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Streszczenie

Czasteczki mikroRNA (miRNA) stanowig wazny element regulatorowy utrzymujgcy
homeostaze w organizmach zywych. Te krotkie (20-22 nukleotyddw), niekodujgce RNA
regulujg poziom ekspresji niemal wszystkich genéw kodujacych biatka, na drodze interferencji
RNA. Na dzien dzisiejszy zidentyfikowanych jest blisko 2000 ludzkich miRNA. Jednym z lepiej
poznanych jest miR-21. Czgsteczka ta od lat stanowi obiekt badan pod katem jej roli w procesie
rozwoju zwierzat, jak rowniez w patogenezie chordb takich jak nowotwory. Pomimo dosé
dobrze opisanych szlakéw w ktdérych zaangazowany jest miR-21, nadal stabo poznane s3
mechanizmy kontrolujgce proces jego biogenezy. Alternatywny splicing (AS) oraz
alternatywna poliadenylacja (APA) pierwotnych transkryptéw s niezwykle waznymi
mechanizmami w regulacji ekspresji wiekszosci gendw kodujgcych biatka. Procesy te zachodzg
podczas transkrypcji i sg ze sobg Scisle zwigzane i wzajemnie na siebie wptywaja. Na dzien
dzisiejszy niewiele prac badawczych skupiato sie na udziale tych procesdw w regulacji ekspresiji

gendw miRNA.

Gtéwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie zaangazowania AS oraz
APA w proces biogenezy miR-21. Podczas pierwszego etapu badan wykazano, ze pierwotny
transkrypt pri-miR-21 powstaje niezaleznie od pre-mRNA swojego genu-gospodarza VMP1 i
moze podlegac charakterystycznym dla pre-mRNA VMP1 procesom sktadania. W pracy, dzieki
analizie danych z sekwencjonowania RNA, okreslono duzg zmiennos¢ w poziomie ekspresji
pri-miR-21 w réznych ludzkich tkankach. Wyniki te wskazujg na obecno$é precyzyjnych
mechanizmow, bezposrednio regulujacych transkrypcje pri-miR-21, ale rowniez sugerujg
zachodzenie wariantywnego splicingu tego prekursorowego RNA, co przypuszczalnie

przektada sie na zréznicowany poziom ich ekspresji w ludzkich tkankach.

Wykorzystujgc model komoérkowy ze znacznie ograniczonym tempem przetwarzania
transkryptow pri-miRNA scharakteryzowano rozmaite izoformy pri-miR-21 w tym izoformy z
retencjg intronu 11. Dodatkowo poprzez zastosowanie blokera oligonukleotydowego
wigzgcego sie do okre$lonych sekwencji RNA lub poprzez mutacje tego miejsca w konstrukcie
genetycznym wykazano, ze aktywnos$¢ alternatywnych sygnatdw poliadenylacji (APAS)
wystepujgcych w 3’'UTR VMP1, ma wptyw na efektywnos$é biogenezy miR-21. Na podstawie
przeprowadzonych analiz mozna wnioskowaé, ze powstawanie kilku réznych izoform

pri-miR-21 odgrywa¢ moze wazng role w procesie biogenezy miR-21. Dodatkowo badania
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wykazaty bezposredni wptyw PAS zlokalizowanego przed sekwencjg kodujgcg miR-21 na ilos¢

dojrzatej czgsteczki miR-21.

Uwzgledniajagc obecno$¢ powszechnej izoformy pri-miR-21 z retencjq intronu, w
ostatnim etapie pracy postanowiono sprawdzi¢ zaleznos¢ efektywnosci biogenezy miR-21 od
splicingu pri-miR-21. Poprzez zablokowanie lub mutageneze miejsca sktadania RNA
zlokalizowanego po stronie 3’ doprowadzono do zaburzenia splicingu pri-miR-21 oraz
zaobserwowano istotny wzrost poziomu tej czasteczki RNA, co przetozyto sie na zwiekszenie
liczby dojrzatych czasteczek miR-21. Uzyskane wyniki dowodzg, ze obecno$é izoformy z
retencjg intronu poprzez bezposredni wptyw na aktywnosé miejsca 3’ splicingu w 11 intronie

VMP1, pozytywnie wptywa na biogeneze miR-21.

