe,
tworzgce wewnatrzczasteczkowy dimer katalityczny, dzieki czemu mogg one funkcjonowaé w formie
monomeru [Nicholson 2014]. Klasycznym przyktadem RNazy Il klasy Il jest Drosha, a klasy IV Dicer.

Niemal wszystkie eukarionty posiadajg jedng lub wiecej rybonukleaz typu Dicer. Jeden gen
kodujacy Dicer wystepuje u kregowcdw i nicieni, u owaddow wystepujg dwa, a u roslin co najmniej
cztery geny kodujgce biatka podobne do Dicer (DCL, ang. Dicer-like proteins). Gen DICER1 kodujacy
ludzkg rybonukleaze Dicer (hDicer, ang. human Dicer) jest potozony na dtugim ramieniu
chromosomu 14. i jest uznawany za gen metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping gene). Gen
kodujgcy hDicer sktada sie z 29 egzondw; podstawowy transkrypt genu DICER1 zawiera relatywnie
dtugi rejon niepodlegajacy translacji 3’UTR (ang. untranslated region), zbudowany z ponad 4000 nt
[Martello i in. 2010]. Produkt biatkowy skfada sie z 1922 reszt aminokwasowych, a jego masa
molekularna wynosi ok. 220 kDa.

hDicer jest zbudowana, zaczynajgc od korica aminowego, z domeny helikazowej, domeny
DUF283 (ang. domain of unknown function), domen: Platformy, PAZ (ang. Piwi, Argonaute and Zwille
proteins) i helisy tgczacej, razem tworzacych kasete PPC (ang. Platform — PAZ — Connector helix
casette), dwoch domen RNazowych (Rllla i Rlllb) oraz domeny wigzacej dwuniciowy RNA (dsRBD,
ang. dsRNA binding domain) [Zhang i in. 2004] (Ryc. 2.1.A). Struktura trzeciorzedowa hDicer,
podobnie jak Dicer innych kregowcéw, ksztattem przypomina litere ,,L” (Ryc. 2.1.B). W przestrzennej
architekturze hDicer mozna wydzieli¢ trzy rejony strukturalne: gtowe (kaseta PPC), rdzerh (RNazy Ill)

oraz podstawe biatka (domena helikazy i DUF283) [Liu i in. 2018].
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Ryc. 2.1. Schemat budowy ludzkiej rybonukleazy Dicer. A) Utozenie domen w strukturze I-rzedowej hDicer.
B) Struktura 3D hDicer. Na podstawie [Szczepanska iin. 2021].

Domena helikazowa

Domena helikazowa jest uznawana za jednga z najsilniej konserwowanych ewolucyjnie domen w
rybonukleazach typu Dicer. Domena helikazowa hDicer sktada sie trzech subdomen, w obrebie
ktérych wystepuje charakterystyczny motyw DExD/H-box (ang. DExD/H-box helicase) oraz motyw
helikazowy obecny w receptorach typu RIG-I (ang. retinoic acid-inducible gene-I-like receptors) [Liu i
in. 2018]. Motyw DExD/H-box jest charakterystyczny dla helikaz rozplatajgcych dupleksy RNA lub
DNA w sposob zalezny od hydrolizy ATP, a motyw RIG-I odpowiada za translokacje biatka wzdtuz
kwasow nukleinowych, rowniez zalezng od hydrolizy ATP [Byrd i in. 2012]. Jednak sama obecnos¢
ww. motywoéw nie przektada sie na aktywnos$¢ rozplatania czy translokacji — u hDicer nie
zaobserwowano jak dotgd wymienionych wyzej aktywnosci. Ponadto uwaza sie, ze aktywnos¢ domen
helikazowych u kregowcéw nie jest zalezna od ATP [Zhang i in. 2002]. Dane strukturalne wskazujg, ze
domena helikazowa hDicer wchodzi w interakcje z petlg apikalng pre-miRNA, dzieki czemu hDicer jest
w stanie odrézni¢ substraty pre-miRNA od pre-siRNA (pre-siRNA nie posiadajg petli apikalnej i
wystepujg w formie dsRNA) [Lee i in. 2023]. Przyjmuje sie, ze dzieki obecnosci domeny helikazowej

hDicer wydajniej tnie pre-miRNA niz pre-siRNA — mutant Dicer, ktdry nie posiada tej domeny, cechuje
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sie wiekszg wydajnoscig ciecia pre-siRNA [Kennedy i in. 2015]. Dodatkowo, domena helikazowa stuzy
jako platforma wigzaca partneréw biatkowych hDicer, jak biatko TRBP i PACT [Ciechanowska i in.
2021].

Domena DUF283

Funkcje domeny DUF283 wcigz pozostajg stabo poznane. Pomimo strukturalnych podobienstw
do domen wigzgcych dsRNA (motyw aBBBa), badania prowadzone w Instytucie Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk (IChB PAN) nie wykazaty aktywnosci wigzania dsRNA ani
dsDNA, przez DUF283 hbDicer [Kurzynska-Kokorniak i in. 2016]; potwierdzono natomiast
oddziatywanie tej domeny z ssRNA i ssDNA. Dalsze badania prowadzone w IChB PAN wykazaty, ze
DUF283 wspiera parowanie komplementarnych kwaséw nukleinowych (ang. nucleic acid annealing
activity). Zauwazono takze, ze dzieki obecnosci domeny DUF283, hDicer moze wspiera¢ hybrydyzacje
miedzy kréotkimi RNA (typu miRNA i siRNA), a komplementarnymi sekwencjami obecnymi w
docelowych RNA [Pokornowska i in. 2020, Szczepanska i in. 2021]. Wiadomo takze, ze mutant hDicer
pozbawiony domeny DUF283 cechuje sie silniejszym wigzaniem, ale mniejszg wydajnoscig ciecia
dsRNA, cho¢ wtasciwosci te nie zostaty potwierdzone w przypadku pre-miRNA [Ma i in. 2008].
Domena ta jest rodwniez istotna dla oddziatywania hDicer z biatkiem ADAR1 (ang. adenosine
deaminase actin on RNA-1), stymulujgcym hDicer do ciecia pre-miRNA oraz do transferu miRNA do

biatka AGO [Ota i in. 2013].

Kaseta PPC

Kaseta PPC, na ktdrg sktadajg sie domeny PAZ, Platformy oraz helisa tgczaca, odpowiada za
rozpoznawanie i wigzanie kanonicznych substratéw Dicer, tj. pre-miRNA i dsRNA. Rejon ten zawiera
dwie kieszenie wigzace: kieszen 3’ oraz kieszen 5’. Kieszen 3’ znajduje sie w obrebie domeny PAZ i
zawiera motyw OB (ang. OB fold, oligonucleotide/oligosaccharide binding fold), wigzacy jednoniciowe
kwasy nukleinowe [Flynn 2010]. W kieszeni 3’ kotwiczony jest koniec 3’ substratu. Z kolei kieszen 5’
jest tworzona przez domene Platformy i PAZ, i wigze ona grupe fosforanowg z konca 5’ substratu
[Tian i in. 2014]. W strukturze trzeciorzedowej mozna wyrdznic jeszcze jeden motyw znajdujgcy sie w
tym rejonie biatka, czyli helise tgczacg. Domena ta znajduje sie pomiedzy kieszeniami wigzgcymi RNA
i prawdopodobnie uczestniczy w przekazywaniu produktu ciecia do biatka AGO [Tian i in. 2014].
Ponadto, delecja tej domeny skutkuje obnizeniem aktywnosci RNazowej hDicer. Sugeruje sie, ze
helisa taczaca pomaga w prawidtowym dopasowaniu pre-miRNA do centrum katalitycznego Dicer

[Leeiin. 2023].

Domeny RNazy lli
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Centrum katalityczne rybonukleazy hDicer stanowi heterodimer zbudowany z domen RNazowych
Illa i lllb, ktéry katalizuje hydrolize wigzania fosfodiestrowego w kazdym taricuchu dsRNA. hDicer,
podobnie do innych RNaz lll, wigze dwuwartosciowe jony metali (gtéwnie magnezu) w centrum
katalitycznym, w celu przeprowadzenia procesu hydrolizy [Dunn 1976]. Dystans pomiedzy
kieszeniami 3’ i 5’ kasety PPC a doling katalityczng domen RNazowych stanowi decydujacy czynnik
determinujgcy dtugosé generowanych przez Dicer produktéw [Liu i in. 2018]. W przypadku hDicer

generowane przez nig miRNA lub siRNA majg dtugosé¢ ok. 21-23 nt.

Domena dsRBD

Znajdujaca sie na karboksylowym koncu hDicer domena dsRBD zawiera, podobnie do DUF283,
motyw afppa, typowy dla domen wigzgcych dsRNA [Masliah i in. 2013]. W odrdznieniu jednak od
DUF283, domena dsRBD wigze dsRNA. Uwaza sie, ze proces wigzania substratéw odbywa sie poprzez
rozpoznawanie specyficznych motywdéw w strukturze helisy A dsRNA, czy tez w pre-miRNA [Chang i
in. 2005, Lee i in. 2023]. Pomimo duzego powinowactwa do kanonicznych substratéw Dicer (pre-
miRNA i dsRNA), domena dsRBD nie jest uwazana za niezbedng do ich wigzania. Jej rola moze
polegac na przejeciu produktu ciecia oraz uwolnieniu go, co przygotowuje enzym do kolejnej rundy
reakcji ciecia [Nicholson 2014]. Ponadto, wyniki najnowszych badan strukturalnych wskazuja, iz
domena ta jest istotna dla precyzyjnego ciecia substratow pre-miRNA [Lee i in. 2023]. Co ciekawe,
dsRBD zawiera sygnat lokalizacji jadrowej, ktory jest przypuszczalnie maskowany przez domene

helikazowa [Pong i in. 2018].

2.1.2. Biogeneza miRNA

Biogeneza miRNA rozpoczyna sie od transkrypcji genédw miRNA do pierwotnych transkryptéw
(pri-miRNA, ang. primary miRNA transcript) przez polimeraze Il lub Il RNA [Lee i in. 2004, Borchert i
in. 2006]. Okoto potowa z dotychczas zidentyfikowanych miRNA powstaje w ramach transkrypcji
gendw kodujacych biatka, z czego zdecydowana wiekszos¢ sekwencji kodujgcych miRNA znajduje sie
w intronach, rzadziej w egzonach. Pozostate miRNA s3 regulowane przez witasne promotory
transkrypcji, niezaleznie od gendw kodujacych biatka [Kim i in. 2007]. Znaczna cze$¢ gendow
kodujgcych miRNA lokalizuje sie w niewielkiej odlegtosci od siebie, tworzac tzw. klastry, ktére ulegaja
transkrypcji do policistronowych transkryptédw pri-miRNA [Altuvia i in. 2005, Contrant i in. 2014].
Pierwotne transkrypty zawierajg jedng lub kilka struktur drugorzedowych typu spinki oraz
jednoniciowe sekwencje flankujgce. Schemat budowy prekursoréw miRNA, wraz z miejscami ciecia

dwéch rybonukleaz zaangazowanych w ich biogeneze, zostat przedstawiony na Ryc. 2.2.
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Ryc. 2.2. Budowa pierwotnego transkryptu miRNA (pri-miRNA). Nici dupleksu miRNA/miRNA* zostaty
przedstawione w kolorach czerwonym i szarym.

Sciezki przetwarzania pri-miRNA mozna podzieli¢ na $ciezke kanoniczng - dominujaca oraz na
Sciezki niekanoniczne. W sciezce kanonicznej (Ryc. 2.3) struktury typu spinki sg rozpoznawane i ciete
w jadrze przez heterotrimeryczny kompleks Mikroprocesora, zbudowany z jednej podjednostki
Drosha i dwéch podjednostek DGCR8 (ang. DiGeorge syndrome critical region gene) [Nguyen i in.
2015]. DGCRS nalezy do biatek dsRBP i wigze pri-miRNA w rejonie pomiedzy petlg apikalng a trzonem
prekursora. Drosha wigze sie u podstawy spinki, w miejscu rozgatezienia do struktur jednoniciowych
[Denli i in. 2004] i wycina struktury typu spinki z pierwotnych transkryptéw miRNA, pri-miRNA,
generujac prekursory miRNA dtugosci ok. 60-70 nt, zawierajace dwunukleotydowe wolne korce 3’
[Han i in. 2004]. Kolejnym etapem jest eksport pre-miRNA z jadra do cytoplazmy, przeprowadzany
przez kompleks eksportyny 5 i czynnika Ran, wigzgcego i hydrolizujgcego GTP (Exp-5/Ran-GTP) [Lund
i in. 2004]. Kompleks ten rozpoznaje dwunukleotydowe wolne korice 3’ pre-miRNA oraz dwuniciowy
trzon prekursora [Okada i in. 2009].

W cytoplazmie pre-miRNA sg rozpoznawane i dalej procesowane przez rybonukleaze Dicer, ktéra
odcina petle apikalng, generujagc dupleksy miRNA/miRNA* bedgce 7Zrédtem dojrzatych i
funkcjonalnych miRNA [Zhang i in. 2004]. W warunkach in vitro rybonukleaza Dicer moze cigé
prekursory miRNA samodzielnie, jednak w warunkach komadrkowych jej aktywnos¢ jest wspierana
przez inne biatka wigzace, z ktdrymi Dicer tworzy kompleksy. U ssakéw podstawowymi partnerami
Dicer sg dwa biatka dsRBP: TRBP (ang. HIV-1 transactivating response RNA binding protein) i PACT
(ang. protein activator of protein kinase R) [Kok i in. 2007]. TRBP i PACT rekrutujg RNA do Dicer,
wptywajg na dopasowanie RNA do centrum aktywnego enzymu oraz stabilizujg strukture

rybonukleazy i jej substratu. Analiza in vitro wykazata, ze TRBP wptywa na kinetyke reakcji
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przeprowadzanej przez Dicer, zwiekszajgc predkos¢ procesowania ok. 4-5-krotnie [Chakravarthy i in.
2010].

Potranskrypcyjna regulacja ekspresji informacji genetycznej przez miRNA jest zwigzana z
przekazaniem dupleksu miRNA/miRNA* do kompleksu wyciszajgcego indukowanego przez miRNA
(miRISC, ang. miRNA induced silencing complex). Sktadanie aktywnego kompleksu RISC odbywa sie w
obrebie kompleksu tadujgcego RISC (RLC, ang. RISC-loading complex). W sktad tego kompleksu
wchodzi Dicer, TRBP oraz jedno z biatek Argonaute (AGO). AGO to konserwowane ewolucyjnie biatka
dsRBP, ktdre jako gtéwne biatka efektorowe kompleksu RISC taczg biogeneze miRNA i innych matych
regulatorowych RNA z ich aktywnoscig fizjologiczng [Gregory i in. 2005, Rivas i in. 2005]. Ago2 nacina
dupleks miRNA/miRNA*, prowadzac do jego ostabienia i rozplecenia przez helikazy RNA, takie jak
helikaza RNA H i P68 [Robb i in. 2007].

Biogeneza
Biogeneza niezalezna od Drosha, Biogeneza zalezna od Drosha zaleizna od Drosha,
zalezna od Dicer i Dicer niezalezna od Dicer
mifkNA powstajgce . miftNA zalezne od

miRNA z 5'kap wigkszosd miRNA MIRNA grupy I
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Ryc. 2.3. Szlaki biogenezy miRNA. Opis znajduje sie w tekscie. Na podstawie [Koralewska i in. 2019].
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Lokalizacja przysztej czasteczki miRNA w obrebie ramion pre-miRNA okresla nazwe dojrzatej
formy miRNA — miRNA 5p powstaje z ramienia 5° pre-miRNA i analogicznie, miRNA 3p pochodzi z
ramienia 3’ pre-miRNA, przy czym zaréwno miRNA 5p, jak i miRNA 3p moggy zostaé wigczone do
miRISC. Wybdr miRNA opiera sie czesciowo na stabilnosci termodynamicznej koricéw 5 dupleksu
miRNA/miRNA¥*; generalnie, ni¢ o nizszej stabilnosci lub zawierajgca uracyl na koncu 5’ pozostaje
zwigzana z kompleksem miRISC i petni role nici wiodacej (ang. guide strand, miRNA) [Meijer i in.
2014]. Druga z nici, tzw. ni¢ pasazerska (ang. passenger strand, miRNA*), zostaje odrzucona i
zdegradowana, choc zdarza sie ze ta nic¢ réwniez petni funkcje regulatorowg [Yang i in. 2011, Medley i
in. 2021].

W przypadku miRNA, ktdrych prekursory generowane przez rybonukleaze Drosha majg jeden
niesparowany nukleotyd na koricu 3', po eksporcie pre-miRNA do cytoplazmy nastepuje dodatkowy
etap monourydylacji prekursora na koricu 3'. Ten etap jest niezbedny do utworzenia kanonicznego,
dwunukleotydowego konca 3', ktéry zapewnia stabilne oddziatywanie z Dicer. Przeprowadzajg go
biatka o aktywnosci UTP-transferazy [Heo i in. 2012].

Generalnie szlaki niekanoniczne mozna podzieli¢ na niezalezne od Mikroprocesora i niezalezne
od Dicer (Ryc. 2.3). Pre-miRNA wytworzone bez udziatu Drosha/DGCR8 mogg by¢ wigzane i ciete
przez Dicer — przyktadem takich miRNA sg miRtrony, powstajgce z krdtkich introndéw, ktdre po
wycieciu przez kompleks splicingowy stanowig substrat dla Dicer [Ruby i in. 2007]. Innym przyktadem
pre-miRNA wygenerowanych niezaleznie od Drosha sg produkty przedwczesnej terminacji
transkrypcji. Te nowo powstate transkrypty sg bezposrednio eksportowane do cytoplazmy przez
eksportyne 1 i jesli przyjmuja strukture spinki, to Dicer wycina z nich dupleksy miRNA/miRNA*. Co
ciekawe, do kompleksu RISC wigczany jest zawsze miRNA 3p, co prawdopodobnie wynika z obecnosci
czapeczki 7-metyloguanozynowej na konicu 5° miRNA 5p, ktéra moze stanowi¢ przeszkode w
zatadowaniu tej nici do biatka AGO [Xie i in. 2013]. Bez udziatu Mikroprocesora powstajg réwniez
miRNA pochodzgce z procesu dojrzewania lub degradacji snoRNA [Scott i in. 2009], struktur typu
tRNA (jak w przypadku miRNA kodowanych przez mysiego herpeswirusa MHV-68 [Bogerd i in. 2010]),
czy TSS-miRNA (ang. transcriptional start site miRNA), ktére sg transkrybowane z rejondow
promotorowych genéw kodujgcych biatka [Zamudio i in. 2014]. Istnieje réwniez Sciezka biogenezy
miRNA niezalezna od Dicer, cho¢ dotychczas poznano tylko jeden funkcjonalny miRNA (miR-451),
ktorego prekursor jest zbyt krétki, by byt rozpoznawany przez te rybonukleaze. Prekursor pre-miR-
451 jest wigzany i ciety w cytoplazmie przez biatko Ago2. Powstajgcy produkt posredni z ramienia 3’
finalnie jest docinany przez rybonukleaze PARN do dojrzatego miRNA [Cheloufi i in. 2010].

Dtugo uwazano, ze z kazdego ramienia danego typu pre-miRNA powstaje jeden rodzaj miRNA, i
jeden rodzaj miRNA*. Dzieki gtebokiemu sekwencjonowaniu wykryto réznorodne warianty dojrzatych

miRNA, zwane izomiRami (ang. isomiRs), ktére powstajg z jednego typu prekursora i réznig sie
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dtugoscia, sekwencjg lub obiema tymi cechami [Morin i in. 2008, Desvignes i in. 2015, Tomasello i in.
2021]. Obecnie wiadomo, ze ogdlna liczba izomiRéw znacznie przewyisza liczbe referencyjnych
miRNA, ktérych sekwencje znajdujg sie w bazie danych miRBase [Telonis i in. 2015]. Generowanie
izomiROw jest gtdwnie spowodowane nieprecyzyjnym cieciem prekursoréow przez rybonukleazy
Drosha lub Dicer podczas biogenezy miRNA. Nieprecyzyjne ciecie prekursoréw miRNA generuje
izomiRy o zmiennej dtugosci koncow 5' i 3'. Dodatkowo, na dtugos¢ miRNA moga wptywac dalsze
procesy obejmujace potranskrypcyjng addycje nukleotydéw do korica 5’ lub 3’ oraz ograniczong
degradacje miRNA przez egzonukleazy komdrkowe [Neilsen i in. 2012]. Niektore pri-miRNA s3
przetwarzane przez Droshe w wielu miejscach w obrebie sekwencji, co prowadzi do powstania wiecej
niz jednego pre-miRNA i kilku dojrzatych miRNA z jednego transkryptu pierwotnego [Kim i in. 2017].
Aktywnos¢ rybonukleazy Dicer moze by¢ modulowana przez jej partnerdow biatkowych TRBP i PACT,
kontrolujacych rekrutacje substratu oraz wzajemne ustawienie i zmiany konformacyjne domen Dicer,
wpltywajgc tym samym na produkcje izomiRéw [Lee i in. 2013]. Ponadto, zidentyfikowano réwniez
polimorficzne izomiRy, zawierajgce w danej pozycji odmienne nukleotydy, niz te obecne w sekwencji
referencyjnej miRNA. Obecnos¢ izomiRéw 3’ wigze sie ze zmiang stabilnosci dupleksu
miRNA/miRNA* oraz zmiang preferencji wyboru nici przez biatko AGO [Griffiths-Jones i in. 2011].
Wystepowanie izomiRéw 5 ma powazniejsze konsekwencje funkcjonalne, zwigzane ze zmiang
rozpoznawania sekwencji docelowej mRNA. Zmiana ta wynika z przesuniecia tzw. regionu ,seed”
miRNA [Salem i in. 2016], czyli ok. siedmionukleotydowego fragmentu z korica 5 miRNA,
odpowiedzialnego za tgczenie kompleksu miRISC z komplementarng sekwencjg docelowego

transkryptu [Lewis i in. 2003].

2.1.3. Mechanizmy dziatania miRNA

Jak wspomniano wczesniej, potgczenie dojrzatego dupleksu miRNA/miRNA* z biatkiem AGO
prowadzi do powstania kompleksu miRISC, bedacego uktadem efektorowym mechanizmu regulacji
ekspresji gendw za posrednictwem miRNA. W kompleksie tym miRNA petni role determinanty
specyficznosci, a AGO wywiera efekt regulacyjny. Genomy ssakéw kodujg cztery rodzaje biatek AGO
(Agol-4), sposrod ktérych Ago2 jest produkowane w najwiekszej ilosci oraz jako jedyne moze
przecinac nici docelowych transkryptow [Liu i in. 2004 a]. W wiekszosci przypadkéw kompleks miRISC
wywiera efekt hamujacy na ekspresje kontrolowanych przez niego gendw, choc istniejg réwniez
przypadki aktywacji translacji wywotanej przez miRNA [Vasudevan i in. 2007, Bukhari i in. 2016]. Jak
juz wspomniano, selektywno$¢ miRISC wynika z interakcji rejonu ,seed” z konca 5 miRNA z
komplementarnymi sekwencjami docelowego transkryptu, nazywanymi elementami odpowiedzi na
miRNA (MREs, ang. miRNA response elements). Dodatkowe parowanie nt z korica 3 miRNA zwieksza

z kolei stabilno$¢ i specyficznos$¢ interakcji miRNA : MRE [Broughton i in. 2016]. Generalnie,
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sekwencje MRE s3 zlokalizowane w rejonie 3’UTR, jednak miejsca wigzania miRNA zostaty réwniez
wykryte w obrebie 5’UTR, sekwencjach kodujgcych oraz w rejonach promotorowych [Xu i in. 2014].
»Najsilniejsze” kanoniczne (parujgce z rejonem ,seed”) miejsca docelowe mRNA to te, ktore s3
komplementarne do nukleotydéw 2-8 miRNA oraz posiadajg adenine parujacg z nukleotydem 1. z
sekwencji miRNA (zwang tl1A), a nastepnie miejsca parujgce z nukleotydami 2-8 bez t1A oraz
nukleotydy 2-7 z t1A. Nukleotyd t1A nie jest rozpoznawany przez ni¢ wiodgcg miRNA, ale przez
kieszen wigzacg w obrebie biatka AGO. Miejsca docelowe z komplementarnoscig nukleotydow 2-7
lub 3-8 miRNA sg znacznie stabsze, ale wcigz uwazane za kanoniczne [Agarwal i in. 2015].

Stopien komplementarnosci MRE decyduje o mechanizmie wyciszania docelowego transkryptu
(Ryc. 2.4). Petna komplementarnos¢ miRNA : MRE, wystepujgca u ssakow niezwykle rzadko, indukuje
aktywnosé nukleazowg biatka Ago2 i prowadzi do przeciecia docelowego mRNA [Jo i in. 2015].
Interakcja ta destabilizuje jednak potgczenie pomiedzy Ago2 a koricem 3’ miRNA, co prowadzi do jego
degradacji. Brak petnej komplementarnosci miRNA : MRE powoduje, ze u ssakdw przewazajagcym
mechanizmem wyciszania gendéw przez miRISC jest degradacja docelowego transkryptu oraz inhibicja
translacji. Po zaprogramowaniu miRISC przez ni¢ wiodgcg (miRNA) nastepuje ,skanowanie”
transkryptéw w poszukiwaniu sekwencji komplementarnych oraz rekrutacja jednego z biatek GW182
przez AGO. Biatka GW182 oddziatujg z biatkiem wigzgcym poliadenylan (PABPC), co sprzyja
deadenylacji mRNA poprzez rekrutacje PAN2/3 i kompleksu (CCR4)-NOT [Fabian i in. 2011].
Przytaczenie kompleksu (CCR4)-NOT prowadzi réwniez do represji translacji prawdopodobnie
poprzez rekrutacje helikazy RNA zaleznej od ATP (DDX6) [Mathys i in. 2014]. Helikaza DDX6 jest
odpowiedzialna, m.in., za usuniecie czapeczki, co czyni transkrypt docelowy podatnym na szybka

degradacje przez 5’-3’ egzorybonukleaze 1 (XRN1) [Braun i in. 2012].
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Ryc. 2.4. Podstawowe mechanizmy dziatania miRISC. A) Przy niepetnej komplementarnosci sekwencji miRNA :
MRE dochodzi do destabilizacji mRNA i inhibicji translacji. B) Przy petnej komplementarnosci mRNA jest
przecinany. ORF — otwarta ramka odczytu.
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Inhibicja inicjacji translacji zaleznej od obecnosci czapeczki jest rowniez spowodowana przez
zaktdcanie funkcji eukariotycznych czynnikdw inicjacji translacji elF4A-1 i elF4A-Il. miRISC powoduje
dysocjacje tych czynnikdw od mRNA, co hamuje sktadanie kompleksu inicjacji translacji eiF4F i
skanowanie przez matg podjednostke rybosomu [Fukao i in. 2014]. Z drugiej strony, translacja
transkryptéw pozbawionych czapeczki, ale posiadajgcych wewnetrzne miejsca wigzania rybosomu
(IRES, ang. internal ribosome entry site) wydaje sie by¢ catkowicie odporna na represje przez miRNA
[Mathonnet i in. 2007]. Wiadomo réwniez, ze domeny strukturalne biatek AGO biorg udziat w
inhibicji translacji [Kuzuoglu-Oztiirk i in. 2016], jednak mechanizm tego procesu ciggle nie zostat w
petni wyjasniony. Po unieczynnieniu danej czgsteczki mRNA, kompleks miRISC oddysocjowuje od
transkryptu i ,,wyszukuje” kolejny mRNA zawierajgcy sekwencje docelowe.

miRNA wraz z genami docelowymi tworzg ztozong sie¢ regulacyjng (Ryc. 2.5). Pojedynczy miRNA
moze wycisza¢ nawet setki gendw, chociaz efekt przez niego wywotywany wobec pojedynczego genu
moze by¢ niewielki [Selbach i in. 2008]. Przyjmuje sie nawet, ze cate szlaki komdérkowe mogg by¢
regulowane przez pojedyncze miRNA, jak rowniez przez klastry miRNA [Mestdagh i in. 2010]. Wiele
roznych miRNA moze z kolei kontrolowaé jeden gen, taczac sie do réznych fragmentéw sekwencji
3’UTR [Wu i in. 2010]. Wigzanie sie réznych miRNA do sgsiadujagcych MRE w obrebie docelowego
MRNA moze prowadzi¢ do wspdtpracy miRNA w procesie wyciszania ekspresji danego genu, co
prowadzi do silniejszej represji mRNA, niz w przypadku dziatania pojedynczego miRNA na ten

transkrypt [Briskin i in. 2020].
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Ryc. 2.5. Sie¢ regulacyjna miRNA — mRNA. A) Pojedynczy miRNA ma wiele genéw docelowych. B) Jeden gen
zawiera sekwencje docelowe dla wielu miRNA. C) Ztozona sie¢ wzajemnych interakcji pomiedzy miRNA a
mRNA.
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2.1.4. Metody badania miRNA

Od czasu odkrycia miRNA i przypisania im roli potranskrypcyjnych regulatoréw ekspresji genow,
badacze wtozyli ogromny wysitek w zrozumienie biogenezy oraz poznanie biologicznych celdw i
funkcji miRNA. Arsenat narzedzi i technik analitycznych stuzacych do gtebszego poznania wptywu
miRNA na rdznorakie procesy biologiczne jest sukcesywnie rozwijany od ponad dwdéch dekad. W
niniejszym podrozdziale zostang przedstawione kluczowe metody stuzgce do identyfikacji miRNA,

iloSciowego pomiaru ekspresji miRNA oraz poznania ich funkcji.

Identyfikacja miRNA - techniki bioinformatyczne

Identyfikacja i charakterystyka miRNA wymagajg korzystania z zaawansowanych narzedzi
komputerowych, umozliwiajgcych analize sekwencji, identyfikacje konserwowanych regionéw w
genomie i struktur drugorzedowych w transkryptomie oraz przewidywanie potencjalnych celéw
miRNA w sekwencjach transkryptéw. Wczesne narzedzia bioinformatyczne umozliwiaty wykrywanie
nowych miRNA poprzez analize potencjalnych drugorzedowych struktur RNA typu spinki do wtoséw
[opisane w Ritchie i in. 2007]. Algorytmy uczenia maszynowego (ML, ang. machine learning) stuzgce
identyfikacji miRNA wykraczajg poza sekwencje i wiasciwosci strukturalne RNA, umozliwiajgc
programom komputerowym nauke na podstawie informacji zebranych z zestawu wczesniej
potwierdzonych prekursoréw miRNA oraz z zestawu struktur typu spinki, niebedgcych prekursorami
mMiRNA [Chen i in. 2019]. Wiele programéw zostato opracowanych do wykrywania miRNA z danych
uzyskanych podczas sekwencjonowania wysokoprzepustowego. Najczesciej stosowane narzedzia,
wyszukujgce znane juz oraz nowe mIiRNA, to miRDeep2 [Friedlander i in. 2012], miRanalyzer
[Hackenbergiin. 2011] oraz MiReader [Jhaiin. 2013].

Wykrycie sieci regulacyjnych kontrolowanych przez miRNA wymaga identyfikacji interakgcji
miRNA — mRNA. Cel ten osigga sie z reguty poprzez przewidywania in silico, po czym przeprowadza
sie eksperymentalng walidacje komputerowych predykcji. Istnieje wiele narzedzi bioinformatycznych,
wykorzystujacych rézne algorytmy do identyfikacji celéw miRNA, a ich liczba stale rosnie [Riolo i in.
2020]. Przyktadem jest serwis internetowy TargetScan, przewidujgcy biologiczne cele miRNA poprzez
wyszukiwanie obecnosci konserwowanych motywdéw 6-, 7- i 8-mio nukleotydowych, pasujacych do
rejonu ,seed” analizowanych miRNA. Program ten wylicza réwniez energie swobodne i przedstawia
struktury drugorzedowe przewidywanych duplekséw [Akhtar i in. 2016]. W przeciwieristwie do
klasycznego podejscia, algorytmy ML nie odnoszg sie do sekwencji czy stabilnosci termodynamicznej
dupleksdw, lecz starajg sie rozpoznac potencjalne cele miRNA odwotujac sie do interakcji miRNA —
MmRNA o udowodnionym znaczeniu biologicznym. Przyktadem tego typu oprogramowania,

potrafigcego rozréznic cele ,prawdziwe” od ,fatszywych” jest DeepMirTar [Wen i in. 2018].
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Detekcja miRNA

Metody detekcji stuzg do jakosciowej identyfikacji oraz ilosciowego pomiaru ekspresji miRNA w
probkach biologicznych. Istnieje kilka metod wykorzystywanych do wykrywania poszczegélnych
mMiRNA, sposréd ktdrych najdtuzej wykorzystywang do analizy miRNA jest Northern blotting [Ambros i
in. 2003]. Detekcja rozdzielonych w zelu poliakrylamidowym (PAA, ang. polyacrylamide gel) i
przeniesionych na membrane miRNA jest przeprowadzana za pomocg znakowanych radioaktywnie
sond zbudowanych z oligonukleotydéw RNA lub DNA. Northern blotting jest dos¢ czuta metoda,
jednak wymaga uzycia stosunkowo duzej ilosci materiatu biologicznego. Drugg tradycyjnie
wykorzystywang metodg detekcji jest hybrydyzacja in situ [Deo i in. 2006], pozwalajgca na
wykrywanie miRNA bezposrednio w tkankach i komdrkach, dzieki czemu znajduje zastosowanie w
badaniu lokalizacji i ekspresji miRNA w kontekscie histologicznym.

Obecnie najpowszechniej stosowanym podejsciem do monitorowania pozioméw poszczegdlnych
miRNA jest metoda ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy, poprzedzona reakcja odwrotnej
transkrypcji (RT-gqPCR, ang. reverse transcription quantitative polimerase chain reaction) [Ban i in.
2022]. Metoda RT-gPCR charakteryzuje sie szybkoscig, precyzjg i wysoka czutoscig, dzieki czemu
moze by¢ wykorzystana do analizy niewielkiej ilosci materiatu. Opracowano dwie metody RT-qPCR do
iloSciowego wykrywania miRNA: poli(A) RT-gPCR [Shi i in. 2005] oraz stem-loop RT-qPCR [Varkonyi-
Gasic i in. 2007], przedstawione na Ryc. 2.6.
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Ryc. 2.6. Poréwnanie dwéch metod RT-qPCR stuzgcych do analizy miRNA: A) poli(T) i B) stem-loop. Na
podstawie [Saliminejad i in. 2019].
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W metodzie poly(A), RNA jest poczatkowo poliadenylowany, po czym jest przeprowadzana
reakcja odwrotnej transkrypcji za pomocg uniwersalnych adapterdow poli(T). Nastepnie przeprowadza
sie reakcje qPCR, najczesciej z wykorzystaniem odczynnika SYBR Green oraz startera poczgtkowego
specyficznego wobec danego miRNA (F) oraz uniwersalnego startera koricowego (R) (Ryc. 2.6.A).
Metoda stem-loop RT-qPCR wymaga uzycia starteréw typu stem-loop, o strukturze typu spinki,
specyficznych wobec danych miRNA. Startery te wigzg sie do konica 3° miRNA, po czym nastepuje
reakcja odwrotnej transkrypcji. Produkty odwrotnej transkrypcji sg nastepnie ilosciowo analizowane
za pomocg konwencjonalnej reakcji qPCR, z wykorzystaniem sond TagMan i specyficznych starteréw
F skierowanych wobec wykrywanych miRNA oraz specyficznych bgdz uniwersalnych starteréw R (w
zaleznosci od zalecen producenta uzywanych odczynnikéow) (Ryc. 2.6.B). Analiza poréwnawcza
wykazata, ze profile ekspresji miRNA okreslone za pomocg metody poli(A) RT-gPCR byty w wiekszym
stopniu zgodne z tymi uzyskanymi za pomoca gtebokiego sekwencjonowania, niz profile uzyskane
metoda stem-loop [Han i in. 2014].

Poza metodami stuzgcymi do wykrywania pojedynczych, okreslonych miRNA, sg réwniez techniki
stuzgce do profilowania miRNA, takie jak techniki mikromacierzowe czy sekwencjonowanie nowej
generacji (NGS, ang. next generation sequencing). Techniki te cechuje wieksza przepustowos¢ niz
wczesniej wymienione metody detekcji. Dzieki temu umozliwiajg one jednoczesne wykrywanie wielu
miRNA w prébkach, co pozwala na kompleksowg analize ich ekspresji. Technika mikromacierzy jest
oparta na hybrydyzacji miedzy miRNA obecnymi w prébce a sondami rozmieszczonymi na macierzy
[Liu i in. 2004 b], przez co detekcja miRNA ogranicza sie do sekwencji zastosowanych sond.
Mikromacierze zatem sg odpowiednie do poréwnywania ekspresji znanych miRNA, jednak nie moga
wykry¢ nowych czasteczek. Detekcje nieznanych wczesniej miRNA umozliwia technologia NGS.
Gtebokos¢ sekwencjonowania w sekwencjonowaniu o wysokiej przepustowosci (ang. high
throughput sequencing) odnosi sie do S$redniej liczby odczytdw nukleotydéw podczas procesu
sekwencjonowania, a w przypadku miRNA-seq jest bezposrednio zwigzana z ich wzglednym
poziomem ekspresji [Churko i in. 2013]. Pie¢ miliondw odczytéw na prébke jest odpowiednie by
zapewni¢ wystarczajagcg moc statystyczng do analizy ekspresji miRNA oraz do odkrywania nowych
miRNA [Metpally i in. 2013]. Po przeprowadzeniu masowego sekwencjonowania niezbedne jest
wykonanie analizy bioinformatycznej, nanoszgcej uzyskane odczyty na sekwencje referencyjng
genomu. W tym celu wykorzystuje sie oprogramowanie do sekwencjonowania miRNA, jak np.

miRDeep2 [Friedlanderiin. 2012].

Strategie kontroli poziomu miRNA

Metody regulacji poziomu miRNA w komadrkach koncentrujg sie na zwiekszaniu lub zmniejszaniu

ekspresji lub dostepnosci miRNA w celu zbadania ich wptywu na procesy biologiczne. Strategie
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podnoszgce poziom mIiRNA wpisujg sie w trend badan zwanych ,gain-of-function” (GOF).
Analogicznie, techniki obnizajgce poziom komodrkowych miRNA pozwalajg na obserwacje efektu

fenotypowego zwigzanego z ich utratg i stuzg do prowadzenia badan typu ,loss-of-function” (LOF).

A) Techniki zwiekszajgce ilos¢ miRNA

Techniki stuzgce do podnoszenia poziomu miRNA byty strategig pierwszych badan, majgcych na
celu poznanie funkcji danych miRNA w uktadach komérkowych ssakéw [Xiao i in. 2007]. Przejsciowe
zwiekszenie ilosci dojrzatych miRNA moze by¢ osiggniete przez transfekcje komadrek analogami, tzw.
mimikami miRNA, bedgcymi najczesciej syntetycznymi dupleksami RNA, nasladujgcymi produkt ciecia
enzymu Dicer. Jedna z nici dupleksu, zawierajgca sekwencje badanego miRNA, zostaje wtgczona do
kompleksu miRISC i wycisza ekspresje docelowego genu w sposdb analogiczny do miRNA
komodrkowych [Wang 2011]. Przyktadami dostepnych komercyjnie mimikéw miRNA sg produkty typu
mirVana™ (Invitrogen) lub miScript (Qiagen). Alternatywnym podejsciem wobec krotkotrwatego
zwiekszania poziomu miRNA sg metody oparte na wektorach, pozwalajace na ciagta produkcje
miRNA na potrzeby dtugoterminowych badan w hodowlach komdérkowych. Wektory plazmidowe
umozliwiajgce nadekspresje miRNA zawierajg sekwencje kodujgce prekursory (pre-miRNA lub pri-
miRNA) pod kontrolg promotoréw polimerazy Il lub Ill, ktére po transkrypcji s3 procesowane w
analogiczny sposéb do endogennych prekursoréw miRNA [Chung i in. 2006]. Przyktadem plazmidu
umozliwiajgcego ciagta produkcje heterologicznych miRNA jest pCMV-MIR (Origene), zawierajacy gen
kodujgcy neomycyne, pozwalajgcy na przeprowadzenie selekcji antybiotykowej, oraz gen biatka
zielonej fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent protein), umozliwiajgcy kontrole efektywnosci
transfekg;ji.

Narzedziami pozwalajagcymi na niezalezng od wydajnosci i powtarzalnosci transfekcji produkcje
linii komérkowych z podniesionym poziomem produkcji heterologicznych miRNA sg wirusowe
systemy wektorowe. W takich systemach wektorami niosgcymi kasety ekspresyjne kodujace
prekursory heterologicznych miRNA najczesciej s3 rekombinowane retrowirusy, lentiwirusy,
adenowirusy lub wirusy zwigzane z adenowirusami (AAV, ang. adeno-associated viruses) [systemy te
zostaty opisane w Liu i in. 2011 oraz Herrera-Carrillo i in. 2017]. Wektory wirusowe cechuje wysoka
efektywnosc¢ infekcji oraz wysoki i staty poziom produkowanych miRNA. Poza tym, sg one
modyfikowane w sposéb uniemozliwiajgcy im replikacje w transdukowanej komorce, co przektada sie
na bezpieczenstwo ich stosowania. Dodatkowo, systemy lentiwirusowy i retrowirusowy umozliwiajg
integracje wprowadzonej kasety ekspresyjnej z genomem komorki, co pozwala na generowanie linii

komarkowych stabilnie eksprymujgcych heterologiczne miRNA [Shin i in. 2006, Park i in. 2014].
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B) Techniki obnizajgce ilo$¢ miRNA

Podejscia wyciszania miRNA do badan typu loss-of-function mozna podzieli¢é na strategie
bazujgce na modyfikacjach genetycznych oraz na metody zwigzane z wprowadzaniem do komodrek
gabek miRNA czy oligonukleotyddw wyciszajgcych, o sekwencjach komplementarnych do sekwencji
badanych miRNA. Strategie genetyczne odnoszg sie, m.in., do wytgczenia (ang. knock-out) lub
obnizenia (ang. knock-down) komdrkowej produkcji poszczegdlnych komponentéw Sciezki biogenezy
miRNA. Poczatkowo strategie te umozliwiaty wprowadzanie modyfikacji genetycznych wytgcznie w
embrionalnych komdérkach macierzystych, w ktérych badano Sciezke RNAi poprzez wytgczenie Dicer
[Murchison i in. 2005] czy DGCR8 [Wang i in. 2007]. Metody te wywotujg globalng supresje produkcji
miRNA i sprawdzajg sie w badaniach nad biogenezg tych regulatoréw, nie znajdujg jednak
zastosowania w analizowaniu funkcji poszczegdlnych miRNA. Postep w metodologii edycji gendéw
zwigzany z rozwojem technologii CRISPR/Cas9 umozliwit wytgczanie ekspresji wybranych gendéw
rowniez w powszechnie stosowanych liniach komdrkowych. Metoda ta pozwolita ponadto na
usuwanie z genomoéw poszczegdlnych miRNA w celu badania ich funkcji [Chang i in. 2016]. W
kontekscie badari nad miRNA technologia CRISPR/Cas9 posiada jednak istotne ograniczenie zwigzane
z wymogiem obecnosci w edytowanej sekwencji tzw. motywu PAM, koniecznego do skutecznego
rozpoznania i ciecia przez enzymy Cas9, ktérego wiekszos¢ gendw miRNA nie posiada [Bi i in. 2020].

Narzedziem pozwalajgcym na hamowanie catych rodzin czasteczek miRNA (o wspdlnym rejonie
»seed”), sg ggbki miRNA, bedgce wprowadzanymi z zewnatrz transkryptami zawierajagcymi wiele
miejsc wigzania komplementarnych do rejonu ,seed” analizowanych miRNA [Ebert i in. 2010].
Aktywnos¢ poszczegdlnych endogennych miRNA moze byé z kolei selektywnie blokowana przez
oligonukleotydy antysensowne wobec miRNA (AMOs, ang. antisense miRNA oligonucleotides),
ktorych sekwencje s3 komplementarne do sekwencji analizowanych miRNA. Inhibitory te dziatajg
poprzez bezposrednie wigzanie do jednoniciowych dojrzatych miRNA, przez co blokujg ich zdolnos¢
do parowania sie z docelowymi transkryptami. Oligomery zbudowane z niemodyfikowanych
oligonukleotydéw sg wrazliwe na degradacje wywotang przez komérkowe rybonukleazy, poza tym
ich skuteczno$¢ w przekraczaniu bton komdrkowych jest ograniczona. W zwigzku z powyzszym
wprowadzono szereg modyfikacji chemicznych zwiekszajacych uzytecznos¢ inhibitorow AMO.
Pierwszym rodzajem zastosowanych modyfikacji byto wprowadzenie do rybozy w pozycji 2’ grupy
metylowej [Hutvagner i in. 2004], czego skutkiem byta zwiekszona odpornos¢ oligomerow 2’-O-
metylowanych (2’0OMe) na nukleazy oraz ich silniejsze wigzanie do miRNA. Termin , antagomiR”,
czesto uzywany jako ogdélna nazwa dla inhibitoréw miRNA, odnosit sie pierwotnie do oligomerdéw
2’0OMe skoniugowanych na korcu 3’ z fragmentem cholesterolowym, co utatwiato dostarczenie tych

oligonukleotydéw do komodrek [Kriitzfeldt i in. 2005]. Podobng skutecznoscig wejscia do komérek
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cechujg sie inhibitory typu LNA (ang. locked nucleic acid), zawierajgce bicykliczne nukleotydy o
usztywnionej strukturze, stabilizujgcej powstajacy kompleks LNA : RNA [Kaur i in. 2006], dostepne
pod handlowg nazwa miRCURY LNA™ (Qiagen).

Innym podejsciem do zmniejszenia poziomu miRNA jest blokowanie procesu ich biogenezy.
Selektywne regulowanie produkcji miRNA osigga sie poprzez stosowanie oligonukleotydéw
komplementarnych do okreslonych sekwencji ich prekursoréw. Przyktadem czasteczek, ktére maja
potencjat do hamowania przetwarzania prekursorow miRNA sg oligomery typu Morpholino (Gene
Tools), bedace syntetycznymi, nieposiadajgcymi fadunku analogami kwaséw nukleinowych. W
strukturze Morpholino piersécienie rybozy zostaty zastgpione przez pierécienie morfoliny, a wigzania
fosfodiesterowe przez grupy fosforodiamidynianowe, co powoduje odpornosé oligomerdw typu
Morpholino na dziatanie nukleaz komérkowych [Moulton 2007]. Morpholino wykazujg zdolno$é do
selektywnej inhibicji dojrzewania okreslonych miRNA poprzez blokowanie miejsc ciecia rybonukleazy
Drosha lub Dicer w obrebie odpowiednich prekursoréw [Kloosterman i in. 2007]. Oligomery
blokujgce procesowanie pri-miRNA lub pre-miRNA okazujg sie by¢ uzytecznym narzedziem stuzgcym
zarowno do badania Sciezek dojrzewania miRNA, jak i do analizowania ich aktywnosci biologicznej,

jednak komercyjna dostepnosé tego typu narzedzi jest ograniczona do wspomnianych Morpholino.

2.1.5. Biologiczne funkcje miRNA

Wzrost réznorodnosci miRNA w krélestwie Metazoa rozpoczat sie ok. 650 min lat temu i
obejmowat wszystkie linie zwierzat [Wheeler i in. 2009]. W toku ewolucji liczba miRNA stale
wzrastata, dostarczajac organizmom zwierzecym zrdznicowanego zestawu narzedzi do regulacji
ekspresji gendw. Czasteczki miRNA zostaly wigczone do sieci regulacyjnych kontrolujgcych
réznorodne procesy biologiczne, zarédwno rozwojowe, jak i zwigzane z innymi aspektami Zzycia
organizméw [Bartel 2004]. Zadna linia ewolucyjna wyzszych zwierzat nie toleruje utraty kluczowych
komponentdow szlaku miRISC. Uposledzenie maszynerii biogenezy miRNA lub defekty efektorowych
czynnikdw wyciszajacych prowadzg do powazinych wad rozwojowych u wszystkich badanych
zwierzat. Przyktadowo, w przypadku nicienia C. elegans usuniecie gendw AGO powoduje
Smiertelnos¢ embrionalng, spowodowang gtéwnie przez zatrzymanie morfogenetycznego procesu
wydtuzania [Vasquez-Rifo i in. 2012], podczas ktérego komérki ulegajg podziatom i réznicowaniu.
Utrata Dicer u danio pregowanego (ang. zebrafish, tac. Danio rerio) powoduje nieprawidtowg
gastrulacje, skutkujgcg powaznymi wadami rozwoju mdézgu i organogenezy [Giraldez i in. 2005].

Szacuje sie, ze ekspresja ok. 60% ssaczych gendw kodujgcych biatka jest regulowana przynajmniej
przez jeden miRNA [Bartel 2009]. Poza zaangazowaniem w regulacje rdznicowania komorek i

proliferacji, miRNA petnig rowniez istotng role w procesach zwigzanych z zachowaniem homeostazy
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organizmu. Przyktadami tych funkcji jest kontrola metabolizmu energetycznego komarki [Lopes i in.
2017], udziat w naprawie DNA [Liu i in. 2015], regulacja odpowiedzi immunologicznej [Baumjohann i
in. 2013] i odpowiedzi na stres [Mendell i in. 2012], czy indukcja apoptozy [Tarasov i in. 2007].

W swietle powyzszych informacji widaé, ze niekontrolowane zmiany zaréwno ilosciowe, jak i
jakosciowe w profilu miRNA mogg przyczyniac sie do powstawania i rozwoju stanéw patologicznych.
Przyktadowo, aktywacja klastra miRNA o charakterze onkogennym (onkomiR miR-17/92) prowadzi do
rozwoju wielu typdéw nowotwordw, zwiaszcza w ich najbardziej agresywnej postaci. Pojedyncze
miRNA z tego klastra celujg zaréwno w transkrypty réznych efektoréw kaskady sygnalizacyjnej szlaku
TGF-B (transformujacy czynnik wzrostu beta, zarzadzajgcy komérkami w trakcie ich rozwoju), jak i w
geny na nie wrazliwe [Mu i in. 2009, Mestdagh i in. 2010]. Poza nowotworami, innymi przyktadami
choréb zaleznych od miRNA sg, m.in., cukrzyca, choroby sercowo-naczyniowe czy choroby nerek
[oméwione w Paul i in. 2018].

Komodrkowe miRNA petnig takze wazna role w oddziatywaniach wirus — gospodarz. Pierwszym
odkrytym komodrkowym miRNA wchodzagcym w interakcje z genomem wirusa byt miR-122, ktéry
pozytywnie reguluje replikacje wirusa zapalenia watroby typu C (HCV, ang. hepatitis C virus). Funkcja
regulacyjna miR-122 zwigzana jest z hybrydyzacjg tego regulatora do rejonu 5’'UTR transkryptu
wirusa, co prowadzi do wydajniejszej produkcji wirusowego RNA [Jopling i in. 2005]. Przyktadami
komérkowych miRNA o dziataniu przeciwwirusowym sg z kolei miR-221 i miR-222, obnizajace
ekspresje genu receptora CD4, wystepujgcego na powierzchni komérek uktadu odpornosciowego.
Przyktadowo, CD4 petni role receptora wejscia do komodrki dla wirusa ludzkiego niedoboru
odpornosci 1 (HIV-1, ang. human ilmmunodeficiency virus 1) [Lodge i in. 2017].

Obok tysiecy zidentyfikowanych miRNA komérkowych, od niemal dwdch dekad obserwuje sie
wzrost liczby doniesien dotyczgcych miRNA pochodzenia wirusowego. Te czasteczki regulatorowe
wydaja sie stanowic idealne narzedzie dla wiruséw RNA i DNA [Nanbo i in. 2021], stuzgce do
potranskrypcyjnej modulacji ekspresji gendw zaréwno komérkowych, jak i wirusowych. Co wazne, w
przeciwienstwie do wirusowych biatek, wirusowe miRNA nie prowokujg odpowiedzi immunologicznej
gospodarza, wymagaja stosunkowo niewielkiej ,pojemnosci kodujgcej”, a takie moga szybko
ewoluowaé w celu zmiany specyficznosci rozpoznawania docelowych transkryptéw [Skalsky i in.
2010]. Wirusy wykorzystujg mechanizmy komdrkowe do ekspresji swoich wtasnych miRNA, ktére
wspomagajgy tworzenie korzystnego sSrodowiska komorkowego dla przeprowadzenia wirusowego
cyklu replikacyjnego. Pierwszy wirusowy miRNA zostat wykryty w 2004 r., w limfocytach B
zainfekowanych herpeswirusem Epsteina-Barr (EBV, ang. Epstein-Barr virus) [Pfeffer i in. 2004].

