
Streszczenie 

MikroRNA (miRNA) są krótkimi, niekodującymi cząsteczkami RNA, działającymi jako 

potranskrypcyjne regulatory ekspresji genów. Poprzez wiązanie do sekwencji docelowych 

transkryptów, miRNA kierują je do degradacji lub hamują translację kodowanych przez nie białek. 

Biogeneza miRNA jest procesem ściśle kontrolowanym, w którym fundamentalną rolę odgrywa 

rybonukleaza Dicer, wycinająca dojrzałe miRNA z ich prekursorów (pre-miRNA) o strukturze szpilki do 

włosów. 

Wirusowe miRNA są uznawane za jedne z kluczowych regulatorów oddziaływań pomiędzy 

wirusem a komórką gospodarza, modulując takie procesy jak replikacja wirusów, przeciwwirusowa 

odpowiedź immunologiczna, latencja wirusowa (stan utajenia) i patogeneza. Od ponad dekady 

regularnie wzrasta liczba doniesień na temat identyfikacji kolejnych miRNA kodowanych w genomach 

alfaherpeswirusów, w tym w genomie wirusa pseudowścieklizny (ang. pseudorabies virus, PRV), 

będącego patogenem świń oraz modelem do badań nad biologią herpeswirusów. PRV koduje 

jedenaście odrębnych miRNA zgrupowanych w intronie transkryptu związanego z latencją (ang. Large 

Latency Transcript, LLT), jednak ich rola w cyklu replikacyjnym wirusa nie została do tej pory 

wyczerpująco zbadana.  

Celem niniejszej pracy doktorskiej było bardziej dokładne scharakteryzowanie funkcji trzech 

pierwszych miRNA zlokalizowanych w intronie LLT PRV. Praca badawcza została podzielona na dwie 

części – analizę wpływu klastra grupującego trzy miRNA (LLT[1-3]) na przebieg infekcji oraz badania 

nad selektywną regulacją wycinania miRNA z klastra LLT[1-3], prowadzone za pomocą inhibitorów w 

celu obserwacji efektu fenotypowego związanego z utratą funkcji danego miRNA. 

W pierwszej części projektu skonstruowałam linię komórek jąder świńskich (ST) z konstytutywną 

ekspresją wirusowych miRNA, nazwaną ST_LLT[1-3]. Korzystając z systemu hodowli komórkowej, 

zapewniającego stabilną produkcję heterologicznych miRNA na wysokim poziomie dowiodłam, że 

klaster miRNA LLT[1-3] reguluje poziom aktywatorów produktywnej infekcji i glikoproteiny gE we 

wczesnych stadiach infekcji PRV. Analiza kinetyki wzrostu wirusa w linii ST_LLT[1-3] wskazała na 

potencjał analizowanego klastra miRNA do regulowania procesu infekcji poprzez subtelne zakłócanie 

zdolności wirusa do transmisji i proliferacji. 

Druga część mojego projektu doktorskiego była związana z badaniami nad inhibicją aktywności 

Dicer i kontrolą biogenezy miRNA PRV, prowadzonymi za pomocą oligomerów o potencjale 

inhibitorowym wobec cięcia prekursorów miRNA. Wstępna część pracy dotyczyła opracowania 

systemu produkcji i oczyszczania rekombinowanej rybonukleazy Dicer w systemie bakulowirusowym. 

Analiza biochemiczna uzyskanego preparatu wykazała jego silną i wysoce specyficzną aktywność, a 



także potwierdziła jego wysoki stopień jednorodności. Wymienione właściwości pozwoliły na 

wykorzystanie preparatu Dicer, m.in., do badań nad oddziaływaniami tej rybonukleazy z inhibitorami 

RNA różnej długości, co przełożyło się na lepsze zrozumienie mechanizmów regulacji aktywności Dicer. 

Badania nad regulacją dojrzewania miRNA PRV były prowadzone za pomocą dwóch rodzajów 

inhibitorów biogenezy miRNA: oligonukleotydów 2’-O-metylowanych, zaprojektowanych w programie 

EvOligo, oraz komercyjnie dostępnych oligomerów Morpholino. Analiza ich aktywności w warunkach 

in vitro wykazała, że oba rodzaje oligomerów wydajnie hamowały przetwarzanie syntetycznych pre-

miRNA PRV przeprowadzane przez Dicer. Kolejnym krokiem było zbadanie aktywności oligomerów 2’-

O-metylowanych i Morpholino w układzie komórkowym. Wstępne wyniki doświadczeń nad 

potencjałem regulatorowym ww. inhibitorów wprowadzonych do komórek linii ST_LLT[1-3] wykazały 

jednak, że hamowały one wycinanie miRNA PRV w sposób nieselektywny, co uniemożliwiło ich 

wykorzystanie do bardziej szczegółowych doświadczeń badających rolę poszczególnych miRNA z 

klastra LLT[1-3]. W celu potwierdzenia funkcji wybranego miRNA w komórkach zainfekowanych 

wirusem PRV potrzebne są dalsze optymalizacje warunków pracy z inhibitorami biogenezy miRNA. 

Niewykluczone, że modyfikacja modelu badawczego ułatwiłaby obserwację efektu fenotypowego 

związanego ze spadkiem poziomu wybranego miRNA. 

Podsumowując, przeprowadzone badania przyczyniły się do dokładniejszego poznania funkcji 

miRNA w biologii wirusa PRV oraz poszerzyły wiedzę dotyczącą możliwości wykorzystania inhibitorów  

biogenezy miRNA w układzie komórkowym.    

 