Uzyskane w pracy wyniki przyczynia sie do lepszego zrozumienia mechanizméw, jakie
zaangazowane mogg by¢ w regulacje poziomu czgsteczki miR-21. Opisywane w pracy
zaleznosci stanowig solidng podstawe do twierdzenia, ze w globalne zmiany ilosci czgsteczek
miRNA zaangazowane sg liczne mechanizmy po- i ko-transkrypcyjne. Taka wiedza moze
przyczynic¢ sie do wyjasnienia mechanizméw prawidtowej regulacji ekspresji genéw miRNA,
ale réwniez patomechanizmoéw wielu choréb oraz w dalszej kolejnosci do opracowania
potencjalnych strategii terapeutycznych, w tym terapii celujgcych w dojrzewanie
prekursorowych pri-miRNA lub biogeneze miRNA.

Stowa kluczowe: miR-21, pri-miR-21, alternatywna poliadenylacja, alternatywny splicing,
VMP1, biogeneza miRNA
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Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are an important regulatory element maintaining homeostasis in
living organisms. These short (20-22 nucleotides), non-coding RNAs regulate the expression
level of almost all protein-coding genes through RNA interference mechanism. For now, nearly
2,000 human miRNAs have been identified. One of the well-known is the miR-21. This
molecule has been an object of research for many years in terms of its role in the process of
animal development, as well as in the pathogenesis of diseases such as cancer. Despite the
fairly well-described pathways in which miR-21 is involved, the mechanisms controlling the
process of its biogenesis are still poorly understood. Alternative splicing (AS) and alternative
polyadenylation (APA) of primary transcripts are extremely important mechanisms in
regulating the expression of most protein-coding genes. These processes take place during
transcription and are closely related and influence each other. As of today, little research has

focused on the involvement of these processes in regulating miRNA biogenesis.

The main purpose of the dissertation was to investigate the involvement of AS and APA
in the miR-21 biogenesis process. During the first stage of the research, it was shown that the
primary transcript of pri-miR-21 is generated independently of the pre-mRNA of its host gene
VMP1 and may undergo splicing processes characteristic of VMP1 pre-mRNA. Due to the
analysis of RNA sequencing data, the study revealed a high variability in the expression level
of pri-miR-21 in various human tissues. These results indicate the presence of precise
mechanisms directly regulating the transcription of pri-miR-21, but also suggest the
occurrence of variant splicing of precursor RNA, which may have an impact on varying levels

of expression in human tissues.

Using a cell model with a significantly reduced processing rate of pri-miRNA transcripts,
various isoforms of pri-miR-21 were characterized, including isoforms with intron 11
retention. Alternative polyadenylation signals (APAS) which are present in the 3'UTR of VMP1
have an impact on the efficiency of miR-21 biogenesis. On the basis of the conducted analyses,
it can be concluded that the formation of several different isoforms of pri-miR-21 may play an
important role in the process of miR-21 biogenesis. In addition, studies have shown a direct
effect of PAS located upstream of the miR-21 coding sequence on the amount of the mature

miR-21 molecule.
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Taking into account the presence of the common pri-miR-21 isoform with an intron
retention, in the last stage of the work, it was decided to check the dependence of the
effectiveness of miR-21 biogenesis on pri-miR-21 splicing. By blocking or mutagenesis of the
RNA splice site located on the 3' side (3’ss), pri-miR-21 splicing was disturbed and a significant
increase in the level of this RNA molecule was observed, which have an impact on increase in
the number of mature miR-21 molecules. The obtained results prove that the presence of the
intron retention isoform positively influences the biogenesis of miR-21 by directly affecting

the activity of the 3 'splicing site in intron 11 of VMP1.