Obecnie znanych jest okoto 300 wirusowych miRNA, a wiekszos¢ z nich jest kodowana w
genomach przedstawicieli rodziny herpeswiruséw [Dass i in. 2023]. Wiele wirusowych miRNA jest

nacelowanych na geny biatek proapoptotycznych. Przyktadowo, kodowane w genomie wirusa EBV
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miR-BART-16 i miR-BART1-3p wyciszajg produkcje kaspazy 3, indukujgcej komdrkows degradacje
apoptotyczng [Harold i in. 2016]. miR-BART1-3p dodatkowo uczestniczy w hamowaniu produkcji
biatka Bim, bedgcego proapoptotycznym mediatorem $mierci komérki [Marquitz i in. 2011]. miRNA
kodowane przez EBV, a takze przez wirusa miesaka Kaposi‘ego (KSHV, ang. Kaposi's sarcoma-
associated herpesvirus) i ludzkiego wirusa cytomegalii (HCMV, ang. human cytomegalovirus),
obnizajg ekspresje mRNA kodujgcego biatko MICB, stanowigce ligand dla limfocytéw NK, dzieki
czemu wirusy te unikajg rozpoznania i eliminacji przez komarki uktadu odpornosciowego [Nachmani i
in. 2009]. Unikalng cechg herpeswiruséw, utatwiajacg im replikacje w organizmie gospodarza, jest
utajona infekcja, zwana latencja. Latencja moze by¢ promowana, m.in., przez miRNA wirusa KSHV,
takie jak miR-K12-7 i miR-K12-9, celujace w gen Orf50 kodujacy wirusowy aktywator transkrypcji
(transaktywator), ktérego inhibicja skutkuje zahamowaniem przejscia do stanu aktywnej infekcji [Lin i
in. 2011]. W przeciwienstwie do ww. strategii, miR-H-27 kodowany przez wirusa opryszczki pospolitej
1 (HSV-1, ang. herpes simplex virus 1) hamuje komodrkowy represor transkrypcji wirusowych

transaktywatoréw, co promuje replikacje i proliferacje wirusa [Wu iin. 2013].

2.2. Wirus pseudowscieklizny jako przedstawiciel alfaherpeswiruséow

Wirus pseudowscieklizny (PRV, ang. pseudorabies virus), znany rowniez jako SHV-1 (ang. suid
herpesvirus 1) jest Swinskim herpeswirusem nalezagcym do rzedu Varicellovirus podrodziny
Alphaherpesvirinae. Alfaherpeswirusy sg neurotropowymi wirusami o szerokim zakresie gospodarza,
charakteryzujgcymi sie szybka replikacjg, wywotujgcg ostrg lityczng infekcje, oraz przechodzgcymi w
stan latencji w neuronach, gtéwnie w zwojach nerwéw czuciowych. Do varicellowiruséw nalezg
rowniez inne herpeswirusy o znaczeniu weterynaryjnym, jak bydlecy herpeswirus 1 (BHV-1, ang.
bovine herpesvirus 1), czy konskie herpeswirusy 1 i 4 (EHV-1 i EHV-4, ang. equine herpesvirus).
Powszechnie znanymi przedstawicielami ludzkich alfaherpeswiruséw s3 wirus ospy wietrznej i
pétpasca (VZV, ang. varicella zoster virus) oraz wirusy opryszczki pospolitej (HSV-1 i HSV-2), przy czym
dwa ostatnie nalezg do rzedu Simplexvirus. Alfaherpeswirusy sg spokrewnione z przedstawicielami
dwéch pozostatych podrodzin herpeswiruséw, czyli Betaherpesvirinae i Gammaherpesvirinae. Do
podrodzin tych nalezg, m.in., wspomniane wczes$niej ludzkie patogeny — HCMV, zaliczany do
betaherpeswirusdw, oraz onkogenne gammaherpeswirusy EBV i KSHV [Davison 2010]. Ponizej
przedstawiono pozycje systematyczng PRV oraz jego nowa nazwe gatunkowg, zaproponowane w

2022 r. przez ICTV (ang. International Committee on Taxonomy of Viruses):

e Domena: Duplodnaviria

o Krélestwo: Heunggongvirae
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e Gromada: Peploviricota

* Klasa: Herviviricetes

® Rzad: Herpesvirales

® Rodzina: Orthoherpesviridae

® Podrodzina: Alphaherpesvirinae

* Rodzaj: Varicellovirus

e Gatunek: Varicellovirus suidalphal (Wirus pseudowscieklizny)

2.2.1. Patogeneza i eradykacja PRV

PRV jest czynnikiem etiologicznym pseudowscieklizny, znanej réwniez jako choroba
Aujeszky’ego. Choroba ta zostata opisana po raz pierwszy w Ameryce juz w 1813 r. i rozprzestrzenita
sie niemal globalnie od poczatku lat 80. XX w. Naturalnymi gospodarzami oraz rezerwuarem PRV sg
cztonkowie rodziny Suidae (Swinie i dziki), w organizmach ktérych wirus moze wej$¢ w stan latencji.
Zagrozonych infekcjg jest réwniez wiele innych ssakéw, w tym przezuwaczy, zwierzagt miesozernych
czy gryzoni, u ktérych infekcja konczy sie $miercig [Mdller i in. 2011]. W populacji Swin choroba
Aujeszky’ego wywotuje rézne symptomy, w zaleznosci od wieku zainfekowanych zwierzat. Choroba
dla mifodych prosigt jest smiertelna. Doroste zwierzeta z reguly przeiywajg infekcje, jednak
obserwuje sie u nich zaburzenia w rozrodzie (resorpcja zarodkdw, poronienia, porody martwych
prosigt) oraz uszkodzenia uktadu nerwowego i oddechowego. Szczegdlnie groiny jest fakt, ze
latentnie zainfekowane zwierze stanowi rezerwuar wirusa, ktéry po reaktywacji moze zakazac inne
osobniki [Wittmann i in. 1989].

Wczesniejsze badania eksperymentalne prowadzone na wyziszych naczelnych wykazaty, ze
szympansy i ludzie nie s3 podatni na infekcje PRV. Jednakze, w 2019 r. zgtoszono ponad 20
przypadkéw ciezkiego zapalenia mézgu u ludzi, wywotanego przez tego wirusa [Wong i in. 2019].
WSszyscy pacjenci zarazeni wariantami PRV mieli bliski kontakt z trzodg chlewng, co sugeruje, ze
Swinie mogty by¢ etiologicznym Zrédtem PRV infekujgcego ludzi.

Na catym $wiecie, w tym w Polsce, choroba Aujeszky’ego spowodowata olbrzymie straty w
produkcji trzody chlewnej oraz innych gatunkéw zwierzat. W wielu krajach wdrozono intensywne
programy eliminacji i zapobiegania pseudowsciekliznie, polegajgce gtéwnie na masowej immunizacji
szczepionkami markerowymi w potgczeniu z testami diagnostycznymi. Podstawg szczepionek
markerowych sg genetycznie atenuowane (ostabione) zywe szczepy wirusowe pozbawiane jednego
badz kilku gendéw determinujgcych wirulencje, jednak nie zaburzajacych replikacji wirusa
[Mettenleiter 2000]. Genami markerowymi sg, m.in., geny kodujgce glikoproteiny powierzchniowe,

sposrdd ktérych najczesciej usuwanymi sg geny kodujace glikoproteiny E (gE) i gl [Quint i in. 1987,
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Yan i in. 2021]. Zastosowanie szczepionek markerowych w pofgczeniu z badaniami serologicznymi
pozwolito na rozrdinienie zwierzat zaszczepionych od zainfekowanych dzikimi szczepami PRV.
Strategia ta, noszaca nazwe DIVA (ang. differentiating infected from vaccinated animals) [van
Oirschot 1999], stata sie podstawg programéw zwalczajgcych PRV na catym swiecie, a takze postuzyta
jako schemat programoéw zwalczania innych choréb wirusowych zwierzat.

W Polsce programy zwalczania i monitorowania choroby Aujeszky’ego sg prowadzone od ponad
pietnastu lat. Od dnia 5 czerwca 2023 r. terytorium Polski zostato oficjalnie uznane przez Komisje
Europejska za obszar wolny od zakazenia PRV. Pomimo skutecznych kampanii eradykacyjnych,
ogniska choroby Aujeszky’ego nadal pojawiajg sie w stadach trzody chlewnej na catym swiecie [Ye i
in. 2016]. Wybuchy epidemii w zaszczepionych stadach wynikajg, m.in., z faktu, ze szczepienia
atenuowanymi wirusami nie powstrzymujg terenowych szczepéw PRV przed ustanowieniem

latentnej infekcji u szczepionych zwierzat [Chen i in. 2022].

2.2.2. PRV jako model do badan in vitro i in vivo

Wirus pseudowscieklizny, oprécz swojego znaczenia jako patogen zwierzat gospodarskich, jest
czesto wykorzystywany jako model do badan nad mechanizmami infekcji alfaherpeswirusowej w
hodowlach komérkowych oraz w zwierzetach. Jednym z powoddw, dzieki ktérym PRV jest szeroko
stosowanym modelem wirusowym, jest jego niezwykle szeroki zakres gospodarzy, co pozwala na
wykorzystanie innych niz swinski, dobrze poznanych modeli zwierzecych do analizy infekcji letalnej
[Mettenleiter 2000]. Myszy i szczury infekowane PRV stuzg jako standardowe modele zwierzece w
badaniach nad neuroinwazjg alfaherpeswirusowg i odpowiedzia immunologiczng gospodarza
[Klopfleisch i in. 2004, Laval i in. 2019]. Ze wzgledu na swoje szczegdlne wiasciwosci neurotropowe,
PRV stat sie rowniez gtéwnym narzedziem w neurobiologii do $ledzenia sieci neuronowych. PRV byt
rowniez wykorzystywany do badania reaktywacji ze stanu latencji, zaréwno w modelach zwierzecych,
jak i w eksplantach nerwu tréjdzielnego [Brockmeier i in. 1993]. Dzieki temu, ze PRV rosnie
wyjatkowo dobrze w hodowlach komérkowych, jest on odpowiednim modelem do szczegdtowej
analizy wymagan replikacyjnych innych alfaherpeswirusdw. Do obszaréw, ktére szczegdlnie
skorzystaty z wykorzystania do badan PRV, nalezg m.in. molekularne mechanizmy wigzania i wejscia
wirusa do komorki oraz sktadanie i wydostawanie sie wirionéw potomnych na zewnatrz komorki
[Pomeranziin. 2005, Granzow i in. 2005].

Badania prowadzone na mysich modelach infekowanych wirusem pseudowscieklizny s3
pomocne w zrozumieniu mechanizméw lezgcych u podstaw choréb wywotywanych ludzkimi

alfaherpeswirusami, takimi jak zapalenie mdézgu spowodowane infekcjg HSV-1 [Sehl i in. 2020], lub
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neuropatie wywotane przez blisko spokrewniony z PRV wirus VZV [Laval i in. 2020]. Ponadto, trwajg
badania nad wykorzystaniem PRV jako wektora onkolitycznego w przeciwnowotworowej terapii
genowej u ludzi [Chai i in. 2022, Han i in. 2023]. Wirusy onkolityczne (OVs, ang. oncolytic viruses)
wywotujg selektywng lize komérek nowotworowych, przy czym nie infekujg zdrowych komérek.
Dzieki niskiej toksycznosci wektory OV stanowig atrakcyjng alternatywe wobec standardowych

metod leczenia.

2.2.3. Struktura wirionu i organizacja genomu PRV

Wiriony wszystkich alfaherpeswiruséw charakteryzujg sie podobnym rozmiarem oraz struktura.
Kompletne wiriony PRV sg kuliste badz owalne, o $rednicy ok. 150-180 nm, zbudowane z czterech
morfologicznie odrebnych komponentdéw strukturalnych. W ich centrum znajduje sie genomowy DNA
zamkniety w ikozaedralny kapsyd, ktéry otoczony jest przez warstwe biatek tworzacych tegument

oraz ostonke lipidowa zawierajacg biatka wirusowe (Ryc. 2.7).
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Ryc. 2.7. Schemat budowy wirionu PRV. Na podstawie [Zheng i in. 2022].

Na elementy strukturalne dojrzatych czgstek wirusa sktada sie okoto potowa kodowanych przez
niego biatek. Typowy kapsyd PRV zawiera 162 podjednostki biatkowe zwane kapsomerami (150
heksameréw i 12 pentamerdéw). Tegument jest zbiorem ok. 12 biatek zorganizowanych w dwie
warstwy, z ktérych zewnetrzna wchodzi w interakcje z biatkami ostonki, a wewnetrzna jest Scisle
zwigzana z kapsydem. Do funkcji biatek tegumentu nalezy regulowanie waznych proceséw
zachodzacych we wczesnych stadiach infekgcji, jak przejecie komdrkowej maszynerii syntezy biatek czy
modulacja ekspresji gendéw; biatka te sg réwniez istotne dla wtasciwego skfadania wiriondw
potomnych. Ostonka jest zbudowana z dwuwarstwowe]j btony lipidowej pochodzenia komérkowego,
w ktorej jest zakotwiczonych ponad 10 réznych biatek, w wiekszosci glikozylowanych, ktére modulujag

interakcje pomiedzy wirusem a jego gospodarzem. Glikoproteiny uczestniczg w wejsciu wirusa i
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uwalnianiu wirionéw potomnych z komarki, bezposrednim transporcie miedzykomdrkowym (ang.
cell-to-cell spread) czy modulacji odpowiedzi immunologicznej [Mettenleiter 1991, Pomeranz i in.
2005, Kramer iin. 2011, Zheng i in. 2022].

Genom herpeswiruséw, przedstawiony na Ryc. 2.8, ma posta¢ pojedynczej czasteczki
dwuniciowego DNA dfugosci ok. 145 kpz i zawiera ok. 75% par GC. Organizacja genomu PRV jest
scisle okreslona i reprezentuje klase D genomdéw herpeswiruséw, ktdrych klasy sg okreslane na
podstawie ogdlnego uktadu rejondw unikatowych i powtdrzeniowych. W genomie PRV mozna
wyrézni¢ dwa unikatowe segmenty — dtugi (Ui, ang. unique long) oraz krétki (Us, ang. unique short).
Us jest flankowany przez dwie sekwencje odwrdconych powtdrzen: wewnetrzng i terminalng
(odpowiednio IR i TR, ang. internal/ terminal repeat), o dtugosci 15 kpz [Pomeranz i in. 2005].
Rekombinacja miedzy powtérzeniami moze prowadzi¢ do powstania dwdch mozliwych izomerdéw
genomu, z rejonem Us w przeciwnych orientacjach, przy czym obie formy izomeryczne nie réznig sie

wiasciwosciami biologicznymi [Mettenleiter 1991, Klupp i in. 2004].

u, IR Us TR
genom PRV
LLT (8,4 kz)
LAP1
——————— BIDIIPID> WD ----------------------»  miRNA prv-LLT

123475689 1011

IE180 geny transaktywatoréow

Ryc. 2.8. Schemat organizacji genomu PRV. Oznaczono lokalizacje promotora LAP1 oraz gendéw kodujgcych
IE180, EPO i LLT, ktdry zawiera w intronie 11 gendw kodujacych miRNA.

Genom PRV zawiera 67 gendw kodujacych biatka, i podobnie do innych herpeswiruséw, geny
PRV s3 upakowane w policistronowe jednostki organizacyjne. Dodatkowo, mozna wyrdznic¢ cztery
transkrypty podlegajace procesowi splicingu, kodujgce wczesne biatko EPO (ang. early protein 0), US1
i UL15 oraz duzy transkrypt zwigzany z latencjg — LLT (ang. Large Latency Transcript) [Cheung 1991,
Tombécz i in. 2017]. Ostatni z nich, LLT, jest jednym z mRNA wspodttworzacych tzw. transkrypt
zwigzany z latencjg (LAT, ang. latency associated transcript), ktéry jako jedyny jest transkrybowany w
latentnie zainfekowanych neuronach [Cheung i in. 1999]. LAT zawiera transkrypty réznej dtugosci,
sposrod ktérych wykrywa sie gtdwnie mRNA o dtugosci 0,95 kz (tysiecy zasad), 1,0 kz, 2,0 kz i 8,0 kz.
LLT ma dtugosc 8,4 kz, przez co jest zaliczony do grupy dtugich niekodujgcych RNA (IncRNAs, ang. long
non-coding RNAs). Transkrypcja LLT jest inicjowana z promotora LAP1 [Jin i in. 2000]. Matryca, na

ktorej odbywa sie transkrypcja LLT, jest dodatnia ni¢ DNA, w zwigzku z czym LLT jest antysensownym
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IncRNA, syntetyzowanym z nici komplementarnej do tej kodujgcej geny transaktywatorow IE180 i
EPO [Cheung 1991]. Produktem splicingu LLT jest intron o dtugosci 4,6 kz, stuzgcy jako pierwotny
prekursor (pri-miRNA) dla 11 miRNA PRV [Wu i in. 2012]. W bazie miRBase regulatory te s3
oznaczone jako prv-miR-LLT1 do prv-miR-LLT11 (Ryc. 2.8), przy czym prv-miR-LLT11 i prv-miR-LLT12

wystepuja w genomie w dwdch kopiach.

2.2.4. Cykl replikacyjny PRV

W organizmie naturalnego gospodarza, czyli dorostej sSwini, wirus pseudowscieklizny
przeprowadza peten cykl replikacyjny, sktadajgcy sie z dwéch faz: krétkiej fazy litycznej, oznaczajacej
aktywnga infekcje oraz nastepujgcej po niej chronicznej fazy latentnej (stan uspienia), trwajacej do

momentu reaktywacji cyklu litycznego [Mettenleiter 2000].

Faza lityczna

Cykl lityczny, przedstawiony na Ryc. 2.9, rozpoczyna sie od wejscia wirusa do epitelialnych
komoérek btony Sluzowej nozdrzy. Wiriony PRV przytgczajg sie do komodrek poprzez interakcje
glikoproteiny gC z resztami cukrowymi siarczanu heparanu, po czym glikoproteina gD wigze sie z
receptorami komérkowymi (przede wszystkim nektyng 1), stabilizujgc interakcje wirion — komorka.
Nastepnie glikoproteiny gB, gH i gL posrednicza w fuzji ostonki z btong komérkowa, co w rezultacie
prowadzi do wejscia kapsydu wraz z biatkami tegumentu do cytoplazmy [Granzow i in. 2005].
Pozbawione ostonki kapsydy wchodzg w interakcje z dyneing, i przy pomocy mikrotubul s3
transportowane do pordw btony jadrowej, przez ktére materiat genetyczny PRV zostaje uwolniony do
wnetrza jadra komérkowego, gdzie ulega cyrkularyzacji.

Podczas herpeswirusowej infekcji litycznej, transkrypcja wirusowych gendéw jest sekwencyjnie
roztozona w czasie, co jest okreslane jako kaskada ekspresji gendw i stanowi jedng z cech
charakteryzujgcych przedstawili tej rodziny. Wirusowe geny lityczne mogg by¢ podzielone na trzy
klasy sukcesywnie produkowanych transkryptéw, ktérych produkty charakteryzuja trzy powigzane ze
sobg etapy. W fazie natychmiastowo-wczesnej (IE, ang. immediate-early) ekspresji ulegajg geny IE,
ktore stymulujg faze wczesng (E, ang. early), podczas ktérej zachodzi produkcja biatek
odpowiedzialnych m.in. za replikacje materiatu genetycznego. Faza pdzna (L, ang. late) zachodzi po
syntezie DNA, a jej produktami sg biatka kapsydu, ostonki i tegumentu [Mettenleiter 2000, Pomeranz
i in. 2005].

36



2. wejscie wirionu do komérki
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Ryc. 2.9. Skrécony schemat cyklu litycznego PRV. MT — mikrotubule, NP — pory jadrowe, ER — retikulum
endoplazmatyczne, TGN — cze$¢ trans aparatu Golgiego, EE — wczesny endosom. Na podstawie [Ibafiez i in.
2018].

U PRV, biatko tegumentu VP16 dociera do jadra niezaleznie od kapsydu i aktywuje transkrypcje
genu IE, przeprowadzang przez komdrkowg polimeraze Il RNA. PRV, w przeciwienstwie do innych
alfaherpeswiruséw, koduje tylko jeden gen IE, ktérego produktem jest transaktywator IE180, bedacy
gtéwnym aktywatorem produktywnej infekcji [Wu i in. 2014]. Gen /E180 jest homologiem genu
kodujgcego transaktywator ICP4 (ang. infected cell protein 4) HSV-1 [Gomez-Sebastian i in. 2004] i,

podobnie do ICP4, wystepuje w genomie wirusa w dwadch kopiach, zlokalizowanych w rejonach
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powtdrzeniowych IR i TR. Produktem genu IE180 jest biatko o masie molekularnej wynoszacej ok. 180
kDa, posiadajgce domeny odpowiedzialne za wigzanie DNA oraz za aktywnos$¢ transaktywacyjng
[Taharaguchi i in. 1994]. Biatko IE180 zawiera sygnat lokalizacji jadrowej, dzieki ktéremu po syntezie
odbywajgcej sie w cytoplazmie jest kierowane do jadra komérkowego. W jadrze IE180 aktywuje
transkrypcje gendéw wczesnych, jak EPO i UL54, ktérych produkty réwniez uczestniczg w aktywacji
kaskady transkrypcyjnej. Wykazano, ze IE180 transaktywuje rowniez geny wczesno-pdzne, jak UL41,
kodujgcy biatko regulatorowe vhs o aktywnosci endonukleazy, hamujgce synteze biatek
komérkowych (ang. virion host shutoff) [Lin i in. 2010]. Innym przyktadem genu wczesno-pdznego
aktywowanego przez IE180, jest US4 kodujgcy glikoproteine gG, ktdra poprzez powinowactwo do
chemokin odgrywa role w unikaniu odpowiedzi immunologicznej [Viejo-Borbolla i in. 2010]. Ponadto,
IE180 moze wigzac sie do promotora LAP1 i hamowa¢ produkcje transkryptu LLT [Ou i in. 2002], w
zwigzku z czym wyciszenie ekspresji genu /E180 wigze sie zaréwno z zahamowaniem kaskady
ekspresji gendow litycznych, jak i z promowaniem ustanowienia latentnej fazy infekcji. Drugim
wirusowym transaktywatorem o szerokim zakresie aktywowanych gendw jest biatko EPO. To wczesne
biatko jest homologiem transaktywatora ICPO (ang. infected cell protein 0) wirusa HSV-1 [Moriuchi i
in. 1995]. EPO réwniez lokalizuje sie w jadrze, gdzie aktywuje transkrypcje z promotoréw gendw
wczesnych oraz péznych, takich jak /E180, US4 czy UL23. Ten ostatni koduje kinaze tymidynowsa,
zaangazowang w metabolizm nukleotydéw i warunkujacg wirulencje PRV [McGregor i in. 1985].
Utrata przez PRV funkcji EPO wigze sie z zahamowaniem replikacji DNA wirusa, co prowadzi do
obnizenia wirulencji PRV i zaburzen reaktywacji cyklu litycznego [Wesley i in. 1996].

Produkty gendéw wczesnych, m.in. UL5, UL8, UL9, UL30, sg zaangazowane w replikacje DNA
wirusowego, ktdra poczatkowo odbywa sie wg modelu theta, gdzie kolista forma genomu stuzy jako
matryca do pierwszej rundy replikacji. Nastepnie zachodzi zmiana sposobu replikacji na model
toczgcego sie kota, co skutkuje generowaniem konkatamerycznej formy DNA o ztozonej strukturze
[Pomeranz i in. 2005]. Nastepujaca podziniej rekombinacja pomiedzy konkatamerami prowadzi do
powstania genomow PRV o réznej konfiguracji rejondw U, i Us. Rozpoczecie syntezy wirusowego DNA
sygnalizuje wejscie cyklu replikacyjnego w pdiny etap i zainicjowanie produkcji biatek péznych (ang.
true late), w tym komponentow kapsydu. Po syntezie biatka kapsydu sg kierowane do jadra
komérkowego, gdzie nastepuje sktadanie kapsyddw i upakowanie do nich pojedynczych kopii
genomu PRV, co skutkuje formowaniem nukleokapsydéw. Ztozone nukleokapsydy przechodzg przez
wewnetrzng btone jgdrows i trafiajg do przestrzeni perinuklearnej, w ktorej ulegajg pierwotnemu
optaszczeniu. Nastepnie za posrednictwem fuzji z zewnetrzng btong jadrowa pozbawione ostonki
nukleokapsydy dostajg sie do cytoplazmy [Fuchs i in. 2002].

W kolejnym etapie cyklu replikacyjnego do nukleokapsydéw dotaczajg biatka tegumentu, po

czym formujgcy sie wirion ulega wtérnemu optaszczeniu, czyli nabywa ostonke lipidowg z
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zakotwiczonymi w niej glikoproteinami. W procesie formowania sie ostonki wtornej, glikoproteiny sg
transportowane z siateczki retikulum endoplazmatycznego do sieci trans aparatu Golgi’ego, gdzie sg
poddawane glikozylacji [Spear 1976]. Dojrzate glikoproteiny sg transportowane do btony
komérkowej, po czym ulegajg endocytozie. Nukleokapsydy wraz z tegumentem zostajg optaszczone
albo za posrednictwem wczesnych endosoméw, albo poprzez sie¢ trans-Golgi [Owen i in. 2015].
Dojrzate wiriony PRV s3 transportowane w pecherzykach w kierunku btony komdrkowej i opuszczaja
komérke na drodze egzocytozy [Hogue i in. 2014]. Po uwolnieniu wiriondw potomnych z
zainfekowanej komoérki, PRV rozprzestrzenia sie do komérek sgsiadujgcych.

Alternatywnym sposobem rozprzestrzeniania sie wiriondw potomnych jest mechanizm cell-to-
cell spread, w ktérym PRV jest kierowany do potgczenn miedzykomérkowych, bez wychodzenia do
srodowiska zewngatrzkomdrkowego [Johnson i in. 2002]. Dla alfaherpeswiruséw jest to podstawowa
droga wtédrej infekcji komdrek nabtonkowych i nerwowych [Cifuentes-Munoz i in. 2020]. Gtéwng
determinantg wirusowg posredniczgcg w tym procesie jest glikoproteina gE, dziatajgca w kompleksie
z gl, bedgca produktem genu wczesno-pdznego US8 [Tombacz i in. 2017]. Mutant PRV z delecjg US8
cechuje sie obnizong wirulencjg i zredukowanym rozprzestrzenianiem w systemie nerwowym [Jacobs
1994]. Warunkowana przez gE neuroinwazyjnosc jest jednym z czynnikdw umozliwiajacych wirusowi
przeprowadzenie infekcji latentnej, co jest zwigzane z modulowaniem przez gE wejscia biatek
wirusowych do aksonéw komérek nerwowych [Ch'ng i in. 2005]. Ponadto, gE determinuje
aksoplazmatyczny transport postepujacy (ang. anterograde transport) [DuRaine i in. 2021], dzieki
ktoremu reaktywowany PRV dociera ze zwojéw nerwowych z powrotem do komdrek nabtonkowych
uktadu oddechowego gospodarza, ktéry staje sie rezerwuarem wirusa i umozliwia mu dalsze

rozprzestrzenianie sie.

Faza latentna

W warunkach naturalnych, PRV moze wejs¢ w stan latencji jedynie w dorostym (przynajmniej
kilkumiesiecznym) organizmie naturalnego gospodarza. Infekcja latentna alfaherpeswiruséw odbywa
sie gtéwnie w nalezgcych do obwodowego uktadu nerwowego zwojach nerwu trdjdzielnego, do
ktérych potomne wiriony PRV docierajg z miejsca pierwotnej infekcji. Przejscie PRV z komdrek
nabtonkowych do zakorczehn aksondw odbywa sie poprzez warunkowang przez gE fuzje bton.
Nastepnie wiriony podlegajg aksoplazmatycznemu transportowi wstecznemu (ang. retrograde
transport) i za pomocg mikrotubul trafiajg do ciat komdrek nerwowych [Koyuncu i in. 2013]. Po
dotarciu nukleokapsydéw do poréw jadrowych, genom PRV zostaje uwolniony do wnetrza jadra
komoérkowego, w ktérym pozostaje w formie tzw. episomu. Wigze sie to z cyrkularyzacja DNA oraz ze
zwigzaniem go z biatkami histonowymi [Kent i in. 2004]. Wirus pozostajgcy w formie episomu nie

podlega replikacji, przez co wiriony potomne nie sg generowane. ,UsSpienie” wirusa uniemozliwia
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uktadowi odpornosciowemu rozpoznanie latentnie zainfekowanych komérek [Zhang i in. 2021 b].
Faza latentna uwazana jest za stabilng, jednak ,,uspiony” PRV moze zostaé reaktywowany, co oznacza
aktywacje kaskady transkrypcyjnej i rozpoczecie kolejnego cyklu litycznego [Pomeranz in. 2005]. Jak
juz wspomniano, jedynym wirusowym mRNA wykrywanym w latentnie zainfekowanych komérkach
sg transkrypty LAT, kodujace prekursory miRNA PRV. Dotychczas poznane funkcje LLT w kontekscie
kodowanych w jego obrebie miRNA bedg rozpatrzone w rozdziale Wstep 2.2.5. W tej czesci
natomiast zostang omoéwione pokrétce biatkowe czynniki warunkujace latencje PRV.

Cykl latencja — reaktywacja u alfaherpeswiruséw jest $cisle regulowany przez subtelne i wcigz
stabo poznane interakcje pomiedzy wirusem, komdrkami nerwowymi i systemem immunologicznym
[Decman i in. 2005, Szpara i in. 2010]. Staje sie coraz bardziej oczywiste, ze uktad odpornosciowy
odgrywa wazing role w procesie wejscia infekcji herpeswirusowej w faze latentng. W odpornosci
wrodzonej, komérkowa $ciezka interferonowa (IFN, ang. interferon pathway) odgrywa role pierwszej
linii obrony przeciwwirusowej poprzez ograniczanie replikacji i rozprzestrzeniania sie
alfaherpeswirusdw [Sainz i in. 2002]. Co wiecej, wykazano, ze Sciezka IFN wprowadza HSV-1 i PRV w
stan spoczynku przypominajgcy latencje w hodowlach neurondw in vitro [De Regge i in. 2010].
Sciezka IFN hamuje produkcje biatek ICP4 i IE180, co moze stanowi¢ kluczowy krok w promowaniu
wejscia alfaherpeswiruséw w stan latencji. Dla HSV-1 wykazano ponadto, ze IFN typu | moduluje
oddziatywania pomiedzy DNA wirusa a Srodowiskiem jgdrowym, sprzyjajgc ustanowieniu latencji
poprzez promowanie wzorca genomu witasciwego dla infekcji latentnej w neuronach zainfekowanych
HSV-1 [Maroui i in. 2016]. Czynnikiem komdrkowym wyciszajgcym ekspresje gendw litycznych sg
biatka histonowe, ktdore tworzg kompleksy z promotorami tych gendéw. Warto nadmienié, ze
determinantg HSV-1 posredniczgcg w wytworzeniu nieaktywnej transkrypcyjnie heterochromatyny
sg transkrypty LAT [Cliffe i in. 2009]. Jak dotad, nie poznano biatkowych czynnikdw produkowanych
przez PRV, warunkujgcych wejscie tego wirusa w stan latencji.

Reaktywacja cyklu litycznego jest zwigzana z wystawieniem latentnie zainfekowanego zwierzecia
na dziatanie czynnikéw stresowych, takich jak gtdd, ekspozycja na zimno czy transport [Tanaka i in.
2003, Pan i in. 2023]. Jedynymi dotychczas poznanymi biatkami promujacymi reaktywacje cyklu
litycznego PRV sg biatka wirusowe. Podczas reaktywacji wzrasta poziom transaktywatora IE180, ktdry
poprzez wigzanie z promotorem LAP1 wycisza ekspresje genu LLT; proces ten moze stanowic¢ wazny
»przetacznik” pomiedzy stanem latencji a cyklem litycznym [Ou i in. 2002, Wang i in. 2020].
Wykazano réwniez, ze u mutantéw PRV z delacjami gendéw EPO [Wesley i in. 1996, Boldogkai i in.
2000], US8 [Jacobs 1994], UL23 [Ferrari i in. 2000] i UL54 [Pan i in. 2023] proces reaktywacji do
produktywnej infekcji byt mocno uposledzony lub zablokowany, w poréwnaniu do wiruséw typu

dzikiego.
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2.2.5. Biologiczne funkcje miRNA PRV

Transkrypty LAT u alfaherpeswirusdw generuja kilka typdw ncRNA, takich jak miRNA, mate RNA
(sRNAs, ang. small RNAs), IncRNA czy mate niekodujgce RNA (sncRNAs, ang. small non-coding RNAs)
[da Silvaiin. 2013, Chengiin. 2019]. Sposrédd wymienionych typédw, miRNA stanowig najintensywniej
badang grupe ncRNA. Pierwsze doniesienia na temat miRNA kodowanych w genomach
alfaherpeswiruséw pochodzg z laboratorium Thomasa Tuschla z 2005 r. Badacze przeprowadzili
komputerowe analizy drugorzedowych struktur typu spinki, reprezentujgcych pre-miRNA i wykryli, ze
HSV-1 i HSV-2 kodujg odpowiednio siedem i szes¢ miRNA [Pfeffer i in. 2005]. Predykcje te nie zostaty
jednak potwierdzone eksperymentalnie. W 2006 r. grupa Donalda Coena zidentyfikowata metodami
bioinformatycznymi 13 miRNA kodowanych przez HSV-1, przy czym obecno$¢ miR-H1 zostata
potwierdzona doswiadczalnie [Cui i in. 2006]. Pierwsze badania eksperymentalne nad regulacyjng
funkcjg miRNA alfaherpeswirusow zostaty przeprowadzone w 2008 r. przez grupe Bryana Cullena
ktéra dowiodtfa, ze miR-H2 i miR-H6 kodowane przez HSV-1 redukujg ekspresje gendw ICPO i ICP4,
kodujacych wirusowe transaktywatory [Umbach i in. 2008]. Podobne doniesienia dotyczyty miRNA
kodowanych przez HSV-2 [Tang i in. 2009] oraz BHV-1 [Jaber i in. 2010], alfaherpeswirusa o znaczeniu
weterynaryjnym.

W 2011 r., wykorzystujgc technologie NGS, Elisabetta Giuffra i jej grupa jako pierwsi
zidentyfikowali pie¢ wirusowych miRNA w zainfekowanych PRV swinskich komdrkach dendrytycznych
[Anselmo i in. 2011]. Od tamtego czasu zainteresowanie miRNA PRV zaczeto sukcesywnie wzrastac.
W oparciu o analize z 2011 r., grupa Zheng-Fei Liu wykryta 11 miRNA PRV w zainfekowanych wirusem
komoérkach nabtonkowych nerki swinskiej (PK-15, ang. porcine kidney-15), kodowanych w intronie
transkryptu LLT PRV [Wu i in. 2012]. W bazie danych miRBase funkcjonujg identyfikatory miRNA PRV
przedstawione w ww. publikacji. miRNA PRV byly takze wykrywane w zainfekowanych modelach
zwierzecych, jak sSwinie [Timoneda i in. 2014] i myszy [Li i in. 2017]. Co ciekawe, za pomocg techniki
NGS wykryto w zainfekowanych komérkach PK-15 20 miRNA PRV, kodowanych w otwartych ramkach
odczytu gendéw kodujacych biatka wirusa [Liu i in. 2016], jednak uwaga badaczy jest skupiona w
gtéwnej mierze na 11 miRNA kodowanych w rejonie intronu LLT.

Wymienione zespoty badawcze przeprowadzity réwniez analizy bioinformatyczne majace na celu
predykcje genéw docelowych dla poszczegdlnych miRNA PRV. Najczesciej wskazywanymi celami tych
regulatorow, podobnie jak w przypadku innych alfaherpeswiruséw, sg geny kodujace
transaktywatory produktywnej infekcji — biatka IE180 i EPO, jak réwniez kinazy, glikoproteiny
powierzchniowe oraz komdrkowe geny kodujgce biatka zaangazowane, m.in., w regulacje odpowiedzi

immunologicznej. Predykcje proponowane przez réine zespoly sg dosé rozbiezne, jednak mozna
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zatozy¢, ze miRNA kodowane przez PRV wraz z docelowymi genami tworzg ztozong sie¢ regulacyjna.

Przyktadowe sieci regulacyjne zostaty przedstawione na Ryc. 2.10.
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Ryc. 2.10. Graficzne przedstawienie przewidywan in silico dotyczacych interakcji miRNA PRV — docelowe
transkrypty. Zaadaptowano z A) [Wu i in. 2012] i B) [Li i in. 2017]. Za pomocg czerwonych okregdéw zaznaczono
miRNA PRV analizowane w przedstawionej pracy doktorskiej.
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Liczba doniesien dotyczgcych eksperymentalnie potwierdzonych funkcji i celéw miRNA PRV jest
ograniczona. Pierwsze badania funkcjonalne analizujgce role miRNA w biologii PRV zostaty
opublikowane w 2015 r. przez zespdt Elisabetty Giuffry. Badacze skonstruowali mutanta PRV z delecjg
fragmentu genu kodujacego LLT, zawierajgcego dziewie¢ miRNA (od prv-miR-LLT1 do prv-miR-LLT9).
Wygenerowany mutant delecyjny postuzyt do infekcji swin, w ktérych byt zdolny do przejscia do
latentnej fazy infekcji, bez oznak reaktywacji. Na podstawie uzyskanych wynikéw badacze stwierdzili,
ze miRNA nie s3 wymagane do ustanowienia latencji [Mahjoub i in. 2015]. Obserwacja ta byta zgodna
z wczesniej uzyskanymi wynikami badan nad aktywnoscig mutantéw PRV niezdolnych do ekspresji
genu LAT, ktére rowniez byty w stanie osiggng¢ faze latentng [Cheung 1996, Jin i in. 2000]. Ponadto, u
swin zainfekowanych mutantem z delecjg dziewieciu miRNA zaobserwowano wzrost ekspresji
Swinskich genéw zawiadujacych komérkowa odpowiedzig immunologiczng, co sugeruje, ze LAT moze
uczestniczy¢ w unikaniu odpowiedzi immunologicznej gospodarza [Mahjoub i in. 2015]. Dalsze
doswiadczenia analizujace role miRNA w biologii PRV zostaty przeprowadzone przez zespét Zheng-Fei
Liu, ktéry wykorzystat do badan mutanta delecyjnego pozbawionego wszystkich 11 miRNA z intronu
LLT. Badacze wykazali, ze peten klaster miRNA hamuje kinetyke replikacji oraz proliferacje wirusa in
vitro. Ponadto, wyniki eksperymentéw przeprowadzonych na zwierzetach zainfekowanych
skonstruowanym mutantem delecyjnym sugerowaty wptyw miRNA PRV na wirulencje wirusa u jego
naturalnych gospodarzy oraz u myszy [Wang i in. 2018].

Do tej pory przeprowadzono jedynie dwa badania funkcjonalne, ktére analizowaty potencjat
regulacyjny oraz docelowe transkrypty poszczegélnych miRNA PRV. Pierwsze badanie nad wptywem
pojedynczego miRNA na fenotyp PRV dotyczyto analizy prv-miR-LLT7. Eksperymenty byty
prowadzone w warunkach in vitro i obejmowaty transfekcje komodrek PK-15 za pomocga
antysensownego oligonukleotydu anty-prv-miR-LLT7 i nastepujacg po niej infekcje komédrek wirusem
PRV dzikiego typu. Analiza RT-qPCR wykazata hamujace dziatanie prv-miR-LLT7 na ekspresje genu
IE180 oraz, co ciekawe, pozytywny wptyw tego miRNA na wielkos$¢ tysinek PRV przy jednoczesnym
braku oddziatywania na kinetyke wzrostu wirusa [Wang i in. 2018]. Drugim miRNA, ktdérego funkcja
byta badana poza kontekstem petnego klastra, byt prv-miR-LLT11a. Na potrzeby tego eksperymentu
opracowano model badawczy, w ktérym zainfekowano dzikim PRV komérki PK-15, wczesniej
poddajac je transfekcji za pomocg mimikéw tego miRNA. Wyniki przeprowadzonych analiz
wskazywaty na potencjat eksprymowanego prv-miR-LLT11a do hamowania replikacji PRV. Badacze
wykazali réwniez, ze celami dla analizowanego miRNA byty komdrkowe transkrypty kodujgce swinski
antygen zgodnosci tkankowej (SLA-1, ang. swine leukocyte antigen class 1) oraz transporter zwigzany
z przetwarzaniem antygendéw (TAP, ang. transporter associated with antigen processing). SLA-1 i TAP
sg mediatorami komdrkowej odpowiedzi immunologicznej, przez co prv-miR-LLT11a moze wptywac

na interakcje wirus — gospodarz [Liu i in. 2019].
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3. Cel pracy

Z informacji zawartych we wstepie wynika, ze miRNA kodowane w genomach herpeswiruséw
sprzyjajg tworzeniu korzystanego dla nich srodowiska komdrkowego, regulujgcego wirusowy cykl
zyciowy i wspierajgcego unikanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Badania
eksperymentalne dotyczace funkcji miRNA wirusa pseudowscieklizny przeprowadzone do tej pory
skupiaty sie w gtdwnej mierze na analizie roli klastréw zbudowanych z dziewieciu lub jedenastu
miRNA kodowanych w intronie LLT PRV. Niewiele natomiast wiadomo na temat biologicznych funkcji
pojedynczych miRNA PRV. Z tego powodu wymagane jest kontynuowanie badan nad tym
zagadnieniem, aby lepiej zrozumie¢, w jaki sposdb miRNA wptywajg na kontrole wirusowego cyklu

replikacyjnego.

Celem mojej pracy doktorskiej byta analiza funkcji klastra trzech pierwszych miRNA
zlokalizowanych w intronie LLT PRV. Badania obejmowaty ocene potencjatu miRNA do modulowania
ekspresji wybranych genéw wirusowych oraz okreslenie ich roli w regulowaniu cyklu zyciowego
wirusa. Dalsze badania obejmowaty weryfikacje, prowadzong za pomocg inhibitoréw miRNA, ktéry

sposréd miRNA z klastra LLT[1-3] petni dominujgca role.

Realizacja tak zarysowanych celéw wymagata przeprowadzenia nastepujgcych badan:

» opracowanie i konstrukcja modelu badawczego zapewniajacego stata produkcje miRNA PRV
w komérkach swinskich;

» wybdr podejscia eksperymentalnego umozliwiajgcego wprowadzanie gendw PRV i analize ich
ekspresji w komdrkach stabilnie produkujgcych miRNA PRV;

» produkcja, oczyszczanie i charakterystyka preparatu rekombinowanej rybonukleazy Dicer,
stuzacego do testowania oligomerdow RNA o charakterze inhibitorowym;

> analiza potencjatu zaprojektowanych oligomeréw do hamowania wycinania miRNA PRV z ich
prekursoréw w warunkach in vitro;

» ocena mozliwosci wykorzystania oligomeréw do kontroli generowania miRNA PRV w
warunkach in cellulo;

» optymalizacja warunkdw pracy z oligomerami w systemie komérkowym.
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4. Wyniki
4.1. Przygotowanie i charakterystyka preparatu rekombinowanej hDicer

Realizacje mojego projektu doktorskiego rozpoczetam od przygotowania preparatu
rekombinowanej ludzkiej rybonukleazy Dicer (hDicer). Jest to jedno z kluczowych biatek w procesie
biogenezy miRNA, ktére przetwarza prekursory RNA o strukturze spinki do wtoséw do dwuniciowego
RNA, ktéry nastepnie stuzy jako zrédto dojrzatych, funkcjonalnych miRNA [Bartel 2004]. Preparat
hDicer zostat wykorzystany do okreslenia rodzaju oddziatywan pomiedzy Dicer a réznej dtugosci
oligomerami RNA, bedacymi potencjalnymi inhibitorami procesu ciecia pre-miRNA przez Dicer.
Preparat ten byt réwniez niezbedny do przeprowadzenia panelu analiz in vitro dotyczacych ciecia
(hydrolizy) syntetycznych prekursoréw miRNA wirusa PRV przez te rybonukleaze, prowadzonych w
ramach badan nad wydajnoscig inhibicji tego procesu w obecnosci ww. oligomeréw.

Konsultujgc sie z zespotem dr hab. Anny Kurzyniskiej-Kokorniak, prof. Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu, opracowatam wtasng metode produkcji preparatu hDicer, opierajaca
sie na ekspresji genu DICER1I w systemie bakulowirusowym oraz na nastepujgcym po niej
dwuetapowym oczyszczaniu preparatu za pomocg chromatografii powinowactwa i jonowymienne;j.
Jako system ekspresyjny wybratam bakulowirusowy system ekspresji genéw Bac-to-Bac, m.in. ze
wzgledu na duze doswiadczenie naszego Zespotu w pracy z rekombinowanymi bakulowirusami
[Tyborowska i in. 2006; Grabowska i in. 2009] oraz ze wzgledu na fakt, ze jest to dobrze ugruntowana

technika produkcji rekombinowanych biatek [Altman i in. 1999, Provost i in. 2002].

4.1.1. Ekspresja rekombinowanych genow kodujacych rybonukleaze hDicer

Materiatem wyjsciowym stuzgcym do konstrukcji rekombinowanych bakulowiruséw Bac-hDicerC
i Bac-hDicerN byt wektor pBlueScript SK(+) zawierajacy kompletng sekwencje cDNA genu ludzkiej
rybonukleazy Dicerl (DICER1, PubMed accession number NM_030621), zamdéwiony w firmie
GenCopoeia. W celu optymalizacji produkcji hDicer, zdecydowatam sie na wprowadzenie dwdch
modyfikacji do wyjsciowej sekwencji cDNA. Preferowany podczas translacji kodon START jest
umiejscowiony w pozycji 269-271 genu DICER1, co skutkuje syntezg biatka sktadajgcego sie z 1922 aa,
o masie ok. 216 kDa [Provost i in. 2002]. Pierwsza modyfikacja sekwencji DNA polegata na delecji
fragmentu dtugosci 268 pz z rejonu 5’UTR, znajdujgcego sie bezposrednio przed kodonem ATG. Krok
ten miat na celu zwiekszenie wydajnosci ekspresji genu hDicer w komérkach owadzich, poniewaz
sekwencje znajdujace sie powyzej preferowane]j otwartej ramki odczytu moga powodowac obnizenie

ekspresji genu, m.in. poprzez mniej wydajnga translacje [Calvo i in. 2009].
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Zdecydowatam sie réwniez na dotaczenie do sekwencji kodujgcej hDicer sekwencji znacznika,
sktadajacej sie z szesciu reszt histydynowych (Hise-tag). Biatka ze znacznikiem Hise-tag mozna tatwo
oczysci¢c za pomoca chromatografii powinowactwa IMAC (chromatografia powinowactwa do
unieruchomionych jonéw metali, ang. immobilized metal ion affinity chromatography) [Loughran i in.
2017]. Ponadto, przeciwciata anty-Hiss-tag sg powszechnie dostepne i pozwalajg na wykrywanie
oczyszczanego biatka bez koniecznosci uzywania swoistych dla niego przeciwciat. Zaplanowatam
konstrukcje dwodch kaset ekspresyjnych: kasety kodujgcej rybonukleaze hDicer ze znacznikiem
histydynowym na korcu aminowym oraz kasety kodujgcej rybonukleaze hDicer ze znacznikiem
histydynowym na koncu karboksylowym.

Strategia klonowania obu wersji rekombinowanego genu kodujgcego hDicer (z dotgczong
sekwencjg znacznika Hise-tag na koncu 5’ i 3’) opierata sie w pierwszej fazie na stworzeniu wspdlnego
dla nich konstruktu (pBS-dicer1-A5’'UTR), pozbawionego 268 pz z rejonu 5’'UTR, znajdujacych sie
przed kodonem START. W tym celu przeprowadzitam reakcje PCR z uzyciem zestawu starterow
A5’UTR-F/ A5’UTR-R, po czym umiescitam produkt reakcji PCR w plazmidzie pBS-dicerl, pomiedzy
miejscami ciecia rozpoznawanymi przez enzymy restrykcyjne Acc65/ i Nsil. Klonowany gen zostat
poddany sekwencjonowaniu (we fragmentach, ze wzgledu na jego dtugosé), co potwierdzito
zgodnos$¢ otrzymanej sekwencji z sekwencjg referencyjng. Na bazie powstatego konstruktu pBS-
dicer1-A5’UTR zostaty przeprowadzone dalsze modyfikacje, ktdrych efektem byto uzyskanie dwdch
wersji klonowanego genu.

Pierwsza wersja genu zawierata sekwencje kodujgca Hise-tag na koncu 5’. Poczgtkowo, w reakcji
PCR (przy uzyciu starteréw AATG-F/A5’UTR-R) uzyskatam syntetyczny fragment genu z usunietym
kodonem ATG. Przy pomocy enzymdw Sall oraz Nsil wprowadzitam produkt PCR w odpowiadajgce im
miejsca w konstrukcie pBS-Dicer-A5’UTR. Petna sekwencja genu DICER1, pozbawiona kodonu START,
zostata wycieta z wektora pBluescript SK(+) przy uzyciu enzymodw Sall i Notl, a nastepnie przeniesiona
do wektora transferowego pFastBac HtB. Uzyskany konstrukt pHtB-hDicerN posiadat odtworzony
kodon ATG, za ktérym znajdowata sie sekwencja kodujgca znacznik histydynowy i petna sekwencja
DICER1. Druga wersja genu, kodujgca rekombinowane biatko hDicer ze znacznikiem histydynowym
znajdujacym sie na C-koncu, zostata skonstruowana poprzez wyciecie enzymami Xagl i Notl sekwencji
znajdujacej sie na konicu 3’ konstruktu pBS-Dicer-A5’UTR i wymienienie jej na produkt reakcji PCR,
wprowadzajacy sekwencje Hise-tag, otrzymany przy uzyciu zestawu starteréw H6T-F/H6T-R. W celu
wyciecia z wektora pBluescript SK(+) (pBS SK+) petnej sekwencji DICER1 z dodang sekwencja
nukleotydowa kodujgca znacznik histydynowy na koncu 3’, postuzytam sie enzymami Sall i Notl, a
nastepnie klonowatam jg w docelowym wektorze pFastBacl, uzyskujgc konstrukt pFB-hDicerC.

Schemat przygotowania konstruktéw zostat przedstawiony na Ryc. 4.1.
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pHtB-hDicerN pFB-hDicerC

Ryc. 4.1. Schemat konstrukcji rekombinowanych wektoréow transferowych systemu Bac-to-Bac z genem
kodujgcym hDicer ze znacznikiem histydynowym na koricu aminowym albo karboksylowym. Opis znajduje sie
w tekscie. Zaznaczono miejsce delecji sekwencji ATG. H6T — sekwencja kodujgca znacznik Hise-tag.

W kolejnym etapie przeprowadzitam transformacje komodrek kompetentnych DH10Bac
plazmidami pHtB-hDicerN i pFB-hDicerC, czego skutkiem byto zajscie transpozycji miejscowo-
specyficznej i otrzymanie rekombinowanych bakmidéw (DNA bakulowirusa w postaci plazmidu)
kodujgcych obie wersje biatka hDicer ze znacznikiem histydynowym. Rekombinanty bakulowirusowe
Bac-hDicerN i Bac-hDicerC otrzymatam poprzez transfekcje komarek Sf9 oczyszczonym z bakterii DNA
bakmidowym, kodujgcym odpowiednio hDicerN i hDicerC. Zebrany po transfekcji lizat
bakulowirusowy P1 postuzyt do namnozenia bakulowiruséw do drugiego pasazu P2. W celu
namnozenia rekombinowanych bakulowiruséw do wysokiego miana (>107/ml), pasazowatam je do
trzeciego pokolenia, ktére po zmiareczkowaniu stuzyto do infekcji komdrek Sf9 w celu produkcji
rekombinowanej rybonukleazy hDicer.

W celu potwierdzenia, ze w hodowli komérek owadzich infekowanych skonstruowanymi
rekombinantami bakulowirusowymi powstaje biatko hDicer zawierajgce znacznik histydynowy na N-
albo na C-koncu, przeprowadzitam immunodetekcje in situ biatka (test IPMA) w komodrkach przy
uzyciu przeciwciat anty-Dicer i anty-Hise-tag. Komodrki Sf9 wysiane na ptytke M6 infekowatam 200 pl
lizatow P2 przez 72 godziny. Wynik badania (przedstawiony na Ryc. 4.2) potwierdzit, ze w wyniku
infekcji rekombinowanymi bakulowirusami komarki Sf9 produkowaty biatko hDicer z przytgczonym

znacznikiem Hise-tag zardwno na koricu aminowym, jak i karboksylowym.
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Ryc. 4.2. Detekcja in situ rybonukleazy hDicer ze znacznikiem Hise-tag na kornicu aminowym albo
karboksylowym w komoérkach Sf9 infekowanych rekombinowanymi bakulowirusami. IPMA z wykorzystaniem
przeciwciat anty-Dicer (1:1000) lub anty-Hiss-tag (1:1000).

Testem potwierdzajgcym, ze biatko hDicer jest produkowane do petnej dtugosci formy i cechuje
sie spodziewanym ciezarem molekularnym, byt rozdziat biatek w zelu poliakryloamidowym (PAA, ang.
polyacrylamide) i analiza Western blotting. Rosngce na ptytce M6 komoérki Sf9 infekowatam 400 pl
lizatow Bac-hDicerN lub Bac-hDicerC pokolenia drugiego, lub niezmodyfikowanym bakulowirusem
(Bac-WT, jako kontrola negatywna), hodowatam przez 48 godzin, po czym lizowatam je przy pomocy
4x stezonego buforu obcigzajgco-redukujgcego i przeprowadzitam rozdziat SDS-PAGE oraz
immunodetekcje z uzyciem przeciwciat anty-Hise-tag i anty-Dicer. W celu zbadania, czy
rekombinowane biatko hDicer po rozdziale elektroforetycznym znajduje sie na wysokosci wtasciwej
dla hDicer wystepujacej naturalnie w komdrkach ludzkich, przeprowadzitam analize Western blotting
lizatéw zainfekowanych komérek Sf9 oraz ludzkich komérek czerniaka (MJS, dostepna w Zaktadzie
linia ludzkich komadrek), przy uzyciu przeciwciat anty-Dicer.

Przeprowadzona analiza wykazata obecno$¢ biatek o masie ok. 220 kDa w lizatach komérek Sf9
infekowanych bakulowirusami Bac-hDicerN i Bac-hDicerC. Masa ta odpowiadata masie ludzkiej
rybonukleazy Dicer (216 kDa). Wynik badania zostat przedstawiony na Ryc. 4.3. Rekombinowane
wersje biatka hDicer reagowaty zaréwno z przeciwciatami anty-Hise-tag (Ryc. 4.3.A), jak i anty-Dicer
(Ryc. 4.3.C). W Zelu barwionym Coomassie, powyzej wzorca 170 kDa, mozna zauwazy¢ wyrazne

prazki odpowiadajace dwém wersjom biatka hDicer (ze znacznikiem na N- i C-koncu), co $wiadczyto o
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wydajnej ekspresji gendw kodujgcych hDicer w komérkach owadzich infekowanych rekombinantami
bakulowirusowym (Ryc. 4.3.B). Nie wykrytam badanego biatka w kontroli negatywnej, ktorg
stanowity komorki Sf9 infekowane niezmodyfikowanym szczepem bakulowirusa (Bac-WT). Wynik
analizy z wykorzystaniem lizatéw komodrek MJS (Ryc. 4.3.C) potwierdzit, ze obie wersje
rekombinowanej rybonukleazy hDicer produkowanej w systemie Bac-to-Bac charakteryzujg sie masg

molekularng odpowiadajgcg masie ludzkiej Dicer.
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Ryc. 4.3. Detekcja rybonukleazy hDicer w lizatach komoérek Sf9 infekowanych rekombinowanymi
bakulowirusami. A) Analiza Western blotting prowadzona za pomoca przeciwciat anty-Hise-tag 1:2000. B) Zel
wybarwiony Coomassie Brilliant Blue R-250. C) Analiza Western blotting z wykorzystaniem przeciwciat anty-
Dicer 13D6 1:2000. Bac-WT — komorki Sf9 infekowane niezmodyfikowanym szczepem bakulowirusa; MJS — lizat
ludzkich komorek czerniaka. Strzatki wskazujg wysokos¢, na jakiej znajduje sie petnej dtugosci forma biatka
hDicer.

4.1.2. Produkcja i oczyszczanie preparatu hDicer

Przygotowanie preparatu rekombinowanej rybonukleazy hDicer wymagato podjecia
nastepujgcych krokow: produkcji hDicer w komérkach Sf9, lizy komédrek (sekwencje konstruktow
rekombinowanej rybonukleazy hDicer nie zawierajg peptydu sygnatowego kierujgcego produkowane
biatka do pozywki), oczyszczenia wyprodukowanej w komadrkach Sf9 hDicer oraz zawieszenia hDicer
w buforze zapewniajgcym zachowanie aktywnosci enzymatycznej preparatu.

Nadprodukcja obu wariantdw rybonukleazy hDicer odbywata sie w ptynnej hodowli zawiesinowe;j
komoérek Sf9 w szklanych kolbach, w objetosci 50-100 ml. W celu zwiekszenia wydajnosci produkcji
rekombinowanych biatek, zoptymalizowatam warunki hodowli dotyczace stezenia komorek,
wielokrotnosci infekcji (MOI, multiplicity of infection) oraz czasu jej trwania. Hodowle Sf9 o

zywotnoéci minimum 95% byly rozciericzane do stezenia 2x10%/ml, zapewniajgcego wysoka

49



zywotnos¢ komorek znajdujacych sie w fazie wyktadniczego wzrostu. Zdecydowatam sie na
stosowanie wysokiego MOI (1-5 pfu/kom.) rekombinowanych bakulowiruséw, poniewaz w tych
warunkach szybciej nastepuje maksymalna ekspresja wprowadzonych gendw [Licari i in. 1991]. Czas
trwania infekcji byt zdeterminowany momentem obserwacji efektu cytopatycznego, zwigzanego z liza
komoérek. Nadprodukowane w systemie owadzim biatka izolowane byty z komédrek, dlatego w trakcie
prowadzenia hodowli zwracatam uwage by nie doszto do lizy komérek, co spowodowatoby
uwolnienie nadprodukowanych biatek do pozywki. Zainfekowane komodrki Sf9 produkujace
rekombinowang hDicer zbieratam ok. 48 godzin po infekcji (hpi, ang. hours post infection), co jest
zgodne z danymi literaturowymi dotyczagcymi produkcji w systemie bakulowirusowym
rekombinowanych rybonukleaz Dicer-1 i Dicer-2, pochodzgcych z Drosophila melanogaster [Ye i in.
2008].

Pierwszym ztozem chromatograficznym, ktérego uzytam do oczyszczania preparatéw hDicer, byta
agaroza niklowo-nitrylo-trioctowa (Ni-NTA), majaca zastosowanie w chromatografii powinowactwa
IMAC. Przeprowadzona analiza poréwnawcza warunkéw oczyszczania wykazata, ze hDicer oczyszcza
sie réwnie wydajnie w warunkach natywnych, jak w denaturujgcych (z zastosowaniem czynnika
redukujgcego — 5 mM B-merkaptoetanolu, dane niezatgczone). Swiadczyto to o dobrej
rozpuszczalnosci biatka hDicer w roztworach wodnych, dobrej dostepnosci znacznika histydynowego
oraz o braku powstawania agregatéw biatkowych.

Do oczyszczania wykorzystywatam 1 ml ztoza niklowego oraz lizaty z komadrek Sf9, produkujgcych
obie wersje hDicer (hDicerN albo hDicerC), z hodowli o objetosci 50-100 ml. Buforem stuzgcym do lizy
komoérek i ptukania ztoza byt bufor Ni1l00 o pH 7,5 i sile jonowej 100 mM NaCl. W celu
zminimalizowania ryzyka rozktadu proteolitycznego izolowanych biatek, komérki byty lizowane na
lodzie w buforze Ni100 z inhibitorami proteaz, a inkubacja ze ztozem i oczyszczanie hDicer byty
przeprowadzane w temperaturze 4 °C. Po uformowaniu kolumny i zebraniu frakcji biatek
niezwigzanych ze ztozem, wyptukiwatam zanieczyszczenia najpierw za pomocg samego buforu Ni100,
a nastepnie za pomoca buforu Ni100 z 10 mM imidazolem, co utatwito wymywanie ze ztoza biatek
zwigzanych niespecyficznie. Elucja byta prowadzona za pomoca buforu Ni100 z dodatkiem 250 mM
imidazolu. W celu upewnienia sie, ze rybonukleaza hDicer zostata catkowicie wyeluowana ze ztoza,
przeprowadzatam ostatnie ptukanie ztoza za pomoca buforu Nil00 z 1 M imidazolem. Ryc. 4.4.
przedstawia frakcje z optymalizacyjnego oczyszczania hDicer na ztozu Ni-NTA, na przyktadzie biatka ze

znacznikiem na N-koncu (hDicerN).
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Ryc. 4.4. Analiza frakcji z poszczegdlnych etapow oczyszczania hDicerN na ztozu Ni-NTA, przedstawiona w
zelu barwionym Coomassie Brilliant Blue. (K-) - kontrola negatywna (kom. Sf9 infekowane
niezmodyfikowanym szczepem bakulowirusa); CL - lizat komdrek Sf9 infekowanych rekombinowanymi
bakulowirusami; FT - frakcja biatek niezwigzanych ze ztozem; W1 - ptukanie ztoza buforem Ni100; W2 - ptukanie
Ni100 z 10 mM imidazolu, E - elucja (Ni100 + 250 mM imidazolu), WF - ptukanie Ni100 z 1 M imidazolem po
elucji. Strzatka wskazuje wysoko$¢, na jakiej znajduje sie hDicer.

Analiza przedstawionego oczyszczania wskazata na efektywne wigzanie rekombinowanej hDicerN
do ztoza Ni-NTA. W uzytym do tego badania lizacie komodrek Sf9 produkcja hDicer byta na
stosunkowo niskim poziomie (w zelu nie wida¢ wyraznego prgzka o masie czasteczkowej
odpowiadajacej hDicer we frakgcji lizatu), jednak prazek odpowiadajgcy hDicer przewaza we frakgcji
elucyjnej. Na wysoka wydajnos¢ wigzania hDicer do ztoza wskazuje réwniez brak prazka
odpowiadajgcego hDicer we frakcji niezwigzanej ze ztozem. Podczas ptukania ztoza z zanieczyszczen,
hDicer wyptukiwata sie w nieznacznej ilosci rowniez po dodaniu do buforu ptuczagcego 10 mM
imidazolu. Warunki elucji zostaty poprawnie dobrane, na co wskazuje catkowite wyptukanie hDicer
we frakcji elucyjnej.

Po pierwszym etapie oczyszczania postanowiono sprawdzi¢ aktywnosé otrzymanych preparatéw
hDicer. W tym celu izolowatam hDicerN oraz hDicerC zgodnie z opracowanym protokotem, a po
oczyszczaniu frakcje elucyjne zostaty naniesione na filtry Amicon Ultra 100 kDa, co pozwolito na
zageszczenie preparatow ok. 15 razy. Krok ten miat réwniez na celu wymiane buforu Nil00 z
imidazolem na bufor do mrozenia, zawierajacy m.in. 30% glicerol i umozliwiajgcy przechowywanie
preparatéw w -80 °C. Na Ryc. 4.5 przedstawitam analize prébek z poszczegdlnych etapdéw
przygotowywania preparatéw hDicer. Do pierwszej analizy aktywnosci zostaty skierowane prébki obu
wersji rybonukleazy hDicer, podpisane na rycinie jako A. Analiza ta byta niezbedna do ustalenia, czy

preparaty hDicer cechujg sie oczekiwana aktywnoscig RNazowg (opisane w rozdziale Wyniki 4.1.3).
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Ryc. 4.5. Analiza frakcji z poszczegélnych etapéw przygotowywania preparatéow hDicerN i hDicerC. Zele
barwione btekitem Coomassie i wyniki analizy Western blotting z wykorzystaniem przeciwciat anty-hDicer 13D6
(1:1000). (K-) — komorki Sf9 infekowane niezmodyfikowanym szczepem bakulowirusa; CL — lizaty komérkowe z
0,5x10° komdrek infekowanych; E — frakcje elucyjne Ni-NTA — 50 pl z 10 ml; A — frakcje zageszczone na filtrach
Amicon —15 pl z 600 pl.

Juz na tym etapie badan zatozytam, ze homogennos¢ frakcji elucyjnych wymytych ze ztoza Ni-
NTA prawdopodobnie byta niewystarczajgca do przeprowadzenia testéw wigzania RNA przez hDicer,
wiec zdecydowatam sie na doczyszczenie preparatu metoda chromatografii jonowymiennej. Drugi
etap oczyszczania preparatu hDicer prowadzitam przy pomocy gotowych kolumienek do
chromatografii anionowymiennej HiTrap Q HP, o objetosci ztoza wynoszacej 1 ml i wymagajacych
podtgczenia do pompy perystaltycznej. Réwniez na tym etapie oczyszczanie preparatu hDicer miato
miejsce w temperaturze 4 °C.

Podczas dopracowywania procedury oczyszczania hDicer zaobserwowatam, ze hDicerC byta
produkowana z coraz mniejszg wydajnoscig. Prawdopodobnie rekombinant produkujacy hDicerC
tracit transgen, co wymuszato powrdt do wczesniejszych pasazy i dodatkowe namnazanie
bakulowirusa. Wigzato sie to ze zwiekszonym zuzyciem materiatéw, a takie z diuzszym czasem
potrzebnym na przygotowanie hDicerC, przez co dalsza produkcja tego preparatu okazata sie
nieoptacalna. W zwigzku z napotkanymi trudnosciami, dalsze etapy doczyszczania prowadzone byty

tylko z uzyciem preparatu hDicerN.
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Prace nad doczyszczaniem hDicerN rozpoczetam od serii oczyszczan optymalizacyjnych, majgcych
na celu ustalenie sity jonowej, z jaka biatko to bedzie wigzaé sie do ztoza, oraz przy ktérej
zanieczyszczenia biatkowe bedg wyptukiwane. Eluaty po pierwszym etapie oczyszczania tgczytam w
objetosci 1:1 z buforem Q100 o sile jonowej 100 mM NaCl i pH 7,5, po czym nanositam je na
kolumne. Po zebraniu frakcji niezwigzanej ze ztozem, wyptukiwatam zanieczyszczenia najpierw za
pomocg buforu Q100, a nastepnie za pomocy buforu Q200 (sita jonowa 200 mM NaCl), co
powodowato wyptukiwanie wiekszej ilosci wspdtoczyszczajgcych sie biatek komdrkowych. Metoda
EIC pozwala na elucje biatek poprzez zmiane pH lub zwiekszenie sity jonowej buforu elucyjnego;
zdecydowatam sie na elucje hDicer tg drugg metoda, wykorzystujac do tego celu bufor Q450 (sita
jonowa 450 mM NaCl) i zbierajgc frakcje po 500 pl. W celu upewnienia sie, ze cate biatko zostato
wyptukane ze ztoza, ptukatam je pod koniec oczyszczania buforem Q1000 o sile jonowej 1 M NaCl
(Ryc. 4.6).

Przedstawiony na Ryc. 4.6 wynik oczyszczania wskazuje, ze rybonukleaza hDicer wydajnie
wigzata sie do ztoza, a cze$¢ zanieczyszczen zostata wyptukana. Z poréwnania frakgcji: (i) elucyjnej z Ni-
NTA (Ni) i (ii) usrednionej frakcji powstatej z potgczenia wszystkich frakcji elucyjnych ze ztoza Q (Q)
wynika, ze udato sie wymy¢ cze$é zanieczyszczen, bez straty iloSci biatka. W poczatkowej fazie elucji
(frakcje 1-5), procz biatka hDicer, ze ztoza wyptukana zostata znaczna ilo$¢ zanieczyszczen. Koricowe
frakcje (6-10) zostaty potaczone i zageszczone na filtrze Amicon z jednoczesng wymiang buforu na
bufor do mrozenia hDicer. Nastepnie stezenie hDicer w otrzymanym preparacie zostato ocenione
poprzez poréwnanie intensywnosci sygnatu pochodzgcego od prazkéw odpowiadajgcych hDicer do
standardu BSA (albuminy surowicy bydlecej, ang. bovine serum albumin). Na podstawie serii wynikow
optymalizacyjnych opracowatam procedure oczyszczania hDicer, opisang w rozdziale Metody 7.4.9-
7.4.11. Preparat rekombinowanej rybonukleazy hDicer oczyszczany dwuetapowo zostat skierowany

do badania aktywnosci enzymatycznej, tj. testdw ciecia pre-miRNA i wigzania RNA.
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Ryc. 4.6. Doczyszczanie preparatu hDicerN na kolumienkach HiTrap Q HP. A) Zel barwiony btekitem
Coomassie. Ni — wyjsciowy preparat oczyszczany na ztozu niklowym, Q — potaczone frakcje elucyjne z
kolumienek HiTrap Q HP, 1-10 — frakcje elucyjne, FT - frakcja biatek niezwigzanych ze ztozem, W1 - ptukanie
ztoza buforem Q100, W — ptukanie ztoza buforem Q200, Wr - ptukanie ztoza buforem Q1000 po elucji. B)
Analiza Western blotting z wykorzystaniem przeciwciat anty-Dicer 13D6 1:1000.

4.1.3. Analiza aktywnosci rekombinowanej hDicer

W celu ustalenia, czy preparaty rekombinowanej rybonukleazy hDicer otrzymywane w systemie
bakulowirusowym wykazujg aktywnos¢ RNazowg wobec substratéw RNA, przeprowadzitam
standardowe testy ciecia RNA w warunkach in vitro. Badania te byty prowadzone w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Analizie poddatam preparaty hDicerN i hDicerC po pierwszym etapie
oczyszczania na ztozu niklowym oraz preparat hDicerN oczyszczany dwuetapowo. Prébki przed
analizg przechowywane byty w -80 °C w buforze do mrozenia hDicer zawierajgcym 30% glicerol.

Substratem dla hDicer we wszystkich przeprowadzonych reakcjach byt syntetyczny prekursor
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ludzkiego mIiRNA-21 (pre-hsa-miR-21) wyznakowany radioizotopowo (3?P) na korcu 5’
Radioizotopowe wyznakowanie substratu umozliwiato detekcje produktow, ktdre po reakcji ciecia
bylty rozdzielane metodg poliakryloamidowej elektroforezy zelowej (PAGE) w warunkach
denaturujgcych, a nastepnie wizualizowane w Zzelu za pomocg autoradiografii. Na Ryc. 4.7
przedstawitam schemat generowania mozliwego do detekcji produktu reakcji: dzieki temu, ze pre-
miRNA zostat wyznakowany radioizotopowo na koncu 5’, po cieciu przez hDicer obserwowany byt na

odpowiedniej wysokosci dojrzaty miRNA-5p.
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Ryc. 4.7. Schemat ciecia przez hDicer pre-miRNA wyznakowanego 2P na koricu 5’. Opis w tekscie.

Badania nad aktywnoscig preparatéw hDicerN i hDicerC, oczyszczanych jednoetapowo na ztozu
niklowym, obejmowaty wyznaczenie optymalnej ilosci biatka w mieszaninie reakcyjnej oraz
sprawdzenie wydajnosci ciecia substratu w czasie trwania reakcji. W bazowym skfadzie mieszanin
reakcyjnych znajdowata sie wyznaczona ilos¢ enzymu hDicer, wyznakowany radioaktywnym fosforem
substrat pre-miRNA w ilosci 10000 cpm oraz bufor reakcyjny. W skfadzie buforu znajdowat sie chlorek
magnezu, gdyz reakcja hydrolizy RNA katalizowana przez hDicer jest zalezna od jondw magnezu Mg?*,
koordynowanych w centrum aktywnym enzymu [Provost i in. 2002]. Do czesci nastawionych reakcji
dodawatam proteinaze K (ProtK, ang. proteinase K), ze wzgledu na doniesienia literaturowe
wskazujgce, iz ograniczona proteoliza zwieksza procesywno$¢ enzymu hDicer [Ma i in. 2008].
Tréjfosforan adenozyny (ATP) nie jest wymagany do aktywnosci rybonukleazy Dicer ludzkiej, czy
innych kregowcow. Nastawitam jednak czes¢ reakcji z dodatkiem ATP (stezenie koncowe 5 mM) w
celu sprawdzenia, czy przyspieszy on uwalnianie produktu, poprzez zwiekszenie liczby obrotéw
enzymu w czasie (ang. enzyme turnover, aktywnos¢ ATP zasugerowana w [Zhang i in. 2002]). W celu
potwierdzenia, ze ciecie substratu jest wynikiem aktywnosci enzymatycznej hDicer, nastawitam
reakcje kontrolne obejmujgce: reakcje bez hDicer, bez hDicer z ProtK (50 ng) oraz z hDicer i EDTA

(czynnik chelatujgcy dwuwarto$ciowe jony Mg?*). Reakcje z komercyjnie dostepng rybonukleaza
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hDicer (Turbo Dicer, dodawana do reakcji w objetosci 1 pl, odpowiadajacej 0,5 U) stanowity kontrole
pozytywng. Wzorzec molekularny stanowity produkty ciecia pre-hsa-miR-21 przez rybonukleaze T1.
Na Ryc. 4.8 przedstawitam wyniki analizy rozdziatu produktéw reakcji w zelu PAA, w ktérej pre-
hsa-miR-21 inkubowatam ze wzrastajgcy iloscig oczyszczanych jednoetapowo preparatéw hDicer (1,
2,5i 5 ul) przez 2 godziny. Oba analizowane preparaty wydajnie przetwarzaty substrat (odnotowatam
ubytek pre-hsa-miR-21) oraz generowaty miR-21-5p o dtugosci 22 nt. Nie odnotowatam zwiekszenia
ilosci produktu po dodaniu do reakcji ATP. W reakcjach kontrolnych bez hDicer produkt nie
powstawat. Dodatkowo, obserwowatam brak ciecia substratu w obecnosci EDTA, czyli w warunkach,
w ktérych hDicer nie jest aktywna (chelatowanie jonéw Mg?*). Na podstawie tych obserwacji mozna
stwierdzié, ze obserwowany produkt dtugosci wtasciwej dla miR-21-5p sSwiadczy o obecnosci w
testowanych preparatach hDicer o aktywnosci RNazowej. Wbrew oczekiwaniom, nie odnotowatam
jednak akumulacji miRNA wraz ze wzrostem ilosci preparatu. Dodanie natomiast ProtK wptywato
pozytywnie na utrzymywanie sie produktu, jednoczesnie generujgc sporo produktow
niespecyficznych, widocznych na skanie jako ,drabinka” ponizej oraz powyziej miR-21-5p (w

szczegolnosci, w reakcjach z hDicerC).
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Ryc. 4.8. Ciecie pre-hsa-miR-21 za pomocg preparatow ludzkiej rekombinowanej rybonukleazy Dicer
posiadajacej znacznik histydynowy na koricu aminowym lub karboksylowym (preparaty po pierwszym etapie
oczyszczania, na ztozu Ni-NTA). T1 — trawienie pre-miRNA rybonukleazg T1; KO i K2 — kontrole bez enzymu,
inkubacja pre-miRNA w czasie, odpowiednio: 0 i 2 godziny; K2 (+ProtK) — kontrola bez hDicer, pre-miRNA
inkubowany byt razem z proteinazg K; (K+) — reakcja ciecia substratu przez komercyjng Turbo Dicer,
+ATP/+EDTA — reakcje, do ktérych oprécz 5 pl preparatu dodano takze odpowiednio: ATP (stezenie koricowe 5
mM) lub EDTA (stezenie koncowe 50 mM); hDcr HisN — hDicerN; hDcr HisC — hDicerC. Za pomocg trojkgtow
zaznaczono wzrastajgce stezenia hDicerN i hDicerC w reakcjach ciecia substratu.

Reakcje, w ktérych badatam wydajnos¢ ciecia pre-miRNA w czasie (inkubacje przerywano po 10
min, 30 min, 1,5 h, 3 h i 5 h) z wykorzystaniem 5 pl preparatéw hDicer oczyszczanych jednoetapowo
potwierdzity, ze hDicer bardzo efektywnie procesuje pre-hsa-miR-21 (Ryc. 4.9). Zaobserwowatam
spadek ilosci substratu pre-hsa-miR-21 wraz z czasem trwania reakcji, jednak w zastosowanych
warunkach reakcyjnych ubytkowi substratu nie towarzyszyt wzrost ilosci produktu miR-21-5p. Co
ciekawe, specyficzne produkty reakcji prowadzonych przez hDicerC w obecnosci ProtK utrzymywaty
sie diuzej, jednak réwniez w tym badaniu reakcje z ProtK, prowadzone przez obie wersje hDicer,
generowaty znaczne ilosci produktow niespecyficznych. Na podstawie powyzszych testéw ustalitam
optymalny czas reakcji, wynoszacy 15-30 min, oraz optymalng ilos¢ enzymu — 1-2 pl. Nie
zaobserwowatam wptywu lokalizacji znacznika histydynowego na specyficzno$¢ dziatania biatka — oba
badane preparaty generowaty miRNA o identycznej dtugosci, poréwnywalnej z dtugoscia produktéw

ciecia substratu przez komercyjnie dostepny enzym (Ryc. 4.8 i Ryc. 4.9).
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Ryc. 4.9. Ciecie pre-hsa-miR-21 za pomoca preparatéow hDicerN i hDicerC (preparaty po pierwszym etapie
oczyszczania, na ztozu Ni-NTA); reakcje prowadzone w czasie: 10 min, 30 min, 1,5 h, 3 h i 5 h. T1 — trawienie
pre-miRNA rybonukleaza T1; KO i K2 — kontrole bez enzymu, jw.; K2 (+ProtK) — kontrola bez hDicer, pre-miRNA
inkubowany byt razem z proteinazg K; (K+) — reakcja ciecia substratu przez komercyjng Turbo Dicer; hDcr HisN —
hDicerN; hDcr HisC — hDicerC. Za pomoca tréjkagtéw zaznaczono wzrastajacy czas inkubacji reakcji: 10 min, 30
min, 1,5h,3hi5h.

Badania aktywnosci preparatéw potwierdzity, Ze rekombinowana rybonukleaza hDicer
produkowana w systemie bakulowirusowym cechuje sie swoistg aktywnoscia RNazowa.
Przeprowadzona analiza aktywnosci uzasadnita réowniez koniecznos¢ doczyszczania hDicer;
przypuszczalnie zanieczyszczenia obecne w preparatach hDicer wptywaty na stabilnosé
generowanych miRNA (brak akumulacji produktéw miRNA, pomimo spadku ilosci substratu pre-
miRNA).

W celu zbadania aktywnosci RNazowe] preparatu oczyszczanego dwuetapowo (na ztozach Ni-
NTA i Q HP), przeprowadzitam reakcje ciecia ze wzrastajacg ilosciag enzymu hDicerN (80, 200 i 400
nM) i przy uzyciu tego samego substratu: pre-hsa-miR-21 (10000 cpm), jak w przypadku reakcji
przedstawionych na Ryc. 4.8 i Ryc. 4.9. Czas trwania reakcji wynosit 2 godziny, podczas gdy sktad
buforu oraz reakcje kontrolne pozostaty bez zmian. Ponadto, dodatam dwie kontrole negatywne:
reakcje bez hDicer z ATP oraz z hDicer inaktywowang termicznie (Dicer dead). W celu poréwnania
aktywnosci preparatéw hDicerN po jedno- i dwuetapowym oczyszczaniu, nastawitam réwnoczesnie
reakcje ciecia z preparatem hDicerN oczyszczanym jednoetapowo (1, 2,5 i 5 ul) oraz z preparatem

hDicerN doczyszczanym na ztozu Q HP (80, 200 i 400 nM). Wynik analizy aktywnosci RNazowej
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preparatu oczyszczanego jednoetapowo przedstawitam na Ryc. 4.10, a preparatu oczyszczanego

dwuetapowo, na Ryc. 4.11.
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Ryc. 4.10. Ciecie pre-hsa-miR-21 za pomocg preparatu ludzkiej rekombinowanej rybonukleazy hDicerN,
oczyszczanego jednoetapowo na ztozu niklowym. Opis wg ww. schematdw.
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Ryc. 4.11. Ciecie pre-hsa-miR-21 za pomocg preparatu ludzkiej rekombinowanej rybonukleazy hDicerN,
oczyszczanego dwuetapowo na ztozu niklowym oraz na kolumienkach HiTrap Q HP. Opis wg ww. schematow.

59



Przeprowadzone badania potwierdzity, ze preparat hDicerN oczyszczany zarowno jedno- jak i
dwuetapowo wykazuje specyficzng aktywnosé¢ RNazowg wzgledem pre-miRNA, generujgc produkty o
dtugosci wtasciwej dla miRNA. W reakcjach kontrolnych (bez hDicer, ze zdenaturowang hDicer oraz z
hDicer i EDTA) produkt miR-21-5p nie powstawat.

W odréznieniu od preparatu hDicer oczyszczanego jednoetapowo (Ryc. 4.10), preparat
oczyszczany dwuetapowo (Ryc. 4.11) generowat produkt miRNA, ktéry utrzymywat sie w mieszaninie
reakcyjnej. Wigzato sie to réwniez z akumulacjag miRNA wraz ze wzrostem stezenia biatka w
mieszaninie reakcyjnej. Dodanie ATP do reakcji z hDicer oczyszczang dwuetapowo nie przektadato sie
na zwiekszenie ilosci powstajgcego produktu, z kolei dodanie ProtK przyczynito sie, jak wczesniej
(Ryc. 4.8 i Ryc. 4.9) do powstawania szeregu niespecyficznych produktéw rdinej dtugosci.
Podsumowujgc, preparat hDicer oczyszczany dwuetapowo generowat wiecej specyficznego i
stabilnego produktu miRNA, w poréwnaniu do preparatu oczyszczanego jednoetapowo. W zwigzku z
tym preparat doczyszczany na ztozu Q HP zostat wykorzystany w dalszych badaniach dotyczacych

zastosowania oligonukleotyddéw RNA do inhibicji ciecia pre-miRNA przez rybonukleaze Dicer.

4.2. Analiza roli miRNA PRV w infekcji komorek swinskich

Jak wspomniano we wstepie, liczba badan nad funkcjg pojedynczych miRNA wirusa
pseudowscieklizny jest ograniczona, w zwigzku z czym ich kontynuacja jest potrzebna by w petni
zrozumiec role miRNA PRV w regulowaniu cyklu zyciowego wirusa. W celu zbadania wptywu miRNA
PRV na ekspresje gendw wirusowych oraz na replikacje wirusa, opracowatam model badawczy oparty
na linii komérkowej jadra swini (ST, ang. swine testicle), z konstytutywng produkcjg miRNA wirusa
PRV. Stata, niezalezna od infekcji, produkcja wirusowych miRNA na wysokim poziomie wpisuje sie w
trend badan typu ,,gain-of-function”. Postanowitam zbadac¢ funkcje trzech pierwszych miRNA wirusa
PRV znajdujacych sie w intronie LLT, ktére, ze wzgledu na pochodzenie z jednej policistronowej
jednostki  transkrypcyjnej, prawdopodobnie sg produkowane w komodrce jednoczesnie.
Skonstruowana linia komérkowa, nazwana ST_LLT[1-3], postuzyta do badan nad rolg miRNA PRV,
prowadzonych za pomocg szeregu technik analitycznych.

Moje badania nad miRNA PRV dotyczyty, m.in., empirycznego wyznaczenia gendw docelowych,
wobec ktérych sg skierowane te czgsteczki regulatorowe. Aby pozna¢ cele miRNA PRV, na
poczatkowych etapach pracy skonstruowatam panel plazmidéw ekspresyjnych kodujgcych
pojedyncze geny PRV z kompletnymi sekwencjami 3’UTR. Opracowatam rédwniez analogiczny panel
wektoréw bakulowirusowych, kodujgcych geny PRV i zaadaptowanych do ekspresji gendéw w
komoérkach ssaczych przez wprowadzenie promotora wirusa HCMV (tzw. system BacMam).

Docelowych mRNA dla miRNA LLT[1-3] szukatam rdwniez za pomocg reporterowego systemu
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lucyferazy, transfekujgc komorki linii stabilnej wektorami DUAL-GLO zawierajgcymi petne sekwencje
3’UTR wybranych gendéw wirusowych. Wymienione narzedzia postuzyty do badan nad potencjatem
regulacyjnym miRNA LLT[1-3] wobec poszczegdlnych gendw PRV, jednak stosujgc techniki Western
blottingu i cytometrii przeptywowej, a takze wykonujac test lucyferazy, nie udato mi sie z ich pomocg
zidentyfikowac genéw docelowych dla miRNA PRV. Prawdopodobnie przyczyng niepowodzenia byto
»Wypetlenie” i usuniecie czesci rejonéw 3’UTR z plazmidéw, co mogto by¢ spowodowane stosunkowo
wysoka iloscig par G-C, wynoszacg ponad 75%, w genomie PRV.

Kolejnym podejsciem badawczym byta analiza wptywu miRNA LLT[1-3] na produktywng infekcje
PRV przy uzyciu fluorescencyjnie znakowanego wirusa. Komorki linii stabilnej ST _LLT[1-3]
infekowatam mutantem PRV-VP26-RFP, kodujagcym biatko czerwonej fluorescencji (RFP, ang. red
fluorescent protein), a nastepnie poprzez analize cytometryczng sprawdzatam, czy sita sygnatu dla
RFP ulega spodziewanemu obnizeniu w obecnosci nadeksprymowanych miRNA PRV. Analiza
potencjatu inhibitorowego miRNA PRV byta niemozliwa do przeprowadzenia w tak zaprojektowanym
uktadzie badawczym przy dostepnej aparaturze. Sygnat fluorescencji biatka GFP, produkowanego w
linii stabilnej z wektora retrowirusowego pLZRS-IRES-GFP, zaktécat odczyt sygnatu fluorescencji RFP,
gtéwnie w wyniku naktadania sie widm emisyjnych, co wykluczato uzyskanie wiarygodnych wynikéw.
W przedstawionej pracy doktorskiej nie zamieszczam opisu metod, ktdrych zastosowanie nie dato
jednoznacznych rezultatéw, nie zatgczam réwniez wynikéw tych obserwacji.

Podejscie badawcze, ktérego wdrozenie pozwolito na okreslenie funkcji miRNA LLT[1-3] PRV,
opierato sie na infekcji komérek linii ST _LLT[1-3] za pomocg dzikiego PRV szczepu NIA-3 (ang.
Northern Ireland Aujeszky-3). Funkcjonalna identyfikacja roli poszczegdlnych miRNA z klastra LLT[1-3]
miata zostac zdefiniowana w badaniach typu ,/loss-of-function”, poprzez zastosowanie selektywnych
inhibitorow miRNA. Opis tych doswiadczen stanowi odrebng czes$¢ niniejszej pracy (rozdziat Wyniki

4.3.2).

4.2.1. Konstrukcja linii komdrkowej stabilnie produkujgcej miRNA PRV

W trakcie konstruowania linii stabilnej, miRNA PRV zostaty wyselekcjonowane do analizy na
podstawie istotnosci gendw, ktére przypuszczalnie kontrolujg. Zdecydowatam sie na skonstruowanie
linii grupujacej miRNA prv-miR-LLT1-3p (LLT1), prv-miR-LLT2-5p (LLT2) i prv-miR-LLT3-3p (LLT3),
poniewaz niezalezne badania bioinformatyczne sugerowaty, ze mogg one celowaé¢ w geny
aktywatoréw produktywnej infekcji — IE180 i EPO. Wykorzystanie konstruktu grupujgcego miRNA
miato na celu zwiekszenie prawdopodobiefistwa obserwacji efektu miRNA, ktére w zwigzku ze
wspolnym pochodzeniem mogg wspotpracowac¢ w regulowaniu ekspresji gendw wirusa. Poza tym,

badania wskazujg, ze sposrod miRNA PRV, LLT1 i LLT2 sg produkowane w najwiekszej ilosci w
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epitelialnych komadrkach PK15 [Timoneda i in. 2015, Liu i in. 2016] oraz mysich komadrkach Neuro-2a
[Liiin. 2017]. Istotne jest réwniez, ze LLT2 i LLT3 sg produkowane z prekursoréw pre-miRNA, ktérych
sekwencje czesciowo na siebie nachodzg [Wu i in. 2012]. Zaktadajac, ze wspdtdzielona sekwencja
prekursoréw obu miRNA moze miec¢ znaczenie w ich biologicznym funkcjonowaniu, zdecydowatam
sie ich nie rozdzielaé i badac ich aktywnos¢ w naturalnym uktadzie.

Wykorzystane do konstrukcji linii stabilnej komadrki ST to uniesmiertelnione, nienowotworowe
komérki o morfologii podobnej do fibroblastéw, scharakteryzowane jako niedojrzata swinska linia
komoérek Sertolego — komérek podporowych kanalikdw nasiennych [Ma i in. 2016]. Komoérki te sg
czesto wykorzystywane do pracy z wirusem pseudowscieklizny [Favoreel i in. 2005, Romero i in.
2020]. Komérki ST, o proponowanym statusie podobnym do mezenchymalnego, mogg wykazywadé
unikalne cechy, réznigce sie od linii epitelialnych komdrek nerki swinskiej PK15, swinskich komédrek
dendrytycznych lub mysich neuroblastéw Neuro-2A, ktére byty wykorzystywane dotychczas do badan
nad ekspresja i funkcjg miRNA wirusa PRV [Anselmo iin. 2011, Wu i in. 2012, Timoneda i in. 2014, Liu
iin. 2016, Liiin. 2017].

System pozwalajgcy na statg nadprodukcje miRNA jest uzytecznym narzedziem pozwalajgcym na
uwydatnienie funkcji specyficznych dla miRNA oraz na rozdzielenie funkcji wirusowych miRNA od
innych mechanizméw zwigzanych z infekcjg. W celu skonstruowania linii komdrkowej stabilnie
eksprymujacej miRNA z klastra LLT[1-3] PRV, postuzytam sie retrowirusowym systemem ekspresji
gendw (RES). Wektor retrowirusowy pLZRS-IRES-GFP (Ryc. 4.12.B) zawiera heterologiczny promotor
retrowirusowy (5’'LTR), sekwencje kodujacg eGFP, (pozwalajagcg na sortowanie pozytywnych
komoérek) oraz sekwencje IRES, umozliwiajgcg ekspresje miRNA PRV i GFP z jednego transkryptu. Za
pomocg reakcji PCR, starterow miR1-3-F i miR1-3-R oraz matrycy w postaci izolowanego DNA PRV
amplifikowatam fragment genomu wirusa zawierajacy sekwencje klastra LLT[1-3] (razem z
sekwencjami otaczajacymi), po czym klonowatam go do wektora pLZRS-IRES-GFP. Uzyskany
rekombinant retrowirusowy kodowat sekwencje nukleotydéw z pozycji 97,486-98,687 genomu PRV
NIA-3 (GenBank accession no. KU900059 [Mathijs i in. 2016]). Wtgczony region jest zlokalizowany na
prawym ramieniu unikalnego dtugiego segmentu (U.), w intronie duzego transkryptu zwigzanego z
latencjg (LLT) w genomie PRV. Pomimo tego, ze PRV koduje miRNA réwniez w otwartych ramkach
odczytu gendw litycznych [Liu, i in. 2016], postanowitam badaé¢ miRNA znajdujgce sie wytacznie w
rejonie LLT, ktéry jest antyréwnolegly i naktada sie na geny dwdch kluczowych aktywatorow

wirusowej transkrypcji: biatek IE180 i EPO [Cheung 1991] (Ryc. 4.12.A).
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Ryc. 4.12. Charakterystyka linii ST_LLT[1-3] z konstytutywng ekspresja miRNA wirusa PRV. A) Schematyczna
mapa genomu wirusa PRV szczepu NIA-3, zawierajgca sekwencje unikalne (UL i Us) oraz sekwencje korncowych
powtdrzen (IR i TR). Powiekszony fragment obrazuje region graniczny miedzy UL a IR, zawierajacy loci dla gendw
kodujgcych IE180 i EPO. Loci dla prv-miR-LLT (ponumerowane od 1 do 11) zostaty zaznaczone strzatkami. B)
Schematyczna mapa przedstawiajgca retrowirusowg kasete ekspresyjng prv-miR-LLT[1-3]. Klaster zawierajgcy
LLT[1-3] zostat wprowadzony do wektora retrowirusowego pLZRS-IRES-GFP, zawierajgcego koncowe
powtdrzenia (5'LTR i 3'LTR), sygnat pakujacy (W) z mysiego retrowirusa biataczki Moloney’a, sekwencje IRES
oraz sekwencje kodujgcy eGFP.

4.2.2. Charakterystyka linii ST_LLT[1-3]

Analize ekspresji genéw trzech miRNA PRV kodowanych w skonstruowanej linii ST_LLT[1-3]
przeprowadzitam za pomocg ilosciowej reakcji PCR poprzedzonej reakcjg odwrotnej transkrypcji (RT-
gPCR). Uzywany przeze mnie zestaw do odwrotnej transkrypcji (Mir-X miRNA First-Strand Synthesis
Kit) jest przeznaczony do pracy z miRNA i opiera sie na metodzie poli(A). Dzieki ogonowi reszt
adeninowych jest mozliwe uzycie uniwersalnego startera w reakcji odwrotnej transkrypcji, jak i
uniwersalnego startera korncowego (R) w ilosciowej reakcji PCR. Startery poczatkowe (F), specyficzne
wobec danych miRNA, zawieraly sekwencje wybranych miRNA, zaprojektowane w oparciu o
sekwencje umieszczong w bazie miRBase (numery dostepu w nawiasach): prv-miR-LLT1-3p -
(MIMAT0025304), prv-miR-LLT2-5p — (MIMAT0025305) i prv-miR-LLT3-3p — (MIMAT0025306). Aby
zapewni¢ wigzanie tych oligonukleotydéw do dojrzatych miRNA i unikng¢ ich hybrydyzacji do
prekursoréw miRNA, do sekwencji trzech starterow poczatkowych w trakcie ich syntezy chemicznej
zostaty dodane dwa nukleotydy adeninowe na koncu 3’, co zapewnito wigzanie starterow do rejonu

poli(T) w cDNA dojrzatych miRNA.
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Do badania wykorzystywatam frakcje catkowitego RNA (ang. total RNA), wyizolowane z komérek
linii ST_LLT[1-3] nieinfekowanych wirusem PRV. W celu normalizowania ilosci catkowitego RNA w
kazdej reakcji, wykorzystywatam snRNA U6 jako endogenna kontrole. Srednie réznice w ekspresji
mMiRNA oszacowatam metodg AACt. Relatywny poziom danego miRNA (wartosci ACt) w linii ST_LLT[1-
3] poréwnywatam do jego relatywnego poziomu w linii kontrolnych komérek ST (poziom tta). Na
podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzitam, ze sygnaty dla LLT1, LLT2 i LLT3 byly odpowiednio
ok. 600-, 20- i 50-krotnie wieksze w stosunku do tta. Wynik analizy RT-qPCR potwierdzit wiec
nadekspresje wirusowych miRNA w linii ST_LLT[1-3], wskazujac na przewazajacg produkcje LLT1 (Ryc.
4.13)

103—

102_

101-

relatywny poziom miRNA

1 00 -
LLT1 LLT2 LLT3

Ryc. 4.13. Charakterystyka ekspresji miRNA PRV w linii ST_LLT[1-3]. Nadekspresja miRNA wirusa PRV w linii
komorek ST_LLT[1-3] zostata potwierdzona metodg RT-qPCR. Wzgledne rdznice w ilosci prv-miR-LLT1-3p, prv-
mMiR-LLT2-5p i prv-miR-LLT3-3p, odniesione do wewnetrznej kontroli U6, zostaty okreslone za pomocg metody
AACt (normalizowane wobec relatywnego poziomu miRNA w kontrolnych komadrkach ST). Ekspresje miRNA
przedstawiono jako srednie wartosci z trzech niezaleznych analiz.

W celu sprawdzenia, czy miRNA PRV wplywajg na zywotnos$¢ produkujacych je komodrek
ST_LLT[1-3], przeprowadzitam test zywotnosci (inaczej test proliferacji). Nie zaobserwowatam
znaczacych réznic w zywotnosci pomiedzy linig ST_LLT[1-3] a kontrolng linig ST, co wskazuje, ze
miRNA wirusa PRV nie sg toksyczne oraz ze nie wptywajg na ekspresje gendw komdrkowych,

wymaganych do utrzymania komérki przy zyciu oraz do podziatu komaérkowego (Ryc. 4.14).
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Ryc. 4.14. Wptyw miRNA wirusa PRV na zywotnos$¢ komorek i ich zdolnos¢ do podziatu analizowany metoda
MTS. Analiza zostata przeprowadzona za pomoca testu proliferacji. Komérki ST_LLT[1-3] oraz komorki
kontrolne ST analizowano w osmiu powtdrzeniach (na rysunku pokazano Srednie wartosci z odchyleniami
standardowymi). Kontrolg do testu byty komarki obu linii poddane dziataniu 10% DMSO.

4.2.3. Profile ekspresji miRNA LLT-[1-3] podczas infekcji komdrek wirusem PRV

Po zweryfikowaniu produkcji wirusowych miRNA w komdrkach linii  ST_LLT[1-3]
przeanalizowatam profil ekspresji LLT1, LLT2 i LLT3 podczas produktywnej infekcji wirusowej. Badanie
to miato na celu sprawdzenie, czy proporcje miRNA LLT[1-3] eksprymowanych w komdrkach linii
stabilnej oraz produkowanych podczas infekcji sg zbiezne, co potwierdzitoby wtasciwe przetwarzanie
miRNA z klastra LLT[1-3] w komodrkach linii stabilnej. W tym doswiadczeniu infekowatam
niemodyfikowane komadrki ST wirusem PRV NIA-3 przy MOI 1, po czym zbieratam prébki po 3,5, 7 i
24 hpi. Poziom wirusowych miRNA w komadrkach ST infekowanych PRV okreslitam za pomocg metody
RT-gPCR. Analiza wykazata, ze wszystkie trzy miRNA PRV mozna byto wykry¢ juz w 3 hpi. llos¢ LLT1
wzrastata wraz z postepem infekcji, osiggajgc maksimum przy 24 hpi. Poziom LLT1 w zainfekowanych
komaérkach ST wzrdst Srednio 16-krotnie w ciggu pierwszych 5 hpi oraz odpowiednio 25- i 120-krotnie
po 7 i 24 hpi, w porédwnaniu do niezainfekowanych kontrolnych komérek ST (Ryc. 4.15.A). Poziom
LLT2 wzrést srednio 8-krotnie w stosunku do kontroli i byt dos¢ stabilny podczas przebiegu infekcji
(Ryc. 4.15.B). Poziom LLT3 wzrastat w ciggu pierwszych siedmiu godzin infekcji ($redni 13-krotny
wzrost), a nastepnie znacznie sie obnizyt — 8-krotny wzrost w porédwnaniu z kontrolg
niezainfekowanych komorek ST (Ryc. 4.15.C). Na Ryc. 4.15.D zobrazowatam dystrybucje trzech
miRNA PRV z klastra LLT[1-3], ktéra w analizowanym czasie byta na zbieznym poziomie, z

przewazajacg ekspresjg LLT1 po 24 hpi.
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Ryc. 4.15. Produkcja miRNA PRV LLT[1-3] w hodowli komérkowej zainfekowanej wirusem PRV. Komorki ST
infekowano wirusem przy MOI 1 i zbierano 3, 5, 7 i 24 hpi. Profile ekspresji dla: A) LLT1, B) LLT2 i C) LLT3
zmierzono za pomocg RT-qPCR i oszacowano metoda AACt wzgledem kontroli U6 (w odniesieniu do
nieinfekowanych komoérek ST — punkt czasowy 0). Dane podano jako s$rednig z trzech niezaleznych
doswiadczen. Stupki btedéw obrazujg odchylenie standardowe. D) Wykres przedstawia poréwnanie dystrybucji
miRNA LLT[1-3] PRV w przebiegu infekc;ji.

4.2.4. Analiza oddziatywania miRNA LLT[1-3] na poziom transaktywatoréw PRV

Wirusowe miRNA, wraz z docelowymi genami wirusowymi i genami gospodarza, tworzg ztozong
sie¢ regulatorowg, w ktérej wiele miRNA, takich jak prv-miR-LLT1-3p i prv-miR-LLT3-3p, moze
celowac w wiele gendw. Wiekszo$¢ przewidywan bioinformatycznych wskazuje na 3’UTR transkryptu
IE180 jako domniemany cel dla miRNA z klastra LLT[1-3] PRV, a sposréd nich prv-miR-LLT1-3p jest
najczesciej wskazywany jako miRNA ukierunkowany na mRNA IE180 [Wu i in. 2012, Timoneda i in.
2015]. Jak juz wspomniano, IE180 jest gtdwnym regulatorem produktywnej infekcji, aktywujacym
transkrypcje wczesnych i pdinych gendéw wirusowych [Wu i in. 2014], a jego mRNA jest

syntetyzowany w ciggu 40 minut od zakazenia [Pomeranz i in. 2005]. Aby sprawdzi¢, czy wirusowe
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miRNA produkowane w linii komdrkowej ST_LLT[1-3] wykazujg potencjat do regulowania ekspresji
genu kodujacego IE180, przeprowadzitam badania funkcjonalne we wczesnych stadiach infekcji.
Pierwszym etapem doswiadczen byto zbadanie, po jakim czasie od momentu rozpoczecia infekcji
biatko IE180 bedzie mozliwe do wykrycia przy uzyciu dostepnej surowicy anty-IE180. Analiza metodg
Western blottingu wykazata, ze sygnat specyficzny dla IE180 mogtam wykryé w komérkach ST
infekowanych przy MOI 1 w trzy godziny po infekgji.

Analogiczne doswiadczenie na infekowanych wirusem PRV komérkach linii stabilnej pokazato, ze
obecnos¢ klastra miRNA LLT[1-3] znaczgco obnizyta poziom biatka IE180 w tym punkcie czasowym, co
przedstawitam na Ryc. 4.16. Po tym tescie przeanalizowatam, czy efekt inhibitorowy wirusowych
miRNA utrzymuje sie w czasie. Jak pokazatam na Ryc. 4.16, przy 5 i 7 hpi wptyw miRNA na produkcje
biatka IE180 wcigz byt mozliwy do zaobserwowania. Badanie densytometryczne wykazato, ze ilos¢
IE180 w zainfekowanych komdrkach PRV mogta zosta¢ obnizona w obecnos$ci miRNA z klastra LLT[1-

3] nawet o0 70% (5 hpi).

3 hpi K- 5 hpi 7 hpi K-
ST_LLT[1-3] - + - + - + - + - +
ST+ - + - + - + - + -
IE180 }‘ —~ -h
stosunek gestosci 1 0,68 n/a n/a 1 0,3 1 0,63 n/a n/a

B-aktyna M- . — — — —

Ryc. 4.16. Analiza wptywu miRNA LLT[1-3] PRV na poziom biatka IE180. Komorki ST_LLT[1-3] i kontrolne
komoérki ST infekowano wirusem PRV przy MOI 1, po czym zbierano prébki po 3, 5 i 7 hpi. Poziom biatka IE180

okreslono metodg Western blottingu wykorzystujgc surowice anty-IE180 (rozciericzong 1:5000). Na zel PAA
naktadano 160 pg catkowitego ekstraktu biatkowego na studzienke (dla prébek zbieranych po 3 hpi), lub 40 ug
catkowitego ekstraktu biatkowego na studzienke (dla probek zbieranych po 5 i 7 hpi). Jako kontrole ilosci
naniesionego lizatu komodrkowego wykrywano B-aktyne. Wyliczenia densytometryczne prazkéw [E180
(wskazanych jako stosunek gestosci optycznej prazkdw), znormalizowane do gestosci odpowiednich prazkow B-
aktyny, obliczono miedzy kontrolnymi komérkami ST a komdrkami ST_LLT[1-3] dla kazdego punktu czasowego
po infekcji PRV. (K-) — komdrki nieinfekowane; n/a — nie analizowano.

Kolejne doswiadczenie miato na celu zbadanie, czy miRNA z klastra LLT[1-3] wptywajg réwniez na
poziom transkryptu IE180. Analiza RT-gPCR wykazata, ze w zainfekowanych PRV komdrkach
ST _LLT[1-3] poziom mRNA IE180 byt obnizony w wyznaczonych punktach czasowych, w poréwnaniu

do zainfekowanych kontrolnych komérek ST (Ryc. 4.17.A).
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Wyniki te wskazujg, ze miRNA PRV wykazujg potencjat regulacyjny zaréwno wobec poziomu
biatka, jak i transkryptu IE180, podczas cyklu zyciowego PRV. Nastepnie zbadatam, czy miRNA z
klastra LLT[1-3] regulujg takze ekspresje genu EPO, ktérego transkrypt réwniez byt wskazywany przez
analizy in silico jako cel aktywnosci miRNA wirusa PRV. Jak juz wspomniano, gen EPO jest zalezny od
biatka 1E180, a jego produkt dziata, we wspétpracy z IE180, jako aktywator transkrypcji gendéw
wirusowych [Moriuchi i in. 1995, Ono i in. 1997]. Uzyskane wyniki wykazaty, ze obecnos¢ miRNA z
klastra LLT[1-3] rowniez spowodowata obnizenie poziomu mRNA EPO w zainfekowanych PRV
komérkach linii ST_LLT[1-3], co przedstawitam na Ryc. 4.17.B. Ze wzgledu na brak specyficznych

przeciwciat, nie miatam mozliwosci przeanalizowania poziomu biatka EPO.
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Ryc. 4.17. Analiza wptywu miRNA LLT[1-3] PRV na poziom transkryptow: A) IE180 i B) EPO. Komorki ST_LLT[1-
3] i kontrolne komorki ST infekowano PRV przy MOI 1, a nastepnie zbierano prébki po 3, 5i 7 hpi. Poziom
MRNA mierzono metodg RT-gqPCR. Gen 28S zastosowano jako referencyjng kontrole wewnetrzng. Ekspresje
mMRNA przedstawiono jako srednie wartosci z trzech niezaleznych oznaczen ilosciowych. Stupki btedéw obrazujg
odchylenie standardowe. Istotnos¢ statystyczng oszacowano za pomocg dwustronnego testu t-studenta. **p <
0,01, *** p <0,001.
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4.2.5. Badanie wptywu miRNA LLT[1-3] na glikoproteine gE PRV

Po wykazaniu hamujgcego wptywu miRNA LLT[1-3] na ekspresje gendw dwdch gtdwnych
transaktywatoréw wirusa PRV, przesztam do analizy potencjatu regulatorowego miRNA wirusa PRV
wobec ekspresji genu kodujgcego biatko strukturalne wirusa. W kolejnym etapie badan analizowatam
czy miRNA z klastra LLT[1-3] wptywajg na ekspresje wczesno-pdznego genu US8. Jak juz wspomniano,
gen US8 koduje glikoproteine gE PRV, bedaca biatkiem ostonki i przyczyniajgcg sie do wirulencji
wirusa [Jacobs 1994, Wang i in. 2014]. Na poczatku pracy zwigzanej z badaniem oddziatywania
miRNA PRV na poziom gE sprawdzitam, kiedy to biatko strukturalne bedzie mozliwe do wykrycia przy
uzyciu dostepnej surowicy anty-gE. W tym celu zainfekowatam komérki ST wirusem PRV przy MOI 1,
a nastepnie przeprowadzitam immunofluorescencje na catych komadrkach, przygotowywanych jako
preparaty sukcesywnie co godzine, od trzech do osmiu godzin po infekcji. Wynik tego doswiadczenia
wykazat obecnosé¢ g w zainfekowanych komdrkach ST po 5 hpi. Przeprowadzitam podobne
doswiadczenie na komdrkach linii ST_LLT[1-3], zbieranych 5 i 7 hpi. Wynik testu immunofluorescencji
przeprowadzonego w tych samych warunkach wykazat widoczne ostabienie sygnatu dla g w
infekowanych komadrkach ST_LLT[1-3] w poréwnaniu do infekowanych kontrolnych komérek ST (Ryc.

4.18).