The results obtained in this study will contribute to a better understanding of the
mechanisms that may be involved in the regulation of the miR-21 biogenesis.
The dependencies described in the paper provide a solid basis for the statement that
numerous post-and co-transcriptional mechanisms are involved in global changes in the
number of miRNA molecules. Such knowledge may help to elucidate the mechanisms of the
correct regulation of miRNA gene expression, but also the pathomechanisms of many
diseases, and subsequently to the development of potential therapeutic strategies, including

therapies targeting the maturation of pri-miRNAs or miRNA biogenesis.

Key words: miR-21, pri-miR-21, alternative polyadenylation, alternative splicing, VMP1,
miRNA biogenesis
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1. Wstep

1.1. SwiatRNA

Budowa i funkcjonowanie kazdego zywego organizmu, a takze wiruséw opiera sie na
informacji genetycznej zapisanej w genomie. Przewazajgca cze$s¢ genomow, w tym genomu
cztowieka, jest zbudowana z DNA (kwasu deoskyrybonukleinowego) a w przypadku niektérych
wirusow z RNA (kwasu rybonukleinowego). Oba kwasy zbudowane sg bardzo podobnie z
dwoma gtéwnymi réznicami. Pierwszg jest budowa cukru wchodzgcego w sktad danego kwasu
nukleinowego, w przypadku RNA jest to ryboza, w przypadku DNA deoksyryboza. Drugg
roznicg jest obecnosé¢ w RNA uracylu, w miejscach gdzie w DNA znajdowata by sie tymina.
Grupe czterech nukleozyddéw tworzgcych taricuch RNA stanowig: adenozyna (A), cytydyna (C),
guanozyna (G) oraz urydyna (U). Ponadto poszczegdlne czesci nukleozydow mogg by¢
modyfikowane, co zwieksza zmiennos¢ strukturalng i funkcjonalng czasteczek RNA. W obu
kwasach nukleinowych nukleozydy tgczone sg dzieki wigzaniom 3’-5’ fosfodiestrowym.
Jednakze stabilnos$¢ czgsteczek RNA jest znacznie mniejsza, co wynika z obecnosci grupy
hydroksylowej przy weglu 2’ rybozy. RNA swojg dtugoscig rzadko przekraczajg kilka,
kilkanascie tysiecy nukleotydéw. Pomimo tego, ze w czgsteczkach RNA czesto wystepujg
wigzania wewnatrzczasteczkowe, to tanicuchy RNA zazwyczaj majg forme jednoniciowa. Co
rowniez charakterystyczne, czasteczki RNA mogg przyjmowa¢ rozmaite struktury
lI- i lll-rzedowe, w tym konformacje globularne. Za oddziatywania wewnatrzczgsteczkowe
gtéwnie odpowiedzialne sg wigzania wodorowe tworzone przez komplementarne reszty
nukleotydowe.

RNA powstaje na bazie matrycy kodujacej jg sekwencji DNA podczas procesu zwanego
transkrypcja. Przeprowadzana jest ona przez enzymy nazwane polimerazami RNA zaleznymi
od DNA, skrétowo nazywanymi polimerazami RNA. Transkrypcja w bakteriach oraz
organizmach eukariotycznych przebiega w bardzo podobny sposéb. Podstawg polimeryzacji
RNA, wsrdd wszystkich typdw organizmdw, stanowi identyczna reakcja chemiczna. Kazda z
trzech eukariotycznych polimeraz RNA strukturalnie przypomina polimeraze bakterii E. coli.
Oprdécz podobienstw, transkrypcja u eukariontdw i bakterii ma cechy specyficzne dla danej
grupy organizmow. W przypadku bakterii nowopowstate transkrypty, na bazie ktérych w
pozniejszym etapie powstawaé bedg biatka, nie ulegajg zadnym procesom obrdbki