1 hpi 5 hpi 7 hpi

ST

ST_LLT[1-3]

Ryc. 4.18. Badanie immunofluorescencyjne wptywu miRNA LLT[1-3] na poziom gE w infekowanych
komérkach. Analiza poziomu gE w komdrkach zainfekowanych PRV zostata przeprowadzona za pomoca
immunofluorescencji i skaningowej mikroskopii konfokalnej. gE wykrywano w utrwalonych i
permeabilizowanych komérkach za pomoca przeciwciat anty-gE (w rozcienczeniu 1:500) i drugorzedowych
sprzezonych ze znacznikiem Alexa Fluor 546 (w rozcienczeniu 1:2000).
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W celu bardziej wymiernej analizy poziomu gE na powierzchni infekowanych komorek,
infekowatam komarki obu linii w takich samych warunkach jak we wczes$niejszym doswiadczeniu, a
nastepnie przeprowadzitam analize metodg cytometrii przeptywowej. Badanie to wykazato, ze po
siedmiu godzinach po infekcji PRV ilo$¢ powierzchniowej gk byta o okoto 30% nizsza w komdrkach
ST _LLT[1-3] w poréwnaniu z komdrkami kontrolnymi ST. Po 5 godzinach rdznice nie byty statystycznie
istotne, co najprawdopodobniej wynika z faktu, iz w tym punkcie czasowym na powierzchni komaérek
znajduje sie mato gE (pokazujag to histogramy), a wiekszos¢ biatka jest zlokalizowana
wewnatrzkomérkowo (jak pokazata wczesniejsza immunofluorescencja z mikroskopig konfokalng)

(Ryc. 4.19).
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Ryc. 4.19. Poréwnanie poziomu gE obecnej na powierzchni komérek ST_LLT[1-3] i kontrolnych komérek ST
infekowanych PRV i zbieranych po 5 i 7 hpi. Analiza zostata przeprowadzona za pomocg cytometrii
przeptywowej. A) Przyktadowe histogramy obrazujg rozktad sygnatu fluorescencji pochodzgcej z glikoproteiny
gE barwionej przeciwciatami anty-gE (w rozcienczeniu 1:100) oraz drugorzedowymi sprzezonymi z Alexa 633 (w
rozciericzeniu 1:2000). B) Na wykresie stupkowym przedstawiono $rednig wartos¢ fluorescencji gk z trzech
niezaleznych powtdrzen. Stupki btedéw obrazujg odchylenie standardowe. Istotnos¢ statystyczng oszacowano
za pomocy dwustronnego testu t-studenta. **p < 0,01. n/s — brak istotnosci statystyczne;j.

W celu zbadania catkowitej ilosci gE, przeprowadzitam infekcje PRV w analogicznych warunkach,
jak we weczesniejszych doswiadczeniach. Zgodnie z oczekiwaniami, catkowity poziom biatka g w
lizatach komérkowych analizowany metodg Western blottingu byt nizszy w komérkach z
konstytutywng ekspresjg miRNA LLT[1-3] PRV w pordwnaniu do kontrolnych komérek ST w 5 i 7 hpi
(Ryc. 4.20.A). Przeprowadzona analiza RT-qPCR wykazata, ze produkcja transkryptu gE ulegta
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obnizeniu w obecnosci miRNA z klastra LLT[1-3], co przedstawitam na Ryc. 4.20.B. Wz6r inhibicji

mMRNA glikoproteiny gE byt podobny do wzoru inhibicji transkryptu IE180.
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Ryc. 4.20. Analiza wptywu miRNA LLT[1-3] na ekspresje genu US8. Komorki ST_LLT[1-3] i kontrolne komérki ST
zostaty zainfekowane PRV przy MOI 1, prébki zbierano po 5 i 7 hpi. A) Analiza metodg Western blottingu
poziomu gE w lizatach zainfekowanych komérek zostata wykonana przy uzyciu przeciwciat anty-gE (w
rozcienczeniu 1:1000). PB-aktyne wykrywano jako kontrole natozenia prébek. llosciowe oznaczenia
densytometryczne prazkéw gE (wskazanych jako stosunek gestosci optycznej), znormalizowanych do gestosci
odpowiadajacych prazkéw B-aktyny, obliczcono miedzy linig kontrolng ST a linig ST_LLT[1-3] dla kazdego punktu
czasowego po infekcji PRV. (K-) — komérki nieinfekowane; n/a — nie analizowano. B) Analiza RT-qPCR poziomu
transkryptu g€ w komédrkach ST_LLT[1-3] zainfekowanych PRV w poréwnaniu z kontrolnymi komaérkami ST. Gen
28S zastosowano jako referencyjng kontrole wewnetrzng. Ekspresje mRNA przedstawiono jako s$rednie
wartosci z trzech niezaleznych powtdrzen. Stupki btedéw obrazuja odchylenie standardowe. Istotnosc
statystyczng oszacowano za pomocg dwustronnego testu t-studenta. ***p < 0,001.

4.2.6. Analiza potencjatu regulatorowego miRNA LLT[1-3] wobec replikacji PRV

Po zbadaniu efektu nadprodukcji miRNA LLT[1-3] na poziom IE180, EPO i gE, analizowatam , czy
zaobserwowane obnizenie poziomu ekspresji gendw PRV wptywa na replikacje wirusa. Jak wczes$niej
wspomniano, gE posredniczy w procesie cell-to-cell spread w tkankach nerwowych i kulturach
komorek nabtonkowych [Dingwell i in. 1998]. W zwigzku z tym postanowitam sprawdzi¢ wptyw
miRNA LLT[1-3] na morfologie tysinek (przejasnienia w hodowli komdrkowej jednowarstwowej,

bedace wynikiem lizy komodrek spowodowanej dziataniem wiruséw) tworzonych przez PRV. Wielkos¢
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tysinek generowanych przez wirusy w hodowli komodrkowej umozliwia ocene predkosci
rozprzestrzeniania sie wirusa bezposrednio z komodrki do komérki poprzez pofaczenia
miedzykomodrkowe. Na potrzeby tego doswiadczenia infekowatam komérki linii stabilnej oraz
kontrolne komérki ST wirusem PRV dodanym do hodowli w ilosci umozliwiajgcej obserwacje
pojedynczych tysinek. Hodowle prowadzitam pod pozywka z 1% metylocelulozg, ktéra zapobiega
wtérnym infekcjom poprzez utrudnienie rozprzestrzeniania sie wirusom potomnym, dzieki czemu
mozliwa jest lepsza wizualizacja pojedynczych tysinek. tysinki uwidocznitam po 72 hpi przy pomocy
testu IPMA, wykorzystujgc przeciwciata anty-gE do uwidocznienia komodrek zainfekowanych, po czym
mierzytam wielkos¢ tysinek.

Przeprowadzona analiza wykazata, ze w pojedynczej warstwie komdrek ST _LLT[1-3] wirus
generuje tysinki $rednio o 10% mniejsze w poréwnaniu do tysinek tworzonych w pojedynczej
warstwie kontrolnych komaérek ST (Ryc. 4.21). Wynik ten sugeruje, ze nadekspresja miRNA LLT[1-3]

nieznacznie ogranicza rozprzestrzenianie sie wirusa PRV do niezainfekowanych komdérek

sgsiadujacych.

1504
—_ *
X 1
4

100
v 1
‘@
=
5 50
£
N
[=]
B

0= T

ST ST_LLT[1-3]

Ryc. 4.21. Nadekspresja miRNA PRV LLT[1-3] wptywa na predkos¢ bezposredniego rozprzestrzeniania sie PRV
z komoérki do komorki. Komérki ST_LLT[1-3] i kontrolne komérki ST zostaty zainfekowane wirusem PRV, po
czym zostaty przeanalizowane srednice tysinek replikujgcego wirusa. Stupki btedéw obrazujg odchylenie
standardowe. Istotnos¢ statystyczng oszacowano za pomocg dwustronnego testu t-studenta. n = 50; *p < 0,05.

Biatko IE180, bedace gtéwnym aktywatorem transkrypcji wirusa PRV, petni kluczowa role w
ekspresji i replikacji gendw wirusowych. Po wykazaniu regulatorowego wptywu miRNA LLT[1-3] na
poziom tego biatka, w kolejnym kroku zbadatam, w jaki sposéb obnizenie poziomu IE180 moze
wptywaé na kinetyke wzrostu wirusa. Przeprowadzone badania miaty réwniez na celu sprawdzenie,
czy redukcja wielkosci tysinek tworzonych w linii ST_LLT[1-3] koreluje z mniejszg dynamikg wzrostu w
hodowli. W celu sprawdzenia, czy miana potomnych wiruséw wewnatrz- i zewngtrzkomoérkowych
produkowanych w zainfekowanych PRV liniach kontrolnej i ST_LLT[1-3] rdznig sie, wykonatam analize
krzywej wzrostu wirusa (ang. one-step growth). Podczas analizy wynikéw dla wirionow
wewnatrzkomérkowych (Ryc. 4.22.A) zaobserwowatam, ze namnazanie wirusa PRV po 5 hpi zostato

zatrzymane, podczas gdy potomne wiriony wykrywane byly w kontrolnych komérkach ST. Po 7 hpi
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miano wirusa wewnagtrzkomérkowego byto w przyblizeniu sze$¢ razy mniejsze, a wirusa
zewnatrzkomérkowego trzy razy mniejsze w komorkach linii ST_LLT [1-3] (Ryc. 4.22.B). Analiza
kinetyki wzrostu sugeruje nieznaczne opdznienie poczatku produkcji wiruséw potomnych: przy 12 hpi
miana byty o ok. 15% (dla wirusa wewnatrzkomérkowego) i 25% (dla wirusa zewngtrzkomdrkowego)

nizsze w komérkach ST-LLT[1-3] w porédwnaniu z mianami uzyskanymi w kontrolnych komérkach ST.
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Ryc. 4.22. Krzywa wzrostu PRV replikujagcego w zainfekowanych komérkach ST_LLT[1-3] i kontrolnych
komorkach ST. Analiza przyrostu ilosci wiriondw potomnych w czasie w: A) zainfekowanych komédrkach i B)
pozywce znad hodowli zainfekowanych komérek. Miana wirusa okredlono za pomocg metody seryjnych
rozcienczen w komadrkach ST. Istotnosé statystyczna zostata wyliczona za pomocg testu dwuczynnikowej analizy
wariancji. Stupki btedéw obrazujg odchylenie standardowe. *p < 0,05.

Zaréwno dla wirionéw wewnatrz-, jak i zewngtrzkomorkowych, przy 24 hpi, miana PRV
replikujgcego w komadrkach ST-LLT[1-3] byly okoto dwa razy wyisze, co sugeruje, ze wirus moze
kompensowac supresje replikacji indukowang przez miRNA z klastra LLT[1-3]. Sumarycznie, wyniki
tych badan sugeruja, ze nadprodukcja miRNA LLT[1-3] obniza ekspresje IE180, EPO i USS,
nastepstwem czego jest obserwowana redukcja dynamiki replikacji. Porownanie wynikédw analizy
wielkosci tysinek i kinetyki wzrostu moze sugerowaé potencjat miRNA LLT[1-3] wirusa PRV do
precyzyjnego dostrajania replikacji wirusa, np. poprzez kontrole sktadania wiriondw we wczesnych

etapach infekcji.
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4.3. Wykorzystanie inhibitorow do badan nad biogeneza i rolg miRNA PRV

Badania nad funkcjag miRNA wirusa PRV, prowadzone poprzez infekcje wirusem linii stabilnej
ST _LLT[1-3], potwierdzity role klastra, sktadajgcego sie z sekwencji kodujacej trzy wirusowe miRNA
(prv-miR-LLT1-3p, prv-miR-LLT2-5p i prv-miR-LLT3-3p), w regulacji ekspresji gendw i kinetyki wzrostu
tego wirusa. Kolejne etapy badan miaty na celu wskazanie, ktéry z gendw miRNA, ulegajgcych
ekspresji w linii ST_LLT[1-3], jest odpowiedzialny za obserwowane wyniki. W celu zbadania roli
danego miRNA w fizjologii PRV, wykorzystatam dwa rodzaje inhibitorow miRNA dziatajgcych
selektywnie wobec wybranego prekursora. Uzycie inhibitorow hamujacych uwalnianie miRNA z
danego prekursora miato na celu umozliwienie obserwowania efektu fenotypowego podczas infekcji,
zwigzanego z utratg funkcji okreslonego miRNA (ang. loss-of-function studies, LOF). Badania z
wykorzystaniem inhibitoréw byly prowadzone we wspétpracy z zespotem prof. Anny Kurzyniskiej-
Kokorniak. Pierwszy rodzaj selektywnych inhibitoréw biogenezy miRNA stanowity 2’-O-metylowane
(2’0OMe) oligonukleotydy, ktérych sekwencje zostaty zaprojektowane przez mgr Marka Milewskiego
w opracowanym przez niego programie EvOligo, stuzgcym do optymalizacji sekwencji i grupowania
oligonukleotydéw wykorzystywanych w badaniach eksperymentalnych opartych na hybrydyzacji DNA
i RNA [Milewski i in. 2017, Corradi i in. 2023]. Drugim rodzajem inhibitoréw byty komercyjnie
dostepne oligomery Morpholino o potwierdzonym dziataniu inhibitorowym w procesie biogenezy
miRNA [Kloosterman i in. 2007].

Badania przy uzyciu inhibitoréw prowadzitam dwuetapowo. W pierwszej fazie doswiadczen
potencjat inhibitorow do hamowania uwalniania miRNA wirusa PRV z ich prekursorow testowatam w
warunkach in vitro w Instytucie Chemii Bioorganicznej. W drugiej fazie badan analizowatam
mozliwo$¢ wykorzystania wybranych (na podstawie wynikdw z fazy pierwszej) oligomeréw do
hamowania uwalniania miRNA z prekursoréw produkowanych w komdrkach linii ST_LLT[1-3]
(badania in cellulo). Badania typu LOF miaty stuzy¢, poprzez obserwacje efektu fenotypowego
zwigzanego z utratg funkcji danego miRNA, do ustalenia roli poszczegdlnych miRNA w kontroli

ekspresji gendw wirusa PRV.

4.3.1. Analiza potencjatu inhibitorowego wybranych oligomerow wobec ciecia
syntetycznych prekursorow wirusowych miRNA w warunkach in vitro

Jednym z zadan w moim projekcie doktorskim byto zbadanie w warunkach in vitro wptywu
wybranych oligomeréow, komplementarnych wobec okreslonych wirusowych pre-miRNA, na proces
cieta tych prekursoréw. Badania in vitro zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem otrzymanego
preparatu hDicer oraz frakcji cytoplazmatycznej otrzymanej z lizatow komdrek ST, zawierajacej

Swinska Dicer (sDicer). Rybonukleaza Dicer jest wysoce konserwowana ewolucyjnie, a identycznos¢
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sekwencji sDicer (GenBank ID: HQ184403) z Dicer ludzka (hDicer) wynosi 90%. Analiza poréwnawcza
sekwencji aminokwasowej sDicer i hDicer wykazata, ze zaden z obszardw o nizszej homologii nie jest
zwigzany z funkcjonalnymi domenami biatka [Stowe i in. 2012]. Budowa, a takze mechanizm dziatania
hDicer zostaty dobrze poznane [Provost i in. 2002, Lee i in. 2023], z tego wzgledu biatko to czesto jest
wykorzystywane w reakcjach kontrolnych, w badaniach dotyczgcych stosunkowo stabo poznanych
Dicer. Uzycie frakcji cytoplazmatycznych (ktérych sktad makromolekularny obejmuje m.in. wachlarz
biatek zaangazowanych w przetwarzanie kwaséw nukleinowych oraz szerokie spektrum czgsteczek
RNA, ktére potencjalnie mogg interferowac ze s$ciezkg biogenezy miRNA) umozliwito poréwnanie
wydajnosci procesu ciecia okreslonych pre-miRNA pomiedzy dwoma uktadami: (i) uktadem
minimalnym, zawierajgcym: rekombinowang hDicer oraz pre-miRNA, a (ii) uktadem o warunkach

zblizonych do tych wystepujgcych w zywej komadrce.

4.3.1.1. Analiza przetwarzania syntetycznych prekursorow miRNA PRV w uktadzie in vitro

Pierwszym zadaniem tej czesci projektu byto zbadanie, czy sDicer obecna w lizatach komérek ST
przeprowadza ciecie prekursoréw i produkuje dojrzate miRNA wirusa PRV. Badania te prowadzitam z
wykorzystaniem syntetycznych prekursoréow, zaprojektowanych indywidualnie dla kazdego z
badanych miRNA wirusa PRV na podstawie ich sekwencji pri-miRNA, podanych w bazie miRbase.org.
Wskazane sekwencje zostaty skrécone do dtugosci odpowiadajgcej produktom pre-miRNA (ok. 60-
nt), z zachowaniem 2-nt wolnych koncéw od strony 3’, co pozwolito uzyskaé¢ charakterystyczne
substraty dla Dicer. Przewidywane struktury drugorzedowe prekursoréow, wygenerowane w
programie RNAstructure [Reuter i in. 2010], zostaty przedstawione na Ryc. 4.23 (predykcja struktury
pre-prv-LLT3 wygenerowana w programie RNAstructure nieznacznie rdznita sie od struktury pre-prv-

LLT3 zaprezentowanej w miRBase.org i zawierata réwniez dwa wolne nt na koncu 5’).
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Ryc. 4.23. Przewidywane struktury drugorzedowe wybranych prekursorow miRNA wirusa PRV,

wygenerowane w programie RNAstructure. Kolorem pomaranczowym zostaty oznaczone sekwencje dojrzatych
miRNA.

Syntetyczne prekursory wykorzystatam w testach ciecia pre-miRNA przez sDicer, stanowity one

takze podstawe uktadu modelowego, w ktérym testowatam potencjat inhibitorowy

zaprojektowanych oligomeréw, komplementarnych wobec prekursoréw wybranych wirusowych

miRNA. Na poczatku nalezato zbadad, czy sDicer obecna w preparacie lizatu komdrek ST (we
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wszystkich badaniach wykorzystywano ten sam preparat) wycina dojrzate miRNA wirusa PRV z
zaprojektowanych pre-miRNA.

Czasteczki pre-miRNA zostaty wyznakowanie izotopem 3?P, co umozliwiato wizualizacje
rozdzielonych elektroforetycznie substratéw i produktow ciecia zawierajacych radioaktywny nuklid
32p, Analizowane przeze mnie miRNA wirusa PRV s3 wycinane ze swoich prekursoréw zaréwno z
ramienia 5’ (prv-miR-LLT2-5p), jak i z ramienia 3’ (prv-miR-LLT1-3p i prv-miR-LLT3-3p), w zwigzku z
czym znakowatam prekursor LLT2 na koncu 5’ i analogicznie, prekursory LLT1 i LLT3 na koncu 3’.
Wyznakowane czgsteczki w ilosci 10000 cpm dodatam do mieszanin reakcyjnych zawierajgcych lizaty
komérkowe z sDicer, wzbogacone o MgCl, (na Ryc. 4.24 oznaczone jako ST). Przygotowatam
nastepujgce reakcje kontrolne: (i) kontrole negatywne z EDTA, zawierajgce odpowiedni prekursor bez
Dicer, pozwalajgce na monitorowanie integralnosci prekursoréw w trakcie inkubacji (K- EDTA), (ii)
kontrole negatywne zawierajgce lizat z sDicer, odpowiedni prekursor oraz EDTA (ST EDTA) oraz (iii)
kontrole pozytywne zawierajgce preparat rekombinowanej ludzkiej Dicer i odpowiedni prekursor

(hDicer). Wszystkie mieszaniny reakcyjne zawieraty inhibitory RNaz A.

e & N
EDTA ¥ EDTA & EDTA ¢
T1 K-ST sT T1K- ST sT T1 K- ST OsT
pre-miRNA .- - pre-miRNA pre-miRNA

*

25 nt"
25 nt 250t
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LLT1 LLT2 LLT3

Ryc. 4.24. Badanie wycinania wybranych miRNA wirusa PRV z syntetycznych prekursorow, prowadzone przy
pomocy frakcji cytoplazmatycznej komaérek ST. Wyniki reakcji ciecia RNA prowadzonych przez 1 godzine w 37
°C z udziatem syntetycznych pre-prv-LLT1, pre-prv-LLT2 oraz pre-prv-LLT3 i lizatow z sDicer lub rekombinowanej
hDicer. T1 — drabinka RNA powstata poprzez ciecie pre-prv-LLT2 przez rybonukleaze T1. Opis préb umieszczono
w tekscie powyzej. Klamerkami i strzatkg zostaty oznaczone produkty reakcji. Gwiazdky zostat oznaczony
posredni produkt ciecia sDicer.
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Wyniki testow ciecia syntetycznych prekursoréw miRNA wirusa PRV potwierdzity, ze w lizatach
znajduje sie aktywna sDicer. Na powyzszych radiogramach mozna zauwazy¢ produkty o dfugosci
odpowiadajgcej dojrzatym miRNA, czyli ok. 22-23 nt (na Ryc. 4.24 produkty te zostaty wskazane za
pomocg klamerek oraz strzatki). Brak produktéw typu miRNA w reakcjach kontrolnych z EDTA, czyli w
warunkach, w ktdrych Dicer nie jest aktywna (chelatowanie jonéw Mg?*) sugeruje, ze obserwowane
produkty zostaty wygenerowane przez ten enzym. Co ciekawe, produkty uwolnione przez sDicer z
pre-prv-LLT1 byty o ok. 1 nt dtuzsze niz te wygenerowane przez hDicer, z kolei sDicer w reakcjach z
pre-prv-LLT2 generowata dwa produkty (tzw. izomiRy), ktérych réznica dtugosci wynosita 1 nt.
Obecna w lizacie sDicer oraz preparat hDicer generowaty prv-miR-LLT3-3p z najnizszg wydajnoscig w
poréwnaniu do dwdch pozostatych miRNA wirusa PRV. Produkty ciecia wygenerowane przez oba
warianty Dicer byty jednakowej dtugosci, niemniej w reakcji z sDicer mozna zauwazy¢ dodatkowy
prazek, prawdopodobnie odpowiadajacy posredniemu produktowi ciecia pre-miRNA, ktéry na Ryc.
4.24 zostat oznaczony za pomocg gwiazdki (przypuszczalnie pozostaty fragment prekursora, po
wycieciu prv-miR-LLT3-5p).

W celu optymalizacji warunkdéw ciecia, pre-prv-LLT1 i pre-prv-LLT3 byly testowane takze w innych
warunkach reakcyjnych, obejmujacych dtuzsze czasy inkubacji i wyzszg temperature inkubacji (dane
niepokazane). Wydtuzenie czasu inkubacji prowadzito jednak do spadku ilosci miRNA, z kolei reakcje
prowadzone w 39 °C (fizjologiczna temperatura ciata Swini) nie wptywaty na poziom produktu miRNA.
Uwalnianie miRNA-3p byto mniej wydajne niz miRNA-5p, co moze wynikac¢ z faktu, iz w przypadku
substratéw znakowanych 3?P na koricu 3’, substrat taki nie odzwierciedlat naturalnego pre-miRNA,
posiadajgcego grupe hydroksylowa na koricu 3.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze w testowanym uktadzie badawczym, sktadajgcym sie z
syntetycznych prekursoréw miRNA wirusa PRV oraz z frakcji cytoplazmatycznej komdrek ST,
generowane byty produkty odpowiadajgce dojrzatym miRNA, przez co mogt on zosta¢ wykorzystany
do analizy potencjatu inhibitorowego oligomeréw komplementarnych wobec wybranych pre-miRNA

w warunkach in vitro.

4.3.1.2. Badanie wptywu oligomeréw 2’-O-metylowanych i Morpholino na proces ciecia
wirusowych pre-miRNA przez Dicer

W badaniach nad inhibicjg wycinania miRNA PRV z ich prekursoréw wykorzystatam zestaw
oligomeréw o sekwencjach komplementarnych do rejonéw petli apikalnej i trzonu docelowych pre-
miRNA: oligonukleotydy 2’-O-metylowane (2'0OMe, Ryc. 4.25) i oligomery Morpholino (MO, Ryc.
4.26). Pierwszym rodzajem testowanych czgsteczek byty oligorybonukleotydy o dtugosci 12-15 nt z

modyfikacjami 2’OMe (zbudowane w catosci z nukleotydéw posiadajgcych grupe metylowa
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przytaczong kowalencyjnie do atomu tlenu w pozycji 2’ rybozy). Wczesniejsze badania prowadzone
przez zespot prof. Anny Kurzynskiej-Kokorniak dowiodty, ze czasteczki tego typu wydajnie hamujg
proces uwalniania zaréwno ludzkich [Kurzynska-Kokorniak i in. 2013], jak i zabich [Corradi i in. 2023]
miRNA z ich prekursordow.

Zaprojektowane w programie EvOligo oligomery 2'OMe, przedstawione na Ryc. 7.25, powinny
tworzy¢ stabilne kompleksy z docelowymi pre-miRNA, charakteryzujgce sie mozliwie niskg energia
swobodng (AGo). Dla pre-prv-LLT1 zostaty zamodwione dwa oligomery, z ktérych jeden hybrydyzowat
z rejonem petli (2’0OMe-LLT1-P, dtugosci 13-nt), a drugi byt komplementarny do sekwencji trzonu
(2’0OMe-LLT1-T, dtugosci 12-nt). Dla pre-prv-LLT2 i pre-prv-LLT3 zamoéwione oligomery byty
komplementarne do rejonéw apikalnych, obejmujacych czesciowo sekwencje trzonu i petli
prekursoréw (nazwane odpowiednio 2’0OMe-LLT2, dtugosci 15-nt, i 2’0OMe-LLT3, dtugosci 13-nt).
Reakcje kontrolne byty prowadzone z uzyciem dwéch oligomeréw 2’0OMe, ktérych sekwencje nie byty
komplementarne do zadnej sekwencji wystepujgcej w genomie $wini, czy wirusa PRV (2’OMe-ctrl-1 i

2’0OMe-ctrl-2). Oligomery te rowniez zostaty zaprojektowane z wykorzystaniem programu EvOligo.
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Ryc. 4.25. Struktury drugorzedowe prekursorow pre-prv-LLT1, pre-prv-LLT2 i pre-prv-LLT3 z zaznaczonymi
rejonami, do ktérych wigzaly sie zaprojektowane oligomery 2’0OMe. Kolorem pomaraficzowym zostaty
oznaczone sekwencje dojrzatych miRNA. Niebieskimi liniami zostaty zaznaczone miejsca, do ktorych wigzaty sie
komplementarne oligomery 2’0OMe. Podano wartosci energii swobodnej (AGo) dla kompleksdw danego
oligonukleotydu 2’OMe z komplementarng sekwencjg dedykowanego dla niego pre-miRNA PRV.
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Drugim rodzajem oligomerdéw, testowanych pod katem potencjatu inhibitorowego wobec
procesu ciecia pre-miRNA, byty inhibitory Morpholino. Jak wczesniej wspomniano, Morpholino (MO)
to syntetyczne oligomery, bedace analogami kwaséw nukleinowych, zbudowane z zasad DNA

przytaczonych do szkieletu zbudowanego z pierscieni metylenomorfolinowych potgczonych grupami

fosforodiamidynianowymi [Moulton 2007]. Mechanizm dziatania zamdwionych przeze mnie

oligomerdéw, zaréwno 2’OMe, jak i Morpholino, polegat na ich hybrydyzacji do pre-miRNA, przez co
miaty one blokowa¢ wycinanie dojrzatych miRNA. Sekwencje tych inhibitoréw (MO-LLT1, MO-LLT2 i
MO-LLT3), celujgcych w prekursory trzech badanych przeze mnie miRNA wirusa PRV, zostaty

zaprojektowane przez firme Gene Tools (Ryc. 4.26), ktéra zaproponowata takze sekwencje oligomeru
kontrolnego — MO-ctrl.
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Ryc. 4.26. Struktury drugorzedowe prekursorow pre-prv-LLT1, pre-prv-LLT2 i pre-prv-LLT3 z zaznaczonymi
rejonami, do ktorych wigzaly sie oligomery Morpholino. Kolorem pomarariczowym zostaty oznaczone

sekwencje dojrzatych miRNA. Zielonymi liniami zostaty zaznaczone miejsca, do ktdorych wigzaty sie
komplementarne oligomery Morpholino.
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W celu potwierdzenia, ze zsyntetyzowane oligomery oddziatujg z pre-miRNA, przeprowadzitam
test spowolnionej migracji RNA w zelach PAA w warunkach natywnych (EMSA, ang. electrophoretic
mobility shift assay). Wybrane syntetyczne prekursory miRNA PRV wyznakowane radioizotopowo
byty inkubowane ze 100-krotnym molowym nadmiarem okreslonych oligomeréw przez 30 min w 37

°C (Ryc. 4.27).
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Ryc. 4.27. Badanie oddziatywan pomiedzy prekursorami: A) pre-prv-LLT1, B) pre-prv-LLT2 i C) pre-prv-LLT3 a

oligomerami 2’0OMe i Morpholino (MO). Wynik testu EMSA, w ktérym wyznakowany radioizotopowo pre-
miRNA byt inkubowany w samym buforze reakcyjnym (K-) lub ze 100-krotnym molowym nadmiarem
wybranego oligomeru. a-LLT1, a-LLT2 i a-LLT3 — oligomery komplementarne do wybranego prekursora.
Wskazane zostaty pozycje prazkéow odpowiadajgcych wolnym prekursorom oraz ich kompleksom z oligomerami
2’0OMe i MO.

Wynik testu EMSA przeprowadzonego dla pre-prv-LLT1 (Ryc. 4.27.A) potwierdzit jego wydajng
hybrydyzacje z oligomerami 2’0OMe-LLT1-P i MO-LLT1. Oddziatywanie tego prekursora z 2’0OMe-LLT1-

T byto natomiast ledwo wykrywalne, co mogto wynikaé z niskiej stabilnosci komplekséw, ktére
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prawdopodobnie ulegaty rozpadowi podczas rozdziatu. Na radiogramie przedstawionym na Ryc.
4.27.B mozna zauwazy¢ wydajng hybrydyzacje MO-LLT2 do pre-prv-LLT2. Pomimo optymalizacji
warunkdw wigzania, nie udato mi sie zaobserwowaé oddziatywania prekursora pre-prv-LLT2 z
oligomerem 2'OMe-LLT2, co rédwniez mogto wynikaé z niskiej stabilnosci kompleksow. Wyniki
doswiadczenia z udziatem pre-prv-LLT3 potwierdzity jego silne oddziatywanie z MO-LLT3 (Ryc.
4.27.C). Oligomer 2'0OMe-LLT3 réwniez hybrydyzowat do tego prekursora — na radiogramie widoczne
sg dwa prazki odpowiadajgce kompleksom pre-prv-LLT3 : 2’OMe-LLT3, a takze frakcja niezwigzanego
pre-prv-LLT3. Zaden oligomer kontrolny nie oddziatywat z zadnym z prekursoréw. Uzyskane wyniki
czeSciowo potwierdzity wyjsciowe zatozenie, ze badane oligomery 2’0OMe i MO oddziatujg z
prekursorami miRNA PRV. W celu weryfikacji zastosowania tych oligomeréw jako inhibitoréow
biogenezy wybranych miRNA nalezato przeprowadzié testy ciecia pre-miRNA w ich obecnosci.

Potencjat inhibitorowy zaprojektowanych oligomeréw analizowatam w reakcjach hydrolizy pre-
miRNA, w sktad ktérych wchodzity: (i) frakcja cytoplazmatyczna komdrek ST, (ii) wyznakowany
radioizotopowo prekursor danego miRNA oraz (iii) zaprojektowany dla tego pre-miRNA oligomer.
Prekursory byty preinkubowane z komplementarnymi oligomerami (lub oligomerami kontrolnymi),
po czym zostaly poddawane cieciu przez Dicer. Dla kazdego ukfadu pre-miRNA : oligomer
przygotowatam trzy mieszaniny reakcyjne, w ktdrych ilos¢ znakowanego radioizotopowo pre-miRNA
oraz sDicer byta stata, natomiast zmieniato sie stezenie komplementarnego oligomeru tak, by
stosunek molowy pre-miRNA : oligomer wynosit odpowiednio: 1:1, 1:10 i 1:100. Dodatkowo,
przeprowadzatam reakcje umozliwiajgce monitorowanie integralnosci prekursorow (substratéw) w
czasie trwania inkubacji, bez sDicer oraz bez oligomerdow (K-), oraz reakcje ciecia pre-miRNA przez
sDicer pod nieobecnos¢ potencjalnych inhibitorow (K+). Wyniki ww. doswiadczen przedstawitam na
Ryc. 4.28, Ryc. 4.29 i Ryc. 4.30. Na rycinach zostaty takze wskazane pozycje kompleksdw pre-miRNA :
oligomer.

Wyniki trzech niezaleznych powtdrzen doswiadczenia przeprowadzanego z udziatem prekursora
pre-prv-LLT1 (Ryc. 4.28) wykazaty, ze oligomer 2’OMe-LLT1-P juz w najnizszym testowanym stezeniu
(0,1 uM) hamowat powstawanie prv-miR-LLT1-3p o $rednio 68% w porownaniu do reakcji kontrolnej
(K+), a zwiekszenie jego stezenia w mieszaninach do 1 uM i 10 uM podniosto te wartos¢ do
odpowiednio 70 % i 72%. 2’OMe-LLT1-T okazat sie mniej wydajnym inhibitorem niz 2’0OMe-LLT1-P,
obnizat on powstawanie prv-miR-LLT1-3p o0 69% jedynie, gdy byt obecny w mieszaninie reakcyjnej w
stezeniu 10 puM. Jednoczesne podanie obu oligomerdw do mieszaniny reakcyjnej (na rycinie
oznaczone jako ,P + T”) w stezeniu 10 uM nieznacznie tylko zwiekszyto stopien inhibicji ciecia pre-
prv-LLT1 (do 75%). Oligomery kontrolne 2’0OMe nie wptywaty znaczaco statystycznie na proces ciecia

pre-prv-LLT1 przez sDicer.
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Ryc. 4.28. Badanie potencjatu inhibitorowego oligomerow 2’0OMe i Morpholino (MO) komplementarnych do
pre-prv-LLT1. Wynik analizy reakcji, w ktérych prekursor pre-prv-LLT1 byt inkubowany z frakcja
cytoplazmatyczng ST w obecnosci oligomeréw 2'0OMe (2’0OMe-LLT1-P, 2’OMe-LLT1-T lub mieszaniny tych
oligomeréw (P + T) lub dwodch oligomeréw kontrolnych 2’0OMe-ctrl-1 i 2’0OMe-ctrl-2), a takze oligomerdéw
Morpholino (MO-LLT1 lub kontrolnego MO-ctrl). Tréjkgtami zostat zaznaczony wzrost stezenia oligomeréw (0,1
UM, 1 UM i 10 uM). (K-) - reakcja kontrolna bez dodatku sDicer oraz bez oligomeru. (K+) - reakcja kontrolna z
sDicer bez potencjalnego inhibitora (oligomeréw). Wykres przedstawia wydajno$¢ generowania miRNA w
reakcjach z czgsteczkami inhibitorowymi, w odniesieniu do kontroli (K+, 100%). W analizie zostaty
uwzglednione tylko wartosci dla oligomeréw kontrolnych dodanych do mieszanin reakcyjnych w najwyzszych
stezeniach (10 uM). Stupki btedéw odpowiadajg odchyleniu standardowemu, obliczonemu na podstawie
wynikéw uzyskanych z trzech niezaleznych powtdrzen eksperymentu. Istotnos$¢ statystyczna dla kazdej z prob
zostata obliczona w poréwnaniu do kontroli pozytywnej (K+) przy pomocy testu jednoczynnikowej analizy
wariancji. **** p < 0,0001; ns — brak istotnosci statystyczne;j.

Analiza przeprowadzona dla oligomeréw Morpholino wykazata, ze stopien inhibicji generowania
LLT1-3p wynosit 47%, 64% i 69% gdy MO-LLT1 zostat dodany odpowiednio w stezeniach 0,1 uM, 1
UM i 10 uM. Oligomer kontrolny MO-ctrl nie wptywat w istotny statystycznie sposdb na proces
generowania prv-miR-LLT1-3p przez sDicer.

Na przedstawionym skanie (Ryc. 4.28) mozna zauwazyl (przypuszczalnie) wygenerowane
kompleksy pre-prv-LLT1 : oligomer, migrujgce w zelu wolniej od substratu. Obserwacja ta dotyczy
reakcji z 2’0OMe-LLT1-P oraz MO-LLT1, dodanych w kazdym z analizowanych stezen, z kolei kompleks
pre-miRNA : 2’0OMe-LLT1-T jest widoczny tylko dla reakcji z dodanym oligomerem w najwyzszym
stezeniu 10 uM. Wynik ten pokrywa sie z wynikiem testu EMSA (Ryc. 4.27.A), gdzie mozna zauwazy¢
wyrazne kompleksy tworzone przez pre-prv-LLT1 z 2’0OMe-LLT1-P oraz MO-LLT1, a takze staby prazek
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(migrujacy w zelu wolniej niz sam prekursor) odpowiadajgcy kompleksowi pre-prv-LLT1 : 2’0OMe-
LLT1-T. Na skanie przedstawionym na Ryc. 4.28 mozna zauwazy¢ réwniez niespecyficzne agregaty
tworzone przez pre-prv-LLT1 i oligomer kontrolny 2’0OMe-ctrl-1 dodany w najwyzszym stezeniu (10
MM). Oligomer ten nie hamowat ciecia pre-prv-LLT1, poza tym jego sekwencja nie jest
komplementarna do sekwencji pre-miRNA, w zwigzku z czym wnioskuje, ze 2’OMe-ctrl-1 nie
oddziatywat z pre-prv-LLT1. Konkluzje te popiera brak widocznego oddziatywania pomiedzy tymi
czasteczkami na Ryc. 4.27.A.

Kolejnym prekursorem, wobec ktérego analizowatam potencjat inhibitorowy oligomeréw 2’0OMe

i Morpholino, byt pre-prv-LLT2 (Ryc. 4.29).
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Ryc. 4.29. Badanie potencjatu inhibitorowego oligomeréw 2’0OMe i Morpholino (MO) komplementarnych do
pre-prv-LLT2. Wynik analizy reakcji, w ktéorych prekursor pre-prv-LLT2 byt inkubowany z frakcjg
cytoplazmatyczng ST w obecnosci oligomerow 2’OMe (2’0OMe-LLT2 lub dwdch oligomerdéw kontrolnych 2’OMe-
ctrl-1 i 2’0OMe-ctrl-2), a takze oligomeréw Morpholino (MO-LLT2 lub kontrolnego MO-ctrl). Tréjkgtami zostat
zaznaczony wzrost stezenia oligomerdw (0,1 uM, 1 uM i 10 uM). (K-) - reakcja kontrolna bez dodatku sDicer
oraz oligomeru. (K+) - reakcja kontrolna z sDicer bez potencjalnego inhibitora. Wykres przedstawia wydajnos¢
generowania miRNA w reakcjach z czgsteczkami inhibitorowymi, w odniesieniu do kontroli (K+, 100%). W
analizie zostaty uwzglednione tylko wartosci dla oligomeréw kontrolnych dodanych do mieszanin reakcyjnych w
najwyzszych stezeniach (10 uM). Stupki btedéw odpowiadajg odchyleniu standardowemu, obliczonemu na
podstawie wynikéw uzyskanych z trzech niezaleznych powtdrzen eksperymentu. Istotno$¢ statystyczna dla
kazdej z préb zostata obliczona w poréwnaniu do kontroli pozytywnej (K+) przy pomocy testu jednoczynnikowe;j
analizy wariancji. **** p < 0,0001; ns — brak istotnosci statystycznej.
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Aktywnos$¢ oligomerdow 2'0OMe-LLT2 i MO-LLT2 réwniez byta oceniana w standardowych
reakcjach ciecia pre-miRNA przez Dicer, w ktérych stosunek molowy pre-miRNA : oligomer wynosit
odpowiednio 1:1, 1:10i 1:100. W reakcjach, w ktorych 2’OMe-LLT2 byt obecny w najnizszym stezeniu
0,1 uM (stosunek molowy prekursor : oligomer — 1:1) zaobserwowatam blokowanie generowania
prv-miR-LLT2-5p na s$rednim poziomie wynoszacym 19% w odniesieniu do kontroli pozytywnej.
Dodanie tego inhibitora w 10- i 100-krotnym nadmiarze molowym podnosito inhibicje ciecia pre-prv-
LLT2 do poziomu odpowiednio 36% i 38%. Analiza wynikdw wykonana dla MO-LLT2 wykazata, ze w
najnizszym testowanym stezeniu (0,1 uM) MO-LLT2 hamowat wycinanie prv-miR-LLT2 srednio o ok.
42%, podczas gdy zwiekszenie jego stezenia do 1 uM i 10 uM spowodowato wzrost poziomu inhibicji
do odpowiednio 59% i 60% .

Na radiogramie przedstawionym na Ryc. 4.29 mozna zaobserwowac prazki powyzej pre-miRNA,
przypuszczalnie odpowiadajgce kompleksom pre-prv-LLT2 : MO-LLT2. Pomimo tego, ze 2’0OMe-LLT2
wywotywat wydajng inhibicje generowania prv-miR-LLT2-5p, na skanie nie wida¢ oddziatywania tego
oligomeru z prekursorem pre-prv-LLT2. Uzyskane wyniki sg spdjne z wynikami testu EMSA,
przedstawionymi na Ryc. 4.27.B. Przypuszczalnie podczas rozdziatu elektroforetycznego dochodzito
do rozpadu kompleksdw pre-prv-LLT2 : 2’0OMe-LLT2.

Ostatni cykl doswiadczen dotyczyt inhibicji procesu uwalnia prv-miR-LLT3-3p. Na Ryc. 4.30
zostaty przedstawione wyniki doswiadczen z wykorzystaniem dedykowanych dla pre-prv-LLT3

oligomeréw 2’'0OMe-LLT3 i MO-LLT3.
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Ryc. 4.30. Badanie potencjatu inhibitorowego oligomeréw 2’0OMe i Morpholino (MO) komplementarnych do
pre-prv-LLT3. Wynik analizy reakcji, w ktérych prekursor pre-prv-LLT3 byt inkubowany z frakcjg
cytoplazmatyczng ST w obecnosci oligomerow 2’OMe (2’0OMe-LLT3 lub dwdch oligomerdéw kontrolnych 2’OMe-
ctrl-1 i 2’0OMe-ctrl-2), a takze oligomeréw Morpholino (MO-LLT3 lub kontrolnego MO-ctrl). Tréjkgtami zostat
zaznaczony wzrost stezenia oligomerdw (0,1 uM, 1 uM i 10 uM). (K-) - reakcja kontrolna bez dodatku sDicer
oraz oligomeru. (K+) - reakcja kontrolna z sDicer bez potencjalnego inhibitora. Wykres przedstawia wydajnosé
generowania miRNA w reakcjach z czgsteczkami inhibitorowymi, w odniesieniu do kontroli (K+, 100%). W
analizie zostaty uwzglednione tylko wartosci dla oligomeréw kontrolnych dodanych do mieszanin reakcyjnych w
najwyzszych stezeniach (10 uM). Stupki btedéw odpowiadajg odchyleniu standardowemu, obliczonemu na
podstawie wynikéw uzyskanych z trzech niezaleznych powtdrzen eksperymentu. Istotnos¢ statystyczna dla
kazdej z préb zostata obliczona w poréwnaniu do kontroli pozytywnej (K+) przy pomocy testu jednoczynnikowej
analizy wariancji. ** p < 0,01; **** p < 0,0001; ns — brak istotnosci statystycznej.

W najnizszym zastosowanym stezeniu (0,1 uM) oligomer 2’OMe-LLT3 hamowat generowanie prv-
miR-LLT3-3p o $rednio 32% w porédwnaniu do reakcji kontrolnej (K+). Zwiekszenie stezenia tego
oligomeru do 1 uM i 10 uM podniosto wydajnos¢ inhibicji ciecia pre-prv-LLT3 do odpowiednio 42% i
48%. Poziom inhibicji generowania prv-miR-LLT3-3p, wywotanej dziataniem MO-LLT3 uzytego w

stezeniach 0,1 uM, 1 uM i 10 uM, wynosit odpowiednio 40%, 73% i 77%.
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Na przedstawionym radiogramie (Ryc. 4.30) mozna zauwazy¢ wyrazne prazki przypuszczalnie
odpowiadajgce kompleksom pre-prv-LLT3 i produktu posredniego (oznaczonego gwiazdky) z MO-
LLT3. Wynik ten pokrywa sie z wynikiem testu EMSA, przedstawionym na skanie na Ryc. 4.27.C, na
ktorym widaé takze oddziatywanie prekursora pre-prv-LLT3 z oligomerem 2’OMe-LLT3. Co ciekawe,
na radiogramie na Ryc. 4.30 nie wida¢ oddziatywania miedzy tymi czgsteczkami, pomimo
zaobserwowanej aktywnosci inhibitorowej oligomeru 2’0OMe-LLT3. Prawdopodobnie wynika to z
braku stabilnosci komplekséw pre-prv-LLT3 : 2'OMe-LLT3 w warunkach rozdziatu
elektroforetycznego.

Zebrane wyniki wskazujg, ze syntetyczne prekursory miRNA PRV byty ciete do produktéw miRNA
zarowno przez preparat hDicer, jak i przez frakcje cytoplazmatyczng komoérek ST (Ryc. 4.24).
Inkubacje substratow z Dicer byty prowadzone przez jedng godzine, co stanowito optymalny uktad
badawczy, w ktérym nie obserwowatam ubytku miRNA (jak w przypadku dtuiszych czaséw
prowadzenia reakcji; dane niezataczone). Oligomery zaprojektowane wobec pre-miRNA wykazywaty
potencjat inhibitorowy w analizowanych uktadach badawczych, tj. blokowaty wycinanie miRNA PRV z
prekursoréw, wobec ktérych byty komplementarne.

Poréwnujgc aktywnos¢ inhibitorowg obu typow oligomerédw mozna zauwazyé, ze
oligonukleotydy 2’OMe wydajniej niz Morpholino hamowaty ciecie pre-prv-LLT1 (Ryc. 4.28), z kolei
Morpholino okazaty sie skuteczniejsze wobec prekursora pre-prv-LLT3 (Ryc. 4.30). Przeprowadzone
analizy wskazujg, ze 2’0OMe-LLT2 wywotywat stabszg inhibicje ciecia pre-prv-LLT2 niz MO-LLT2 (Ryc.
4.29). Jednakze nalezy zauwazy¢, iz na proporcje substrat/ produkt, i wynikajgcy z niej wyliczony
stopienn inhibicji, miat wptyw widoczny ubytek substratu pre-prv-LLT2. Ubytek ten
najprawdopodobniej byt skutkiem obecnosci we frakcji cytoplazmatycznej komdrek ST innych
rybonukleaz, docinajgcych analizowany prekursor w czasie trwania reakcji. Wéréd oligonukleotyddéw
2’0OMe najskuteczniejszy wobec dedykowanego prekursora miRNA PRV okazat sie 2’0OMe-LLT1-P,
hybrydyzujagcy do petli apikalnej pre-prv-LLT1. Z kolei ws$réd Morpholino, oligomer MO-LLT3
wykazywat najsilniejszy potencjat do hamowania ciecia dedykowanego mu pre-miRNA. Zestawiajac
wyniki uzyskane dla trzech syntetycznych prekursoréw miRNA PRV mozna zauwazyé, ze ciecie pre-
prv-LLT1 byto wydajnie hamowane zaréwno przez oligonukleotyd 2’OMe, jak i przez Morpholino. W
zwigzku z tym doswiadczenia w uktadzie komdérkowym rozpoczetam od analizy inhibicji ciecia
obecnego w komédrkach ST_LLT[1-3] prekursora pre-prv-LLT1, prowadzonej z wykorzystaniem 2’OMe-

LLT1-P oraz MO-LLT1.
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4.3.2. Wykorzystanie inhibitorow do badan nad funkcjg miRNA PRV w systemie
komérkowym

Analiza potencjatu inhibitorowego oligomeréw zaprojektowanych wobec wybranych
prekursoréw miRNA PRV potwierdzita, ze oligonukleotydy 2’-O-metylowane oraz Morpholino blokujg
wycinanie miRNA z ich prekursoréw przez swinska Dicer w warunkach in vitro. W zwigzku z tym, ze
oba rodzaje inhibitoréw wykazywaty aktywnos¢ wobec wybranych pre-miRNA, w badaniach nad
funkcja miRNA wirusa PRV w systemie komdrkowym testowatam zaréwno oligonukleotydy 2'OMe,
jak i Morpholino.

Celem badan prowadzonych w uktadzie komérkowym byto wskazanie, ktéry z miRNA z klastra
LLT[1-3] odpowiada za regulacje ekspresji gendw oraz kinetyki wzrostu wirusa PRV. Wykorzystanie
inhibitorow miRNA wpisuje sie w trend badan typu LOF, zwigzanych z obserwacjg efektu
fenotypowego wynikajgcego z utraty funkcji wybranego miRNA i finalnie miato pozwoli¢ na
eksperymentalne potwierdzenie roli wyselekcjonowanego miRNA w biologii wirusa PRV.

Badania in cellulo z wykorzystaniem inhibitorow miRNA prowadzitam w dwdch etapach. W
pierwszej czesci doswiadczen analizowatam potencjat oligomeréw 2'0OMe i Morpholino do
hamowania procesu uwalniania wybranych endogennych miRNA PRV w komérkach linii ST_LLT[1-3].
Komérki z obnizong ekspresja docelowego miRNA wirusowego stanowig podstawe uktadow
badawczych dla doswiadczen typu LOF, w ktérych po infekcji wirusem nastepuje analiza wptywu
obnizenia poziomu danego miRNA na przebieg infekcji wirusowej. Drugi etap badan nad rolg miRNA
PRV prowadzitam przy pomocy komercyjnie dostepnych inhibitoréow mirVana, bedacych tzw.
oligonukleotydami antysensownymi wobec miRNA (AMO, ang. antisense miRNA oligonucleotides,
zwanych takze antagomiRami). W przeciwienstwie do zaprojektowanych oligomerdw, inhibitory
AMO nie oddziatujg z prekursorami miRNA, lecz z dojrzatymi czasteczkami miRNA, co skutkuje

blokowaniem wigzania tych ostatnich do docelowych transkryptéow.

4.3.2.1. Analiza potencjatu oligomeréw 2’-0O-metylowanych i Morpholino do hamowania
ciecia pre-miRNA PRV w komoérkach linii ST_LLT[1-3]

Prace nad mozliwoscig wykorzystania oligomeréw 2’OMe i Morpholino do badan nad rolg miRNA
PRV rozpoczetam od analizy wptywu tych oligomeréw na poziom endogennych miRNA wirusa,
produkowanych w komodrkach z konstytutywng ekspresja miRNA z klastra LLT[1-3]. Schemat
doswiadczen zwigzanych z badaniem poziomu miRNA w ukfadzie komdrkowym polegat na transfekcji
komarek linii ST_LLT[1-3] za pomocg wybranych oligomerdw, zbieraniu probek po okreslonym czasie
od momentu dodania do komdrek mieszanin transfekcyjnych i przeprowadzaniu analizy ekspresji

wybranych miRNA za pomocy iloSciowej reakcji PCR poprzedzonej reakcjg odwrotnej transkrypcji

88



(RT-gPCR). Analizy poziomu miRNA, po podaniu oligomerdw, prowadzitam w podobny sposdb jak
podczas przeprowadzania charakterystyki skonstruowane;j linii ST_LLT[1-3] (rozdziat Wyniki 4.2.2). W
celu normalizowania ilosci catkowitego RNA w kazdej reakcji, jako endogenng kontrole uzywatam
snRNA U6. Relatywny poziom ekspresji miRNA okreslatam metodg AACt. Relatywny poziom danego
miRNA (wartosci ACt) w nietransfekowanych komdérkach ST _LLT[1-3] poréwnywatam do jego
relatywnego poziomu w transfekowanych komérkach ST_LLT[1-3].

Prace z inhibitorami w systemie komdrkowym rozpoczetam od analiz poziomu miRNA,
wykonanych dla komérek ST_LLT[1-3] transfekowanych oligonukleotydami 2’0OMe. W pierwszych
doswiadczeniach chciatam sprawdzi¢ po jakim czasie od podania potencjalnych inhibitoréw bedzie
mozliwa obserwacja obnizenia poziomu danego miRNA. Badania miaty na celu réwniez sprawdzenie,
jak dtugo utrzyma sie efekt inhibitorowy po wprowadzeniu oligonukleotydéw do komorki. W
pierwszej kolejnosci badatam inhibicje powstawania prv-miR-LLT1-3p. Wobec prekursora pre-prv-
LLT1 zostaty zaprojektowane dwa inhibitory 2’OMe: 2’0OMe-LLT1-P i 2’0OMe-LLT1-T. W badaniach in
vitro efektywniejszym inhibitorem okazat sie oligomer 2’0OMe-LLT1-P, dlatego ten wtasnie oligomer
zostat wykorzystany podczas doswiadczen in cellulo. Wysiane do dotkéw ptytki M12 komorki linii
ST _LLT[1-3] transfekowatam oligonukleotydami 2’OMe-LLT1-P lub 2’0OMe-ctrl-1 w ilosci 10 pmoli na
dotek, uzyskujac stezenia koricowe wynoszgce 10 nM. Uzytam odczynnika Lipofectamine RNAIMAX,
dedykowanego transfekcji krotkimi czgsteczkami RNA. Doswiadczenie zostato przeprowadzone w
trzech powtérzeniach. Po 3, 6 i 24 godzinach od momentu dodania mieszanin transfekcyjnych
zbieratam komorki, po czym sprawdzitam poziom prv-miR-LLT1-3p. Zbieratam réwniez
nietransfekowane komoérki ST _LLT[1-3] (préba kontrolna), dla ktérych poziom miRNA przyjetam za
100% i stanowit on punkt odniesienia dla dalszych analiz (na wykresie na Ryc. 4.31 zostat on
oznaczony przerywana linia).