potranskrypcyjnej. Powstajacy transkrypt stanowi dojrzaty mRNA, czyli RNA informacyjne
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(ang. messenger RNA). W przypadku organizmow eukariotycznych, powstajgcy transkrypt
musi ulec szeregowi modyfikacji zanim postuzy jako matryca dla rybosomoéw biorgcych udziat
w syntezie biatka. Wszystkie eukariotyczne mRNA posiadajg strukture tzw. czapeczki na swoim
konicu 5’, a w wiekszosci przypadkéw sg takze poliadenylowane (pA, ang. poliadenylated) na
konicu 3’. Prekursorowe transkrypty (pre-mRNA) réwniez podlegajg bardzo czesto sktadaniu
(ang. splicing), czyli wycinaniu introndw i tgczeniu eksonéw. Warto zauwazy¢, ze wszystkie te
procesy zachodzg jeszcze w trakcie trwania syntezy nowo powstajgcego RNA na matrycy DNA
(1). Czapeczka na koncu 5’ jest dodawana zaraz po tym, jak zainicjowana zostanie transkrypcja.
Sktadanie i redagowanie pre-mRNA odbywa sie w podczas dziatania polimerazy RNA.
Natomiast poliadenylacja korica 3’ transkryptu jest nieodtgcznym elementem terminacji
transkrypcji.

llos¢ RNA w typowej bakterii wynosi miedzy 0,05-0,10 pg, co odpowiada okoto 6%
catkowitej masy. W przypadku komoérek ssakow, ktére sg znacznie wieksze od komodrek
bakteryjnych, ilos¢ RNA jest wieksza i jest to 20-30 pg. Mimo, ze jest to ilos¢ wieksza to stanowi

zaledwie 1% catkowitej masy komarki.

Caty RNA Wszystkie
/ \ organizmy
Tylko
RNA kodujacy RNA funkcjonalny Jiarioty
4% catosci 96% catosci
v R v >\
p(l’::;ﬁ&l)A pre-rRNA | [pre-tRNA | | sncRNA IncRNA

b v v

mRNA | rRNA | | tRNA |

Rycina 1 Podziat RNA wystepujacy w komadrkach. Schemat przedstawia ogdlny podziat RNA wystepujacych we
wszystkich organizmach z zaznaczeniem frakcji RNA, ktorych wystepowanie odnotowano jedynie u organizmow
eukariotycznych. Wartos¢ 100% stanowi catg pule RNA znajdujgcego sie w komorce.

Podziatdw RNA na typy, mozna przeprowadzi¢ na wiele sposobdéw. Jednym z
najpowszechniejszych jest podziat ze wzgledu na petnione funkcje w komodrce (Ryc. 1).
Podstawowy podziat to: RNA kodujgcy i RNA niekodujgcy. W obrebie RNA kodujgcych
wyrézniamy jedynie mRNA. mRNA sg dojrzatymi transkryptami gendéw, ktére w procesie
translacji ulegajg przepisaniu na biatka. Zawartos¢ mRNA w komdrce wynosi ok. 4% z catosci

RNA znajdujgcego sie w komérce. Czgsteczki te cechujg sie dosy¢ krotkim okresem poéttrwania
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i sg szybko degradowane. W komodrkach eukariotycznych znaczna czes¢ mRNA ulega
degradacji w ciggu kilku godzin. Sg jednak i takie, ktérych okres péttrwania wynosi kilka minut.
Mata stabilnos¢ komérkowa czgsteczek mRNA wskazuje na duzg dynamike i zmiennosc¢ catego
transkryptomu w komorce. Drugim rodzajem opisywanych RNA sg RNA niekodujgce (ncRNA,
ang. noncoding RNA). Czasteczki te nie ulegajg translacji na biatka. Inng stosowang nazwa dla
tych czasteczek jest RNA funkcjonalny, gdyz biorg aktywny udziat w wielu istotnych procesach
w komaérce, innych niz kodowanie sekwencji biatkowej. Dwie gtéwne kategorie niekodujgcych
RNA stanowig RNA rybosomowe (rRNA) oraz RNA transportujgce (tRNA). rRNA zidentyfikowac
mozna we wszystkich organizmach i stanowig one najliczniejszg grupg RNA w komérce. rRNA
sg budulcem rybosomoéw, odpowiedzialnych za synteze biatek. tRNA, podobnie jak rRNA biorg
udziat w powstawaniu biatek i ich rola polega na dostarczaniu aminokwaséw do rybosomu w
procesie syntezy biatek. Poza dwoma opisanymi rodzajami niekodujgcych RNA, rozrézniamy
wiele innych rodzajow czgsteczek RNA odgrywajacych znaczgce funkcje w komédrkach
eukariotycznych. Czasteczki te sklasyfikowane sg jako krétkie niekodujgce RNA (sncRNA, ang.
short noncoding RNA), nieprzekraczajace 200 nukleotyddw dtugosci, oraz dtugie niekodujgce
RNA (IncRNA, ang. long noncoding RNA), ktérych diugos¢ szacowana jest na ponad 200
nukleotydow. Te klasy RNA rdwniez mogg powstawac jako czgsteczki prekursorowe i podlegac

licznym procesom dojrzewania, w tym splicingowi i poliadenylacji.
1.1.1. Dojrzewanie czasteczek prekursorowych RNA

1.1.1.1. Splicing RNA
Niemalze do konca lat 70. XX wieku naukowcy na catym Swiecie nie zdawali sobie
sprawy z istnienia introndw. Dopiero w roku 1977, w trakcie sekwencjonowania DNA gendw
eukariotycznych, okazato sie ze geny te w swojej budowie zawierajg tzw. sekwencje
“wtracone” (ang. intervening sequences). Sekwencje te w charakterystyczny sposéb oddzielaty
fragmenty kodu genetycznego, ktére w dalszych etapach byty odpowiedzialne za kodowanie

sekwencji biatkowe;j.

Sktadanie RNA (ang. RNA splicing) stanowi nieodtgczny etap w dojrzewaniu
prekursorowego RNA (pre-mRNA). Polega na usunieciu niekodujgcych informacji fragmentow,
tzw. introndw. Proces splicingu bazuje na reakcjach ciecia i tgczenia sie eksondw, w wyniku
czego powstaje dojrzata czgsteczka RNA kodujgca biatko - mRNA. Proces splicingu pre-mRNA

stanowi podstawe réznorodnosci w powstawaniu biatek w komdrkach eukariotycznych.
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U cztowieka blisko 95% gendéw podlega bowiem réwniez alternatywnemu splicingowi (2).
Charakterystyczng cechg pre-mRNA u eukariotéw jest to, ze moze ono zawieraé wiele, w
niektérych przypadkach ponad 100 introndéw, ktére stanowia znaczacy cze$é catego

prekursorowego transkryptu.

Zaraz po tym jak odkryto istnienie intronéw, naukowcy zaobserwowali
zakonserwowane motywy, ktore jak sie okazato w istotny sposdb warunkujg proces ich
prawidtowego wycinania intronéw z pre-mRNA. Na chwile obecng opisanych zostato siedem
odrebnych rodzajéw introndw wsréd organizméw eukariotycznych. W przewazajgcej liczbie
introndw, w genach kodujgcych biatka, pierwszymi dwoma nukleotydami sg 5-GU-3’.
Natomiast na koricu intronu, znajduje sie sekwencja 5-AG-3’. Introny takie okresla sie
intronami “GU-AG” i stanowig one jeden z najpopularniejszych typéw. W miare postepow
badan nad budowg intronu okazato sie, ze powtarzajace sie motywy na poczatku oraz na
koricu stanowiag jedynie cze$é¢ zakonserwowanych sekwencji. Po stronie 3’ intronu, przed
sekwencjg 5’-AG-3’, wystepuje trakt polipirymidynowy, czyli rejon bogaty w pirymidyny
(nukleotyd U Ilub C). Dodatkowo w odlegtosci okoto 10-40 nt powyzej traktu
polipirymidynowego znajduje sie sekwencja zwana sekwencjg rozgatezienia (ang. branch
point). Dla kregowcdw kanoniczny wariant tej sekwencji to 5’-CURAY-3’, gdzie “R” to puryna,

a “Y” pirymidyna.