Na wykresie na Ryc. 4.31 mozna zauwazy¢ spadek poziomu prv-miR-LLT1-3p w komdrkach
ST_LLT[1-3] o $rednio 21% w 3 godziny po podaniu oligonukleotydu 2’OMe-LLT1-P, w odniesieniu do
préby kontrolnej (100%). 6 i 24 godziny po transfekcji spadek poziomu miRNA wynosit ok. 35%. Na
przedstawionym wykresie mozna zauwazy¢ réwniez wptyw oligomeru kontrolnego na ekspresje prv-
miR-LLT1-3p. 3, 6 i 24 godziny po transfekcji oligomerem 2’OMe-ctrl-1 obserwowatam spadek
poziomu prv-miR-LLT1-3p odpowiednio o $rednio 20%, 16% i 32%. Analiza danych potwierdzita
istotnos$¢ statystyczng przedstawionych wynikow. Obserwacja ta nasuneta pytanie, czy obnizenie
poziomu prv-miR-LLT1-3p wywotane byto specyficznym dziataniem 2°0OMe-LLT1-P oraz czy inne

oligonukleotydy 2’0OMe mogg wywotac analogiczny efekt.
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Ryc. 4.31. Analiza poziomu prv-miR-LLT1-3p w komdrkach ST_LLT[1-3] transfekowanych oligomerami 2’0OMe-
LLT1-P i 2’0OMe-ctrl-1. Komoérki byty zbierane 3, 6 i 24 godziny po transfekcji. Ekspresja miRNA wirusa PRV byta
analizowana metodg RT-qPCR. Wzgledne rdznice w ilosci prv-miR-LLT1-3p, odniesione do wewnetrznej kontroli
U6, zostaly okreslone za pomoca metody AACt (normalizowane wobec relatywnego poziomu miRNA w
nietransfekowanych komédrkach ST_LLT[1-3], przyjetego jako 100% na osi Y i oznaczonego na wykresie
przerywang linig). Stupki btedéw odpowiadajg odchyleniu standardowemu, obliczonemu na podstawie
wynikéw uzyskanych z trzech niezaleznych analiz. Istotnos¢ statystyczna dla kazdej z prob zostata obliczona w
poréwnaniu do kontroli pozytywnej przy pomocy testu dwuczynnikowej analizy wariancji. *p < 0,05, **p < 0,01.

W celu zbadania tego problemu przeprowadzitam doswiadczenie podobne do poprzedniego, w
ktorym transfekowatam komorki inhibitorem dedykowanym dla prv-miR-LLT3-3p. Ponownie w
badaniach wykorzystatam oligomer kontrolny 2’0OMe-ctrl-1. Po zebraniu komérek w zadanym czasie,
analizowatam poziom zaréwno LLT1, LLT2, jak i LLT3. Wyniki dla przeprowadzonej analizy zostaty
przedstawione na Ryc. 4.32 i obejmujg dane tylko dla prv-miR-LLT1-3p i prv-miR-LLT3-3p, poniewaz

prv-miR-LLT2-5p w analizowanych prébkach byt na niewykrywalnym poziomie.
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Ryc. 4.32. Analiza poziomu prv-miR-LLT1-3p i prv-miR-LLT3-3p w komérkach ST_LLT[1-3] transfekowanych
oligomerami 2’0OMe-LLT3 i 2’0OMe-ctrl-1. Opis jw. ***p < 0,001.
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Wyniki trzech niezaleznych powtdrzen doswiadczenia pokazaty, ze po podaniu 2’0OMe-LLT3
poziom prv-miR-LLT1-3p spadat w podobnym stopniu, jak po podaniu 2’OMe-LLT1-P (Ryc. 4.32). llo$¢
prv-miR-LLT1-3p w 3, 6 i 24 godziny po transfekcji 2’0OMe-LLT3 spadata o odpowiednio: 25%, 42% i
45%. Badanie potwierdzito wczesniej zaobserwowany wptyw oligomeru kontrolnego 2'OMe-ctrl-1 na
poziom prv-miR-LLT1-3p. Analiza ilosci prv-miR-LLT3-3p po transfekcji 2’0OMe-LLT3 i 2’OMe-ctrl-1
wykazata, ze podanie obu oligomeréw, dedykowanego i kontrolnego, wptywa podobnie na poziom
tego miRNA. W 3 godziny po transfekcji ilos¢ prv-miR-LLT3-3p spadta o srednio 22% (2’0OMe-LLT3) i
45% (2'0OMe-ctrl-1), a w 6 odpowiednio o srednio 41% i 37%. Zaobserwowane obnizenie poziomu
prv-miR-LLT3-3p, wywotane przez transfekcje 2’OMe-LLT3 i 2'OMe-ctrl-1, byto poréwnywalne do
wykrytego spadku poziomu LLT1 po podaniu tych oligomeréw (Ryc. 4.32). Po 24 godzinach
zaobserwowatam jednak istotny statystycznie wzrost ilosci LLT3 w komdrkach transfekowanych
zarébwno 2'OMe-LLT3, jak i 2’OMe-ctrl-1, wynoszgcy odpowiednio Srednio 248% i 127%, w
porownaniu do kontroli pozytywnej (100%).

Niezamierzone zmiany poziomu prv-miR-LLT1-3p i prv-miR-LLT3-3p skionity mnie do
sprawdzenia, czy oligonukleotydy 2’0OMe mogg by¢ toksyczne dla komérek. W celu odpowiedzi na to
pytanie przeprowadzitam test proliferacji, w ktérym analizowatam aktywno$é metaboliczng komorek
linii ST_LLT[1-3] transfekowanych oligonukleotydami 2’0OMe-LLT3 i 2’'0OMe-ctrl-1. Po 24, 48 i 72

godzinnej inkubacji zbieratam komarki i analizowatam ich zywotnos$¢ metodg MTS (Ryc. 4.33).
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Ryc. 4.33. Wptyw oligonukleotydow 2’OMe-LLT3 i 2’0OMe-ctrl-1 na zywotnos$¢ komorek i ich zdolnos¢ do
podziatu zostat zmierzony za pomoca testu proliferacji. Zywotnoé¢ kontrolnych nietransfekowanych komérek
ST_LLT[1-3] (ktorych zywotnos¢ przyjetam za 100% na osi Y i oznaczytam na wykresie przerywana linig) oraz
komodrek ST_LLT[1-3] transfekowanych oligomerami 2’0OMe-LLT3 i 2’0OMe-ctrl-1 byta analizowana w trzech
niezaleznych eksperymentach. Komorki byty zbierane po inkubacji trwajacej 24, 48 i 72 godzinny. Kontrolg do
testu byty komorki ST_LLT[1-3] poddane dziataniu 10% roztworu Quatrodesu (K).

Nie zaobserwowatam znaczacych réznic w zywotnosci pomiedzy komaérkami nietransfekowanymi
a komodrkami po transfekcji oligonukleotydami 2’-O-metylowanymi. Wynik ten wskazuje, ze

oligonukleotydy 2’OMe nie sg toksyczne dla komérek oraz nie wptywajg na ekspresje gendw
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istotnych dla ich przezycia. Wynik ten sugeruje réwniez, ze obserwowane wahania poziomu miRNA
nie sg skutkiem stabszej proliferacji transfekowanych komérek.

Pracujac z oligonukleotydami 2’-O-metylowanymi nie udato mi sie wyznaczy¢ warunkéw, w
ktorych transfekcja komadrek linii ST_LLT[1-3] tymi oligomerami pozwolitaby na obserwacje stabilnego
i selektywnego zahamowania ciecia wybranych pre-miRNA wirusa PRV przez sDicer. Na wykresie
przedstawionym na Ryc. 4.32 mozna zauwazyé, ze w obecnosci oligonukleotydu 2’OMe-LLT3
(zaprojektowanego dla prv-miR-LLT3-3p) znaczgco spadat poziom LLT1, a detekcja LLT2 byta
niemozliwa. Ponadto, transfekcja oligonukleotydem kontrolnym 2’OMe-ctrl-1 komdrek ST_LLT[1-3] w
istotny statystycznie sposéb wptywata na poziom analizowanych miRNA. Uzyskane wyniki wskazujg
na brak selektywnego dziatania oligomerédw 2’0OMe w testowanych warunkach, co sktonito mnie do
rozpoczecia badan nad mozliwos$cig wykorzystania oligomeréow Morpholino w procedurze inhibicji
wycinania wybranych miRNA PRV w systemie komadrkowym.

Doswiadczenia w uktadzie komérkowym z wykorzystaniem oligomeréw Morpholino réwniez
prowadzitam przy pomocy odczynnika RNAIMAX, ze wzgledu na brak toksycznosci tego odczynnika
oraz jego potwierdzong skuteczno$é¢ we wprowadzaniu Morpholino do komérek [Lim i in. 2020].
Komorki linii ST_LLT[1-3] transfekowatam oligomerem MO-LLT1, dedykowanym dla prv-miR-LLT1-3p,
oraz oligomerem kontrolnym MO-ctrl, w ilosci 10 pmoli na dotek ptytki M12, uzyskujgc stezenia
koncowe wynoszace 10 nM (jak podczas eksperymentéw z oligonukleotydami 2’OMe). Ze wzgledu na
trudnosci podczas pracy z oligonukleotydami 2'0OMe, zwigzane z brakiem selektywnosci tych
inhibitoréow wobec miRNA PRV w uktadzie komérkowym, wyjsciowe doswiadczenia z Morpholino
miaty na celu sprawdzenie, czy oligomery te nie wptywajg na poziom innych miRNA PRV, niz na te,
wobec ktorych zostaty zaprojektowane. Komorki linii ST_LLT[1-3] zbieratam po 12-, 24- i 48-godzinnej
transfekc;ji, po czym analizowatam poziom zaréwno prv-miR-LLT1-3p, jak i prv-miR-LLT2-5p i prv-miR-

LLT3-3p. Wynik doswiadczenia przedstawitam na Ryc. 4.34.
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Ryc. 4.34. Analiza poziomu prv-miR-LLT1-3p, prv-miR-LLT2-5p i prv-miR-LLT3-3p w komdrkach ST_LLT[1-3]
transfekowanych oligomerami MO-LLT1 i MO-ctrl. Komorki byly zbierane 12 i 24 godziny po transfekcji.
Ekspresja miRNA wirusa PRV byta analizowana metodg RT-qPCR. Wzgledne réznice w ilosci miRNA, odniesione
do wewnetrznej kontroli U6, zostaty okreslone za pomoca metody AACt (normalizowane wobec relatywnego
poziomu miRNA w nietransfekowanych komérkach ST_LLT[1-3], przyjetego jako 100% na osi Y i oznaczonego na
wykresie przerywang linig). Stupki btedéw odpowiadaja odchyleniu standardowemu, obliczonemu na
podstawie wynikow eksperymentu uzyskanych z trzech niezaleznych analiz. Istotnos$¢ statystyczna dla kazdej z
préb zostata obliczona w poréwnaniu do kontroli pozytywnej przy pomocy testu dwuczynnikowej analizy
wariancji. ***p<0,001, ****p<0,0001.

Na przedstawionym wykresie mozna zauwazy¢, ze MO-LLT1 obniza poziom zaréwno prv-miR-
LLT1-3p, jak i dwdch pozostatych miRNA PRV z klastra LLT[1-3], a efekt ten byt istotny statystycznie
oraz nasilat sie w czasie. Po 12 godzinach poziom LLT1 zostat obnizony o $rednio 86%, LLT2 0 99%, a
LLT3 o 80%, w poréwnaniu do komdrek nietransfekowanych (100%). Po 24-godzinnej transfekcji
poziom LLT1 zostat obnizony o srednio 94%, poziom LLT2 byt bliski 0%, a poziom LLT3 zostat obnizony
o $rednio 89%. Analiza wykazafa, ze réwniez oligomer kontrolny wptywat na ilos¢ wykrywanych
miRNA, po 12 godzinach obnizajgc poziom LLT1 o $rednio 80%, a LLT2 o 60%. Co ciekawe, 12-
godzinna transfekcja komodrek ST_LLT[1-3] skutkowata podniesieniem poziomu LLT3 do $rednio
220%. Po 24 godzinach efekt ten jednak ustgpit i oligomer MO-ctrl obnizat poziom LLT3 do 50%.
Wydtuzenie czasu transfekcji do 24 h spowodowato dalszy spadek ilosci LLT1 i LLT2, odpowiednio o
92% i 85%. Na wykres zostaty naniesione tylko wartosci poziomu miRNA z komoérek zebranych w 12 i
24 godziny po transfekcji, poniewaz ilos¢ miRNA w komadrkach po 48-godzinnej inkubacji oligomerami
MO-LLT1 i MO-ctrl byta ponizej poziomu detekgji.

Przeprowadzitam dodatkowe doswiadczenie sprawdzajace, jaki wptyw na poziom miRNA PRV
bedzie miata zmiana stezenia oligomerdw. Komérki ST_LLT[1-3] transfekowatam oligomerami MO-
LLT1 i MO-ctrl w ilosci 100 pmoli na dotek ptytki M12, uzyskujgc stezenia koncowe wynoszgce 100
nM (10x wyzsze niz w przypadku doswiadczenia, ktorego wyniki zostaty przedstawione na Ryc. 4.34).

Transfekowane komérki zbieratam po 12- i 24-godzinnej inkubacji i analizowatam poziom trzech
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miRNA PRV z klastra LLT[1-3], a takze poziom Swinskiego miRNA ssc-miR-21-5p. Analiza wykazata
jednak, ze przy podniesionym stezeniu obu oligomeréow zaréwno miRNA PRV, jak i miRNA
komaérkowy znajdowaty sie na niewykrywalnym poziomie.

Podsumowujac, wyniki uzyskane dla MO-LLT1 i MO-ctrl pokazaty, ze w testowanych warunkach
obecno$¢ tych oligomerdw obnizata poziom kazdego z trzech miRNA z klastra LLT[1-3], jak i poziom
mMiRNA komorki gospodarza. O braku selektywnego dziatania wobec docelowego miRNA tych
inhibitoréw swiadczy réwniez fakt, ze transfekcja oligomerem kontrolnym w stopniu zblizonym do
MO-LLT1 obnizata poziom analizowanych miRNA. Odnoszac wyniki in cellulo uzyskane dla
Morpholino do wynikéw badan nad oligonukleotydami 2’OMe przypuszczam, ze dalsze
doswiadczenia z uzyciem MO-LLT2 i MO-LLT3 réwniez wykazatyby brak selektywnego dziatania tych
inhibitoréw. Wyzwanie zwigzane z pracg z Morpholino w uktadzie komdérkowym polegato réwniez na
tym, ze efekt wywotywany przez te oligomery mocno nasilat sie w czasie, co dodatkowo utrudniato
optymalizacje warunkdw reakgji.

Doswiadczenia w ukfadzie komérkowym z inhibitorami potencjalnie ingerujgcymi w proces
biogenezy miRNA, tj. oligomerami 2’0OMe i Morpholino, wskazaty na niespecyficzne zmiany poziomu
miRNA PRV pojawiajgce sie w ich obecnosci. Przeprowadzone optymalizacje nie pozwolity na
ustalenie warunkdéw, w ktérych mozliwe by byto zaobserwowanie spadku poziomu danego miRNA,
wywotanego wytgcznie przez dedykowany dla niego oligomer. Przeprowadzone analizy wykazaty, ze
inhibitory ciecia pre-miRNA w dalszych badaniach nad wptywem poszczegdlnych miRNA w biologii

wirusa PRV w analizowanym modelu nie majg zastosowania.

4.3.2.2. Badania nad rolg miRNA wirusa PRV z wykorzystaniem inhibitorow typu AMO

Brak pozytywnych rezultatow badan nad inhibicjg wycinania wybranych miRNA PRV za pomocg
inhibitoréw hybrydyzujgcych do ich prekursorow w uktadzie komdrkowym sktonit mnie do
modyfikacji podejscia badawczego i kontunuowania doswiadczen nad rolg poszczegdinych miRNA w
biologii wirusa PRV przy pomocy inhibitoréw innego typu. Przy dalszych doswiadczeniach
zdecydowatam sie na wykorzystanie oligomerdéw mirVana, o sekwencjach w petni komplementarnych
i hybrydyzujacych do analizowanych miRNA PRV (inhibitory typu AMO). Dziatanie tych inhibitorow
nie jest zwigzane z hamowaniem produkcji docelowych miRNA lecz z ograniczeniem ich dostepnosci
w komérce. Inhibitory mirVana skierowane wobec miRNA z klastra LLT[1-3] (oznaczane dalej jako
mV-LLT1, mV-LLT2 i mV-LLT3) oraz inhibitor kontrolny (mV-ctrl) zostaty zamoéwione w firmie Thermo
Fisher Scientific. Inhibitory te sg modyfikowanymi chemicznie oligomerami RNA, jednak rodzaj
wprowadzonych modyfikacji, stuzgcych zwiekszeniu stabilnosci wigzania z miRNA oraz podniesieniu

ich odpornosé na degradacje, pozostaje tajemnicg handlowg producenta.
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Strategia pracy z oligomerami mirVana byta odmienna niz przyjeta dla inhibitorow ciecia pre-
mMiRNA. Podczas doswiadczen z udziatem oligomeréw 2’OMe i Morpholino pracowatam z komérkami
linii ST _LLT[1-3], stabilnie produkujagcymi miRNA PRV i sprawdzatam, jak wprowadzenie tych
oligomeréw do komdrek wptynie na poziom miRNA LLT[1-3]. Model doswiadczalny opracowany do
badan z wykorzystaniem inhibitorédw mirVana opierat sie na infekcji PRV komérek ST i analizie
wptywu oligomerdéw na poziom egzogennych miRNA, generowanych w komdérce na skutek infekcji
wirusowej. Inhibitory mirVana przypuszczalnie nie wptywajg na wydajnosé generowania dojrzatych
miRNA, jednak powstajagce kompleksy miRNA : mirVana ograniczajg dostepnos¢ miRNA PRV w
zainfekowanej komdrce, a stabilnosé tych komplekséw umozliwia zmierzenie metodg RT-gPCR ilosci
wolnych miRNA. Zmiana linii komdrkowej miata na celu uproszczenie modelu badawczego,
pozwalajgce na analize zmian poziomu wytgcznie egzogennych miRNA po podaniu inhibitoréw
mirVana, oraz na obserwacje efektu fenotypowego w niemodyfikowanych komadrkach.

Badania rozpoczetam od oszacowania efektywnosci transfekcji komodrek ST, prowadzonej za
pomocg odczynnika RNAIMAX i fluorescencyjnej kontroli BLOCK-iT. Komadrki zbieratam 24, 48 i 72
godziny po transfekcji i analizowatam poziom sygnatu zielonej fluorescencji metoda cytometrii

przeptywowej (Ryc. 4.35).
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Ryc. 4.35. Analiza cytometryczna efektywnosci transfekcji. Do komdérek ST wysianych do dotkéw ptytki M12
zostat wprowadzony kontrolny oligomer fluorescencyjny BLOCK-iT w ilosci 10 pmoli na dotek. Prébki byty
zbierane po 24, 48 i 72 godzinach i analizowane pod katem ilosci pozytywnych komérek, w odniesieniu do
nietransfekowanych komarek. Wynik przedstawiono jako $rednie wartosci z trzech niezaleznych analiz. Stupki
bteddw przedstawiajg odchylenia standardowe.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze sita sygnatu nie wzrastata po 48 i 72 h, wiec w kolejnych
doswiadczeniach transfekowatam komarki ST inhibitorami mirVana dzien przed infekcjg wirusowa.
Pierwsze doswiadczenie przeprowadzone z wykorzystaniem inhibitoréw mirVana miato na celu
zbadanie wptywu, jaki wywiera kazdy z tych oligomeréw na poziom trzech miRNA PRV w
zainfekowanej komdrce. Komdrki ST wysiatam do dotkdw ptytki M12, po czym transfekowatam je

osobno kazdym z czterech oligonukleotydéw: mV-LLT1, mV-LLT2, mV-LLT3 i mV-ctrl, w dwdch
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koncowych stezeniach wynoszagcych 10 nM i 50 nM. Do transfekcji mirVana uzywatam
dedykowanego dla tych inhibitoréw odczynnika RNAIMAX. Dzien po transfekcji infekowatam komarki
wirusem przy wspétczynniku MOI wynoszacym 0,2, a nastepnie zbieratam je po szesciogodzinnej
inkubacji. Analize poziomu miRNA PRV przeprowadzatam w analogiczny sposéb, jak w badaniach z

wykorzystaniem oligomerdw 2’0OMe i MO. Wyniki analizy przedstawitam na Ryc. 4.36.
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Ryc. 4.36. Analiza poziomu prv-miR-LLT1-3p, prv-miR-LLT2-5p i prv-miR-LLT3-3p w komodrkach ST
infekowanych wirusem PRV przy wspétczynniku MOl wynoszacym 0,2 po wczesniejszej transfekcji
oligomerami mirVana. Komorki zostaty zebrane sze$¢ godzin po infekcji. Ekspresja miRNA PRV byta
analizowana metodg RT-gPCR. Wzgledne rdznice w ilosci miRNA, odniesione do wewnetrznej kontroli U6,
zostaty okreslone za pomocg metody AACt (normalizowane wobec relatywnego poziomu miRNA w
nietransfekowanych komoérkach ST po infekcji PRV, przyjetego jako 100% na osi Y i oznaczonego na wykresie
przerywang linig). Stupki bteddw odpowiadajg odchyleniu standardowemu, obliczconemu na podstawie
wynikéw uzyskanych z trzech niezaleznych analiz. Istotnosé statystyczna dla kazdej z prob zostata obliczona w
poréwnaniu do kontroli pozytywnej przy pomocy testu dwuczynnikowej analizy wariancji. *p<0,05, **p<0,01,
**%p<0,001, ****p<0,0001, ns — brak istotnosci statystycznej.

Analiza wptywu inhibitorow mirVana na poziom wykrywanych miRNA PRV wykazata, ze w
testowanych warunkach zaden z nich nie dziatat wytacznie na miRNA, wobec ktérego zostat
zaprojektowany (efekt istotny statystycznie). Wprowadzenie do komérek oligomeru mV-LLT1 przed
infekcjg spowodowato podniesienie poziomu kazdego z miRNA z klastra LLT[1-3]. Najsilniej obecnos$¢
tego oligomeru wptyneta na LLT3, podnoszac jego poziom do $rednio 182% (10 nM) i do 291% (50
nM), w poréwnaniu do kontroli pozytywnej (100%). Poziom LLT1 po transfekcji mV-LLT1 podnidst sie
odpowiednio do 173% i 150%, a poziom LLT2 do 192% i 181%. Dodanie do komdrek oligomeru mV-
LLT2 z kolei obnizyto poziom LLT1 do $rednio 60% i 41% w poréwnaniu do kontroli pozytywnej, a LLT3
do $rednio 72% i 67%. Wprowadzenie do komdrek mV-LLT2 powodowato, ze poziom dedykowanego
dla niego miRNA (LLT2) zmieniat sie w zaleznosci od stezenia: po dodaniu oligomeru w stezeniu 10
nNM poziom LLT2 spadat do $rednio 91% (brak istotnosci statystycznej), a w stezeniu 50 nM poziom

LLT2 wazrastat do ok. 150%. Wprowadzenie do komérek oligomeru mV-LLT3 w stezeniu 10 nM
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powodowato podniesienie poziomu LLT1, LLT2 i LLT3 odpowiednio do 123%, 130% i 123%, a w
stezeniu 50 nM do s$rednio 193%, 182% i 271%. Transfekcja oligomerem kontrolnym réwniez
wptywata na poziom wykrywanych miRNA. Podanie mV-ctrl w nizszym stezeniu powodowato wzrost
poziomu LLT1, LLT2 i LLT3 do odpowiednio 139%, 117% i 111%, a w wyzszym stezeniu spadek tych
miRNA do srednio 82%, 69% i 61% (dodanie tego oligomeru w stezeniu 50 nM nie wptywato w
istotny statystycznie sposdb na poziom LLT1, a w stezeniu 10 nM na poziom LLT2 i LLT3).
Przeprowadzone doswiadczenia uzupetnitam o analize poziomu wirusowych biatek IE180 i gE
oraz poziomu transkryptu IE180 wirusa PRV, wykonujgc doswiadczenie analogiczne do tego, ktérego
wyniki przedstawitam na Ryc. 4.36. Korcowe stezenia inhibitoréw mirVana uzytych w tym
doswiadczeniu do transfekcji komdrek przed infekcjag PRV wynosity: 10 nM i 50 nM, do analizy RT-

gPCR, oraz 50 nM do analizy Western blotting. Wynik doswiadczenia przedstawitam na Ryc. 4.37.

< IE180 N 2 2

5 NN N XN

150 & & & & K+ K-

; -t — O P anty-IE180

T 100 - =3 mV-LLTY A S S, .

c

& B mV-LLT2 - anty-gE

g 50+ = mV-LLT3

£

‘; 0- P--~-- anty-B-aktyna

Ryc. 4.37. Analiza poziomu mRNA i biatek PRV w komérkach ST infekowanych wirusem przy wspétczynniku
MOI wynoszacym 0,2, po wczesniejszej transfekcji inhibitorami mirVana. Komérki zostaty zebrane szes¢
godzin po infekcji. A) Poziom mRNA |IE180 analizowano metodg RT-qPCR. Wzgledne rdznice w ilosci mRNA,
odniesione do wewnetrznej kontroli (gen 28S), zostaty okreslone za pomocg metody AACt (normalizowane
wobec relatywnego poziomu mRNA IE180 w nietransfekowanych komérkach ST po infekcji PRV, przyjetego jako
100% na osi Y i oznaczonego na wykresie przerywang linig). Stupki bteddw odpowiadajg odchyleniu
standardowemu, obliczonemu na podstawie wynikdow uzyskanych z trzech niezaleznych analiz. Istotnos¢
statystyczna dla kazdej z prob zostata obliczona w poréwnaniu do kontroli pozytywnej przy pomocy testu
dwuczynnikowej analizy wariancji. *p<0,05, ***p<0,001, ns — brak istotnosci statystycznej. B) Analiza Western
blotting poziomu IE180 w lizatach komdrek ST. (K+) — komoérki infekowane, nietransfekowane; (K-) — komérki
nieinfekowane i nietransfekowane. B-aktyna byta wykrywana jako kontrola natozenia préobek. Surowice anty-
IE180 zastosowano w rozciericzeniu 1:5000, surowice anty-gE w rozcienczeniu 1:1000, przeciwciata anty-$-
aktyna w rozcienczeniu 1:5000.

Na wykresie Na Ryc. 4.37.A mozna zauwazy¢, ze transfekcja kazdym z czterech oligomeréw
mirVana, w obu zastosowanych stezeniach, powodowata niewielki spadek poziomu transkryptu

IE180, przy czym wynik ten nie jest w petni istotny statystycznie. Wyjatek stanowit oligomer mV-LLT3
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uzyty w stezeniu 50 nM, ktérego dodanie podnosito poziom mRNA IE180 w istotny sposdb do
poziomu s$rednio 143%, w pordwnaniu do kontroli pozytywnej (100%). Podanie inhibitora
kontrolnego nie wptyneto w znaczacy sposdb ani na poziom mRNA, ani na poziom biatka IE180.

Spodziewanym efektem prowadzonych badan bytoby relatywne zwiekszenie ilosci transkryptu i
biatka IE180 pod wptywem spadku poziomu okreslonego miRNA, wywotanego przez uzyty inhibitor
mirVana. W przypadku mV-LLT1 i mV-LLT2, zastosowanych w obu stezeniach, mozna zaobserwowac
niewielki spadek ilosci transkryptu IE180 oraz brak wptywu dodania obu oligomerdw na poziom
biatka 1E180. W przypadku mV-LLT3 (50 nM) zaobserwowany istotny wzrost poziomu transkryptu
IE180 (Ryc. 4.37.A) nie przetozyt sie na podniesienie ilosci biatka IE180 i gE (Ryc. 4.37.B). Nie
zaobserwowatam takze spadku poziomu zadnego z miRNA PRV po podaniu mV-LLT3 (Ryc. 4.36),
ktdry mogtby wywotaé zwiekszenie ilosci mRNA IE180. Obserwowane dziatanie mV-LLT3 nie byto
selektywne w analizowanych warunkach: obecno$¢ tego inhibitora w stezeniu 50 nM powodowata
zwiekszenie detekcji kazdego miRNA z klastra LLT[1-3] (Ryc. 4.36).

Przeprowadzone analizy nie wykazaty selektywnego dziatania inhibitoréw mirVana wobec
generowania miRNA PRV w testowanych warunkach reakcyjnych. Swiadczyt o tym wptyw przez nie
wywierany na detekcje kazdego miRNA z klastra LLT[1-3], nie tylko tego, wobec ktérego zostaty
zaprojektowane. Efektem transfekcji oligomerami mirVana byto zaréwno podniesienie (mV-LLT1 i
mV-LLT3), jak i obnizenie (mV-LLT2 w wiekszosci reakcji) poziomu trzech analizowanych miRNA (Ryc.
4.36). Analiza poziomu mRNA IE180 pokazata, ze mirVana obnizajg jego poziom w wiekszosci
przypadkéw, z kolei analiza Western blotting nie wykazata istotnej zmiany ilosci biatka 1E180 w
transfekowanych komarkach.

Dalsza praca z inhibitorami zaréwno ciecia pre-miRNA, jak i dojrzatych miRNA w uktadzie
komérkowym bedzie wymagata przeprowadzenia optymalizacji pod katem selektywnosci dziatania
wybranych inhibitoréw. Badania nad miRNA typu loss-of-function w uktadzie komérkowym wymagaja
opracowania modelu badawczego, ktéry umozliwi ewidentng kontrole nad iloscig analizowanych
miRNA. Wyzwanie zwigzane z brakiem selektywnego dziatania oligomerdw utrudnito mi uzyskanie
wynikow potwierdzajgcych role poszczegdlnych miRNA PRV na obecnym etapie badan. Uwazam
jednak, ze kontynuowanie pracy w podjetej tematyce jest istotne ze wzgledu na wkfad, jaki moze ona

whnie$¢ do metodologii badawczej zwigzanej z analizg funkcji miRNA w systemie komdérkowym.
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Podsumowanie wynikéw

» Opracowatam metode produkcji i oczyszczania rekombinowanej ludzkiej rybonukleazy Dicer
w systemie bakulowirusowym, ktdra pozwolita na uzyskanie preparatu o wysokiej

jednorodnosci i aktywnosci enzymatyczne;j.

» Skonstruowatam linie komdrkowq stabilnie produkujgcg klaster trzech miRNA wirusa
pseudowscieklizny w proporcjach poréwnywalnych do tych obserwowanych podczas infekgji
litycznej, stuzgcyg do prowadzenia analiz funkcjonalnych miRNA typu gain-of-function podczas

infekcji PRV.

> Dowiodtam, ze klaster miRNA LLT[1-3] PRV kontroluje poziom zaréwno aktywatoréow
produktywnej infekcji (IE180 i EPO), jak i biatka strukturalnego wirusa (glikoproteina gE) w

modelu komérkowym.

» Woykazatam, ze poprzez obnizenie ilosci gE, miRNA LLT[1-3] mogg hamowac¢ proces cell-to-cell
spread, i ogranicza¢ rozprzestrzenianie sie PRV do niezainfekowanych komérek

sgsiadujacych.

» Zademonstrowatam, ze miRNA LLT[1-3] wykazujg potencjat do kontrolowania produkc;ji

wirionéw potomnych PRV w modelu komdrkowym we wczesnych etapach infekgji.

» Potwierdzitam w warunkach in vitro skuteczno$¢ inhibicji generowania miRNA PRV przez
Dicer, wywotanej przez oligomery 2'0OMe i Morpholino komplementarne do rejonéw

apikalnych substratéw pre-miRNA.

> Przeprowadzitam analize potencjalnego zastosowania oligomeréw hybrydyzujgcych do
prekursoréw miRNA w badaniach typu loss-of-function w warunkach in cellulo i wskazatam
na koniecznos$é¢ udoskonalenia modelu badawczego ze wzgledu na zaobserwowany brak

selektywnego dziatania oligomeréw w zastosowanym ukfadzie.

» Wdrozytam alternatywng strategie kontroli poziomu miRNA PRV w modelu komérkowym,
bazujacg na inhibitorach typu AMO, jednak badania nad okresleniem dominujgcego miRNA

PRV z klastra LLT[1-3] wymagajg kontynuacji.
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5. Dyskusja

5.1. Biologiczne znaczenie miRNA z klastra LLT[1-3] PRV

Biologiczne funkcje wirusowych miRNA sg zagadnieniem intensywnie badanym od niemal dwéch
dziesiecioleci. Wiele badan wskazuje, ze te mate czasteczki regulatorowe mogg przyczyniaé sie do
poszerzenia wachlarza oddziatywan pomiedzy patogenem a organizmem gospodarza podczas infekcji
wirusowej, kontrolujgc ekspresje gendw na poziomie potranskrypcyjnym [Skalsky i in. 2010, Bernier i
in. 2018]. W przypadku wirusa pseudowscieklizny przedstawiono wiele raportéw opartych na
predykcjach in silico, wskazujgcych cele aktywnosci biologicznej kodowanych przez PRV miRNA, i ich
domniemang role w regulacji cyklu zyciowego wirusa [Anselmo i in. 2011, Wu i in. 2012, Timoneda i
in. 2014, Liu i in. 2016]. Liczba przeprowadzonych badan eksperymentalnych dotyczgcych roli miRNA
PRV zlokalizowanych w obrebie locus LLT jest ograniczona. Przeprowadzono dwie analizy
eksplorujgce funkcje klastrow dziewieciu [Mahjoub i in. 2015] i jedenastu miRNA [Wang i in. 2018]
oraz dwa badania nad rolg poszczegdlnych miRNA: prv-miR-LLT7-5p (LLT7) [Wang i in. 2018] i prv-
mMiR-LLT11a (LLT11) [Liu i in. 2019]. Rola wybranych fragmentéw locus LLT w regulacji ekspresji gendw
i replikacji PRV nie zyskata odpowiedniej uwagi.

Na potrzeby badah nad miRNA PRV opracowatam model eksperymentalny oparty na stabilnej
produkcji frontalnego klastra miRNA, kodujgcego trzy sposréd jedenastu miRNA zlokalizowanych w
intronie LLT wirusa, co wpisuje sie w trend badan typu gain-of-function. Skonstruowana w
komérkach jader $wini (ST) linia ST_LLT[1-3] postuzyta do funkcjonalnej analizy prv-miR-LLT1-3p
(LLT1), prv-miR-LLT2-5p (LLT2) i prv-miR-LLT3-3p (LLT3) podczas litycznej infekcji PRV szczepu NIA-3.

Wiekszo$¢ badan donosi, ze LLT1 jest najintensywniej produkowany sposréd wirusowych miRNA
w trakcie infekcji PRV w epitelialnych komadrkach swinskich PK-15 [Timoneda i in. 2014, Liu i in. 2016]
oraz w mysich komérkach Neuro-2a [Li i in. 2017]. W innym badaniu to LLT2 zostat wskazany jako
najsilniej eksprymowany miRNA PRV w zainfekowanych komodrkach PK-15, a takze w latentnie
zainfekowanych zwojach nerwu tréjdzielnego swini [Mahjoub i in. 2015]. Na podstawie powyzszych
informacji mozna zauwazy¢, ze profile ekspresji miRNA miedzy poszczegdlnymi badaniami réznig sie.
Rozbieznosci mogg wynikac¢ z alternatywnych metod mierzenia poziomu miRNA, z wykorzystania
réznych szczepdw PRV (PRV-Kaplan w [Mahjoub i in. 2015], PRV-NIA-3 i PRV-Begonia w [Timoneda i
in. 2014], PRV-JS-2012 w [Liu i in. 2016], PRV-QXX w [Li i in. 2017]), czy uzycia do infekcji réznych linii
komoérkowych, a takze z prowadzenia analiz dla réznych punktéw czasowych.

Na poczatkowym etapie pracy z miRNA PRV-NIA-3 analizowatam poziom ekspresji LLT1, LLT2 i
LLT3 w zainfekowanych PRV komadrkach ST. Wyniki obserwacji wskazujg, ze sposrdd analizowanych

miRNA, na najwyzszym poziomie wykrywatam produkcje LLT1 (Ryc. 4.15.A-C), czyli zgodnie z
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wynikami opisanymi w [Timoneda i in. 2014, Liu i in. 2016, Li i in. 2017]. Ponadto, dystrybucja trzech
miRNA z klastra LLT[1-3] w trakcie infekcji komdrek ST byta dos¢ wyrédwnana w analizowanych
punktach czasowych, z wyjgtkiem LLT1, ktdrego ekspresja przewazata w pdinej fazie infekcji (Ryc.
4.15.D). Profile ekspresji analizowanych miRNA wydawaty sie fluktuowa¢ w przebiegu infekcji, co
moze sugerowaé, ze docelowe geny poszczegdlnych miRNA nalezg do rdéznych klas kinetycznych
(geny natychmiastowo-wczesne, wczesne, pdzne). Co ciekawe, sekwencje prekursoréw pre-prv-LLT2 i
pre-prv-LLT3 czesSciowo na siebie nachodzg, przez co LLT2 i LLT3 moga by¢ generowane w
nierdwnomierny sposdb, co moze mie¢ wptyw na poziom ich ekspresji [Wu i in. 2012].

Wynik analizy proporcji miRNA PRV produkowanych w linii ST_LLT[1-3] (Ryc. 4.13) potwierdzit
zgodnos¢ z proporcja miRNA generowanych podczas infekcji komérek ST — w obu systemach
ekspresja LLT1 stata na najwyzszym poziomie spos$réd analizowanych miRNA. W komérkach ze
stabilng ekspresjg ilos¢ miRNA PRV byta jednak wyzsza niz w infekowanych PRV komodrkach ST w
analizowanych punktach czasowych, co obrazuje Ryc. 5.1. Wysoka ekspresja miRNA z klastra LLT[1-3]
pozwolita prawdopodobnie na uchwycenie potencjatu regulatorowego tych czasteczek, ktéry przy

nizszym poziomie miRNA mdgtby by¢ trudny do wykrycia na wczesnych etapach infekg;ji.
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Ryc. 5.1. Poréwnanie ilosci miRNA generowanych w komadrkach ST podczas infekcji PRV oraz produkowanych
w linii komérkowej z konstytutywng ekspresja miRNA PRV z klastra LLT[1-3]. Jasnoszare stupki obrazuja
poziom miRNA w zainfekowanych PRV komdrkach ST zbieranych 3, 5, 7 i 24 hpi. Ciemnoszare stupki
przedstawiajg poziom miRNA w linii ST_LLT[1-3]. Opis wg schematdw z rozdziatu Wyniki 4.2.

Zdecydowatam sie pracowac z sekwencjg fragmentu intronu LLT, kodujgcg prekursory trzech
osobnych miRNA, w celu zapewnienia kontekstu genetycznego odzwierciedlajgcego naturalng
biogeneze tych regulatoréw. Tego typu podejscie uwzglednia generowanie potencjalnych izomiRéw,
a ponadto zapewnia zachowanie wtfasciwych dla naturalnej infekcji proporcji pomiedzy
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produkowanymi w komorkach linii stabilnej miRNA wirusa [Contrant i in. 2014]. Wartosc¢
opracowanego podejscia eksperymentalnego wynika z zastosowania komdrkowego systemu
nadprodukcji, pozwalajagcego na wyeksponowanie potencjalu miRNA PRV do regulacji ekspresji
genéw kodujgcych wybrane biatka wirusowe oraz do kontrolowania wirusowego cyklu
replikacyjnego.

miRNA sg kodowane w genomie PRV réwniez w obrebie otwartych ramek odczytu gendw
litycznych [Liu i in. 2016]. W prezentowanym projekcie doktorskim badatam funkcje miRNA
kodowanych wytgcznie w obrebie intronu LLT, ktéry jest antyréwnolegly i pokrywa sie z genami
dwéch waznych wirusowych transaktywatoréw — IE180 i EPO [Cheung 1991]. Analiza ekspresji miRNA
w komorkach ST zainfekowanych PRV wykazata, iz kazdy z trzech miRNA mégt zosta¢ wykryty juz po
3 hpi (Ryc. 4.15.A-C). Wynik ten sugeruje, ze miRNA PRV-NIA-3 kodowane wewnatrz transkryptu
zwigzanego z latencjg mogg regulowad infekcje lityczng na wstepnym etapie, aktywowanym przez
IE180.

Przewidywania in silico trzech niezaleznych grup badawczych wskazywaty, ze gen /E180 jest
celem aktywnosci LLT1 [Anselmo i in. 2011, Wu i in. 2012, Timoneda i in. 2014], a gen EPO dla LLT1
[Timoneda i in. 2014] i LLT2 [Wu i in. 2012]. Przeprowadzona przeze mnie analiza Western blotting
potwierdzita spadek ilosci IE180 po 3, 5 i 7 hpi w obecnosci nadprodukowanych miRNA LLT[1-3].
Wynik ten jest zgodny z badaniami aktywnosci mutanta PRV-Ea, pozbawionego 11 miRNA (PRV-
AmiR), prowadzonymi przez zesp6t Zheng-Fei Liu. Badacze wykazali wyzszg produkcje 1IE180 po 3 hpi
w komadrkach PK-15 zainfekowanych mutantem PRV-AmiR (MOI 5). Co ciekawe, poziom biatka EPO z
kolei wzrastat we wskazanym punkcie czasowym w komérkach infekowanych PRV-AmiR [Wang i in.
2018]. W przedstawionym badaniu poziom transkryptéw obu transaktywatorow nie byt badany.
Grupa Elisabetty Giuffry, wykorzystujgca do badan mutanta PRV-Kaplan pozbawionego dziewieciu
miRNA (pPRV-AmiRN, MOI 10), nie zaobserwowata wptywu delecji na poziom mRNA IE180 [Mahjoub
i in. 2015]. Badacze zaobserwowali jednak podniesienie poziomu transkryptu EPO po 8 hpi w
komorkach infekowanych pPRV-AmiRN, co wskazuje na potencjat klastra dziewieciu miRNA PRV do
hamowania ekspresji genu EPO. Przeprowadzona przeze mnie analiza RT-gPCR wykazata, ze
nadprodukowane miRNA z klastra LLT[1-3] obnizajg poziom mRNA zaréwno IE180, jak i EPO, we
wczesnych godzinach infekcji oraz w 24 hpi. Ze wzgledu na niskg skutecznos$¢ surowicy anty-EPO nie
miatam mozliwosci jednoznacznego udokumentowania wptywu, jaki mogtaby wywrzeé nadprodukcja
analizowanych miRNA PRV na poziom biatka EPO.

Grupa Zheng-Fei Liu doniosta rowniez, ze sam LLT7 obnizat poziom IE180, co w poréwnaniu z
uzyskanymi przeze mnie wynikami popiera teze, ze rézne miRNA pochodzgce z jednej policistronowej
jednostki transkrypcyjnej mogg wspotpracowaé w regulacji wspdlnych gendéw docelowych.

Zaobserwowany przeze mnie spadek poziomu mRNA IE180 i EPO wskazuje, ze mechanizm dziatania
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analizowanych miRNA PRV jest zwigzany z destabilizacjg transkryptéw. Obecnie uwaza sie, ze rozpad
MRNA jest najczestszym mechanizmem dziatania miRISC, i obejmuje 66-90% wyciszanych
transkryptéw [Gebert i in. 2019]. Niemniej jednak nie mozna wykluczyé, ze zmniejszenie ekspresji
genu /E180 mogto wynikac takze z indukowanego przez miRNA zahamowania translacji. Ponadto,
miRNA PRV moggy potencjalnie wptywacé takze na maszyne ekspresji gendw gospodarza i poprzez
obnizanie poziomu czynnikéw transkrypcji lub translacji posrednio przyczynia¢ sie do hamowania
IE180.

W celu dalszej oceny wptywu miRNA PRV na ekspresje gendw wirusowych, postawitam pytanie o
wptyw miRNA LLT[1-3] na ekspresje wczesno-pdznego genu USS8, kodujgcego biatko strukturalne gE.
Jak juz wspomniano, gE jest waznym czynnikiem neurowirulencji, modulujgcym mechanizm cell-to-
cell spread i utatwiajgcym bezposrednie przenoszenie infekcji do sasiednich komodrek oraz unikanie
odpowiedzi immunologicznej gospodarza [Jacobs 1994, Wang i in. 2014]. Uzyskane przeze mnie dane
dotyczace poziomu biatka gE pokazaty, ze nadprodukcja LLT[1-3] obnizata jego ilo$¢ po 5 hpi 0 55%, a
po 7 hpi o 32%. Niemniej jednak nie jest jasne, czy zaobserwowany spadek byt wynikiem
bezposredniej aktywnosci miRNA LLT[1-3]; dodatkowo, Zzadna z analiz bioinformatycznych nie
wskazata genu US8 jako celu dla tych miRNA. Wzorzec inhibicji mRNA gE, jak réwniez EPO, byt
podobny do tego dla transkryptu IE180, co sugeruje, ze miRNA LLT[1-3] mogty posrednio wptywac na
produkcje gE. Z tego powodu nie mozna wykluczyé, ze obserwowany efekt regulatorowy miRNA
LLT[1-3] wobec mRNA gE byt konsekwencjg spadku poziomu IE180, i ewentualnie EPO, co z kolei
bytoby zgodne z modelem kaskadowej ekspresji gendéw alfaherpeswiruséw. Analiza cytometryczna gE
na powierzchni zainfekowanych PRV komoérek linii ST _LLT[1-3] wskazata na udziat miRNA PRV w
zahamowaniu produkcji g€ 0 30% po 7 hpi. Obserwacja ta sugeruje, ze miRNA LLT[1-3] sg w stanie
regulowac poziom i tempo pojawiania sie glikoprotein wirusowych na powierzchni zainfekowanych
komoérek. Aby to zweryfikowaé, nalezatoby sprawdzi¢ wptyw nadprodukcji LLT[1-3] na poziom innych
glikoprotein wirusowych.

Aby zbada¢ wptyw, jaki mogto wywrze¢ wywotane przez miRNA LLT[1-3] obnizenie syntezy biatek
wirusowych na kinetyke replikacji PRV, postanowitam w pierwszej kolejnosci przesledzi¢ zmiany w
wielkosci tysinek generowanych po infekcji PRV. Analiza pordwnawcza wykazata, ze w
zainfekowanych PRV komoérkach ST_LLT[1-3] wytworzone tysinki byty srednio o 10% mniejsze niz w
komoérkach kontrolnych. Zaobserwowana rdznica mogta wynika¢ z obnizenia poziomu gE,
skutkujgcego zaktdceniem procesu bezposredniej transmisji miedzykomodrkowej wiriondw
potomnych i opdznieniem rozprzestrzenianie sie PRV.

Wspomniane juz grupy badawcze pracujgce z miRNA PRV rdéwniez badaty wptyw tych
regulatorow na replikacje wirusa. W przytoczonym badaniu grupa Zheng-Fei Liu wykazata, ze brak

zarowno wszystkich 11 miRNA PRV, jak i LLT7, przyczynit sie do zmniejszenia wielkosci tysinek [Wang i
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in. 2018]. Ponadto, wyniki tej grupy wskazujg takze na potencjat miRNA PRV do regulowania kinetyki
wzrostu wirusa. W analizie one-step growth miana potomnych wirionéw PRV-AmiR (pozbawionych
11 miRNA LLT), znajdujacych sie w pozywce zebranej znad zainfekowanych komorek, po 6-30 hpi byty
obnizone. W przeciwienstwie do tego wyniku, grupa Hongtao Changa zademonstrowata (przy uzyciu
mimika miRNA) potencjat LLT11 do hamowania replikacji PRV [Liu i in. 2019]. Z kolei grupa badajaca
fenotyp mutanta pPRV-AmiRN nie zaobserwowata wptywu delecji dziewieciu miRNA na kinetyke
replikacji wirusa [Mahjoub i in. 2015].

W przedstawione] pracy badatam wptyw miRNA na kinetyke wzrostu wirusa poprzez analize mian
potomnych wiruséw wewnatrz- i zewngtrzkomérkowych, produkowanych w zainfekowanych PRV
liniach ST i ST _LLT[1-3]. Zebrane dane dotyczagce kinetyki formowania sie wirionow
wewnatrzkomdrkowych wskazujg na subtelne opdznienie w produkcji wirusa w obecnosci miRNA
LLT[1-3] w 5 i 7 hpi (Ryc. 4.22.A). Analiza kinetyki zewnatrzkomérkowych wirionéw potomnych
rowniez dowodzi, ze rola miRNA LLT[1-3] moze by¢ zwigzana z hamowaniem uwalniania wirusa na
zewnatrz zainfekowanych komaérek w poczatkowych etapach infekcji (7 hpi, Ryc. 4.22.B). Analiza one-
step growth wykazata, ze po 12 hpi produkcja wirusa przyspieszata, a po 24 hpi ilo$¢ wiriondéw
potomnych w zainfekowanych komdrkach ST LLT[1-3] byta dwa razy wieksza niz w komdrkach
kontrolnych.

Zaobserwowane zjawisko ,,nadganiania” infekcji wykazuje podobienstwo do wynikéw opisanych
przez [Wang i in. 2018], gdzie pod nieobecnos¢ 11 miRNA LLT poziom IE180 rdést jedynie po 3 hpi, po
czym ilo$¢ tego biatka ulegata wyréwnaniu wraz z postepem infekcji. Jednak, mimo wykazania
hamujacego wptywu 11 miRNA PRV na ekspresje genu IE180, mutant PRV-AmiR replikowat wolniej
niz dziki PRV. Z kolei wyniki grupy badajacej aktywnos¢ mutanta pozbawionego dziewieciu miRNA
wskazujg na brak wptywu delecji tych miRNA na replikacje PRV, mimo zaobserwowanego wzrostu
ilosci EPO [Mahjoub i in. 2015].

Niezgodnosci w ocenie wptywu miRNA PRV na ekspresje gendw wirusa i proces jego replikacji
moga wynika¢ z odmiennych zestawdw miRNA poddanych analizie, z réinych wartosci MOI
mogacych wptywac na kinetyke infekcji, a takie z wykorzystania innych szczepdw wirusa, czy z
zastosowania odmiennych modeli eksperymentalnych przez rézne grupy badawcze.

Zaobserwowane przeze mnie uposledzenie kinetyki replikacji we wczesnych godzinach infekcji
moze wynika¢ z indukowanego przez miRNA LLT[1-3] obnizenia ilosci IE180. Niemniej jednak, jak
wskazano w [Anselmo i in. 2011, Wu i in. 2012 i Timoneda i in. 2014], LLT1 moze by¢ nakierowany
takze na gen UL48, kodujacy biatko VP16. Jak juz wspomniano, VP16 jest biatkiem tegumentu, ktore
aktywuje transkrypcje mRNA IE180 we wczesnym etapie infekcji. Poza tym, jako biatko strukturalne,
VP16 bierze udziat w sktadaniu wiriondw potomnych [Fan i in. 2020 a]. Opdznienie syntezy VP16 na

pozniejszych etapach infekcji mogtoby skutkowaé ostabiong produkcjg wirionéw potomnych, a

104



nastepnie ostabiong aktywacjg genu IE180 w nowo zainfekowanych komadrkach. Ze wzgledu na brak
specyficznych przeciwciat anty-VP16, nie kontynuowatam doswiadczen nad potencjatem
regulatorowym miRNA z klastra LLT[1-3] wobec ekspresji genu UL48.

Pomimo niskiej istotnosci statystycznej obserwowanych zmian w kinetyce replikacji w
komérkach ST _LLT[1-3] zainfekowanych PRV (za wyjatkiem 7 hpi), sugeruje, ze opdinienie w
produkcji wirionéw potomnych moze znaczgco wptywa¢ na interakcje miedzy wirusem a
gospodarzem, poprzez hamowanie odpowiedzi immunologicznej, np. zanim nie ulegng efektywnej
ekspresji geny biatek immunomodulacyjnych. Poréwnanie wynikéw analizy wielkosci tysinek i kinetyki
wzrostu moze sugerowac potencjat miRNA LLT[1-3] wirusa PRV do precyzyjnego dostrajania replikacji
wirusa, np. poprzez kontrole sktadania wiriondbw we wczesnych etapach infekcji. Wspomniane
przesuniecie czasowe moze wynikaé z obnizenia poziomu transaktywatoréw IE180 i EPO we
wczesnych etapach infekcji, oraz z nastepujacej zmiany w profilu ekspresji genéw kodujgcych
glikoproteiny, co mogtam zauwazy¢ dla gE (Ryc. 4.18-4.20).

Glikoproteina gE, a takze gl i gM, sg znane jako biatka mediujgce dojrzewanie wirionéw [Brack i
in. 1999]. Spadek poziomu tych glikoprotein w komodrce produkujgcej wiriony potomne moégtby
przyczyni¢ sie do wydtuzenia czasu potrzebnego wirusowi na jej opuszczenie. Inne glikoproteiny,
ktorych zmiana w tempie produkcji mogtaby znaczgco wptyna¢ na fenotyp wirusa, to gB i gD. Biatka
te s3 dwiema najbardziej immunogennymi glikoproteinami PRV [Ficinska i in. 2005], dlatego
spowolnienie ich pojawiania sie na powierzchni komérek mogtoby pozwoli¢ wirusowi na opdznienie
odpowiedzi immunologicznej i zyskanie czasu na replikacje i sktadanie wirionéw potomnych.

Zebrane dane sugerujg, ze miRNA PRV mogg modulowacé wczesne etapy infekcji litycznej. Jednak,
w trakcie infekcji komdrek ST najwiekszg ilo$¢ LLT1 wykrytam w 24 hpi, czego nie zaobserwowatam
dla LLT2 i LLT3 (Ryc. 7.15). LLT1 jest takze najintensywniej produkowanym miRNA PRV w linii
ST_LLT[1-3]. Mozliwe, ze podniesiony poziom LLT1 koreluje z akumulacjg wirusa w 24 hpi, a takze
kontroluje ekspresje gendéw gospodarza, prawdopodobnie zaangazowanych w odpowiedz
immunologiczng; niemniej potrzebne sg dalsze badania w celu potwierdzenia tej tezy. Jak dotad,
aktywnosé jednego z miRNA PRV zostata powigzana z regulowaniem ekspresji gendéw gospodarza. W
badaniu [Liu i in. 2019] autorzy doniesli, ze LLT11 moze hamowa¢ synteze SLA-1 i TAP, bedgcych
mediatorami komérkowej odpowiedzi immunologicznej. Wynik ten dowodzi, ze miRNA PRV moga
kontrolowad przebieg infekcji poprzez regulowanie zaréwno gendéw PRV, jak i komdrkowych, na co
wskazujg rowniez predykcje bioinformatyczne [Wu i in. 2012, Liu i in. 2016].

Alfaherpeswirusy rozwinety zaawanasowane mechanizmy unikania odpowiedzi immunologicznej
gospodarza. Reaktywacja tych wiruséw ze stanu latencji moze zachodzi¢ w obecnosci odpowiedzi
zarowno wrodzonej, jak i nabytej. Sposrdd dotychczas poznanych wirusowych czynnikéw

modulujacych interakcje miedzy wirusem a zainfekowanym organizmem, wiekszos¢ stanowig biatka.
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Przyktadowo, serynowo-treoninowa kinaza US3 alfaherpeswiruséw przyczynia sie do spadku poziomu
czagsteczek gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy | (MHC |, ang. major histocompatibility
complex class 1) [Deruelle i in. 2009]. Z kolei biatko UL49.5 varicellowiruséw (znane takze jako
glikoproteina gN) hamuje funkcje transportera TAP, kluczowego dla prezentacji antygendéw
limfocytom T, poprzez szereg réznorakich mechanizméw [Deruelle i in. 2009, Verweij i in. 2011], a
wspomniana juz gD moduluje zalezng od komdrek NK lize zainfekowanych komadrek [Grauwet i in.
2014]. Wymienione mechanizmy umozliwiajg wirusom unikanie wykrycia i eliminacji przez system
odpornosciowy. W tym kontekscie nalezy przyjac, ze czynniki niebiatkowe, jak miRNA, wzbogacajg
repertuar oddziatywan pomiedzy (alfaherpes)wirusami a ich gospodarzami.

Wiekszos¢ zidentyfikowanych dotagd miRNA alfaherpeswiruséw jest wskazywana jako regulatory
wirusowego cyklu zyciowego. Znaczna czes¢ z nich jest zlokalizowana w obrebie transkryptow
zwigzanych z latencjg (LAT), niemniej geny je kodujace podlegajg rowniez ekspresji podczas
produktywnej infekcji. Wskazuje to na udziat tych regulatoréw w kontrolowaniu ekspresji gendw
cyklu litycznego, co opisatam w wynikach niniejszego projektu doktorskiego. Uzyskane przeze mnie
wyniki sg zbiezne z rezultatami badan nad miRNA produkowanymi przez inne alfaherpeswirusy. W
badaniu prowadzonym w komodrkach zainfekowanych HSV-1 wykazano, ze transkrypt LAT koduje
kilka miRNA, sposrdd ktérych miR-H6 wykazuje aktywnos$é wobec natychmiastowo-wczesnego genu
ICP4, bedacego homologiem [/E180 PRV [Duan i in. 2012]. Inny miRNA HSV-1, miR-H2, obniza
ekspresje genu kodujgcego transaktywator ICPO (homolog EPO PRV), ktéry aktywuje transkrypcje
gendw IE i L wirusa HSV-1 [Umbach i in. 2008]. Podobne obserwacje dotyczg miRNA kodowanych
przez HSV-2 [Tang i in. 2009] i BHV-1 [Jaber i in. 2010].

Wyniki te wskazujg, ze wspdlng funkcjg miRNA alfaherpeswiruséw jest kontrolowanie poziomu
wirusowych aktywatoréw cyklu litycznego. Obserwacja, ze znaczna cze$é tych regulatorow jest
kodowana w obrebie transkryptow LAT sugeruje, ze czgsteczki te mogg odgrywacd istotng role w
modulowaniu przebiegu infekcji latentnej. Wyniki badan nad utajong infekcjg alfaherpeswirusow
wskazujg, ze transkrypty LAT nie sg czynnikami wymaganymi dla ustanowienia latencji przez HSV-1 i
PRV [Javier i in. 1988, Jin i in. 2000, Mahjoub i in. 2015]. Jednak ze wzgledu na fakt, ze wspomniane
biatko ICP4 promuje replikacje HSV-1, a ICPO stymuluje reaktywacje HSV-1, przyjmuje sie, ze miRNA
funkcjonujgce jako regulatory poziomu tych biatek litycznych posrednio przyczyniajg sie do wejscia
HSV-1 w stan latencji. Powszechnie uwaza sie, ze miRNA alfaherpeswiruséw mogg funkcjonowac jako
czynniki ograniczajgce produktywng infekcje, lub ze mogg petnic role ,,molekularnych przetgcznikéw”
(ang. molecular switch), uczestniczac w regulacji przejScia pomiedzy fazg latentng infekcji a
reaktywacjg [Mishraiin 2020].

Dominujaca teoria gtosi, ze w trakcie infekcji latentnej jedynymi wykrywanymi transkryptami sg

transkrypty LAT. Wyniki badan nad aktywnoscig gendw HSV-1 wskazujg jednak, ze ustanawiana przez
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tego wirusa utajona infekcja wcale nie jest tak , wyciszona” jak wczesniej sadzono, gdyz w latentnie
zainfekowanych komdrkach mozna wykry¢ na niskim poziomie aktywnosé genéw cyklu litycznego
[zagadnienie omdwione w Singh i in. 2020]. Badacze proponujg dwa gtdwne (co ciekawe,
niewykluczajgce sie) wyjasnienia tego zjawiska. Po pierwsze, przyjmuje sie ze transkrypty lityczne
moga pochodzi¢ z nieudanych préb reaktywacji, blokowanych na réznych poziomach [Bloom 2016].
Po drugie, ekspresja gendow litycznych moze by¢ czescia samej latencji, co wigzatoby sie z
wystepowaniem cyklicznych zmian pod postacig tzw. ,latentnego programu” ekspresji gendéw
wirusowych [Cliffe i in. 2017]. Poparciem dla tej koncepcji jest odkrycie, ze lityczne biatko ICPO moze
regulowac strukture latentnych genoméw wirusa, przyczyniajac sie do utrzymania utajonej infekcji
[Rajaiin. 2016].

W konteks$cie obu hipotez stuszne wydaje sie przypuszczenie, ze wzajemne stosunki miedzy
transaktywatorami i ich transkryptami a miRNA mogg przyczyniac sie do utrzymania stanu latencji lub
do ponownego wejscia infekcji alfaherpeswirusowej w faze lityczng. Jak wcze$niej wspomniano,
biatka kodowane przez geny IE i E majg zdolnos¢ do regulowania aktywnosci gendéw LAT, podczas gdy
transkrypty LAT zawierajg prekursory miRNA mogacych kontrolowaé poziom biatek IE i E. Zmiany w
profilach ekspresji pomiedzy genami litycznymi a genami miRNA w latentnie zainfekowanych
neuronach mogg by¢ efektem wyjscia z latentnego trybu ekspresji gendw i prowadzi¢ do reaktywacji.
Jednak utrzymanie ilosci miRNA celujgcych w kumulujace sie transkrypty IE na odpowiednio wysokim
poziomie mogtoby przyczyni¢ sie do zachowania infekcji w stanie latencji. W takim modelu, poprzez
kontrolowanie poziomu transaktywatorow, miRNA mogtyby funkcjonowac¢ jako modulatory
przebiegu infekcji zaréwno produktywnej, jak i utajonej.

Trzy analizowane przeze mnie miRNA PRV s3 produkowane jednoczesnie w trakcie infekcji
litycznej ze wspdlnej jednostki transkrypcyjnej, co moze wskazywaé, ze posiadajg zbiezng funkcje
biologiczng. Pomimo tego, ze ich sekwencje ,seed” rdznig sie, miRNA z klastra LLT[1-3] mogg
wspotpracowaé¢ w regulacji ekspresji wspdlnych gendw docelowych, wigzac sie do rdzinych
fragmentow rejonéw 3’UTR tych gendw. Oczywiscie nie mozina réwniez wykluczy¢, ze zakres
interakcji kazdego z nich jest rozbiezny, na co wskazujg dane uzyskane z analiz bioinformatycznych
(Ryc. 2.10). Na podstawie przewidywan in silico grupa Zheng-Fei Liu zaproponowata model
sprzezenia zwrotnego, w ktéorym miRNA pochodzace z intronu LLT petnig centralng role, regulujac
poziom IE180 i EPQ, a takze samego LLT [Wu i in. 2012]. Wzajemne proporcje pomiedzy IE180, EPO i
LLT mogg przektadac sie na przebieg infekcji PRV, dlatego tez zrozumienie zaleznosci miedzy tymi
czynnikami a miRNA mogtoby przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia mechanizméw regulujgcych

fizjologie PRV.
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5.2. Produkcja, analiza i wykorzystanie preparatu hDicer

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan funkcjonalnych nad rolag miRNA PRV pokrywaty sie
z predykcjami bioinformatycznymi i wskazaty na potencjat nadprodukowanych miRNA z klastra LLT[1-
3] PRV do regulacji ekspresji gendw wirusowych, a takze do dostrajania (ang. fine-tuning) tempa
infekcji litycznej. W celu ustalenia, czy obserwowany efekt wynikat ze wspdtpracy miRNA, czy tez z
aktywnosci tylko jednego z nich, przeprowadzitam dalsze badania wpisujace sie w trend /oss-of-
function studies. Doswiadczenia te, obejmujgce prace z inhibitorami biogenezy miRNA, miaty na celu
opracowanie metody selektywnego wyciszania produkcji wybranych miRNA w systemie
komérkowym. Wstepng czescia tych badarn byta produkcja i charakterystyka preparatu
rekombinowanej ludzkiej rybonukleazy Dicer, stuzgcego, m.in., do analizy oddziatywan
oligorybonukleotydéw z hDicer oraz do ewaluacji potencjatu tych ostatnich do hamowania
aktywnosci RNazowej hDicer.

Analizujgc interakcje Dicer z prekursorami miRNA nalezy rozrézni¢ dwie aktywnosci tej
rybonukleazy, mianowicie wigzanie oraz ciecie RNA. O ile badania nad aktywnos$ciag RNazowg Dicer
nie wymagajg uzywania enzymow najwyzszej czystosci, tak do bardziej szczegétowych analiz wigzania
RNA niezbedna jest praca z preparatami Dicer cechujgcymi sie wysokg jednorodnoscig. W czasie gdy
rozpoczynatam badania w 2011 r., komercyjne preparaty Dicer dostepne na rynku nie spetniaty tego
kryterium, przez co nie pozwalaty na realizacje bardziej doktadnych badan charakteryzujgcych
oddziatywania Dicer z RNA w warunkach in vitro.

Wraz z zespotem prof. Anny Kurzynskiej-Kokorniak zdecydowali$my sie wiec opracowac wtasng
metode produkcji i oczyszczania preparatu Dicer. Ze wzgledu na szybko rosngcay liczbe badan i
publikacji poswieconych rybonukleazom typu Dicer, stan wiedzy w tym zakresie dynamicznie sie
rozwija. W momencie gdy zaczynatam prace nad przygotowaniem preparatu, roznice w strukturze i
funkcjonowaniu rybonukleaz Dicer u rédznych gatunkéw ssakow nie byty znane. Z tego powodu, oraz z
uwagi na historie wczesniej prowadzonych przez zespdt z IChB PAN badan z uzyciem dostepnej
komercyjnie ludzkiej Dicer o dobrze poznanych wtasciwosciach, moja praca obejmowata produkcje
Dicer réwniez pochodzacy od cztowieka.

Najczesciej wybieranym systemem do produkcji rekombinowanych preparatéw Dicer jest
bakulowirusowy system ekspresji gendw. W 2002 r. dwa zespoty, grupa Olofa Radmarka oraz grupa
Witolda Filipowicza, niezaleznie opisaty produkcje i charakterystyke preparatéw ludzkiej Dicer
produkowanych w komérkach owadzich [Provost i in. 2002, Zhang i in. 2002]. Od tamtego czasu
wiele zespotdw z powodzeniem wykorzystywato system bakulowirusowy do otrzymywania wtasnych
preparatéw Dicer, stuzgcych do badan nad aktywnoscig catego enzymu, jak i jego poszczegdlnych

domen [Ma i in. 2008, Lima i in. 2009]. W komédrkach owadzich wigzania dwusiarczkowe sg wydajnie
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generowane, co umozliwia poprawne fatdowanie produkowanych biatek, oraz zachodzi w nich
wiekszo$¢ modyfikacji potranslacyjnych wystepujacych w komédrkach ssaczych [Altman i in. 1999].
Dzieki tym wtasciwosciom system bakulowirusowy jest z powodzeniem wykorzystywany do
otrzymywania aktywnych biologicznie rekombinowanych biatek.

Opierajac sie na doswiadczeniu wymienionych zespotéw badawczych, rowniez zdecydowatam sie
na dotagczenie sekwencji kodujgcej znacznik polihistydynowy (Hise-tag) do sekwencji hDicer na N- lub
C-konicu (hDicerN i hDicerC). Przygotowanie dwdch wariantéw preparatu miato umozliwié pdzniejsze
porownanie ich aktywnosci. Ze wzgledu na maty rozmiar (0,84 kDa, w przypadku znacznika
heksahistydynowego) oraz brak tadunku w fizjologicznym pH, znacznik Hise-tag zwykle nie wptywa na
fatdowanie biatka i nie ingeruje w strukture ani funkcje biatka fuzyjnego [Carson i in. 2007]. Aby
chronié¢ natywnga strukture rybonukleazy hDicer, oczyszczatam jg w warunkach niedenaturujgcych,
pomimo mozliwosci oczyszczania biatek znakowanych znacznikiem Hise-tag rdwniez w warunkach
denaturujgcych, w ktérych poprawia sie wydajnosé ich wigzanie do ztoza.

Podobnie jak w pracy [Provost i in. 2002], poczatkowo zastosowatam strategie jednoetapowego
oczyszczania (Ryc. 4.5), po czym analizowatam uzyskane preparaty pod katem aktywnosci RNazowe;j.
Ze wzgledu na spadek produkcji hDicerC przy kolejnych pasazach wektora bakulowirusowego, co
sugerowato jego niestabilnos¢ genetyczng, kontynuowatam prace wykorzystujgc wytgcznie hDicerN,
w zwigzku z czym zostang omodwione wyniki otrzymane tylko dla tego preparatu. Uzyskane dane
wskazaty, ze preparat hDicerN oczyszczony jednoetapowo charakteryzowat sie aktywnoscig RNazowa
i generowat specyficzne produkty miRNA. Obserwowane ciecie pre-miRNA byto przypuszczalnie
efektem aktywnosci RNazy lll, o czym Swiadczyt brak lub ubytek specyficznych produktéw ciecia w
reakcjach z EDTA, ktéry chelatuje jony Mg?* niezbedne dla aktywnosci RNaz Ill, w tym Dicer. Rosngce
stezenie hDicer w reakcjach powodowato jednak spadek poziomu produktu miRNA (Ryc. 4.8 i Ryc.
4.10). Podobny efekt wywotywata inkubacja hDicer z pre-miRNA wynoszgca wiecej niz 30 min (Ryc.
4.9). We wszystkich tych reakcjach mozna byto zauwazyé réwniez wyrazny spadek ilosci substratu
pre-miRNA, co mozna zinterpretowa¢ na dwa sposoby. Po pierwsze, analizowany preparat mogt
zawierac czynniki degradujgce zardwno substrat, jak i produkt. Po drugie, enzym bardzo wydajnie
przetwarzat pre-miRNA, lecz powstajgce produkty byty dalej trawione przez nieznane nukleazy.

Poparciem dla drugiej hipotezy mogtaby by¢é obserwacja, ze addycja proteinazy K (ktéra
hydrolizuje biatka, w tym zanieczyszczenia biatkowe) spowodowata widoczng na Ryc. 4.9 stabilizacje
miRNA w czasie trwania reakcji. Jednak dodatek ProtK do reakcji z rosngcym stezeniem enzymu
blokowat procesowanie substratu przy najnizszym stezeniu hDicer (Ryc. 4.8), a przeprowadzona
pozniej analiza aktywnosci prébki preparatu z innej preparatyki (ang. batch) nie wykazata
stabilizujgcego dziatania ProtK (Ryc. 4.10). Z kolei dodanie do reakcji innego czynnika mogacego miec

wptyw na jej przebieg — ATP — nie przyspieszyto obrdbki substratu (Ryc. 4.8 i Ryc. 4.10). Wynik ten byt
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zgodny z ugruntowanym stanem wiedzy, swiadczgcym o braku wptywu ATP na procesywnos$¢ Dicer u
kregowcéw [Aderounmu i in. 2023].

Zespot prof. Anny Kurzyniskiej-Kokorniak przeanalizowat nastepnie preparat oczyszczany
jednoetapowo pod katem zdolnosci do wigzania RNA. Wyznakowany radioizotopowo pre-hsa-miR-21
inkubowano z hDicer w warunkach umozliwiajgcych wigzanie, ale nie ciecie RNA przez enzym (tj. w
temperaturze 4 °C i w buforze niezawierajgcym jondw Mg?"). Poza niewyraznymi prazkami
odpowiadajgcymi domniemanym kompleksom hDicer : pre-miRNA, na skanie zelu, w ktérym
rozdzielono produkty reakcji, mozina zauwazy¢ rdéwniez rozmyty sygnat pochodzacy od
wyznakowanego substratu, ciggnacy sie na catej dtugosci zelu (ang. smeared bands), oraz duzo
materiatu zalegajgcego w studzienkach (Zatacznik 1.A). Wynik ten $wiadczy o obecnosci w preparacie
zanieczyszczen, prawdopodobnie przyczyniajacych sie do zaktdcania procesu wigzania RNA przez
hDicer, lub do degradacji pre-miRNA. Poréwnanie jednorodnosci preparatu hDicer z dostepnym
dwczesnie komercyjnym preparatem Turbo Dicer wykazato, ze czystos¢ obu byta poréwnywalna.

Wykorzystujgc rézne prébki preparatu hDicer oczyszczanego tylko na ztozu niklowym nie udato
sie uzyska¢ zadowalajgcych i powtarzalnych wynikéw testu wigzania RNA; z tego wzgledu kolejnym
krokiem mojej pracy byto ,doczyszczanie” preparatu. Rekombinowana rybonukleaza hDicer
(hDicerN) posiada tylko jeden rodzaj znacznika (Hise-tag), przez co kontynuowanie oczyszczania
preparatu metodami chromatografii powinowactwa nie bylo mozliwe. Czesto wykorzystywang
metodg oczyszczania biatek jest sgczenie molekularne (chromatografia wykluczania — SEC, ang. size
exclusion chromatography, zwana tez zelowg), jednak ze wzgledu na ograniczenia zwigzane z matg
zdolnoscia separacji (wymagana réznica w masie molekularnej to min. 10%) oraz z koniecznosci
naktadania probek w matej objetosci (5-10 % koricowej objetosci kolumny) [Hong i in. 2012], technika
ta nie wydawata sie odpowiednig do doczyszczania preparatu hDicer. Zastosowanie metody SEC
wymagatoby uzycia kilkudziesieciu ml ztoza, co przetozytoby sie na zwiekszenie kosztéw oraz czasu
przeprowadzenia catej procedury oczyszczania, nie gwarantujac jednocze$nie poprawienia czystosci
preparatu.

W celu doczyszczania preparatu hDicer zdecydowatam sie na zastosowanie chromatografii
jonowymiennej (EIC, ang. ion exchange chromatography), pozwalajgcej na rozdziat biatek na
podstawie réznic w ich fadunku elektrycznym. Zaletami tej techniki sg, m.in., wysoka zdolnos$¢
rozdzielcza oraz fatwos¢ zwiekszania skali oczyszczania, dzieki czemu stata sie ona jedng z najbardziej
wszechstronnych i szeroko stosowanych metod chromatografii cieczowej, pozwalajgcg na uzyskanie
natywnych biatek [Jungbauer i in. 2009]. Drugi etap oczyszczania pozwolit na pozbycie sie czesci
zanieczyszczen (Ryc. 4.6.A). Przeznaczone do dalszej analizy, potaczone frakcje 6-10
charakteryzowaty sie wyzszg czystoscig niz wyjsciowy preparat oczyszczany jednoetapowo, jednak

nie byly zupetnie jednorodne. Obecnosé znacznych ilosci zanieczyszczen w preparacie oczyszczanym
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jednoetapowo spowodowata, ze nie bylo mozliwosci zbadania stezenia zawartej w nim hDicer.
Jednak doczyszczenie preparatu pozwolito na oszacowanie stezenia hDicer w preparacie poprzez
odniesienie do standardu BSA. Na podstawie analizy spektrometrii masowej pracownicy IChB PAN
ustalili, ze gtéwnymi zanieczyszczeniami (prazki o masie ok. 55 kDa i ok. 100 kDa), ktére byty
eluowane razem z hDicer, byty biatka owadzie, a nie produkty degradacji enzymu.

Preparat oczyszczany dwuetapowo réwniez zostat przeanalizowany pod katem ciecia i wigzania
RNA. Zebrane dane wykazaty, ze zwiekszenie stezenia hDicer skutkowato akumulacjg produktu
miRNA, ktéry nie ulegat degradacji w mieszaninie reakcyjnej (Ryc. 4.11). Dodanie zaréwno ProtK, jak i
ATP, nie przyniosto poprawy wydajnosci produkcji miRNA. W poréwnaniu do preparatu
oczyszczanego tylko na ztozu Ni-NTA, doczyszczony preparat generowat wiecej specyficznego
produktu, ktéry nie byt wtdrnie trawiony w czasie trwania reakcji. Analiza wigzania RNA,
przeprowadzona dla preparatu oczyszczanego dwuetapowo przez zespét prof. Anny Kurzynskiej-
Kokorniak wykazata, ze hDicer znajdujgca sie w doczyszczonym preparacie tworzyta kompleksy z pre-
hsa-miR-21 (Zatacznik 1.B). Wyliczona réwnowagowa stata dysocjacji (wartos¢ Kp, opisuje site
analizowanego oddziatywania) dla kompleksu hDicer : pre-hsa-miR-21 wynosita 80 + 5,6 nM (dane
niezatgczone), co stanowi rzad wielkosci zblizony do wczesniej zgtaszanych wartosci dla hDicer i
innych pre-miRNA [Ma i in. 2008, Feng i in. 2012]. Zdolnos$¢ preparatu hDicer do wigzania RNA
potwierdzita jego wysoka czystos¢ i predysponowata go do wykorzystania w analizach wigzania RNA
przez hDicer, a takze do innych badan funkcjonalnych.

Zespot prof. Anny Kurzynskiej-Kokorniak wykorzystat otrzymany przeze mnie preparat hDicer, a
takze preparat izolowanej domeny DUF283 (otrzymany w IChB PAN), do analizy funkcji tej domeny
pod katem oddziatywan z kwasami nukleinowymi. Wyniki doswiadczen zostaty opublikowane w pracy
[Kurzynska-Kokorniak i in. 2016]. Przeprowadzone analizy wykazaty, ze domena DUF283 moze wigzac
zarowno ssRNA, jak i ssDNA, jednak nie wykazuje ona powinowactwa do dwuniciowych kwaséw
nukleinowych. Wykazano takze, ze izolowana domena DUF283 oraz petnej dtugosci hDicer posiadaja
aktywnos¢é wspierajgcg parowanie komplementarnych oligomeréw RNA lub DNA (ang. RNA/ DNA
annealers). Co wiecej, sama domena DUF283 oraz petnej dtugosci hDicer mogly wspieraé
hybrydyzacje oligonukleotydéw RNA z docelowymi sekwencjami komplementarnymi, ktdre stanowity
fragmenty dtuiszych RNA przyjmujacych stabilne struktury drugorzedowe (Zatacznik 2).
Zaobserwowane zjawisko mozna odnies¢ do uktadu biologicznego, w ktorym hDicer kieruje srRNA do
komplementarnych sekwencji w obrebie 3'UTR docelowych transkryptow. Wyniki przeprowadzonych
badan potwierdzajg, ze spektrum aktywnosci hDicer wykracza poza role tego enzymu w procesie
biogenezy miRNA i siRNA.

Zagadnieniem badanym réwnie intensywnie przez zespot prof. Anny Kurzynskiej-Kokorniak sg

interakcje pomiedzy rybonukleazg hDicer a RNA. Wyniki analiz prowadzonych w IChB PAN wskazujg,
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ze oligorybonukleotydy moga funkcjonowac nie tylko jako substraty dla hDicer, lecz réwniez jako jej
regulatory. W badaniach opublikowanych w [Tyczewska i in. 2011 i Kurzynska-Kokorniak i in. 2013]
zespo6t wykazat, ze aktywnos¢ RNazowa hDicer moze by¢ modulowana przez czgsteczki RNA wigzace
sie do enzymu, prekursora miRNA lub do obu.

Pierwsze badania nad regulacyjng rolg RNA, prowadzone przez zespét prof. Anny Kurzynskiej-
Kokorniak, obejmowaty analize puli wigzanych przez hDicer aptameréw RNA pod katem ich wptywu
na aktywnosé¢ tego enzymu. Ws$rdd wyselekcjonowanych aptameréw zidentyfikowano czgsteczki
stanowigce substrat dla hDicer, w zwigzku z czym zostaty one zaklasyfikowane jako inhibitory
kompetycyjne, a takze czgsteczki wigzane lecz nieciete przez enzym, funkcjonujgce prawdopodobnie
jako inhibitory allosteryczne [Tyczewska i in. 2011]. Dalsze badania ujawnity, ze niektére z tych
oligomeréw wykazywaty potencjat do selektywnej inhibicji generowania wybranych miRNA poprzez
jednoczesne wigzanie zaréwno do hDicer, jak i do pre-miRNA. Inhibitory te interferowaty z procesem
dojrzewania miRNA poprzez zaburzanie struktury prekursora, jak i przechwytywanie (ang.
sequestering) hDicer. Dtugos$¢ zastosowanych inhibitorow RNA wynosita 56 nt, jednak w toku
prowadzonych analiz ustalono, ze to 12-13-nt fragmenty tych czgsteczek hybrydyzowaty do
apikalnych rejonéw pre-miRNA. Konsekwencjg tych oddziatywan byto zaburzenie natywnej struktury
prekursoréw miRNA, skutkujgce inhibicjg ich ciecia przez hDicer. Na podstawie tych obserwacji
zespot rozpoczat badania in vitro nad mozliwoscig wykorzystania oligomeréw RNA dtugosci ok. 12 nt
jako selektywnych inhibitoréw dojrzewania wybranych miRNA, z wykorzystaniem ludzkiej Dicer, jak i
lizatow komadrkowych [Kurzynska-Kokorniak i in. 2013].

Innym rodzajem oligonukleotydéw RNA testowanych pod katem aktywnosci inhibitorowej wobec
dojrzewania miRNA byly czasteczki dtugosci ok. 22 nt. Wykorzystujagc rekombinowang hDicer
produkowang w systemie bakulowirusowym zespdt wykazat, ze ssRNA dtugosci odpowiadajgcej
miRNA/ siRNA moga hamowa¢ przetwarzanie pre-miRNA przez hDicer [Koralewska i in. 2016]. W
przeprowadzonych doswiadczeniach badano hamowanie wycinania dwdch réznych miRNA-5p z ich
prekursoréw, w obecnosci oligonukleotydow o sekwencjach identycznych z sekwencjami
analizowanych miRNA-5p oraz odpowiadajagcych im miRNA-3p. Uzyskane wyniki $wiadczyty o
potencjale zaréwno oligo-5p, jak i oligo-3p, do blokowania produkcji wtasciwych im miRNA-5p. Dalsze
analizy wykazaty jednak brak selektywnego dziatania tak zaprojektowanych inhibitoréw w uktadach in
vitro. Obserwacja ta byta jednak spdjna z doniesieniem mowigcym, ze jeden miRNA moze
kontrolowacd biogeneze innych miRNA poprzez parowanie do ich prekursoréw [Tangiin. 2012].

W celu doktadniejszego poznania mechanizmu dziatania oligomeréw RNA o potencjale
inhibitorowym zostaty przeprowadzone analizy wigzania RNA do hDicer. Do badan zostat
wykorzystany otrzymany przeze mnie preparat hDicer, a ich wyniki zostaty opublikowane w

[Koralewska i in. 2016]. Otrzymany preparat cechowat sie wysoka jednorodnoscig, pozwalajacg na
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przeprowadzenie badan majacych odpowiedzie¢ na pytanie, ktére z uzytych we wczesniejszych
doswiadczeniach oligomeréw RNA (dtugosci od 12 nt do 62 nt) mogy wejs¢ w interakcje z ta
rybonukleazg. Uzyskane wyniki (Zatgcznik 3) sSwiadczyly o wydajnym wigzaniu przez hDicer
czasteczek ssRNA dtuzszych niz 20 nt, a im dtuzszy byt analizowany oligomer RNA, tym obserwowane
wigzanie byto silniejsze. Oligomery RNA dfugosci 12-nt nie tworzyty komplekséw z hDicer. Wynik ten
potwierdzit wczedniejsze obserwacje zespotu, ze oligorybonukleotydy tej dtugosci, zaprojektowane
by oddziatywaé z apikalnymi (jednoniciowymi) rejonami pre-miRNA, nie wchodzity w interakcje z
hDicer [Kurzyriska-Kokorniak i in. 2013].

Na podstawie otrzymanych wynikéw in vitro zespdt prof. Anny Kurzynskiej-Kokorniak
zaproponowat mechanizmy inhibicji, poprzez ktdre oligonukleotydy RNA mogg hamowac aktywnosé
RNazowag hDicer (Ryc. 5.2). Sugerowana klasyfikacja dzieli inhibitory RNA na dwie grupy: (i) oligomery
wigzane przez hDicer oraz (ii) oligomery wchodzgce w interakcje z substratami hDicer. Do pierwszej
grupy nalezg oligorybonukleotydy, ktore, w zaleznosci od tego czy sg ciete przez hDicer czy nie,
mozna zaklasyfikowac jako inhibitory kompetycyjne lub allosteryczne (Ryc. 5.2.1). Druga grupa
obejmuje czasteczki RNA hybrydyzujgce do pre-miRNA i zaburzajgce ich strukture. Powstaty
kompleks albo nie jest rozpoznawany i ciety przez hDicer (Ryc. 5.2.11 i Ryc. 5.2.llla), albo, w
przypadku gdy hDicer rozpozna substrat, wzér jego ciecia jest zmieniony w poréwnaniu do wzoru

ciecia natywnego pre-miRNA i w efekcie nie powstaje funkcjonalny miRNA (Ryc. 5.2.11Ib).
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Ryc. 5.2. Proponowane mechanizmy regulacji przetwarzania pre-miRNA przez hDicer, kontrolowane przy
uzyciu oligomeréow RNA. Kanoniczna $ciezka ciecia pre-miRNA przez hDicer (fioletowy panel) moze by¢
modyfikowana przez oligomery RNA rdéznej diugosci (btekitny panel). Oligorybonukleotydy moga zaburzac
aktywnos¢ RNazowg hDicer poprzez bezposrednig interakcje z enzymem (I) lub z pre-miRNA (Il i ll).
Oddziatywania te moga prowadzi¢ do zahamowania generowania miRNA (I, 1l i Illa), lub do powstawania

odmiennych produktéw ciecia (lllb). Na podstawie [Koralewska i in. 2016].
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5.3. Analiza potencjatu inhibitorowego oligomeréw 2’0OMe i Morpholino w
systemie komdrkowym oraz badania efektu fenotypowego

Do badan typu loss-of-function (LOF) nad rolg poszczegdlnych miRNA z klastra LLT[1-3] wirusa
PRV wybratam oligorybonukleotydy o dtugosci 12-15 nt; potencjat inhibitorowy tego typu
oligomeréw wzgledem hamowania procesu wycinania dojrzatych miRNA z ich prekursoréw pre-
miRNA zostat wczesdniej potwierdzony zaréwno w warunkach in vitro [Kurzyfiska-Kokorniak i in. 2013,
Corradi i in. 2023], jak i in vivo, w modelu Xenopus laevis [Corradi i in. 2023]. Wczesniejsze badania
wykazaty, ze oligonukleotydy o dtugosci ponizej 20 nt nie wigzg sie z rybonukleazg Dicer cztowieka, a
mechanizm ich dziatania prawdopodobnie polega na ich wigzaniu do rejonu apikalnego (petli
wierzchotkowej) komplementarnych pre-miRNA (Ryc. 5.2.11) [Kurzynska-Kokorniak i in. 2013,
Koralewska i in. 2016 oraz Pokornowska i in. 2020]. Cecha ta umozliwia projektowanie selektywnych
inhibitoréw, ktére hamujg aktywnos¢ RNazowa Dicer poprzez zablokowanie dostepu tej
rybonukleazie do miejsc ciecia w obrebie pre-miRNA, kluczowych dla powstawania prv-miR-LLT1-3p,
prv-miR-LLT2-5p i prv-miR-LLT3-3p.

Analiza funkcji klastra LLT[1-3] (omdéwiona w rozdziale Wyniki 4.2), i nastepujgce po niej badania
in cellulo typu LOF (rozdziat Wyniki 4.3.2), byty prowadzone w komdrkach ST zawierajgcych sDicer
(endogenna, homologiczna do ludzkiej swinska Dicer), w zwigzku z czym istniata potrzeba walidacji w
warunkach in vitro skutecznosci zaprojektowanych inhibitorédw w badaniach z wykorzystaniem
lizatéw komoérek ST (rozdziat Wyniki 4.3.1). Wstepne analizy in vitro prowadzitam we frakcjach
cytoplazmatycznych komoérek ST z dwdch powoddw. Po pierwsze, podejscie to umozliwito ocene
wptywu oligomerdéw na aktywnos$¢ swinskiej Dicer. Po drugie, lizaty komdérkowe zawierajg rowniez
szerokie spektrum czynnikéw biatkowych oraz czasteczek RNA mogacych interferowaé ze $ciezka
biogenezy miRNA. Nalezy takze zaznaczy¢, ze w srodowisku komérkowym struktura pre-miRNA oraz
proces parowania komplementarnych czgsteczek RNA mogg podlegac¢ wptywom réznorodnych biatek
[Rajkowitsch i in. 2007, Xhemalce i in. 2012]. Biatka te mogg potencjalnie konkurowa¢ z testowanymi
oligomerami o miejsce oddziatywania z prekursorem, w zwigzku z czym zastosowanie lizatéw
komérkowych pozwolito w pewnym stopniu na odzwierciedlenie warunkéw panujgcych w zywych
komérkach.

Jak juz wspomniatam, wykorzystane w badaniach in vitro syntetyczne prekursory miRNA PRV
byty zaprojektowane w sposdb umozliwiajgcy ich rozpoznanie i ciecie przez Dicer, tzn. cechowaty sie
dtugoscig ok. 60 nt, przyjmowaty strukture typu spinki i posiadaty dwa wolne nt na koncach 3'.
Analiza aktywnosci RNazowej lizatdow komodrkowych, przeprowadzona z wykorzystaniem
zaprojektowanych prekursoréw wykazata, ze prawdopodobnie zawierajg one aktywng sDicer (Ryc.

4.24) - obserwowatam produkty reakcji odpowiadajgce dtugoscig dojrzatym miRNA (ok. 22 nt),
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ktorych z kolei nie obserwowatam w reakcjach, w ktérych aktywnos¢ Dicer byta hamowana za
pomocg EDTA, chelatujacego dwuwartosciowe jony metali. Poréwnanie aktywnosci RNazowej
lizatow komoérek ST (zawierajgcych sDicer) do aktywnosci preparatu rekombinowanej hDicer o
znanych wiasciwosciach (uzytego w reakcjach kontrolnych) wykazato, ze lizaty generowaty produkty
dtugosci ok. 22 nt (LLT1 i LLT2) z mniejszg wydajnoscig niz preparat hDicer, jednak produkty te
charakteryzowaty sie wiekszg jednorodnoscig niz produkty ciecia preparatu hDicer. Prawdopodobnie
wynikato to z obecnosci w lizatach innych RNaz, docinajgcych niespecyficzne produkty reakc;i
(widoczne w $ciezkach z hDicer w postaci tzw. ,drabinki”), lub — ze wzgledu na niskg wydajnos¢
generowania miRNA — te produkty byly poza progiem detekcji. Ponadto, mozna zauwazy¢, ze
obrébka syntetycznych prekursoréow LLT1 i LLT2 skutkowata powstaniem miRNA rdznigcych sie
dtugoscig 1 nt (tzw. izomiRy [Tomasello i in. 2021]), w zaleznosci od zastosowanego preparatu
(hDicer wygenerowata LLT1 o dtugosci 21 nt i LLT2 o dtugosci 23 nt; sDicer generowata LLT1 o
dtugosci 22 nt oraz dwa produkty LLT2, o dtugosci 22 nt i 23 nt; Ryc. 4.24). Podobne rdznice byty
obserwowane takze dla innych uktadéw badawczych — zaobserwowano np., ze zabia Dicer (z modelu
badawczego Xenopus laevis) moze generowac produkty miRNA o innej dtugosci niz te wyciete przez
hDicer z tego samego prekursora [Corradi i in. 2023]. Rdézine izomiRy wirusowych miRNA
obserwowano takze w zainfekowanych PRV komérkach swinskich réznego typu [Wu i in. 2012].
Sposrdd trzech analizowanych miRNA, produkcja LLT2 byta najwydajniejsza zarédwno w reakcjach z
sDicer, jak i hDicer. Niski poziom obrdébki pre-prv-LLT1 i pre-prv-LLT3 modgt by¢ efektem poddania tych
czasteczek reakcji fosforylacji 3P na koricach 3’ (w celu ich wizualizacji), przez co nie stanowity one
kanonicznych substratéw dla Dicer.

Generowane przez oba preparaty produkty LLT3 byty jednakowej dtugosci, jednak wydajnosé ich
powstawania byta najnizsza, w porédwnaniu do LLT1 i LLT2. Sytuacja ta prawdopodobnie byta
zwigzana z obecnoscig dwéch niesparowanych nukleotydéw na konicu 5’ prekursora prv-miR-LLT3. Co
ciekawe, miRNA-5p byt wydajnie wycinany z tej czasteczki prekursorowej (widoczny produkt
oznaczony gwiazdkg na Ryc. 4.24, stanowigcy pozostatos¢ po wycieciu miRNA-5p). Badania
prowadzone nad niekanonicznymi substratami Dicer dowodza jednak, ze rybonukleaza ta potrafi
przetwarza¢ pre-miRNA zawierajgce niesparowane nt na koricu 5’ i generowa¢ funkcjonalne miRNA-
3p [Sheng i in. 2018]. Nalezy takze zwrdci¢ uwage, ze wydajnos¢ generowania prv-miR-LLT3-3p byta
nieznacznie wyzsza w reakcjach zawierajgcych frakcje cytoplazmatyczng komoérek ST, co mogto
wynikac z obecnosci biatek wspierajgcych aktywnosc Dicer, jak TRBP i PACT [Kok i in. 2007].

Kolejnym krokiem w moich badaniach byto zaprojektowanie oligomeréw RNA i analiza ich
potencjatu inhibitorowego. Jak to juz zostalo oméwione, zaprojektowane w programie EvOligo
oligorybonukleotydy cechowaty sie dtugoscia 12-15 nt i hybrydyzowaty do rejonu apikalnego

prekursoréw miRNA PRV, a takze do miejsca ciecia rozpoznawanego przez rybonukleaze Dicer (3p lub
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5p, w zaleznosci od pozadanego efektu inhibicji, Ryc. 4.25). Wyjatek stanowity dwa oligomery
zaprojektowane dla pre-prv-LLT1 — 2’0OMe-LLT1-P byt komplementarny do samej petli apikalnej, a
2’0OMe-LLT1-T do rejonu samego trzonu prekursora. Konieczno$¢ zaprojektowania dwéch inhibitoréw
wycinania LLT1 wynikata z sekwencji i struktury prekursora pre-prv-LLT1. W przypadku oligomeréw
2’0OMe projektowanych w programie EvOligo kluczowa jest dtugos¢ nieprzekraczajgca 15 nt, dzieki
czemu inhibitory cechujg sie wysoka selektywnoscia dziatania (ograniczenie tzw. ,off-target effects”,
czyli hybrydyzacji nie tylko do dedykowanego celu, lecz takze do innych, czesciowo
komplementarnych komérkowych RNA). Dla pre-prv-LLT1 nie byto mozliwosci wytypowania jednego
oligomeru hybrydyzujgcego jednoczesnie do rejonu petli i miejsca rozpoznawanego przez Dicer,
wystarczajgco krotkiego, aby zapewnic selektywnosé inhibicji (<15 nt) i o satysfakcjonujgcej wartosci
AGo (wartosci zapewniajgcej stabilno$¢ kompleksu pre-miRNA-inhibitor w ustalonych warunkach
reakcyjnych). Oligonukleotydy 2’OMe-LLT1-P i 2’OMe-LLT1-T byly testowane w reakcjach hydrolizy
prowadzonej przez sDicer indywidualnie oraz w duecie.

Wyniki inhibicji uzyskane dla obu oligonukleotydéw 2’OMe zaprojektowanych wobec pre-prv-
LLT1 (Ryc. 4.28) wyraznie wskazujg na wiekszg skutecznos¢ oligomeru 2’0OMe-LLT1-P,
komplementarnego do petli apikalnej prekursora. Obserwacja ta jest spdjna z analizg oddziatywania
pre-prv-LLT1 z oligonukleotydami 2’OMe (test EMSA, Ryc. 4.27.A), swiadczacg o wydajnym tworzeniu
kompleksu tego prekursora z 2’0OMe-LLT1-P, podczas gdy kompleks z 2’0OMe-LLT1-T byt ledwo
wykrywalny. Przypuszczalnie, w zastosowanych warunkach reakcyjnych, oligomer 2’0OMe-LLT1-T nie
byt w stanie hybrydyzowac do pre-prv-LLT1 (brak mozliwosci rozplecenia struktury trzonu pre-prv-
LLT1 przez 2’OMe-LLT1-T). Efektywna inhibicja ciecia pre-prv-LLT3 przez 2’0OMe-LLT3 (Ryc. 4.30) takze
znajduje swoje potwierdzenie w tescie EMSA — oligomer 2’0OMe-LLT3 tworzyt stabilny kompleks z pre-
prv-LLT3 (Ryc. 4.27.C).

W kontekscie odniesienia efektywnosci inhibitorowej danego oligomeru do jego oddziatywania z
komplementarnym pre-miRNA, zaskakujacy jest wynik testu EMSA uzyskany dla 2’OMe-LLT2 (Ryc.
4.27.B), gdyz nie zaobserwowatam tworzenia sie kompleksu tego inhibitora z pre-prv-LLT2. Testy
ciecia prekursora pre-prv-LLT2 prowadzone w obecnosci 2’0OMe-LLT2 wykazaty jednak skutecznos¢
tego oligomeru (Ryc. 4.29), mimo ze sposrdd analizowanych oligonukleotydow 2’-O-metylowanych
wykazywat on najnizszg aktywnoscig inhibitorowa. Wyjasnieniem braku widocznych komplekséw
2’0OMe-LLT2 z pre-prv-LLT2 moze byc¢ ich niska stabilno$¢ — rozpad komplekséw podczas rozdziatu w
zelu. Nalezy jednak zwrdéci¢ uwage na fakt, ze koniec 3’ oligomeru 2’0OMe-LLT2 byt komplementarny
do dwuniciowego fragmentu trzonu prekursora na dtugosci az 8 pz (Ryc. 4.25). Tak zwarta struktura
trzonu mogta utrudniac jego rozluznianie w zastosowanych warunkach testu EMSA, czego efektem
mogta by¢é niemoznosé obserwacji oddziatywan pomiedzy 2’OMe-LLT2 (a takie 2'OMe-LLT1-T) z
dedykowanym mu prekursorem. Ponadto, brak efektywnej hybrydyzacji 2’OMe-LLT2 do pre-prv-LLT2
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mogt skutkowac brakiem ochrony prekursora przed innymi rybonukleazami obecnymi w lizatach
komodrkowych. Na Ryc. 4.29 mozna zauwazy¢ ubytek substratu w reakcjach z 2’0OMe-LLT2, pomimo
zahamowania generowania prv-miR-LLT2-5p. Co ciekawe, kontrolne oligonukleotydy 2’0OMe dziataty
ochronnie wobec substratu, ktdry po cieciu przez sDicer nie ulegat degradacji.

Wyniki analiz wigzania prekursoréw miRNA oraz hamowania procesowania tychze przez sDicer,
uzyskane dla oligonukleotydéw 2’0OMe, mozna skorelowa¢ z wartosciami energii swobodnej AGg
wyliczonymi dla komplekséw tworzonych przez te czasteczki z dedykowanymi pre-miRNA (im nizsza
wartosé, tym stabilniejsze kompleksy, Ryc. 4.25). Przyktadowo, wartos¢ AGo wyliczona dla
najskuteczniejszego sposrdéd inhibitorow 2’0OMe (2’0OMe-LLT1-P) wynosita -26,0 kcal/mol, podczas
gdy warto$¢ AGoy wyliczona dla mniej skutecznego inhibitora ciecia pre-prv-LLT1 (2’0OMe-LLT1-T)
wynosita -15,6 kcal/mol. Majac to na uwadze nie jest zaskoczeniem, ze najstabiej dziatajgcym
inhibitorem 2’0OMe byt 2’0OMe-LLT2, ktérego wartos$é oddziatywania z pre-miRNA byta najwyzsza i
wynosita -14,7 kcal/mol. Ze wzgledu na brak dostepnego oprogramowania pozwalajgcego na
wyliczenie wartosci AGo dla kompleksdw Morpholino z komplementarnymi pre-miRNA, nie miatam
mozliwosci poréwnania tych wartosci pomiedzy oligomerami Morpholino i 2’OMe. Oligomery
Morpholino, podobnie jak oligomery 2'OMe, réwniez oddziatywaty z rejonami apikalnymi
prekursoréw miRNA, co znalazto potwierdzenie w testach EMSA (Ryc. 4.27). Ponadto, wyniki testu
EMSA oraz radiogramy prezentujgce rozdziat elektroforetyczny produktdw reakcji ciecia z udziatem
oligomerdéw (Ryc. 4. 28, Ryc. 4.29, Ryc. 4.30) wskazujg, ze Morpholino, o dtugosci 21-25 nt, tworzyly
bardziej stabilne kompleksy z docelowymi pre-miRNA niz 2’0OMe, tym samym wydajniej blokujac
innym rybonukleazom dostep do tych prekursordw i chronigc je przed degradacjg [Sheng i in. 2023].
Podsumowujgc, Morpholino okazaty sie nieznacznie bardziej efektywnymi inhibitorami ciecia
syntetycznych pre-miRNA PRV w poréwnaniu do oligonukleotydéw 2’OMe.

Zwraca uwage fakt, ze sekwencje wszystkich trzech inhibitoréow MO pokrywaty kompletnie lub
niemal kompletnie, sekwencje petli apikalnych pre-miRNA wobec ktérych zostaty zaprojektowane.
Jak mozna zauwazy¢ na Ryc. 4.26, MO-LLT1 hybrydyzowat do 11 z 13 nt petli pre-prv-LLT1, a MO-LLT2
i MO-LLT3 pokrywaty cate petle prekursoréw, odpowiednio pre-prv-LLT2 i pre-prv-LLT3. Sposréd
oligonukleotydéw 2’OMe (Ryc. 4.25), 2’0OMe-LLT1-P jako jedyny oddziatywat z catg petlg i tworzyt
takze najstabilniejsze kompleksy z docelowym prekursorem, 2’0OMe-LLT1-T hybrydyzowat jedynie do
trzonu, 2’'0OMe-LLT2 pokrywat 4 z 11 nt petli, a 220OMe-LLT3 7 z 12 nt. Na podstawie powyzszych
obserwacji mozna wywnioskowa¢, ze na efektywnos$¢ inhibicji ciecia pre-miRNA wywotanej przez
badany oligomer najwiekszy wptyw ma sekwencja i struktura rejonu, do ktdorego zaprojektowany
inhibitor ma hybrydyzowaé. Korzystniejsza jest sytuacja, w ktérej oligomer nie musi pokonywadé
bariery energetycznej, co przektada sie na jak najmniejszg ilos¢ rejonéw dwuniciowych w obrebie

docelowego rejonu.
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Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzity takze, ze rejon apikalny prekursoréw miRNA jest
waznym elementem w procesie rozpoznawania substratu przez Dicer. Wniosek ten jest spdéjny z
doniesieniami literaturowymi wskazujgcymi, ze petla apikalna pre-miRNA stanowi istotny element
decydujacy o interakcji z Dicer [Gu i in. 2012], a takze petni role potencjalnego miejsca wigzania
czynnikéw regulatorowych [Trabucchi i in. 2009, Shang i in. 2022].

Analizy potencjatu inhibitorowego zaprojektowanych oligomeréw 2’OMe i MO prowadzone w
warunkach in vitro potwierdzity ich skutecznos$¢. Nastepnie inhibitory te zostaty skierowane do
testéw weryfikujacych ich uzytecznos¢ w badaniach typu loss of function, z myslg o ich wykorzystaniu
w analizie roli wybranych miRNA w infekcji wirusowej w warunkach in cellulo.

Podstawe ukfadu badawczego stanowity skonstruowane w systemie retrowirusowym komorki
linii stabilnej ST_LLT[1-3], o funkcjonalnosci potwierdzonej w badaniach nad rolg klastra LLT[1-3] w
infekcji wirusem PRV (rozdziat Wyniki 4.2). Najczesciej wykorzystywang metodg stuzgcg do uzyskania
aktywnosci obcych miRNA w komadrkach jest ich transfekcja mimikami miRNA [Liu i in. 2019, Diener i
in. 2022], jednak metoda ta nie pozwala na stabilng produkcje miRNA, poza tym na powtarzalnos¢
wynikéw wptywa efektywnos$é transfekcji. Wykorzystanie linii stabilnie produkujgcych miRNA, mimo
koniecznos$ci opracowania i wdrozenia techniki ich otrzymania, wydaje sie bardziej praktycznym
podejsciem, znajdujgcym zastosowanie w badaniach funkcjonalnych i aplikacyjnych [Jadhav i in.
2014, Weis i in. 2018, Fan i in. 2020 b]. Badania analizujgce okres pottrwania miRNA w komadrkach
wskazujg, ze wynosi on od 4 do 24 godzin, oczywiscie czas ten jest rézny dla poszczegdlnych miRNA
[Marzi i in. 2016, Xiao i in. 2019]. Nie znajgc wymienionej wartosci cechujacej prv-miR-LLT1-3p, prv-
MiR-LLT2-5p i prv-miR-LLT3-3p eksprymowanych w swinskich komadrkach ST, zadatam pytanie o to,
kiedy mozliwa bedzie do zaobserwowania zmiana poziomu tych miRNA po podaniu inhibitoréw, oraz
jak dtugo utrzyma sie ten efekt. Informacja ta byta istotna dla dalszego planowania badan nad
spodziewanym efektem fenotypowym w infekcji PRV.

Testowanie potencjatu inhibitorowego oligomerdéw ingerujacych w biogeneze miRNA w systemie
komérkowym rozpoczetam od badan z wykorzystaniem oligonukleotydéw 2’0OMe, jednak
obserwowany spadek ilosci miRNA nie wynikat z selektywnego dziatania tych inhibitoréw. 2’OMe-
LLT3 ingerowat w poziom kazdego z trzech badanych miRNA, ponadto oligonukleotyd kontrolny
wykazywat podobne dziatanie (Ryc. 4.31 i Ryc. 4.32). Transfekcja komérek oligonukleotydami 2’OMe
nie byta dla nich toksyczna (Ryc. 4.33), wiec obserwowany efekt prawdopodobnie nie wynikat z
potencjalnych zmian w aktywnosci metabolicznej komadrek. Jak juz wspomniano, ten sam typ
oligonukleotydéw (o dtugosci 13 nt) — rowniez zawierajgcych modyfikacje 2’OMe oraz celujgcych w
rejony apikalne docelowych pre-miRNA — byt testowany przez zespdt prof. Anny Kurzynskiej-
Kokorniak pod katem potencjatu inhibitorowego w warunkach iv vivo, a takze selektywnosci dziatania

wobec miRNA o zblizonej sekwencji (rodziny miRNA) [Corradi i in. 2023]. Badania byty prowadzone w
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embrionach zab z rodzaju Xenopus, do ktdrych na etapie 8-komodrkowych blastomerdw
wprowadzono ww. inhibitory, po czym inkubowano je do 40. etapu podziatu, a nastepnie pobrano
materiat do analiz poziomu miRNA. Wyniki w tym przypadku réwniez wskazaty na brak toksycznosci
tego rodzaju oligomeréw, a ponadto potwierdzity ich wysoki potencjat inhibitorowy oraz
selektywnos¢ dziatania wobec komplementarnych prekursoréw.