W latach 1990. badania prowadzone na catym sSwiecie wykazaty, ze wycinanie
introndw z pre-mRNA jest procesem wieloetapowym. Pierwszym krokiem jest ciecie w miejscu
splicingu 5’ intronu (5’ss, ang. 5’ splice site). Nastepuje to poprzez reakcje transestryfikacji -
zaangazowanie grupy hydroksylowej przytagczonej od wegla 2’ nukleotydu adenozynowego w
punkcie rozgatezienia (PR, ang. branch point), znajdujgcego sie wewnatrz intronu. Skutkiem
takiego “ataku” jest przeciecie wigzania 3’-5’ fosfodiestrowego po stronie 5’ intronu i
powstanie nowego wigzania 5’-2’ fosfodiestrowego. Reakcja ta skutkuje utworzeniem sie
charakterystycznego struktury, tzw. lassa (ang. lariat), sktadajgcego sie z intronu, oraz eksonu
lezgcego po jego 3’ stronie. Druga reakcja transestryfikacji, przeprowadzona po 3’ stronie
intronu (3’ss, ang. 3’ splice site) uwalnia intron w postaci lassa, ktéry zostaje przeksztatcone w
liniowg forme i ulega degradacji. W tym samym momencie uwolniony koniec 5’ eksonu, ktory

znajdowat sie ponizej intronu zostaje potgczony z 3’ koricem eksonu lezgcego przed intronem.
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Rola rybonukleoprotein (snRNP) w procesie splicingu pre-mRNA

Z punktu widzenia biochemicznego, dwie reakcje transestryfikacji jakie maja miejsce
podczas wycinania intronu i sktadania eksondw, nie stanowig dla komodrki duzego wyzwania.
Jednakze, do przeprowadzenia tego na pozér prostego procesu, zaangazowana musi by¢ liczna
grupa biatek, ktére scisle nadzorujg ten proces. Nierzadko zdarza sie, ze dwa eksony oddalone
sg od siebie o nawet kilkadziesigt tysiecy nukleotydéw. Taka sytuacja wymaga obecnosci catej
maszynerii biatek, ktéra bedzie w stanie w odpowiedni sposéb zblizy¢ do siebie miejsca istotne
w procesie splicingu. Pamieta¢ nalezy, ze miejsca sktadania eksonéw w genie sg bardzo do
siebie podobne. Gdyby nie zaangazowanie odpowiednich biatek, dochodzitoby do potaczenia
sie nieodpowiednich miejsc i tym samym do pominiecia niektorych eksonéw. Innym znanym
zaburzeniem podczas sktadania eksondw jest wybdér miejsc kryptycznych, czyli miejsc
znajdujacych sie w intronie badz eksonie, ktére swojg sekwencjg przypominajg wtasciwe
miejsca sktadania pre-mRNA Zadaniem biatek kontrolujgcych proces splicingu jest

rozpoznawanie takich miejsc i skuteczne ich pomijanie.
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Rycina 2 Schemat splicingu RNA z zaznaczeniem zaangazowanych snRNP przeprowadzajacych caty proces.
Zaznaczone na rycinie zostaty najwazniejsze biatka bezposrednio zaangazowane w proces splicingu. Kluczowym
momentem jest przytaczenie sie komplekséw U1 oraz U2, dzieki ktorym dochodzi do zblizenia sie fragmentow
eksonowych. Konncowymi produktami sktadania sg zwigzane ze sobg eksony oraz wypiety intron, ktory przyjmuje
forme lassa. W procesie splicingu uczestniczy znacznie wiecej biatek, ktore nie zostaty przedstawione na
schemacie.