W komdrkach linii ST_LLT[1-3] dochodzi do stabilnej produkcji miRNA PRV, ktérych ilo$¢ byta od
dwéch do 50 razy wyzsza niz w komédrkach ST infekowanych PRV (Ryc. 5.1). Jest to przyjety rzad
wielkosci dla uktadéw badawczych wprowadzajgcych obce miRNA [Jin i in. 2015]. W zarodkach zab
(na wczesnym etapie rozwoju) dostepna ilo$¢ prekursoréw miRNA w momencie podania inhibitoréw
mogta by¢ ograniczona (poziomu miRNA na tym etapie nie oznaczono), po czym zaczynata wzrastaé¢ w
trakcie inkubacji, co umozliwiato doktadng analize zmian poziomu badanych miRNA. Natomiast
obecno$¢ miRNA PRV w transfekowanych komodrkach ST_LLT[1-3] utrudniata prawdopodobnie
zaréwno oszacowanie stopnia wysycenia pre-miRNA przez inhibitory, jak i ocene efektywnosci tych
ostatnich. Ponadto, ze wzgledu na nieznany czas pottrwania dojrzatych LLT1, LLT2 i LLT3, a takze ich
obecno$¢ w transfekowanych komdrkach, technicznym wyzwaniem bytaby préba obnizenia ilosci
tych miRNA do poziomu tta za pomocg inhibitorédw ich biogenezy. Ograniczenie to z kolei
utrudniatoby obserwacje efektu fenotypowego w infekcji PRV.

Uzycie drugiego rodzaju inhibitoréw wycinania miRNA z prekursoréw — Morpholino — takze
wywotato nieselektywne obnizanie poziomu miRNA z klastra LLT[1-3] wirusa PRV. Efekt dziatania MO-
LLT1 byt nieco silniejszy niz oligonukleotydéw 2’0OMe-LLT1-P i 2’0OMe-LLT3 (Ryc. 4.31, Ryc. 4.32 i Ryc.
4.34), co mogto mie¢ zwigzek z silniejszym oddziatywaniem Morpholino z prekursorami miRNA PRV,
wykazanym w warunkach in vitro (Ryc. 4.27). Na rycinie tej mozna réwniez zauwazy¢, ze oligomery
kontrolne obu rodzajéw inhibitoréw nie oddziatywaty z pre-miRNA, co byto oczekiwanym wynikiem
ze wzgledu na brak komplementarnych sekwencji pomiedzy tymi oligomerami a prekursorami
miRNA. W tym kontekscie zastanawiajgca jest zmiana poziomu miRNA PRV w komdrkach ST_LLT[1-3]
po podaniu oligomeréw 2’0OMe-ctrl-1 i MO-ctrl (Ryc. 4.31, Ryc. 4.32 i Ryc. 4.34; 2’OMe-ctrl-2
wywotywat podobny efekt — dane niezataczone). Otrzymane wyniki sugeruja, ze wprowadzenie do
komoérek oligomeréw 2’'0OMe i Morpholino mogto spowodowaé rozlegte zmiany ilosci miRNA.
Wskazuje na to réwniez fakt, ze transfekcja komdrek zaréwno MO-LLT1, jak i MO-ctrl, spowodowata
obnizenie $winskiego ssc-miR-21-5p w analizowanych warunkach. Zatozenie to jest spdjne z
obserwacjg, ze uzycie krétkich RNA, jak np. siRNA, moze wywotywac niespecyficzne efekty, jak
obnizenie poziomu miRNA komérkowych, zwtaszcza miRNA o wysokim poziomie ekspresji [Liang i in.
2013, Olejniczak i in. 2016]. Wprowadzone do komodrek nadprodukujgcych miRNA PRV
oligonukleotydy 2’OMe i Morpholino mogty interferowac nie tylko z pre-miRNA, lecz takie z

biatkowymi elementami maszynerii biogenezy miRNA i zaburzac jej prace. Przyktadem biatka, ktorego
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dziatanie mogto zostaé zaktécone przez wprowadzone oligomery, moze by¢ biatko TRBP. Jak juz
wspomniano, jest to partner biatkowy Dicer wspierajgcy rekrutacje substratéw i zwiekszajgcy
procesywnosc¢ enzymu, ktéry dzieki zdolnosci wigzania oligomerdéw ssRNA [Gredell i in. 2010] mogt
oddziatywaé z oligonukleotydami 2’OMe. Poza tym sama rybonukleaza Dicer wykazuje zdolnos¢
wigzania ssDNA [Kurzyriska-Kokorniak i in. 2016], co wskazuje na potencjalng mozliwo$¢ wigzania
oligomeréw Morpholino. Wprowadzone do komérek inhibitory mogty zosta¢ zwigzane, m.in., przez
ww. biatka, co z kolei mogto wptyngé na dostepnos¢ tych enzymoéw dla pre-miRNA PRV, a w
konsekwencji prowadzi¢ do zmiany profilu ekspresji miRNA, interpretowanej jako brak selektywnego
dziatania analizowanych oligomerdéw.

Rozwazajac przyczyny obserwowanego braku selektywnego dziatania oligomeréw nalezy takze
zwréci¢c uwage na mozliwo$é wejscia inhibitorow ciecia pre-miRNA do przestrzeni jgdrowej,
skutkujgcg ewentualnym oddziatywaniem oligomeréw z pri-miRNA. Badania pokazujg, ze
wprowadzone do komdérek oligomery Morpholino, jak i nukleotydy 2’-O-metylowane, mogg zostac
przetransportowane do jadra, przy czym Morpholino tatwiej przekraczajg btone jadrowg [Sazani i in.
2001, Moulton 2007]. 11 miRNA PRV, kodowanych w intronie transkryptu LLT, jest upakowane w
policistronowg jednostke organizacyjng zawierajgcg ich pierwotne prekursory (pri-miRNA) [Wu i in.
2012]. Dla prawidtowego dojrzewania miRNA, ktorych prekursory sg kotranskrybowane w postaci
dtugich RNA, szczegdlne znaczenie wydaje sie mie¢ zwarta, globularna struktura trzeciorzedowa pri-
miRNA, determinujgca tempo dojrzewania poszczegdlnych miRNA [Pratt i in. 2009, Chaulk i in. 2011].
W tym kontekscie nie mozna wykluczy¢ scenariusza, w ktérym oligomer komplementarny do
ktoregokolwiek z trzech pre-miRNA z klastra, po hybrydyzacji do docelowego prekursora modyfikuje
organizacje przestrzenng transkryptu LLT[1-3] i przyczynia sie tym samym do zmian w profilu
ekspresji pozostatych miRNA z klastra. Podobny mechanizm zostat zaobserwowany w przypadku
klastra 10 miRNA wirusa KSHV, gdzie oligonukleotyd komplementarny do prekursora pierwszego z
nich (pre-miR-K1) redukowat poziom pozostatych miRNA z klastra [Vilimova i in. 2021]. Ponadto,
wyjasnienie to jest spdjne z obserwacjg, ze niekontrolowane zaburzenia poziomu LLT1, LLT2 i LLT3 w
wiekszym stopniu byty wywotane podaniem oligomeréw 2’0OMe i Morpholino komplementarnych do
pre-miRNA, niz oligomerdéw kontrolnych (Ryc. 4.31, Ryc.4.32 i Ryc. 4.34).

W warunkach in vitro oligomery 2’"OMe-ctrl-1 i -2 oraz MO-ctrl nie oddziatywaty z prekursorami,
a takze nie ingerowaty w proces wycinania miRNA PRV, i obserwacje te byty podstawg do zatozenia,
ze oligomery zostaty prawidtowo dobrane w badanym uktfadzie. Z tego tez wzgledu (a takze z powodu
ograniczen czasowych) nie przeprowadzitam badan selektywnosci inhibitorow w warunkach in vitro,
ktorych pozytywne wyniki potwierdzityby poprawnos¢ dziatania zaprojektowanych oligomeréw, a
takze stanowityby przestanke dla ich funkcjonalnosci w systemie komérkowym. W analizach in cellulo

oligonukleotydy 2’0OMe byty uzywane w stezeniu 10 nM, co jest wartoscig powszechnie stosowang
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dla tego typu odczynnikéw [Mie i in. 2018, Abdelhady i in. 2021]. W pierwszych doswiadczeniach z
Morpholino takze uzywatam tych oligomeréw w stezeniu 10 nM (dla analiz komérkowych producent
rekomenduje stezenie 1 puM), a podniesienie tej wartosci do 100 nM spowodowato drastyczny
spadek poziomu wszystkich wykrywanych miRNA, w zwigzku z czym nie widziatam zasadnosci w
dalszym podnoszeniu stezenia tych inhibitoréow.

Strategia obnizania poziomu miRNA, polegajgca na celowaniu w ich prekursory, wydaje sie
stusznym podejsciem w badaniach typu LOF ze wzgledu na mozliwos¢ zablokowania procesu ich
biogenezy, dzieki czemu nie dochodzi do generowania dojrzatych miRNA w komérce. Ponadto, pre-
miRNA zawierajg stabiej konserwowane ewolucyjnie sekwencje niewystepujgce w dojrzatych miRNA,
dzieki czemu oligomery hybrydyzujgce do tych prekursoréw mogg umozliwia¢ lepszg dyskryminacje
miedzy miRNA, ktdre posiadajg podobne (lub identyczne) dojrzate sekwencje, i wywotywac
selektywnga inhibicje wybranych miRNA [Li i in. 2014, Corradi i in. 2023]. Mimo préb optymalizacji
protokotu, inhibitory wycinania miRNA wykazaty sie jednak nieselektywnym dziataniem, co
uniemozliwito kontynuowanie badan. Model badawczy, opierajacy sie o stabilng produkcje badanych
miRNA w komdrkach i o inhibitory ich dojrzewania, nie znalazt zastosowania w badaniach nad rolg
poszczegblnych miRNA z klastra LLT[1-3] wirusa PRV.

W celu kontynuowania badan w ww. tematyce, zdecydowatam sie na uproszczenie modelu
badawczego. Modyfikacja metody hamowania wybranych miRNA PRV polegata na zastosowaniu
oligomeréw mirVana, hybrydyzujagcych do dojrzatych miRNA (AMO, ang. anti-miRNA
oligonucleotides), co jest klasyczng strategig w badaniach typu LOF [Esau 2008, Mie i in. 2018, Pagoni
i in. 2023]. W dalszych badaniach zrezygnowatam rdéwniez z linii ST_LLT[1-3], gdyz nie mozna
wykluczy¢, ze wysoka ilos¢ miRNA w komadrkach mogta kolidowac z efektywnoscig inhibitorow 2’0OMe
i Morpholino. Komérkami wybranymi do badan byty niemodyfikowane komdérki ST, wiec jedynym
zrédtem miRNA PRV byta infekcja wirusowa. Podejscie to, jak réwniez niska wartos¢ wspdtczynnika
MOI (wynoszaca 0,2), miaty na celu zwiekszenie wydajnosci blokowania miRNA powstajgcych z
klastra LLT[1-3] za pomoca inhibitoréw mirVana. Inhibitory typu AMO tworzg stabilne kompleksy z
komplementarnymi miRNA, co z jednej strony ogranicza degradacje tych ostatnich przez komérkowe
RNazy, z drugiej za$ strony blokuje ich aktywno$¢ [Lennox i in. 2017, Mie i in. 2018]. Silne
oddziatywania pomiedzy mirVana a miRNA powinny takze umozliwi¢ obserwacje spadku ilosci
wolnych miRNA metodg RT-gPCR, mimo ze inhibitory te nie powinny wptywa¢ na sam proces
produkcji miRNA.

Oligomery mirVana byly testowane w dwdch stezeniach (10 nM i 50 nM) w celu sprawdzenia,
ktore z nich wywota efekt wysycajacy (producent sugeruje przeprowadzenie optymalizacji w zakresie
1-100 nM). Wyniki badan nad selektywnoscig dziatania mirVana, prowadzone za pomocg RT-qPCR

wykazaty jednak, ze kazdy z inhibitoréw wptywat na poziom wszystkich trzech miRNA z klastra LLT[1-
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3], a efekt ten byt niezalezny od stezenia (Ryc. 4.36). W przeciwienstwie do oligomeréw 2'OMe i
Morpholino, mirVana w gtéwnej mierze powodowaty podniesienie poziomu wykrywanych miRNA.
Nalezy natomiast zwréci¢ uwage, ze problem pomiaru efektywnosci dziatania inhibitoréw AMO o
wysokim powinowactwie do miRNA stanowi wyzwanie [Esau 2008], gdyz inhibitory takie moga
przyczynia¢ sie do generowania niemiarodajnych odczytéw poziomu miRNA w przypadku analiz RT-
gPCR [Thomson i in. 2013, Okumura i in. 2021]. W tej sytuacji zasadne wydawato sie kontynuowanie
badan, polegajagcych na infekowaniu PRV transfekowanych komérek i analizowaniu wptywu
inhibitoréw mV-LLT1, mV-LLT2, mV-LLT3, a takze oligomeru kontrolnego mV-ctrl nie na ilos¢ miRNA,
lecz na poziom mRNA i biatek wirusa (potencjalnie regulowanych przez te wirusowe miRNA), co
stanowito obserwacje posredniego efektu dziatania inhibitoréw.

Ukfad doswiadczalny dla ww. badani zostat racjonalnie zaprojektowany w oparciu o dane
uzyskane podczas przeprowadzania analiz funkcji klastra LLT[1-3] PRV (rozdziat Wyniki 4.2). Badania
wykazaty, ze detekcja miRNA PRV, jak rdwniez biatka IE180, jest mozliwa w 3 hpi, a biatka g w 5 hpi,
w zwigzku z czym proby byty zbierane 4 hpi (dane niezatgczone) oraz 6 hpi (Ryc. 4.37). Analiza
poziomu mRNA IE180 (Ryc. 4.37.A) wykazata, ze jedynym inhibitorem wptywajgcym w wysoce istotny
statystycznie sposdb na poziom tego transkryptu po infekcji PRV byt mV-LLT3 w stezeniu 50 nM
(mogto to by¢ stezenie wysycajgce powstajagcy w komodrkach LLT3). Obserwacja ta nie znalazta
potwierdzenia w analizie Western blotting (Ryc. 4.37.B), jednak na korzys¢ inhibitorow mirVana
przemawia fakt, ze oligomer kontrolny jako jedyny nie wptynat na poziom mRNA IE180. Jest to
istotna obserwacja mogaca swiadczy¢ o specyficznosci dziatania inhibitoréw mirVana.

Ze wzgledu na ograniczenie czasu trwania projektu nie kontynuowatam badan w kierunku
wytypowania miRNA odpowiedzialnego w gtéwnej mierze za efekt wywotywany przez klaster LLT[1-
3] PRV. Oméwiony wyzej wynik sugeruje jednak, ze to domniemany brak dostepnosci prv-miR-LLT3-
3p skutkowat podniesieniem poziomu transkryptu IE180, co wskazywatoby na dominujaca role LLT3
spos$réd miRNA PRV z klastra LLT[1-3]. Wynik ten nie jest jednak jednoznaczny, gdyz za pomoca RT-
gPCR (Ryc. 4.36) nie udato mi sie zaobserwowac specyficznego spadku poziomu LLT3 (jest to spdjne z
badaniami opisanymi w [Okumura i in. 2021], gdzie po wprowadzeniu inhibitorow AMO
zaobserwowano podniesienie poziomu docelowego transkryptu, mimo niemoznosci potwierdzenia
obnizenia ilosci celujgcego w niego miRNA). Warto jednak zwréci¢ uwage na wyniki predykc;ji
bioinformatycznych sugerujgce, ze sposréd miRNA PRV to prv-miR-LLT1-3p najprawdopodobniej
reguluje ekspresje genu kodujgcego IE180 [Wu i in. 2012, Timoneda i in. 2015]. Ponadto, wiele analiz
wskazuje, ze LLT1 jest produkowany w najwiekszej ilosci podczas infekcji w systemach komérkowych
[Timoneda i in. 2015, Liu i in. 2016, Li i in. 2017]. Informacja ta moze sygnalizowad istotnosc
biologiczng LLT1, gdyz przyjmuje sie, ze najliczniejsze miRNA moga wywierac najsilniejszy efekt na

transkryptom [Svoboda 2015].
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Przeprowadzone doswiadczenia pokazaty, jak ztozonym zagadnieniem jest préba kontroli
poziomu miRNA wirusowych w uktadzie komdérkowym. Kontynuacja rozpoczetych badan typu LOF,
zwigzanych z ustaleniem, ktéry z miRNA LLT[1-3] odpowiada za przebieg infekcji PRV, wymagataby po
pierwsze wyboru linii komdrkowej pozwalajgcej na obiektywne obserwowanie efektu zastosowanych
inhibitoréw podczas infekcji. W tym kontekscie linia ST_LLT[1-3] nie wydaje sie by¢ optymalna, gdyz
eksprymowane z policistronowej jednostki transkrypcyjnej miRNA LLT[1-3] mogtyby uniemozliwi¢
selektywne dziatanie inhibitoréw i stanowi¢ dodatkowg zmienng utrudniajgcg przeprowadzenie
optymalizacji uktadu badawczego. Stusznym wyborem mogtaby by¢ niemodyfikowana linia ST,
pozwalajgca na zachowanie fizjologicznych ilosci miRNA w infekcji PRV. Drugim kluczowym
zagadnieniem bytby wybdr rodzaju inhibitoréw do dalszej pracy. Na podstawie wyzej omdwionych
wynikdw mozna przypuszczaé, ze kontynuowanie badan z wykorzystaniem inhibitoréw dojrzatych
miRNA (mirVana) mogtoby pozwoli¢ na miarodajng weryfikacje efektu fenotypowego, polegajgca na
obserwacji poziomu docelowego transkryptu. Prosty mechanizm dziatania moze przektadac sie na
selektywnos¢ oligonukleotyddw mirVana oraz wskazywac na zasadnos$é stosowania inhibitoréw tego
typu w badaniach LOF w infekcji wirusowej. Niemniej jednak, warto bytoby takze podjgé¢ prdobe
kontroli ilosci miRNA PRV w zainfekowanych komadrkach ST za pomocg inhibitorow ciecia pre-miRNA.
Potencjanie, w niemodyfikowanych komadrkach oligomery 2’0OMe i Morpholino mogtyby efektywnie
hamowac biogeneze wybranych miRNA, co umozliwitoby obserwacje efektu fenotypowego. Ponadto,
selektywne hamowanie wycinania miRNA pozwolitoby unikngé redukcji poziomu komdrkowych
miRNA, prowadzacej do niezaleznych od infekcji zmian metabolicznych komadrek. Niezaleznie od typu
inhibitoréw, nalezatoby przeprowadzi¢ optymalizacje pod katem, m.in., ich stezenia oraz metody
wprowadzenia, a w przypadku inhibitorow wycinania dojrzatych miRNA potwierdzi¢ takze
selektywnos¢ ich dziatania w warunkach in vitro.

W badaniach wirusologicznych powszechnie stosowanym podejsciem jest badanie funkcji miRNA
za pomoca analiz bioinformatycznych, ktdére stuzg do prognozowania celédw wybranych miRNA.
Jednak ze wzgledu na niekompletng wiedze dotyczacy zasad kontrolujgcych interakcje miedzy miRNA
a docelowymi transkryptami, tego rodzaju predykcje czesto generujg znaczng liczbe fatszywie
pozytywnych wynikéw [Mohebbi i in. 2021]. Co wiecej, wiekszos$¢ algorytmow opiera sie gtdwnie na
regutach ,,seed” oraz ewolucyjnej konserwacji sekwencji mRNA, pomijajac przy tym niestandardowe
miejsca docelowe, co przektada sie na niskg skutecznosc¢ tych analiz [Pfeffer i in. 2005, Dai i in. 2022].
Z kolei systemy reporterowe (jak test lucyferazy), stuzgce do walidacji oddziatywan pomiedzy
badanym miRNA a sekwencjg 3'UTR domniemanego docelowego transkryptu, réwniez nie dajg
jednoznacznych wynikéw, poniewaz zdolno$é miRNA do zwigzania sie z mRNA niekoniecznie oznacza,
ze miRNA moze regulowaé jego ekspresje [Quévillon Huberdeau i in. 2019]. W zawigzku z

powyzszym, w obszarze badan nad wirusowymi miRNA tak wazne jest opracowywanie
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eksperymentalnych modeli badawczych pozwalajgcych na prowadzenie funkcjonalnych analiz nad
biogenezg i aktywnoscig miRNA.

Zadanie to jest realizowane, podobnie jak w innych obszarach badan, poprzez efektywng
manipulacje poziomem miRNA, co umozliwia uzyskanie wgladu w ich funkcje biologiczne. System
komérkowy stanowi powszechny wybér jako model do analiz miRNA wirusowych ze wzgledu na
mozliwos$é manipulacji ich poziomem oraz tatwosé¢ monitorowania zmian fenotypowych po infekcji,
jak pomiar ekspresji gendw czy kinetyki wzrostu wirusa. Ponadto, korzystanie z systemu
komérkowego pomaga w rozwigzaniu kwestii etycznych i praktycznych zwigzanych z badaniami na
zwierzetach. Najpowszechniej stosowang strategia podnoszenia iloSci miRNA wirusowych w
komarkach (ang. gain-of-function, GOF) jest ich transfekcja mimikami danego miRNA [Liu i in. 2019,
Cao i in. 2020]. Z kolei zdecydowanie rzadziej stosowang metodg jest uzycie wektorédw, np.
lentiwirusowych, do stabilnej produkcji wirusowych miRNA [Hsu i in. 2014]. Okazuje sie jednak, ze w
celu wydajnego hamowania ekspresji docelowego genu, mimiki miRNA powinny byé stosowane w
bardzo wysokich stezeniach (réznica dwoch rzedéw wielkosci w poréwnaniu do fizjologicznych ilosci),
co z kolei moze prowadzi¢ do niespecyficznych zmian w profilu ekspresji genéw [lin i in. 2015].
Wykazano takze, ze mimiki miRNA, jako czasteczki dsRNA, majg zdolno$¢ do nieswoistego
indukowania interferonowej odpowiedzi przeciwwirusowej, czego efektem sg zmiany fenotypowe
utrudniajgce obserwacje funkcji miRNA [Prinz i in. 2022]. Z tego wzgledu mozna przyja¢, ze system
endogennej ekspresji wirusowych miRNA jest lepszym podejsciem badawczym, mniej podatnym na
btedy w interpretacji wynikow. Analizy typu GOF, poprzez podniesienie poziomu danego miRNA,
pozwalajg na uwydatnienie jego biologicznego znaczenia, ktére w innym uktadzie mogtoby by¢
trudne do zaobserwowania.

Alternatywa dla analiz typu GOF s3 analizy oceniajace efekty redukcji poziomu danego miRNA
(LOF), ktére w badaniach wirusologicznych czesto sg realizowane za pomocg mutantéw delecyjnych.
Mutacje mogg obejmowaé usuniecie genu kodujgcego okreslony miRNA (albo klaster) lub jego
promotor, czy delecje miejsca wigzania miRNA [Tang i in. 2009, Mahjoub i in. 2015, Wang i in. 2018].
Gtédwna zaletg stosowania mutantéw wirusowych jest petne wykluczenie analizowanego miRNA z
uktadu badawczego. Jednakze, istniejg pewne ograniczenia tego systemu, w tym trudnosci
techniczne zwigzane z wprowadzaniem mutacji oraz potencjalne, trudne do przewidzenia efekty
wprowadzonej delecji na inne obszary genomu wirusa. Z tego wzgledu stosowanie inhibitoréow AMO,
celujgcych w wybrany miRNA, wydaje sie by¢ rozsgdng strategig, takze stosowang w badaniach
wirusologicznych [Wang i in. 2018, Huang i in. 2019]. Podejscie to posiada jednak pewne restrykcje,
wynikajgce z opisanych wczesniej problemdéw z pomiarem efektywnosci tego typu inhibitoréw, a
takze z mozliwosci wptywania inhibitoréw typu AMO na ekspresje gendw poprzez rézinorodne

posrednie mechanizmy [Kilikevicius i in. 2022].
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Ze wzgledu na ograniczenia powszechnie stosowanych modeli, istnieje ciggta potrzeba
udoskonalania metodologii doswiadczalnej zwigzanej z analizg funkcji wirusowych miRNA. Opisane w
niniejszej rozprawie badania funkcjonalne nad hamowaniem biogenezy miRNA wirusa PRV za
pomocg inhibitoréw ciecia pre-miRNA stanowig podstawe dla dalszych prac majgcych na celu rozwéj
tej metody i wprowadzenie jej do badan wirusologicznych. Kontynuowanie badan nad opracowaniem
niezawodnych modeli doswiadczalnych, stuzgcych do wybidrczej kontroli poziomu miRNA
wirusowych, jest kluczowe dla uzyskiwania wiarygodnych wynikéw analiz i moze przyczyni¢ sie do

weryfikacji celi wirusowych miRNA, a takze do gtebszego zbadania ich wptywu na przebieg infekcji.
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6. Whnioski

» Przeprowadzone badania wykazaty hamujacy wptyw miRNA z klastra LLT[1-3] na ekspresje
genow kodujgcych IE180, EPO i gE w komodrkach ST _LLT[1-3] na wczesnym etapie infekcji
PRV, czego skutkiem byto subtelne zaburzenie transmisji i zdolnosci wirusa do proliferacji.
Wyniki te sugerujg, ze miRNA LLT[1-3] posiadajg potencjat do modulowania odpowiedzi
immunologicznej gospodarza poprzez opodznianie pojawiania sie glikoprotein PRV na
powierzchni zainfekowanych komodrek, a takze poprzez kontrole skfadania wirionéw i
uwalniania wiruséw potomnych.

> Do analizy roli klastra LLT[1-3] PRV zostata wykorzystana strategia typu gain-of-function,
ktora umozliwita obserwacje zmian fenotypowych w przebiegu infekcji. Uzyskane wyniki sg
zgodne z czescig predykcji bioinformatycznych wskazujgcych na funkcje miRNA kodowanych
w klastrze LLT[1-3] w dostrajaniu poziomu transaktywatoréw PRV.

> Otrzymany w systemie bakulowirusowym preparat hDicer pozwolit na zgtebienie
mechanizméw inhibicji ciecia prekursorow miRNA za pomocg oligomeréw RNA, co dato
podstawy do opracowania podejscia typu loss-of-function do badania roli poszczegdlnych
miRNA PRV. Analizy in vitro wykazaty, ze decydujgcy wptyw na efektywnos¢ inhibitorowa
oligomerdéw majg sekwencja i struktura rejondw pre-miRNA, wobec ktérych zaprojektowane
sg inhibitory. Korzystnie jest, aby rejony, na ktére nacelowany jest inhibitor, nie tworzyty
stabilnych struktur drugorzedowych (w takiej sytuacji oligomery nie muszg pokonywad
bariery energetycznej).

> Wykorzystanie inhibitoréw ciecia pre-miRNA PRV przez Dicer reprezentuje innowacyjne
podejscie w badaniach typu LOF nad biologicznym znaczeniem miRNA kodowanych przez
wirusy. Analiza potencjatu inhibitorowego dwdch rodzajéw oligomeréw stanowi unikalng
ocene pordwnawczg ich aktywnosci w systemie komdrkowym.

» Wirusowe miRNA zyskujg coraz wiekszg uwage w obszarze badan podstawowych,
analizujacych ich wptyw na przebieg infekcji, interakcje z komérka gospodarza czy udziat w
reaktywacji z latencji. Ponadto, rosnie zainteresowanie wirusowymi miRNA na polu
aplikacyjnych badan nad opracowaniem nowatorskich strategii przeciwwirusowych. W
zwigzku z tym konieczne jest kontynuowanie prac nad opracowaniem wiarygodnych modeli
doswiadczalnych, umozliwiajgcych kontrole nad iloscia analizowanych miRNA i
minimalizujacych ryzyko wystgpienia efektéw posrednich, wptywajgcych na metabolizm

komorki.
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7. Metody
7.1. Techniki pracy z DNA

7.1.1. Przygotowanie komorek kompetentnych

Z konserwy komorek Escherichia coli, szczep TOP10, zaktadano hodowle nocne w 10 ml pozywki
LB. Nastepnego dnia hodowle odmtadzono 1:50 i wytrzgsano do uzyskania wartosci ODs;s pomiedzy
0,4 a 0,6. Komorki wirowano przez 10 min w 4 °C przy 4000 rpm, nastepnie delikatnie zawieszano w
20 ml schtodzonego, jatowego 0,1 M CaCl; i inkubowano w lodzie przez 1 h. Po tym czasie zawiesine
wirowano jak wyzej. Osad zawieszano w 2 ml schtodzonego 0,1 M CaCl, z 5% glicerolem. Komorki

porcjowano po 200 ul i przechowywano w -80 °C.

7.1.2. Transformacja komdrek kompetentnych

Do 100 ul komérek kompetentnych E. coli TOP10 dodawano po 50 ng DNA plazmidowego
zawieszonego w wodzie. Mieszanine inkubowano przez 30 min w lodzie, po tym czasie komérki
poddano szokowi cieplnemu — 60 sekund w 42 °C. Nastepnie inkubowano w lodzie przez 3 minuty i
dodano 0,5 ml pozywki LB. Komdrki hodowano przez 30 min w 37 °C. Po tym czasie 100 ul hodowli
wysiewano na ptytke z podtozem LA wzbogaconym odpowiednim antybiotykiem. W przypadku
transformacji plazmidem po ligacji do komdrek dodawana byta catos¢ mieszaniny reakcyjnej. Po
pétgodzinnej inkubacji w 37 °C komarki byty odwirowywane (3000 rpm, 3 min), a osad zawieszany w
200 pl pozywki LB i w tej objetosci wysiewany na ptytke. Nastepnego dnia z pojedynczych kolonii
zaktadano hodowle nocne w pozywce LB wzbogaconej odpowiednim antybiotykiem. Po

parunastogodzinnej inkubacji z wytrzgsaniem w 37 °C oczyszczano DNA plazmidowy.

7.1.3. Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Rozdziat DNA przeprowadzano w zelach o stezeniach agarozy 0,7-2% (w zaleznosci od wielkosci
analizowanych fragmentow) w buforze TAE, z dodatkiem odczynnika Simply Safe (5 pl w 100 ml zelu),
pozwalajgcego na obserwacje prgzkdw DNA w swietle UV. Na Zel naktadano prébki DNA z buforem
obcigzajgcym razem ze wzorcem Gene Ruler DNA Ladder Mix i prowadzono rozdziat w buforze TAE

przy statym napieciu pradu, wynoszacym 7,5 V/cm.

7.1.4. I1zolacja DNA na kolumienkach

Izolacja oparta na zdolnosci wigzania DNA do zt6z krzemionkowych w wysokich stezeniach soli

chaotropowych byta prowadzona wedtug protokotéw dotgczonych przez producenta (A&A
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Biotechnology). Odpowiednie zestawy byty uzywane do izolacji DNA plazmidowego, fragmentow

DNA wycietych z zeli agarozowych czy do oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych.

7.1.5. Klonowanie

Przygotowanie fragmentéw DNA do klonowania, obejmujgce trawienia enzymami
restrykcyjnymi, wytepianie , lepkich koncéw”, defosforylacje wektoréw oraz ligacje, przeprowadzano
zgodnie z powszechnie przyjetymi zasadami, zebranymi w [Sambrook i in. 2001], oraz w warunkach

rekomendowanych przez producentéw uzywanych odczynnikéw.

7.1.6. tancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

W celu amplifikacji wybranych sekwencji DNA przeprowadzano reakcje PCR (ang. Polymerase
Chain Reaction), zgodnie z powszechnie przyjetymi wytycznymi. Reakcje prowadzono z uzyciem
polimerazy DNA KAPA HiFi HotStart posiadajgcej aktywnos¢ korektorskg, obecnej w 2x stezonej
gotowej mieszaninie reakcyjnej zawierajgcej réwniez dNTPs, bufor reakcyjny i MgCl,. Do reakcji PCR
dodawano DMSO do 5% stezenia koncowego w celu podniesienia wiernosci amplifikacji sekwencji
bogatych w pary G-C. Warunki, tj. czas trwania reakcji oraz temperatury dla poszczegdlnych cykli byty
ustalane w oparciu o wartosci temperatur topnienia wybranych starteréw oraz dtugosci amplikonow.
Sekwencje uzywanych starteréw przedstawiono w Tabeli 1. Produkty reakcji PCR byty rozdzielane w
zelu agarozowym, wycinane i oczyszczane z zelu, po czym byty klonowane do wektora pJET1.2/blunt

w celu dalszych analiz.

7.1.7. Analiza ilosciowa i jakosciowa DNA

Stezenie i czysto$¢ plazmidowego DNA analizowano za pomocg spektrofotometru DS-11
(DeNovix). Oczyszczony plazmidowy DNA wysytano do firmy Genomed S.A. w celu przeprowadzenia
sekwencjonowania metodg Sangera [Sanger i in. 1975] z uzyciem komercyjnych starteréw pJET1.2
Forward Sequencing Primer i pJET1.2 Reverse Sequencing Primer (wchodzgcych w sktad zestawu
ClonelET PCR Cloning Kit), lub innych starteréw dedykowanych analizowanym sekwencjom. Do

analizowania otrzymanych chromatogramow wykorzystywano program Geneious.

7.2. Techniki pracy z komorkami owadzimi i bakulowirusami

7.2.1. Hodowla komadrek owadzich

Komorki owadzie linii Sf9 i Sf9 ET hodowano w pozywce HyQ SFX. Pozywke dla komdrek Sf9

suplementowano mieszaning antybiotykdw AA, a dla komérek Sf9 ET genetycyng (G418). Hodowle
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prowadzono w temperaturze 27 °C, w formie ptynnej (w wytrzgsarce powietrznej) lub stacjonarnej (w
cieplarce), w zaleznosci od potrzeb. Wyjsciowg formg hodowli byta hodowla ptynna prowadzona w
szklanych kolbach w celu podtrzymania hodowli komdrek. Hodowle rozcieiczano w pozywce w

stosunku 1:5 — 1:8 do koricowych objetosci 10-30 ml co ok. 4 dni.

7.2.2. Otrzymywanie rekombinantéw bakulowirusowych (system Bac-to-Bac)

Bakulowirusowy system ekspresji genéw Bac-to-Bac (Invitrogen) to narzedzie stuzace do
generowania rekombinowanych bakulowirusow  wykorzystywanych do produkcji biatek
heterologicznych w komérkach owadzich, oparte na transpozycji miejscowo specyficznej gendow

heterologicznych z wektora transferowego na bakmid, zachodzacej w komdrkach bakteryjnych.

7.2.2.1. Transpozycja miejscowo-specyficzna

Komérki kompetentne Escherichia coli DH10Bac zawierajg tzw. bakmid, czyli bakulowirusowy
wektor wahadtowy, kodujacy genom bakulowirusa AcMNPV (ang. Autographa californica nuclear
polyhedrosis virus) oraz bakteryjny replikon niskokopijny mini-F (w miejscu usunietego genu
kodujgcego polihedryne), gen opornosci na kanamycyne, sekwencje kodujaca peptyd lacZa, a takze
sekwencje zawierajgcg miejsce wigczenia sie bakteryjnego transpozonu Tn7 (mini-att Tn7). Szczep
DH10Bac zawiera réwniez plazmid pomocniczy kodujacy transpozaze oraz gen opornosci na
tetracykline. Plazmidy transferowe systemu Bac-to-Bac zawierajg kasete z promotorem
bakulowirusowym polihedryny (umozliwiajgcym ekspresje gendw heterologicznych w komérkach
owadzich) i genem opornosci na gentamycyne, otoczong ramionami transpozonu Tn7 .

Do 100 ul komérek kompetentnych DH10Bac dodawano 10 ng rekombinowanego plazmidu
transferowego pFastBacl lub pFastBacHtB i inkubowano je w lodzie przez 30 min. Po tym czasie
przeprowadzano szok termiczny w 42 °C przez 1 min, dodawano 900 ul pozywki LB i hodowano z
wytrzgsaniem przez 4 godziny w 37 °C. Po tym czasie 50 pl hodowli wysiewano na ptytki Bac z
podtozem LA zawierajgcym: kanamycyne (50 pg/ml), tetracykline (10 ug/ml), gentamycyne (7 pug/ml),
IPTG (40 pg/ml) i X-gal (150 pg/ml). Ptytki inkubowano w 37 °C do momentu pojawienia sie
rozréznialnych, biatych i niebieskich kolonii (ok. dwie doby). Kolonie zawierajgce rekombinowany
DNA bakmidowy wybarwiajg sie na biato, ze wzgledu na niezdolnos¢ do rozktadu substratu dla -
galaktozydazy, wynikajgcg z transpozycji kasety transferowej w miejsce mini-att Tn7. Biate kolonie
poddawano posiewowi redukcyjnemu na ptytkach Bac, po czym wybierano pojedyncze biate kolonie
potomne i z nich zaktadano hodowle ptynne (4 ml pozywki LB z kanamycyng i gentamycyng), ktére
hodowano z wytrzgsaniem przez noc w 37 °C. DNA bakmidowy oczyszczano wykorzystujgc zestaw do

izolacji DNA PureLink HighPure Plasmid Miniprep Kit, zgodnie z protokotem producenta.
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7.2.2.2. Transfekcja komorek owadzich

W celu otrzymania pierwszego pokolenia rekombinowanych bakulowiruséw (P1), komérki Sf9
transfekowano rekombinowanym DNA bakulowirusowym, przy uzyciu odczynnika Cellfectin. Komaérki
Sf9 wysiewano do dotka ptytki M6 do ok. 70% pokrycia dotka i pozostawiono na 45 min w celu
adhezji komérek do ptytki. Kompleksy DNA : Cellfectin otrzymywano poprzez mieszanie zawartosci
dwéch probéwek zawierajgcych: i) 100 ul HyQ SFX z 1 ug DNA bakmidowego + ii) 100 ul HyQ SFX z 8
ul Cellfectin. Inkubacja wynosita 30 min w temperaturze pokojowej. Bezposrednio przed dodaniem
komplekséw wymieniano pozywke znad komérek na 800 ul swiezej pozywki HyQ SFX, po czym
dodawano po 200 pl komplekséw. Komdrki inkubowano przez 5 godzin w 27°C, po czym usuwano
pozywke z kompleksami i dodawano po 2 ml swiezej pozywki HyQ SFX. Komdrki hodowano przez 5-7
dni, do momentu zaobserwowania efektu cytopatycznego. Po tym czasie zbierano P1, ktdre stuzyto
nastepnie do namnazania bakulowiruséw do wyzszego miana. Lizaty wirusowe przechowywano w

4°C, w probdéwkach zabezpieczonych przed dostepem swiatta.

7.2.2.3. Namnazanie bakulowirusow

Namnazanie bakulowirusow do wysokiego miana to proces etapowy, prowadzony w
stacjonarnych hodowlach komérek Sf9 wysianych do konfluencji ok. 80%. Bakulowirusy namnazane

byty zgodnie ze schematem:

P2 —1 ml P1 w butli T25, korncowa objetos¢ 4 ml HyQ SFX z AA
P3 —2 ml P2 w butli T175, koricowa objetos¢ 30 ml HyQ SFX z AA

Hodowle prowadzono przez 5-7 dni, do momentu catkowite] lizy zainfekowanych komoérek Sf9.
Zebrane lizaty wirusowe przechowywano w 4 °C bez dostepu Swiatta. W celu ograniczenia ryzyka
powstania mutacji, P3 byto ostatnim namnazanym pokoleniem, i stuzyto do produkgji

rekombinowanych biatek w komdrkach Sf9.

7.2.3. Miareczkowanie bakulowiruséw z wykorzystaniem komarek Sf9 ET

W celu oznaczenia miana wiruséw, lizaty bakulowirusowe miareczkowano przy pomocy komadrek
Sf9 ET (ang. easy titer). Komorki linii Sf9 ET zawierajg plazmid DNA niosgcy gen kodujacy biatko
zielonej fluorescencji (eGFP) pod kontrolg bakulowirusowego promotora polihedryny. Zainfekowana
bakulowirusem komodrka Sf9 ET S$wieci na zielono w Swietle UV, poniewaz produkty gendw
bakulowirusowych aktywujag w komodrce kompleks promotor polihedryny : eGFP. Test
przeprowadzany jest na 96-dotkowej ptytce (M96), w ktérej wykonuje sie seryjne rozciericzenia

lizatow bakulowirusowych w stosunku 1:5, w o$miu powtdrzeniach dla kazdego rozcieniczenia.
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Pierwszym krokiem jest przygotowanie rozciericzenia wstepnego 1:500, poprzez dodanie 10 pl
lizatu bakulowirusowego do 5 ml pozywki HyQ SFX. Tak przygotowane rozcieficzenie nanosi sie do
dotkédw A-H kolumny 1 ptytki M96 w ilosci 125 pl. Do dotkédw A-H kolumn 2-10 nanosi sie po 100 pl
pozywki HyQ SFX, po czym przeprowadza sie seryjne rozciefnczenia badanego lizatu wirusowego. Przy
pomocy pipety typu multichannel przenosi sie po 25 pl rozcieficzonego lizatu z dotkéw kolumny 1. do
dotkédw kolumny 2., z kolumny 2. do kolumny 3. itd., az do kolumny 9. Kontrolna kolumna 10 nie
zawiera rozcieficzen wirusa. Na tak przygotowane rozcienczenia lizatu bakulowirusowego nanosi sie
komorki Sf9 ET w ilosci 7,5x10%/dotek. Tak przygotowane ptytki umieszczano w 27 °C i prowadzono
hodowle 5-6 dni. Po tym czasie przeprowadzano obserwacje mikroskopowg komérek w swietle UV i
liczono ilo$¢ GFP-pozytywnych dotkdw (tzn. takich, w ktérych przynajmniej jedna komadrka swieci na
zielono). Uzyskane dane wprowadzano do kalkulatora infekcyjnosci (ang. infectivity calculator) w celu
wyliczenia miana bakulowiruséw (kalkulator opracowany przez dr Brett’a D. Lindenbach’a, dostepny

online; opis metody w [Hopkins i in. 2009]).

7.2.4. Produkcja biatek w komérkach owadzich

W celu produkcji rekombinowanych biatek w komérkach Sf9 zaktadano ptynne hodowle w
pozywce HyQ SFX, z dodatkiem antybiotykéw AA, w szklanych kolbach o objetosci 250 lub 500 ml.
Odpowiednig ilos¢ komdrek w stezeniu 2x10%/ml infekowano rekombinowanymi bakulowirusami
przy wspétczynniku MOI (ang. multiplicity of infection) wynoszacym 1-5. Hodowle prowadzono ok. 48

godzin w 27 °C z wytrzgsaniem.

7.3. Techniki pracy z komorkami ssaczymi i wirusem PRV

7.3.1. Hodowla komadrek ssaczych

Stacjonarne hodowle komérek ssaczych prowadzono w butlach polistyrenowych (o powierzchni
25, 75, 175 lub 225 cm?) oraz na ptytkach wielodotkowych, umozliwiajacych adhezje komérek do
podtoza. W zaleznosci od linii komdrkowe] stosowano odpowiednie pozywki z dodatkiem bydlecej
surowicy ptodowej (FBS, ang. fetal bovine serum) w stezeniu konicowym 10% oraz antybiotykow AA.
Hodowle komoérek prowadzono w temperaturze 37 °C i atmosferze zawierajgcej 5% CO,. Komoérki
hodowano do momentu osiggniecia przez nie 80-100% konfluencji (miara ilosci komdrek w kulturze
komoérkowej — stopien pokrycia naczynia hodowlanego), po czym komorki pasazowano w
rozcienczeniach od 1:4 do 1:10. W tym celu komérki ptukano dwukrotnie buforem PBS, poddawano
trypsynizacji poprzez dodanie roztworu trypsyny (aby oddzieli¢ komérki od podtoza), zawieszano w

Swiezej pozywce i wyznaczong ilos¢ komoérek przenoszono do nowej butli ze swiezg pozywka.
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7.3.2. Namnazanie i miareczkowanie wirusa PRV

Wirus PRV namnazano i miareczkowano w komérkach ST. Do propagacji wirusa wykorzystywano
w petni konfluentne hodowle komérkowe. Przed infekcjg ptukano komérki buforem PBS, po czym
dodawano okreslong ilos¢ wirusa (dla MOI 1), zawieszong w potowie koricowej objetosci pozywki bez
FBS. Po godzinnej inkubacji dodawano drugg porcje pozywki z FBS. Infekcje prowadzono do
obserwacji lizy komérek (peten efekt cytopatyczny), po czym oddzielano lizaty wirusowe od komérek
poprzez wirowanie 4000 rpm przez 5 min. Lizaty porcjowano i mrozono w -80 °C.

Miano wiruséw wyznaczano poprzez infekowanie jednowarstwowych hodowli komdrkowych
seryjnymi, dziesietnymi rozciedczeniami badanego lizatu do momentu obserwacji efektu
cytopatycznego w postaci tzw. tysinek (ang. plaque assay). Na komadrki w petnej konfluencji, wysiane
do dotkéw ptytki M6, nanoszono po 0,7 ml rozciericzers lizatéw (od 10* do 10%), inkubowano
godzine, po czym usuwano rozcienczone lizaty, komorki ptukano buforem PBS i przykrywano
pozywka zawierajgcg 1% metyloceluloze. Po 3-4 dniach liczono tysinki wirusowe pod mikroskopem
swietlnym. Miano wirusa wyliczano wg wzoru:

PFU/mI = liczba tysinek x rozcieficzenie™ x 0,7 [ml] lizatu™.

7.3.3. Izolacja DNA wirusowego z supernatantu

Komérki linii ST wysiewano do trzech butli o powierzchni 175 cm?. Nastepnego dnia w petni
konfluentne komérki infekowano wirusem PRV przy wspétczynniku MOI réwnym 1 i prowadzono
hodowle 24-48 godzin. Pozywke zawierajgcg wirusa zbierano i usuwano pozostatosci komdrkowe
poprzez wirowanie 4000 rpm przez 5 min. Zebrany supernatant ultrawirowano w rotorze Beckman
SW28 w 8 °C przy 28000 rmp przez 2 godziny. Osad sktadajacy sie z wiriondw zawieszano w 0,6 ml
buforu TE i oczyszczano przy uzyciu zestawu Virus Mini AX Transfect, stuzgcego do izolacji

wirusowego DNA, zgodnie z protokotem dotgczonym przez producenta.

7.3.4. Konstrukcja linii komérkowych stabilnie eksprymujacych miRNA PRV

Retrowirusowy system transferu i ekspresji gendw (RES, ang. retroviral expression system) jest
powszechnie stosowanym narzedziem stuzgcym do konstruowania linii komdérkowych stabilnie
eksprymujacych geny heterologiczne. Technologia ta jest oparta na kotransfekcji komoérek
pakujacych, zawierajgcych sekwencje kodujace retrowirusowe biatko rdzenia (Gag) i odwrotng
transkryptaze, integraze i proteaze (Pol), za pomocg wektora retrowirusowego zawierajgcego geny
heterologiczne i sygnat pakujgcy W oraz plazmidu kodujgcego glikoproteiny powierzchniowe

wybranego wirusa (w zaleznosci od tego, jaki tropizm ma posiadaé retrowirus, tzw.
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pseudotypowanie). Po kotransfekcji komorki pakujgce produkujg rekombinanty retrowirusowe, ktére

po zebraniu wykorzystywane sg do transdukcji komorek docelowych.

7.3.4.1. Otrzymywanie rekombinowanych retrowirusow

Komorki linii GP2-293 w ilodci 2,2x10° wysiewano do polistyrenowej ptytki o $rednicy 10 cm, w
10 ml pozywki IMDM. Nastepnego dnia wprowadzano do komdrek metodg transfekcji fosforanem
wapnia (zestaw CalPhos, zgodnie z protokotem producenta) wektor retrowirusowy pLZRS-IRES-GFP
zawierajgcy sekwencje gendéw heterologicznych oraz plazmid pCMV-VSV-G kodujacy glikoproteine G
wirusa ospy wietrznej i potpasca (VSV). Mieszanine transfekcyjng przygotowano w nastepujgcy
sposéb: mieszano 10 ug pLZRS-IRES-GFP, 5 pg pCMV-VSV-G i 62 pl 2 M CaCl,, uzupetniano H,0 do
500 ul i powoli kroplami dodawano do 500 pl bufor 2x HBS. Po 15-minutowej inkubacji w
temperaturze pokojowe]j nakrapiano mieszanine na komarki i mieszano. Kolejnego dnia wymieniano
pozywke na 9 ml swiezej IMDM. 48 godzin pdzniej zbierano supernatant znad komédrek, nastepnie
wirowano go 2500 rpm przez 8 min, przepuszczano przez filtr o srednicy 0,45 um i koncentrowano
retrowirusy przy uzyciu odczynnika Retro-Concentin. Do ok. 9 ml zebranego supernatantu dodawano
2 ml odczynnika, mieszano i inkubowano przez noc w 4 °C. Nastepnie wirowano 2000xg przez 30 min
w 4 °C, usuwano supernatant a osad zawierajgcy retrowirusy zawieszano w 3 ml pozywki do hodowli
komoérek docelowych. Zawiesimy retrowiruséw uzywano na swiezo lub porcjowano po 1 ml i

mrozono w -80 °C.

7.3.4.2. Transdukcja komorek docelowych

Komérki docelowe w ilosci 2x10° mieszano w zakrecanej probdwce 15 ml z 1 ml zawiesiny
retrowiruséw do koricowej objetosci 2 ml, dodawano 40 pl polibrenu 0,5 mg/ml (zwieksza adsorpcje
wirusa do btony komorkowej) i wsiewano do dotka ptytki M6. Nastepnego dnia zmieniano pozywke
na swiezg. Gdy transdukowane komérki osiggaty w dotku petng konfluencje byty przenoszone do butli

T75 i stanowity pokolenie 1.

7.3.4.3. Sortowanie komoérek

Wektor retrowirusowy pLZRS-IRES-GFP zawiera sekwencje kodujgca biatko zielonej fluorescencji
(GFP, ang. green fluorescent protein), dzieki ktéremu komaérki ktdre je produkujg $wiecg na zielono w
Swietle UV. Wiasciwos¢ ta jest wykorzystywana do pozytywnej selekcji transdukowanych
rekombinowanymi retrowirusami komodrek za posrednictwem cytometrii przeptywowej. Po
namnozeniu transdukowanych komdrek do pokolenia 2., zebraniu ich poprzez trypsynizacje i

zawieszeniu w buforze PBS w stezeniu 10’ kom./3 ml, komérki przenoszono do zakrecanych
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szklanych probowek i poddawano sortowaniu na obecnos¢ GFP przy pomocy cytometru FACSCalibur

do otrzymania stabilnej linii komdrkowej, przynajmniej w 98% GFP-pozytywne;j.

7.3.5. Infekcja wirusowa

Dzien przed infekcja komorki linii ST wysiewano na ptytki wielodotkowe (M6, M12 lub M24) w
ilosci zapewniajacej 60-80% konfluencji w dniu infekcji. Pozywke znad komdrek usuwano i
zastepowano $wiezg pozywka zawierajgcg okreslong ilos¢ wirusa PRV (MOl od 0,2 do 1).
Zainfekowane komérki hodowano od 3 do 24 godzin. W przypadku infekcji komoérek prowadzonych
od 12 do 24 godzin, po dwdéch godzinach od rozpoczecia infekcji pozywka znad komérek byta
usuwana i zastepowana Swiezg pozywkag bez wirusa. Krétsze infekcje komorek prowadzono bez
zmiany pozywki. Po uptywie wyznaczonego czasu infekcji pozywke usuwano, a komdrki zbierano do

dalszych analiz.

7.3.6. Pomiar wielkosci tysinek PRV

Jednowarstwowe, subkonfluentne hodowle komérek linii ST hodowano w dotkach ptytki M6, po
czym infekowano je za pomocg 100 pfu (jednostek formujgcych tysinki) wirusa PRV. Komérki
inkubowano z wirusem przez 2 godziny, po czym lizaty zbierano i przykrywano komodrki 1%
roztworem metylocelulozy. Po 48-godzinnej inkubacji tysinki wirusowe wizualizowano
przeprowadzajgc barwienie biatek in situ (inaczej IPMA, ang. immunoperoxidase monolayer assay).
Najpierw ptukano komérki buforem PBS, po czym suszono je pod komorg z przeptywem powietrza i
mrozono w -20 °C przez minimum 1 godzine. Nastepnie utrwalano komoérki zimnym 4% roztworem
paraformaldehydu w PBS przez 20 min, ptukano dwukrotnie buforem PBS z 0,5% Tween 20, po czym
dodawano roztwdr przeciwciat pierwszorzedowych anty-gE (w rozciericzeniu 1:100) w buforze A z 5%
FBS i inkubowano przez 1 godzine. Niezwigzane przeciwciata usuwano poprzez trzykrotne ptukanie
buforem PBS z 0,5% Tween 20, po czym dodawano roztwoér przeciwciat drugorzedowych z HRP (w
rozciericzeniu 1:2000) w buforze B z 5% FBS. Po godzinnej inkubacji ptukano komérki jw., a nastepnie
dodawano odczynnik NovaRED. tysinki oglgdano pod mikroskopem przy powiekszeniu 200x, a ich

powierzchnie wyliczano za pomocg oprogramowania LUCIA Image (Laboratory Imaging).

7.3.7. Krzywa wzrostu wirusa

Komorki linii ST wysiewano na ptytki M12, nastepnego dnia infekowano je PRV przy
wspotczynniku MOI rownym 1. Po dwugodzinnej inkubacji lizaty zbierano, komérki ptukano buforem
PBS i inkubowano 2 min z buforem cytrynianowym (do inaktywacji wiriondw ktdre nie weszty do

komorki). Nastepnie ptukano komoérki trzykrotnie buforem PBS w celu usuniecia wirionéw z ich
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powierzchni i dodawano 1 ml $wiezej pozywki. Miana wirusa zewnatrzkomérkowego wyznaczano
poprzez zbieranie w odpowiednich czasach po infekcji pozywki znad komérek i miareczkowanie
lizatow. W celu ustalenia miana wirusa wewngatrzkomdrkowego usuwano pozywke znad komorek i
dodawano 1 ml pozywki, ptytki dwukrotnie zamrazano w -70 °C i rozmrazano, po czym pozywke

zbierano, pozostatosci komdrkowe odwirowywano i przeprowadzano miareczkowanie.