Reakcja skfadania RNA przeprowadzana jest przez kompleksy rybonukleoprotein
(snRNP), ktérym towarzyszy ponad 100 innych biatek zwigzanych z procesem splicingu (3)
(Ryc. 2). Kompleks ten nazywany jest spliceosomem. W jego podstawowym sktadzie zawartych
jest 5 komplekséw U1, U2, U4, U5 oraz U6 snRNP. Gtdwnym zadaniem wymienionych
rybonukleoprotein jest rozpoznawanie charakterystycznych miejsc na konicach 5’ oraz 3’
introndéw, traktéw polipirymidynowych oraz miejsc rozgatezienia w intronie. Aby doszto do

utworzenia sie spliceosomu, U1 snRNP przytgcza sie do miejsca splicingu w czesci 5" intronu,
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a w czesci 3’ intronu wigze sie czynnik pomocniczy U2 (U2AF, ang. U2 auxilary factor). U2AF
jest heterodimerem skfadajgcym sie z podjednostek U2AF65 oraz U2AF35. Obie rozpoznaja
miejsce sktadania na 3’ koricu intronu wraz z traktem polipirymidynowym. W miedzyczasie
czynnik biatkowy SF1 przytgcza sie do miejsca rozgatezienia wewnatrz intronu aby wspélnie z
Ul oraz U2AF65 i U2AF35 utworzy¢ kompleks E. Kolejnym etapem jest przeksztatcenie
kompleksu E w kompleks A, poprzez zamiane SF1 na U2 snRNP w miejscu rozgatezienia. Duze
powinowactwo U1l oraz U2 snRNP wymusza przyciggniecie miejsca donorowego Ul w
kierunku punktu rozgatezienia. Po przytgczeniu sie U4, U5 oraz U6 snRNP do intronu powstaje
kompleks B. W tym momencie dochodzi do zblizenia miejsca akceptorowego splicingu do
miejsca donorowego i punktu rozgatezien. Po uwolnieniu Ul i U4 snRNP tworzy sie kompleks
sktadania, a miejsca 5’ oraz 3’ wraz z punktem rozgatezien znajdujg sie na tyle blisko siebie, ze
dochodzi do reakcji ciecia i faczenia RNA katalizowanych przez U2 i U6 snRNP. Po wycieciu

intronu, produktem jest transkrypt zawierajgcy potgczone eksony.

1.1.1.2.  Alternatywne splicing RNA (AS)

Na podstawie analiz masowego sekwencjonowania RNA (RNA-seq) zaktada sie, ze
zjawisko alternatywnego sktadania RNA dotyczy¢ moze blisko 95% ludzkich, wieloeksonowych
gendéw (2)(37). Pomimo wspomnianego wczesniej faktu, ze proces sktadania RNA z punktu
widzenia biochemicznego jest prostg reakcjg, to precyzja jakg wykaza¢ musi sie cata
maszyneria splicingowa jest zdumiewajgca. Kluczowym momentem jest rozpoznanie
wtasciwych miejsc splicingu po 5’ oraz 3’ stronie intronu, w szczegdlnosci w przypadku gendéw
kodujacych biatko. Wystarczy przesuniecie miejsca ztgczenia sie eksondw o kilka nukleotydow,
a doprowadzi¢ to moze do zmiany catej ramki odczytu (ang. frameshift) i w konsekwencji
najczesciej do szybkiej degradacji catego nowopowstatego transkryptu na drodze rozpadu
NMD (ang. nonsense-mediated decay). Poniewaz w powstajgcym transkrypcie znajduje sie
wiele miejsc rozpoznawanych przez spliceosom, proces sktadania musi byé poddany scistej
kontroli przez wiele czynnikdw promujgcych badz hamujacych zajscie sktadania w konkretnym
miejscu. Okazuje sie, ze na wybdér wpiecia bgdz wypiecia alternatywnego eksonu ma wptyw
takze polimeraza Il RNA odpowiedzialna za proces transkrypcji, ktéry odbywa sie w tym
samym czasie co proces splicingu (4). Dzieki zachodzgcym procesom alternatywnego sktadania
mozliwosci powstawania réznorodnych transkryptdw stajg sie praktycznie nieograniczone.