7.3.8. Przygotowanie frakcji cytoplazmatycznych zawierajacych sDicer

Komérki $swinskiej linii ST lizowano w celu wydzielenia frakcji cytoplazmatycznej zawierajacej
Swinskg Dicer. Komodrki hodowano w butlach T175 do momentu uzyskania przez nie petnej
konfluencji, po czym zbierano je poprzez trypsynizacje. Do osadéw komérkowych dodawano po 500
pl buforu Prot S-100 z inhibitorami proteaz i inkubowano na lodzie przez 30 min. Po tym czasie lizaty
przepuszczano 10 razy przez strzykawke tuberkulinowg 1 ml z igtg 0,4x13 mm, a nastepnie wirowano
je 13000 rpm przez 5 min w 4 °C. Supernatanty przenoszono do nowych probéwek 1,5 ml i mrozono

w -20 °C.

7.3.9. Transfekcja

Komorki linii ST i ST _LLT[1-3] wysiewano do dotkéw ptytek M12 i nastepnego dnia
przeprowadzono transfekcje za pomocy wybranych oligomeréw (oligonukleotydow 2'-O-
metylowanych, Morpholino lub mirVana) i odczynnika RNAIMAX, postepujac zgodnie z zaleceniami
producentéw (chyba Ze zaznaczono inaczej). Komadrki zbierano w czasie od 3 do 24 godzin po
transfekcji (hpt) do dalszych analiz, albo inkubowano je do 24 hpt, a nastepnie infekowano PRV i

zbierano w okreslonym czasie po infekgji.

7.3.10. Test zywotnosci komoarek

W celu oceny zywotnosci komdrek wykonywano kolorymetryczny test MTS oceniajacy aktywnosc
dehydrogenaz mitochondrialnych. Analizy prowadzono wykorzystujgc zestaw CellTiter 96 AQueous
Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, zgodnie z protokotem producenta. Pomiar absorbancji

wykonywano za pomocg czytnika ptytek Infinite M200 (Tecan), przy dtugosci fali wynoszacej 490 nm.

7.4. Techniki pracy z biatkami

7.4.1. Przygotowania lizatow komadrkowych

Zainfekowane rekombinantami bakulowirusowymi komérki Sf9 lizowano przez ok. 30 min w

lodzie, przy uzyciu buforu Nil00 z dodatkiem inhibitoréw proteaz. Po tym czasie probki
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odwirowywano (13000 rpm przez 15 min) w 4 °C. Supernatanty przenoszono do swiezych probdwek
Eppendorf 1,5 ml i przechowywano w -80 °C do czasu dalszej pracy. Komorki ssacze lizowano przy
pomocy odczynnika CellLytic M z dodatkiem inhibitoréw proteaz. Lize prowadzono przez 30 min w
lodzie, po czym lizaty odwirowywano 13000 rpm w 4 °C przez 15 min, supernatanty zbierano do

nowych probdéwek i przechowywano w -80 °C do dalszych analiz.

7.4.2. Elektroforeza poliakrylamidowa biatek w obecnosci SDS (SDS-PAGE)

Lizaty komérkowe mieszano z buforem obcigzajgco-redukujgcym w stosunku 3:1 i denaturowano
w temperaturze 95 °C przez 5 min (komodrki ssacze), lub w 65 °C przez 20 min (komodrki Sf9),
nastepnie prébki wirowano i nanoszono na zel. Z poszczegdlnych frakcji oczyszczania hDicer
pobierano 50 ul prébki, obcigzano je ww. buforem i inkubowano w 65 °C przez 20 min. Rozdziat
biatek prowadzono w aparatach ptytowych o wymiarach 100x80 mm, uzywajac wtasnorecznie
przygotowanych zeli poliakrylamidowych o stezeniach 8% (zel rozdzielajacy) i 5% (zel zageszczajacy).
Wykorzystywano takze komercyjnie dostepne zele gradientowe. Rozdziat prowadzono w buforze

elektrodowym SDS-PAGE przy statym napieciu pradu.

7.4.3. Barwienie zeli poliakrylamidowych roztworem Coomassie

W celu wybarwienia rozdzielonych w zelach PAA biatek, po zakonczonej elektroforezie zele
umieszczano w roztworze Coomassie Briliant Blue R-250 i inkubowano z bujaniem przez 2 godziny. Po

tym czasie zel wytrzgsano w roztworze odbarwiacza przez noc.

7.4.4. Elektrotransfer biatek z zelu na btone PVDF

Transfer biatek z zeli PAA na btone PVDF przeprowadzano stosujgc metode elektrotransferu
mokrego. Zel przenoszono na zaktywowana metanolem bfone PVDF, nastepnie zel i bfone
przykrywano z dwdch stron trzema arkuszami bibuty filtracyjnej Whatmann 3MM, po czym catosc¢
umieszczano w aparacie do elektrotransferu mokrego wypetnionego buforem Tris-glicyna.

Elektrotransfer prowadzono przez noc przy statym napieciu prgdu, wynoszgcym 20 V.

7.4.5. Western blotting

Po przeprowadzonym elektrotransferze btone inkubowano w 5% roztworze mleka
odttuszczonego lub 3% roztworze BSA w TBS-T przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Nastepnie
btone umieszczono w roztworze specyficznych dla wykrywanego biatka przeciwciat

pierwszorzedowych w buforze TBS-T z 5% mlekiem odttuszczonym lub 3% BSA. Po tym czasie
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trzykrotnie ptukano btone w roztworze TBS-T w celu odptukania niezwigzanych przeciwciat. Kolejnym
krokiem byta inkubacja btony w roztworze przeciwciat drugorzedowych sprzezonych z peroksydaza
chrzanowg w rozcieiczeniu 1:3000 w TBS-T przez 45 min. W celu usuniecia niezwigzanych
koniugatéw, ptukano btone 5 razy w roztworze TBS-T, po czym prowadzono detekcje
immunoreaktywnych kompleksdw z wykorzystaniem substratow ECL wedtug protokotow

producentéw.

7.4.6. Test IPMA na komadrkach owadzich

Test immunodetekcji biatek in situ metodg IPMA prowadzono w celu detekcji biatka hDicer,
produkowanego w jednowarstwowych hodowlach komoérek Sf9. Po infekcji rekombinowanymi
bakulowirusami i odpowiednim czasie inkubacji, pozywke znad zainfekowanych komérek owadzich
usuwano, a komorki ptukano buforem PBS. Nastepnie komérki utrwalano zimnym 70% metanolem
przez 10 min, po tym czasie metanol usuwano a komérki suszono. Po utrwaleniu komadrki ptukano
przez 5 min buforem PBS z 1% Tween 20 (PBS-T), a nastepnie inkubowane przez 1 godzine w
temperaturze pokojowej z odpowiednimi przeciwciatami pierwszorzedowymi rozcieficzonymi 1:1000
w buforze PBS-T. Niezwigzane przeciwciata odptukiwano trzy razy buforem PBS-T. Nastepnie
prowadzono jednogodzinng inkubacje z koniugatem drugorzedowych przeciwciat sprzezonych z HRP,
rozcienczonych w buforze PBS-T 1:1000. Po inkubacji komérki ptukano jak poprzednio i dodawano
roztwér substratu NovaRED, po czym obserwowano wybarwione komodrki pod mikroskopem w

Swietle przechodzgcym.

7.4.7. Barwienie immunofluorescencyjne

Komoérki ssacze przeznaczone do barwienia immunofluorescencyjnego byly wysiewane dzien
przed infekcjg wirusowa do dotkdéw ptytek M12 z umieszczonymi jatowymi szkietkami nakrywkowymi
na dnie dotkéw. Po wyznaczonym czasie od infekcji, komérki ptukano buforem PBS, po czym
utrwalano przez 20 minut zimnym 4% paraformaldehydem, a nastepnie permeabilizowano przez 7
min roztworem 0,2% Triton X-100. Komdrki inkubowano przez 1 godzine z roztworem przeciwciat
pierwszorzedowych anty-gE (rozciericzonych 1:500 w PBS) w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
niezwigzane przeciwciata usuwano poprzez trzykrotne ptukanie buforem PBS, po czym do komadrek
dodawano roztwér przeciwciat drugorzedowych sprzezonych z fluorochromem (Alexa Fluor 546), w
rozcienczeniu 1:2000. Po odptukaniu niezwigzanych przeciwciat zamykano preparaty za pomocga
ProLong Diamond Antifade Mountant DAPI. Analize prowadzono we fluorescencyjnym mikroskopie

konfokalnym Leica TCS SP8X.
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7.4.8. Cytometria przeptywowa

Komorki ssacze przeznaczone do badania cytometrycznego wysiewano dzien przed infekcjg PRV
do dotkéw ptytek M12. Po wyznaczonym czasie od infekcji, komérki ptukano buforem PBS,
poddawano trypsynizacji, zawieszano w buforze PBA i przenoszono do 96-dotkowych V-ksztattnych
ptytek FACS. Nastepnie do zawiesiny komdrek dodawano roztwdr przeciwciat pierwszorzedowych
anty-gE, rozcieiczonych w buforze PBA 1:100, i inkubowano przez godzine. Po tym czasie
przeciwciata usuwano poprzez wirowanie ptytki z komérkami (1400 rpm, 3 min) i dwukrotne ptukanie
buforem PBA. Nastepnie dodawano do komdrek roztwér przeciwciat drugorzedowych sprzezonych z
fluorochromem (Alexa Fluor 633) w rozcieiczeniu 1:2000 i prowadzono inkubacje przez 45 min bez
dostepu sSwiatta. Po zakonczonej inkubacji komérki ptukano jak wyzej, zawieszano w 300-400 pl
buforu PBA i przenoszono do probdowek FASC. Analize cytometryczng wybarwionych komérek

prowadzono przy uzyciu cytometru Guava easyCyte oraz dedykowanego mu oprogramowania InCyte.

7.4.9. Chromatografia powinowactwa IMAC

Do oczyszczania biatek zawierajacych  znacznik  Hise-tag metodg chromatografii
powinowactwowej uzywano agarozy Ni-NTA wigzacej reszty histydynowe. Przed oczyszczaniem ztoze
rownowazono w buforze lizujgco-ptuczagcym Ni100. Tak przygotowane ztoze inkubowano z lizatami
komoérek owadzich, uprzednio infekowanymi rekombinantami bakulowirusowymi. Proporcja ztoza do
catosci mieszaniny wynosita 1:5. Inkubacje prowadzono przez noc na rotatorze w chtodni.
Nastepnego dnia formowano ztoze poprzez przeniesienie mieszaniny do kolumny
chromatograficznej. W celu usuniecia biatek zwigzanych niespecyficznie przeprowadzano sukcesywne
ptukanie ztoza. Pierwszym buforem ptuczacym byt bufor Nil00 dodany w 10 objetosciach ztoza,
kolejnym — bufor Ni100 z dodatkiem 10 mM imidazolu (réwniez 10 objetosci ztoza). W celu elucji
biatek specyficznie zwigzanych ze ztozem, na ztoze nanoszono bufor elucyjny (Ni100 z dodatkiem 250
mM imidazolu) w ilosci 3,33 objetosci ztoza, po czym zbierano frakcje elucyjne. Po kazdym uzyciu
ztoze ptukano piecioma objetosciami buforu Ni100 z 1 M imidazolem (w celu usuniecia pozostatych w
nim biatek), 10 objetosciami wody i trzema objetosciami 20% etanolu, w ktérym zioze

przechowywano.

7.4.10. Chromatografia jonowymienna IEC

Do oczyszczania biatek metoda chromatografii jonowymiennej IEC (ang. ion exchange
chromatography) uzywano gotowe kolumny HiTrap Q HP wypetnione wymieniaczem anionowym,

ktorych uzycie wymaga podtgczenia do pompy perystaltycznej, umozliwiajgcej stabilny i powtarzalny
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przeptyw (uzywano pompa Pharmacia Biotech P-1). Oczyszczanie miato miejsce w chtodni. Przed
uzyciem rownowazono kolumne w buforze Q100. Do tak przygotowanej kolumny wttaczano
mieszanine 1:1 eluatu po oczyszczaniu na kolumnie Ni-NTA i buforu Q100. Nastepnie ptukano
kolumne, najpierw buforem Q100 (pie¢ objetosci kolumny), pdzniej buforem Q200 (pie¢ objetosci
kolumny). Zwigzane do kolumny biatka eluowano przy pomocy buforu Q450 (pie¢ objetosci kolumny)
i zbierano we frakcjach elucyjnych po 0,5 ml. Po kazdym uzyciu kolumny ptukano piecioma
objetosciami buforu Q1000 (w celu usuniecia pozostatych w nim biatek), piecioma objetosciami wody

i trzema objetosciami 20% etanolu, w ktorym kolumny byty przechowywane.

7.4.11. Zageszczanie preparatow biatkowych

Wyznaczone do dalszej pracy frakcje biatek po oczyszczaniu chromatograficznym taczono i
nanoszono na filtry Amicon Ultra 100 kDa w celu zmniejszenia koncowe] objetosci preparatu,
zwiekszenia stezenia biatka oraz wymiany buforu na bufor docelowy, w ktérym mozna byto mrozi¢
preparat. Procedura obejmowata trzykrotng wymiane buforu z wirowaniem, zgodnie z protokotem

dotgczonym przez producenta. Zageszczone preparaty hDicer przechowywano w -80 °C.

7.5. Techniki pracy z RNA

Doswiadczenia z RNA byty prowadzone w warunkach pozbawionych kontaminacji enzymami

degradujacymi RNA, takimi jak RNazy A.

7.5.1. 1zolacja frakcji catkowitego RNA

Komorki lizowano w dotkach za pomoca odczynnika TRI Reagent (1 ml odczynnika na dotek ptytki
M12) a lizaty przenoszono do 1,5 ml probéwek Eppendorf i mrozono w -80 °C. Po rozmrozeniu i
inkubacji 5 min w temperaturze pokojowej do lizatéw dodawano chloroform (0,2 ml na 1 ml TRI
Reagent) i wstrzagsano w rece przez 15 sec w celu rozdziatu faz, po czym inkubowano 3 min w
temperaturze pokojowej i wirowano 12000xg przez 15 min w 4 °C. Tak przygotowana mieszanina
rozdziela sie na trzy fazy - w gornej, wodnej znajduje sie RNA, ktory ostroznie przenoszono do
nowych probdéwek 1,5 ml. W celu precypitacji RNA, do probéwek dodawano izopropanol (0,8 ml na 1
ml TRl Reagent) i inkubowano 20 min w -20 °C, po czym probdéwki wirowano 13000 rpm przez 20 min
w 4 °C. Supernatant usuwano, a znajdujacy sie na dnie osad RNA ptukano 85% EtOH (1 ml EtOH na 1
ml TRI Reagent), worteksowano i wirowano 13000 rpm przez 5 min w 4 °C, po czym ptukanie
powtarzano. Osad RNA suszono na powietrzu przez 10 min, po czym RNA inkubowano przez 5 min w

37 °Cw 10-30 ul wody wolnej od RNaz. Rozpuszczony RNA przechowywano w -80 °C.
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7.5.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji

W reakcji odwrotnej transkrypcji (RT, ang. reverse transcription), przeprowadzanej w celu
przygotowania matryc cDNA do ilosciowej reakcji PCR, wykorzystywano frakcje catkowitego RNA. W
zaleznosci od rodzaju analizowanego RNA uzywano roznych odczynnikédw. W celu przepisania miRNA
na cDNA wykorzystywano zestaw Mir-X miRNA First-Strand Synthesis Kit, zawierajgcy odwrotng
transkryptaze oraz polimeraze poli(A). W pierwszej kolejnosci do czgsteczek RNA od strony 3’
dodawany jest ogon poliadenylowany, po czym przytacza sie do niego starter oligo(dT) i zachodzi
reakcja odwrotnej transkrypcji. Do reakcji uzywano ok. 0,5 pg RNA i postepowano zgodnie z
zaleceniami producenta. Do przepisania mRNA na cDNA wykorzystywano odwrotng transkryptaze
SuperScript IV. Reakcje prowadzono zgodnie z protokotem producenta z wykorzystaniem ok. 1 ug

RNA.

7.5.3. llosciowa reakcja PCR

Do przeprowadzenia ilosciowej reakcji PCR (gPCR, ang. quantitative PCR) wykorzystywano
zestawy odczynnikéw zawierajgce barwnik SYBR Green. Reakcje prowadzono w termocyklerze
LightCycler 2.0 lub LightCycler 480. Do wyznaczania poziomu zaréwno miRNA, jak i mRNA,
wykorzystywano po 50 ng przygotowanych matryc cDNA. Do analizy ilosci dojrzatych miRNA uzywano
starteréw poczatkowych (F) o sekwencjach analizowanych miRNA i uniwersalnego startera
koncowego (R) mRQ (z zestawu Mir-X miRNA First-Strand Synthesis Kit, komplementarnego do
adaptera poli(T)). Do amplifikacji uzywano zestawu do gqPCR SYBR Premix Ex Taqg Il. Reakcje
przeprowadzano w nastepujacych warunkach: 1x (95 °C, 30's) i (95 °C, 5's; 62 °C, 20 s) przez 45 cykli.
Normalizacje ilosci catkowitego RNA prowadzono w odniesieniu do poziomu genu U6 (startery
réwniez pochodzity z zestawu Mir-X miRNA First-Strand Synthesis Kit). W celu analizy poziomu mRNA
uzywano zestawu SG/ROX qPCR Master Mix oraz startery specyficzne przeciwko wybranym genom.
Warunki reakcji: 1x (95 °C, 5 min) i (94 °C, 15 s; 58 °C, 30 s; 72 °C, 30 s) przez 45 cykli. Wewnetrzng
kontrole normalizujagcg ilo$¢ catkowitego RNA w kazdej prébce stanowit gen rybosomalnej
podjednostki 28S. Wzgledne poziomy miRNA i mRNA wyliczano metodg AACt. Sekwencje uzytych

starteréw przedstawiono w Tabeli 2.

7.5.4. Znakowanie radioizotopowe prekursorow miRNA PRV

Syntetyczne pre-miRNA znakowano radioizotopowo przez fosforylacje koAcdw przy uzyciu
radioaktywnego nuklidu [y-32P]ATP. Prekursor pre-prv-LLT2-5p znakowano na korcu 5, a prekursory

pre-prv-LLT1-3p i pre-prv-LLT3-3p na koricach 3’.
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7.5.4.1. Znakowanie konca 5’

Do 6 pul wody wolnej od RNaz dodano 1 pl pre-miRNA o stezeniu 10 pmol/ul i denaturowano
czasteczki przez 3 min w 90 °C, po czym inkubowano je w lodzie przez 2 min. Nastepnie do RNA
dodano po 1 pl: buforu A do kinazy T4 (10x stezonego), kinazy polinukleotydowej T4 (10U/ul) i
nuklidu [y-3’P]ATP. Mieszanine inkubowano w 37 °C przez 15 min, po czym dodano 20 pl wody.

Catos¢ denaturowano w 90 °C przez 2 min, po czym inkubowano 2 min w lodzie.

7.5.4.2. Znakowanie konca 3’

Znakowanie konca 3’ przeprowadzano dwuetapowo. Pierwszy etap obejmowat znakowanie
difosforanu cytydyny (Cp). Mieszanina reakcyjna zawierata 2 pl Cp o stezeniu 100 pmol/ul, 3 ul [y-
32p)ATP, 10 pl buforu A (10x stezonego), 1,5 pl kinazy T4 (10U/ul) i 4,3 pl wody. Catosé inkubowano w
37 °C przez 30 min, nastepnie denaturowano w 95 °C przez 5 min. Otrzymana czasteczka [5’->2P]pCp
postuzyta do znakowania pre-miRNA w drugim etapie. Przygotowano mieszanine reakcyjng
sktadajgcy sie z 12 pl [5’-32P]pCp, 1 ul RNA (o stezeniu 100 pmol/ul), 2 ul buforu do ligacji, 1 ul ATP (o
stezeniu 100 mM), 1 pl ligazy T4 (5 U/ul ) i 3 pl wody. Mieszanine inkubowano przez noc w 4 °C.

7.5.5. Oczyszczanie RNA wyznakowanego radioizotopowo

Po przeprowadzonym znakowaniu pre-miRNA oczyszczano na kolumienkach NucAway zgodnie z
protokotem dostarczonym przez producenta. Stezenie materiatu znakowanego radioizotopowo
doprowadzono do 10000 cpm/ul (ok. 1 uM). Homogenno$é¢ otrzymanych prekursoréw po
oczyszczaniu na kolumienkach sprawdzano poprzez rozdziat elektroforetyczny w zelach

poliakrylamidowych w warunkach denaturujgcych.

7.5.6. Elektroforeza RNA w zelach PAA w warunkach denaturujacych

Rozdziat elektroforetyczny RNA w warunkach denaturujacych prowadzono w zelach
poliakrylamidowych zawierajagcych 7 M mocznik. Do celéw analitycznych stosowano 15% zele o
wymiarach 39x33 c¢cm. Analizowany materiat przed natozeniem na Zzel denaturowano. W tym celu
mieszano go z réwng objetoscig buforu obcigzajgcego LB | i inkubowano przez 3 min w 90°C, po czym
umieszczano w lodzie na 5 min. Rozdziat prowadzono w buforze TBE. Przed natozeniem prébek, zel
poddawano pre-elektroforezie w warunkach: 1500 V, 50 W, 10 mA przez 15 min. Rozdziat
prowadzono w nastepujgcych warunkach: 1500 V, 50 W, 40 mA przez 2 h. Rozdzielone w zelu,
znakowane radioizotopowo oligorybonukleotydy wizualizowano za pomocg skanera FLA-5100
Fluorescent Image Analyzer. Do analizy uzyskanych danych wykorzystywano oprogramowanie Multi

Gauge 3.0 (Fujifilm).
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7.5.7. Badanie oddziatywan RNA — RNA

Do badan odziatywan pomiedzy syntetycznymi prekursorami miRNA PRV a oligomerami o
potencjale inhibitorowym wykorzystywano metode spowolnienia migracji RNA w zelach
poliakrylamidowych w warunkach natywnych (EMSA, ang. electrophoretic mobility shift assay).
Wyznakowany radioizotopowo prekursor inkubowano ze 100-krotnym molowym nadmiarem
analizowanego oligomeru w buforze EMSA. Mieszaniny reakcyjne zawieraty: 1 ul pre-miRNA (o
stezeniu 10000 cpm/pl, 1 uM), 1 ul oligomeru (100 uM), 2 ul buforu EMSA (5x stezonego) i wode do
10 pl. Catos¢ inkubowano w 37 °C przez 15 min. Mieszaniny reakcyjne rozdzielano metodg

elektroforezy w 12% niedenaturujgcych zelach poliakrylamidowych.

7.5.8. Elektroforeza RNA w zelach PAA w warunkach natywnych

Rozdziat elektroforetyczny komplekséw znakowanych prekursoréw z oligomerami w warunkach
natywnych prowadzono w 12% zelach PAA o wymiarach 19x18,5 cm. Analizowane prébki RNA przed
natozeniem na zel mieszano z réwng objetoscig buforu obcigzajgcego LB Il. Rozdziat prowadzono w
buforze TBE z dodatkiem 5% glicerolu. Przed natozeniem prébek, zel poddawano pre-elektroforezie
pod napieciem 120 V. Rozdziat prowadzono w nastepujgcych warunkach: 180 V, 30 mA, 25 W przez
noc w 4 °C. Rozdzielone w zelu, znakowane radioizotopowo kwasy nukleinowe wizualizowano za
pomocg skanera FLA-5100 Fluorescent Image Analyzer. Do analizy uzyskanych danych

wykorzystywano oprogramowanie Multi Gauge 3.0.

7.5.9. Ciecie RNA przez Dicer

Reakcje hydrolizy znakowanego radioizotopowo substratu RNA prowadzono w obecnosci jonéw
Mg?*. Sktad mieszanin, nastawione kontrole i czas prowadzenia reakcji réznity sie w zaleznosci od
preparatu i celu prowadzenia analizy (szczegdty w rozdziatach Wyniki 4.1 i Wyniki 4.3). Testowano
preparaty hDicerN i hDicerC oczyszczane jednoetapowo (1-5 pl), preparat hDicerN oczyszczany
dwuetapowo (80-400 nM) oraz lizaty komérek ST zawierajace sDicer (4 ul). Podstawowy sktad
mieszanin reakcyjnych zawierajgcych hDicer: 1 ul pre-hsa-miR-21 (10000 cpm/ul, 1 uM), 2 ul buforu
do ciecia RNA (5x stezonego), preparat hDicer (w zadanej ilosci) i H,O do 10 pl. Podstawowy sktad
mieszanin reakcyjnych zawierajgcych sDicer: 1 pl pre-miRNA PRV (10000 cpm/ul, 1 uM), 1 pl MgCl,
(50 mM), 0,25 pl inhibitoréw RNaz A (40 U/ul), 4 ul lizatdw komérek ST i H,O do 10 pl. Dla kazdego
doswiadczenia nastawiano reakcje kontrolne prowadzone w obecnosci 50 mM EDTA lub bez dodatku
Dicer. Reakcje ciecia zatrzymywano poprzez dodanie 1 objetosci buforu obcigzajgcego LB | i inkubacje
w 90 °C przez 3 min. Produkty reakcji rozdzielano metoda elektroforezy w 15% zelach

poliakrylamidowych w warunkach denaturujgcych.
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7.5.10. Ocena potencjatu inhibitorowego oligomerow

Potencjat inhibitorowy oligomeréw 2'0OMe i Morpholino analizowano przeprowadzajac
standardowe reakcje hydrolizy pre-miRNA przez Dicer. llo$¢ dodawanego substratu RNA byfa stata
(10000 cpm), podobnie jak objetos¢ lizatow komorkowych zawierajgcych sDicer (4 pl). Zmieniato sie
natomiast stezenie testowanego oligomeru tak, aby stosunek molowy pre-miRNA : oligomer wynosit
odpowiednio: 1:1, 1:10 i 1:100. W pierwszym etapie przeprowadzano pre-inkubacje substratu RNA i
oligomeru przez 15 min na lodzie. Reakcje inicjowano przez dodanie lizatdw i przeniesienie préb do
37 °C. Reakcje kontrolne prowadzono bez dodatku Dicer i testowanego oligomeru (K-) lub jedynie bez
dodatku oligomeru (K+). Sktad mieszanin reakcyjnych: 1 pl pre-miRNA PRV (10000 cpm/ul, 1 uM), 1
ul oligomeru (1 uM/ 10 uM/ 100 uM), 1 ul MgCl; (50 mM), 0,25 pl inhibitoréw RNaz A (40 U/ul), 4 pl
lizatow komoérek ST i H,0O do 10 pl. Wszystkie préby inkubowano w 37 °C przez 1 godzine. Po tym
czasie reakcje zatrzymywano przez dodanie 1 objetosci buforu LB | i denaturacje termiczng (3 min, 90
°C). Produkty reakcji rozdzielano metodg elektroforezy w 15% denaturujgcych zelach
poliakrylamidowych i analizowano je przy uzyciu skanera FLA-5100. Za pomocg oprogramowania
Multi Gauge 3.0 okreslano ilo$¢ powstajgcego miRNA dla kazdej z préb, a wartosci otrzymane dla
reakcji z testowanymi oligomerami normalizowano wzgledem K+ (poziom miRNA uwalnianego przez
sDicer pod nieobecnos¢ inhibitora przyjmowano za 100%). Stupki btedéw na wykresach zaleznosci
poziomu generowanego mMIiRNA od stosunku pre-miRNA : oligomer odpowiadajg wartosciom

odchylenia standardowego wyznaczonego na podstawie trzech powtdrzen eksperymentu.

7.5.11. Analiza statystyczna

Zebrane dane analizowano i wizualizowano postugujac sie programem GraphPad Prism
(GraphPad Software). Dla kazdego doswiadczenia w opisie pod rycing podano rodzaj uzytego testu

statystycznego.
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8. Materiaty

8.1. Szczepy bakteryjne

Escherichia coli TOP10
mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), F80AlacZDM15, AlacX74, deoR, recAl, araD139,
A(ara,leu)7697, galU, galK, I, rpsL, endA1, nupG (Invitrogen).

Escherichia coli DH10Bac
F, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), F80AlacZDM15, AlacX74, endAl, deoR, recAl,
A(ara,leu)7697, ara A139, galU, galK, rpsL, nupG, Kan®, Tet®, LacZa®. Element systemu
Bac-to-Bac (Invitrogen).

8.2. Odczynniki do hodowli bakteryjnych

Pozywki i podtoza wzrostowe:

LB (Luria-Broth); ptynna pozywka do hodowli bakteryjnych o pH 7,0. Bacto-Trypton 10g,
ekstrakt drozdzowy 5g i NaCl 10g rozpuszczono w 1 litrze wody destylowanej i
jatowiono w autoklawie

LA (Luria Agar); state podtoze do hodowli komdrek bakteryjnych o pH 7,0. Bacto-Trypton
10g, ekstrakt drozdzowy 5g, NaCl 10g i Bacto-agar 15g rozpuszczono w 1 litrze wody
destylowanej i jatowiono w autoklawie

Antybiotyki:

Ampicylina roztwdr 100 mg/ml, stezenie robocze 100 pg/ml (Sigma)
Kanamycyna roztwor 50 mg/mil, stezenie robocze 50 ug/ml (Fluka)
Gentamycyna roztwdr 10 mg/ml, stezenie robocze 7 pg/ml (Sigma)

Tetracyklina  roztwoér 10 mg/ml, stezenie robocze 10 pug/ml (Fluka)

8.3. Linie komérek eukariotycznych

Sf9 ciaggta linia komorek owadzich wyprowadzona z tkanki jajnika larw motyla Spodoptera
frugiperda (Invitrogen)

SfOET zmodyfikowana linia komadrek Sf9 stuzgca do miareczkowania bakulowirusow (ang.
easy titer). Genom komodrek Sf9 ET zawiera gen kodujgcy GFP pod promotorem
bakulowirusowym (ATCC)

ST ciggta linia komérkowa, wyprowadzona z tkanki jadra swiniskiego (ang. swine testis),
otrzymana z Department of Virology, Parasitology, and Immunology, Faculty of
Veterinary Medicine, Ghent University, Belgium
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GP2-293

MIS

linia komodrek pakujacych systemu retrowirusowego, pochodna linii HEK 293T,
utrzymujaca stabilng ekspresje gendéw gag-pol retrowirusa MMLV (Clontech)

linia komérkowa ciggta pochodzgca z komérek ludzkiego czerniaka (ang. human
melanoma cell), otrzymana z Leiden University Medical Centre, Holandia

8.4. Odczynniki do pracy z komdrkami eukariotycznymi

Pozywki:
HyQ SFX

EMEM

RPMI-1640

IMDM

OptiMEM

DMEM 10x

Antybiotyki:

AA

Genetycyna

syntetyczna pozywka do hodowli komérek owadzich, niewymagajaca dodatku FBS
(Thermo Scientific)

(ang. Minimum Essential Medium Eagle); podtoze wzrostowe do hodowli komérek ST,
uzupetnione antybiotykami AA (zgodnie z zaleceniami producenta) i FBS do 10%
(Corning)

(ang. Roswell Park Memoirial Institute); podtoze wzrostowe do hodowli komérek MJS,
uzupetnione antybiotykami AA i L-glutaming (zgodnie z zaleceniami producenta), a
takze FBS do 10% (Sigma)

(ang. Iscove’s Modified Dulbecco Medium); podtoze wzrostowe wykorzystywane do
hodowli komérek GP2-293, uzupetnione antybiotykami AA (zgodnie z zaleceniami
producenta) i FBS do 10% (Lonza)

modyfikowana pozywka EMEM, stosowana podczas transfekcji komdrek ssaczych
(Gibco)

(ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium); podtoze wzrostowe wykorzystywane do
hodowli komérek ssaczych, uzupetnione 4% FBS, antybiotykami AA (zgodnie z
zaleceniami producenta) oraz 3% Na,COs. Stosowane do przygotowywania 1%
roztworu metylocelulozy (Gibco)

roztwor antybiotykow i antymykotykéw zawierajgcy penicyline (10000 U/ml),
streptomycyne (1000 pg/ml) i amfoterycyne B (25 pg/ml). 100x stezony, do hodowli
komoérek ssaczych i owadzich (Gibco)

(G418); roztwér 100 mg/ml, stezenie robocze 100 pg/ml, do hodowli komérek Sf9 ET
(Merck)

Odczynniki transfekcyjne:

Cellfectin

odczynnik stuzacy do transfekcji liposomalnej komdrek owadzich bakmidowym DNA
(Invitrogen)

CalPhos Mammalian Transfection Kit

zestaw do transfekcji komodrek ssaczych, wykorzystywany podczas produkcji
rekombinantow retrowirusowych (Clontech)
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RNAIMAX odczynnik stuzacy do transfekcji liposomalnej komérek ssaczych oligomerami kwaséw
nukleinowych i siRNA (Thermo Scientific)

Inne:

CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
test zywotnosci (proliferacji) komérek metodg MTS (Promega)

8.5. Wirusy

Bac-WT pochodna wirusa AcNPV (ang. Autographa californica nuclear polyhedrosis virus) typu
dzikiego (kolekcja Zaktadu Biologii Molekularnej Wiruséw MWB UG-GUMed)

PRV NIA-3 wirus pseudowscieklizny typu dzikiego (ang. Pseudorabies Virus), szczep Northern
Ireland Aujeszky-3 (otrzymany z Institute for Animal Science and Health, Lelystad,
Holandia)

8.6. Plazmidy

pJET1.2/blunt wektor liniowy stuzacy do klonowania i analizy produktéw PCR (Thermo Scientific)

pBlueScriptSK(+)-Dicerl
standardowy wektor do klonowania, zawierajgcy petnej dtugosci gen DICER1
kodujacy ludzky rybonukleaze Dicerl (PubMed accession number NM_030621),
zamowiony z GeneCopoeia

pFastBacl wektor transferowy bakulowirusowego systemu ekspresji gendw Bac-to-Bac
pozwalajgcy na ekspresje genu heterologicznego pod kontrolg bakulowirusowego
promotora polihedryny (Invitrogen)

pFastBacHtB wektor transferowy bakulowirusowego systemu ekspresji gendw Bac-to-Bac,
dodajacy sekwencje kodujgcg znacznik histydynowy (Hise-tag) i odtwarzajgcy kodon
start genu heterologicznego, pod kontrolg bakulowirusowego promotora polihedryny
(Invitrogen)

pLZRS-IRES-GFP
wektor transferowy retrowirusowego systemu ekspresji gendw pozwalajgcy na
ekspresje gendw heterologicznych pod kontrolg retrowirusowego promotora 5’LTR.
Zawiera sekwencje pochodzgce z genomu wirusa mysiej biataczki Moloney’a (MMLV),
sekwencje IRES oraz znajdujacy sie za nig gen kodujgcy GFP (ze zbioru Zaktadu
Biologii Molekularnej Wiruséw MWB UG-GUMed )

pCMV-VSV-G plazmid kodujgcy glikoproteine G wirusa pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej
(VSV), stuzacy do pseudotypowania rekombinowanych retrowiruséow (Clontech)
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8.7. Przeciwciata

Przeciwciata pierwszorzedowe:

anty-Dicer krdlicze przeciwciata poliklonalne (Sigma)
mysie przeciwciata monoklonalne 13D6 (Novus Biologicals)

anty-Hise-tag krélicze przeciwciata poliklonalne (Sigma)

anty-1E180 kozia surowica poliklonalna B1B2 anty-PRV (otrzymana z Federal Research Institute
for Animal Health, TUbingen, Niemcy)

anty-g PRV mysie przeciwciata monoklonalne (otrzymane z Federal Research Institute for Animal
Health, TUbingen, Niemcy)

anty-B-aktyna mysie przeciwciata monoklonalne (Novus Biologicals)

Przeciwciata drugorzedowe:

anty-krélicze  koniugat kozich przeciwciat IgG sprzezonych z HRP (Jackson Immuno-Research)

anty-mysie koniugat kozich przeciwciat IgG sprzezonych z HRP (Jackson Immuno-Research)
koniugat kozich przeciwciat IgG sprzezonych z Alexa Fluor 546 (Thermo Scientific)
koniugat kozich przeciwciat IgG sprzezonych z Alexa Fluor 633 (Thermo Scientific)

anty-kozie koniugat oslich przeciwciat IgG sprzezonych z HRP (Jackson Immuno-Research)

8.8. Startery

Wszystkie startery wykorzystywane w reakcjach PCR i qPCR zaprojektowano wykorzystujgc program
Geneious i zamoéwiono w firmie Genomed.

Tabela 1. Sekwencje starteréw uzytych w reakcjach PCR podczas realizacji niniejszej pracy:

pozycja w genomie
PRV [Mathijs i in.

konstrukt  starter sekwencja 5’23’
2016]

& AS5’UTR-F GGGGTACCGTCGACATGAAAAGCCCTGCTTTG

_Lé- A5’UTR-R GGCGACATAGCAAGTCATAATGAGAACCTGGTG

% % AATG-F ACGCGTCGACGAAAAGCCCTGCTTTG nie dotyczy

g é H6T-F GCCAGTTCACGCTCTTCTGTATTGAAAGACTCG

% H6T-R TTTAGCGGCCGCTCAATGATGATGATGATGATGGCTATTGGGAAC

Klaster miR1-3-F AATGGATCCAGTCCATGACGGTGAGTG 97,486-97,503
LLT[1-3]  miR1-3-R GACGAATTCACGCTGATACTCTTGGCC 98,670-98,687
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Tabela 2. Sekwencje starteréw wykorzystywanych w reakcjach qPCR:

pozycja w genomie
PRV [Mathijs i in.

detekcja starter sekwencja 5’23’
2016]
F-miR-1 TCTCACCCCTGGGTCCGTCGCAA 97,837-97,857
miRNA F-miR-2 CTCATCCCGTCAGACCTGCGAA 98,298-98,317
F-miR-3 CGCACACGCCCCTCTCGCGCACAA 98,398-98,419
F-ie180 CATCGTGCTGGACACCATCGAG 103,891-103,912
R-ie180 ACGTAGACGTGGTAGTCCCCCA 103,844-103,865
F-ep0 GGGTGTGAACTATATCGACACGTC 96,891-96,914
mMRNA R-ep0 TCAGAGTCAGAGTGTGCCTCG 96,864-96,884
[Tombaczi
in. 2016] F-us8 CTTCGACGTCTGGTTCCGC 124,454-124,472
In.
R-us8 GGTCACGCCATAGTTGGGC 124,502-124,520
F-28s GGGCCGAAACGATCTCAACC
nie dotyczy
R-28s GCCGGGCTTCTTACCCATT
8.9. Odczynniki do pracy z DNA
PCR KAPA HiFi HotStart ReadyMix — zestaw do amplifikacji DNA zawierajacy polimeraze

DNA umozliwiajgcg wierng amplifikacje matryc bogatych w pary G-C (Kapa
Biosystems)

Zestaw do klonowania produktéw PCR
ClonelET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific)

Enzymy enzymy restrykcyjne w formie Fast Digest
alkaliczna fosfataza FastAP
DNA polimeraza | (fragment Klenowa)
ligaza faga T4 5 U/ul (Fermentas)

Zestawy do oczyszczania DNA
zestawy do izolacji plazmidowego DNA — Plasmid Mini i Plasmid Midi AX
zestaw do izolacji DNA z zeli agarozowych — Gel-Out Concentrator
zestaw do czyszczenia DNA po reakcja enzymatycznych — Clean-Up Concentrator
zestaw do izolacji DNA wirusowego — Virus Mini AX Transfect (A&A Biotechnology)
zestaw do izolacji DNA bakmidowego — PureLink HighPure Plasmid Miniprep Kit
(Invitrogen)

Wzorzec masowy do elektroforezy agarozowej
GeneRuler DNA Ladder Mix (Fermentas)

Bufor obcigzajacy do elektroforezy agarozowej
DNA Gel Loading Dye 6x stezony (Fermentas)
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8.10. Odczynniki i materiaty do pracy z biatkami

Substrat do testu IMPA
NovaRED (Vector Laboratories)

Ztoza chromatograficzne
Ni-NTA — ztoze niklowe do chromatografii powinowactwowej (Qiagen)
HiTrap Q HP - gotowe kolumienki zawierajgce ztoze do chromatografii
jonowymiennej (GE Healthcare)

Filtry zageszczajace
Amicon Ultra 100 kDa — filtry do zageszczania préobek i wymiany buforéw (Millipore)

Wzorce masowe do elektroforezy SDS-PAGE
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific)
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific)

Substraty do chemiluminescenc;ji
Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific)
Clarity Max Western ECL Substrate (Bio-Rad)

8.11. Odczynniki i materiaty do pracy z RNA

Odczynnik do izolacji catkowitego RNA
TRI Reagent — zawiera fenol i tiocyjanin guanidyny (Molecular Research Center)

Zestawy do odwrotnej transkrypcji
Mir-X miRNA First-Strand Synthesis Kit — zestaw do odwrotnej transkrypcji miRNA
(Clontech)
SuperScript IV — zestaw uzywany do przepisywania mRNA na cDNA (Thermo
Scientific)

Odczynniki do ilosciowej reakcji PCR (qPCR)
SYBR Premix Ex Taq Il Tli RNase H Plus (Clontech)
SG/ROX gPCR Master Mix (EURx)

Enzymy kinaza polinukleotydowa T4 (Thermo Scientific)
RNaza T1 (Thermo Scientific)
Turbo Dicer (Genlantis)

Znakowanie radioizotopowe
[y-2P]ATP 5000 Ci/mmol (Hartmann Analytics)
difosforan cytydyny (Sigma)

Kolumienki wykorzystywane do oczyszczania radioaktywnego RNA
NucAway Spin Columns (Thermo Scientific)
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8.12. Oligomery

W badaniach wykorzystano syntetyczne pre-miRNA zamdwione w firmie Future Synthesis (Tabela 3).
Zamoéwiono nastepujace oligomery o potencjale inhibitorowym: oligorybonukleotydy 2’-O-
metylowane (Future Synthesis), oligomery Morpholino (Gene Tools) i mirVana (Thermo Scientific) —
Tabela 4.

Tabela 3. Sekwencje syntetycznych prekursorow miRNA wykorzystanych podczas badan. Pogrubiono
sekwencje miRNA.

nazwa sekwencja 5’ 2> 3’ dtugos¢

GACGGCUCCUGGGGCUGAAAGCGGCGCUGCGGAUCCCCCGCUcCUcAccccy

pre-prv-LLT1 62 nt
GGGUCCGUCGC
CUCAUCCCGUCAGACCUGCGCCAUGGAGUUCGAGGACGGGCGCGGGGCAAC

pre-prv-LLT2 62 nt
GGUGGUGAGAG
GAGCCGGGGGGGUCGAGUGGGCCUCGCACUUUACGCGCACACGCCcccucuc

pre-prv-LLT3 GCGCAC 57 nt

W badaniach wykorzystano takze wyznakowany pre-hsa-miR-21 (kolekcja Zaktadu Biochemii
Rybonukleoprotein IChB PAN).

Tabela 4. Sekwencje oligomerdw o potencjale inhibitorowym:

nazwa sekwencja 5’ 2> 3’ dtugosé

2'0OMe-LLT1-P GGGAUCCGCAGCG 13 nt
2’0OMe-LLT1-T GGGUGAGAGCGG 12 nt
2’0OMe-LLT2 ACUCCAUGGCGCAGG 15 nt
2’0OMe-LLT3 GUGCGCGUAAAGU 13 nt
MO-LLT1 GATCCGCAGCGCCGCTTTCAG 21 nt
MO-LLT2 CGCCCGTCCTCGAACTCCATG 21 nt
MO-LLT3 GTAAAGTGCGAGGCCCACTCGACCC 25nt
mV-LLT1 GCGACGGACCCAGGGGTGAGA 21 nt
mV-LLT2 CGCAGGUCUGACGGGAUGAG 20 nt
mV-LLT3 GUGCGCGAGAGGGGCGUGUGCG 22 nt

8.13. Zele poliakrylamidowe

Zel PAA 8% do elektroforezy SDS-PAGE rozdzielajacy
4,0 ml 30% mieszaniny akrylamidéw + 3,8 ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 + 0,15 ml 10% SDS
+ 0,15 ml 10% APS + 9 ul TEMED, dopetnione H,0 do 15 ml

Zel PAA 5% do elektroforezy SDS-PAGE zageszczajacy
0,83 ml 30% mieszaniny akrylamidéw + 0,63 ml 1,0 M Tris-HCl pH 6,8 + 0,05 ml 10%
SDS + 0,05 ml 10% APS + 5 ul TEMED, dopetnione H,O do 5 ml

Zel PAA 15% do elektroforezy RNA w warunkach denaturujacych
15% mieszaniny akrylamidéw 30%, 7 M mocznik, 1x TBE, katalizatory polimeryzacji: 1
ml 10% APS i 100 pl TEMED na 100 ml zelu
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Zel PAA 12% do elektroforezy RNA w warunkach natywnych
12% mieszaniny akrylamidéw 30%, 5% glicerol, 1x TBE, katalizatory polimeryzacji: 1
ml 10% APS i 100 ul TEMED na 100 ml zelu

8.14. Bufory i roztwory
0,1 M CaCl, 1,1 g CaCl; rozpuszczono w 100 ml wody destylowanej i jatowiono w autoklawie

0,1 M CaCl2 z 5% glicerolem
0,11 g CaCl,i 500 pl glicerolu rozpuszczono w 10 ml wody destylowanej i jatowiono w
autoklawie

1% metyloceluloza
4 g metylocelulozy rozpuszczono w 320ml H,0, jatowiono 0,5 h w 121 °C, po czym
dodano 40 ml pozywki DMEM 10x stezonej, 25 ml FBS, 12ml NaHCO, i 2,8 ml AA

2 M CaCl, roztwor jatowiono za pomocg filtra 0,22 um

10x stezony bufor elektrodowy do SDS-PAGE
0,25 M Tris, 1,92 M glicyna, 1% SDS; pH 8,3

Bufor A do IPMY
0,66 M NaCl, 1 mM EDTA, 1% Tween 80, 0,1% NaNs; w PBS; pH 6,8

Bufor B do IPMY
0,66 M NaCl, 1 mM EDTA, 1% Tween 80 w PBS; pH 6,8

Bufor do elektrotransferu mokrego biatek z zelu na membrane
25 mM Tris-HCl, 192 mM glicyna

Bufor do ciecia RNA
50 mM Nacl, 2,5 mM MgCly, 20 mM Tris-HCl; pH 7,5

Bufor do inaktywacji wirusa zewnatrzkomérkowego
40 mM cytrynian sodu, 10 mM KCl, 135 mM NaCl; pH 3,0

Bufor do lizy komérek owadzich Ni100
50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 10% glicerol, 0.5% Triton X-100 z inhibitorami proteaz
bez EDTA; pH 7,5

Bufor do mrozenia komérek ssaczych
10% DMSO w pozywce EMEM

Bufor do mrozenia preparatu hDicer
30% glicerol, 50 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl; pH 7,5

Bufor EMSA (5x stezony)
250 mM NacCl, 50 mM Tri-HCl; pH 7,5
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Bufor HBS (2x stezony)
1,63% NaCl, 1,2% HEPES, 0,2% glukoza, 0,0027% Na,HPO,x2H,0; pH=7,5; roztwor
jatowiono za pomoca filtra 0,22 um

Bufor LB I 10 M mocznik, 0,05% btekit bromofenolowy, 0,05% ksylencyjanol
Bufor LB Il 50% glicerol, 0,05% btekit bromofenolowy, 0,05% ksylencyjanol

Bufor lizujaco-ptuczacy Ni100
50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 10% glicerol, 0,5% Triton X-100; pH 7,5

Bufor obcigzajgco-redukujgcy SDS-PAGE 4x stezony
0,25 M Tris-HCI, 8% SDS, 40% glicerol, 0,02% btekit bromofenolowy, 10% R-
merkaptoetanol; pH 6,8

Bufor PBA bufor PBS + 1% BSA + 0,02% azydek sodu
Bufor PBS 137 mM NaCl, 15 mM KCl, 10 mM NayHPO4/KH,PO4; pH 7,4
Bufor PBS-T  bufor PBS + 1% Tween 20

Bufor Prot S-100
100 mM KCl, 5 mM MgCl;, 10% glicerol, 0,5 mM DTT, 0,2% NP-40, 30 mM HEPES; pH
7,4

Bufor Q100 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NacCl, 10% glicerol
Bufor Q200 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 200 mM NaCl, 10% glicerol
Bufor Q450 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 450 mM NacCl, 10% glicerol
Bufor Q1000 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 1M NacCl, 10% glicerol

Bufor TAE 50x stezony
242 g Tris, 100 ml EDTA 0,5 M, 57,1 ml lodowatego kwasu octowego, uzupetniono
woda dejonizowang do objetosci 1 1; pH 8,0

Bufor TBE 90 mM Tris, 90 mM H3BOs3, 2 mM EDTA
Bufor TBS 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl; pH 7,4
Bufor TBS-T bufor TBS + 0,1% Tween 20

Bufor TE 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Odbarwiacz do Coomassie
40% woda, 50% metanol, 10% kwas octowy

Roztwor 0,1% Coomassie Brilliant Blue
39,75% wody, 50% metanolu, 10% kwasu octowego, 0,25% Coomassie Brilliant Blue
R-250
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8.15. Odczynniki chemiczne i inne materiaty

B-merkaptoetanol (POCh)

Agaroza (Sigma)

Akrylamid i bis-akrylamid 29:1 (Serva)
APS (Sigma)

ATP 100 mM (Thermo)

Bibuta Whatmanna 3MM (Sigma)
Btekit bromofenolowy (POCh)

Btona PVDF (Sigma)

BSA (Sigma)

CaCl, (POCh)

CelLytic M (Sigma)

Chloroform (POCh)

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail (Roche)
DMSO (Sigma)

EDTA (Sigma)

Etanol bezwodny 99,8% (POCh)

FBS (Sigma)

Glicerol (Sigma)

Glicyna (Sigma)

HEPES (Sigma)

Imidazol (POCh)

IPTG (Sigma)

Izopropanol (POCh)

L-glutamina (Sigma)

Metanol (POCh)

Metyloceluloza (Sigma)

MgCl; (Sigma)

Novex Wedge-Well, zele PAA 4-20% (Thermo Scientific)
Paraformaldehyd (POCh)

ProLong Diamond Antifade Mountant DAPI (Life Technologies)
Retro-Concentin (SBI)

RNaseOUT (Invitrogen)

SDS (Sigma)

Simply Safe (EURXx)

TEMED (Roche)

Tris (Sigma)

Triton X-100 (Sigma)

Trypsyna-EDTA, roztwér 0,25% (Thermo Scientific)
Tween 20 (POCh)

Tween 80 (POCh)

X-gal (Sigma)
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8.16. Aparatura specjalistyczna

Cytometry przeptywowe
FACSCalibur (Becton Dickinson), z oprogramowaniem CellQuest Pro wersja 5.2.1
Guava easyCyte (Merck), z oprogramowaniem GuavaSoft 3.1.1

Fluorescencyjny mikroskop konfokalny
Leica TCS SP8X z oprogramowaniem Leica Software LasX

Skaner materiatéw promieniotwdrczych
FLA-5100 Fluorescent Image Analyzer (FujiFilm)

Termocyklery do reakcji qPCR
LightCycler Il (Roche)
LightCycler 480 (Roche)

Ultrawiréwka Beckman Optima (z uzyciem rotora uchylnego SW28)
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9. Zataczniki

A)

zwigzany pre-miR-21

- wolny pre-miR-21

B)
K- hDicer

- zwigzany pre-miR-21

- wolny pre-miR-21

Zatacznik 1. Badanie zdolnosci preparatow hDicer do wigzania RNA, wykonane metodg EMSA. pre-hsa-miR-
21 zostat wyznakowany za pomoca radioizotopu 32P, po czym byt inkubowany ze wzrastajacg iloécig preparatu
hDicer: A) oczyszczanego jednoetapowo (1, 2,5 5 pl), lub B) oczyszczanego dwuetapowo (20, 40, 80, 160 i 650
nM). Mieszaniny reakcyjne rozdzielane byty w 5% natywnych zelach PAA. (K-) — kontrole bez enzymu. Na
podstawie [Koralewska i in. 2016].
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A) K- e——"""1 DUF283

B) K- ee———"—"""1 hDicer

vt bhinmy g dsRNA

SPR S ——

<) K- e———""1 BSA

Setanae

Zatacznik 2. Domena DUF283 i petnej dtugosci hDicer wspierajg parowanie pomiedzy oligonukleotydami RNA
a komplementarnymi sekwencjami obecnymi w dtuzszych RNA o strukturze drugorzedowej. Skany natywnych
zeli PAGE obrazujgce wyniki reakcji parowania rdwnomolarnych ilosci czgsteczek RNA dtugosci 21 i 58 nt w
obecnosci rosngcych ilosci: A) DUF283, B) hDicer i C) BSA (kontrola negatywna). (K-) — reakcje bez biatka. Na

podstawie [Kurzynska-Kokorniak i in. 2016].
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12 nt 14 nt 22 nt 32 nt 42 nt 52 nt 62 nt
-+ -+

= = & = B ¥ -+  hDicer
FIREE
‘ | - ; hDicer : RNA

wadiddd

Zatacznik 3. Wigzanie pomiedzy hDicer a czgsteczkami ssRNA réznej dtugosci. Zdolnos¢ hDicer do wigzania
ssRNA byta analizowana za pomocg testu EMSA. Oligorybonukleotydy dtugosci 12 nt, 14 nt, 22 nt, 32 nt, 42 nt,

52 nt i 62 nt zostaty wyznakowane radioaktywnym izotopem 32P, po czym byly inkubowane z (+) albo bez (-)
hDicer. Na podstawie [Koralewska i in. 2016].

« niezwigzany RNA
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