Wyodrebniono kilka typow zachodzgcych proceséw, prowadzacych do powstania
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alternatywnych izoform mRNA. Przyktadem jest wytgczenie pierwszego (AFE, ang. exclusion of
first exon) oraz ostatniego eksonu (ALE, ang. exclusion of last exon). Wypinaniu z transkryptu
mogg podlegaé rowniez eksony (alternatywne) znajdujgce sie pomiedzy konstytutywnymi
eksonami. Innymi wariantami sg: wybér alternatywnych miejsc 5’ i 3’ splicingu czy retencja

intronu (5) (Ryc. 3).

A Wytaczenie pierwszego eksonu B Wytgczenie ostatniego eksonu C Ekson alternatywny
> ) . PAS1 PAS2
:’ ‘g .‘ ‘~ Pid Se o’ e
D AlternatyWﬁe miejsce 3' E Alternaty\X/ne miejsce 5' F  Eksony altérnatywne
G Retencja intronu
I:I_EH—_—[_D [0 Ekson alternatywny
e [] Ekson konstytutywny
NN — Intron

Rycina 3 Schematyczne przedstawienie mozliwych procesow alternatywnego sktadania RNA. Wytgczanie, badz
wigczanie eksondw alternatywnych moze odbywac sie na kilka réznych sposobéw. (A,B) Poprzez aktywacje
alternatywnych miejsc startu transkrypcji, bgdZ wigczanie ostatniego eksonu z aktywnym PAS. (C,F) Wiaczanie
lub wytaczanie eksondw alternatywnych znajdujacych sie wewnatrz genu. (D,E) Pojawienie sie dodatkowych
miejsc 3" i 5’ skutkuje powstaniem skréconej wersji alternatywnego eksonu. (G) Czes$¢ introndw moze zostaé nie
wycieta.

Gtéwne znaczenie i wptyw na zachodzacy proces alternatywnego splicingu maja
konkurujgce ze sobg miejsca splicingowe. O wyborze konkretnych miejsc decydujg
odpowiednie czynniki biatkowe wigzgce sie w regionach cis RNA, a rozpoznajace ulokowane w
intronach badz eksonach miejsca SRE (ang. splicing requlatory elements). Poprzez interakcje z
konkretnymi czynnikami dziatajgcymi w trans, miejsca wigzania sie biatek SRE moduluja
przebieg splicingu. Do czynnikdw dziatajgcych w trans zalicza sie grupe biatek SR (ang. Ser/Arg-
rich proteins) oraz hnRNP (ang. heterogeneous ribonucleoprotein). W sktad SRE wchodzg
czynniki petnigce funkcje promujaca zachodzenie splicingu, wigzgce sie w intronach (ISE, ang.
intron splicingu enhancer) lub w eksonach (ESE, ang. exon splicingu enhancer). Oprécz istnienia
wzmacniaczy, w rejonach intronowych przytgczajg sie rowniez inhibitory splicingu (ISS, ang.
intron splicingu silencer). Podobnie jest w rejonach eksonowych (ESS, ang. exon splicingu

silencer) (6) (Ryc. 4).
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Rycina 4 Biatka regulujace proces sktadania RNA, w tym alternatywny splicing. Procesu sktadania RNA stanowi
kluczowy element w dojrzewaniu prekursorow RNA, ktéory musi podlega¢ istotnej regulacji. Do
najpopularniejszych biatek kontrolujacych splicingu zaliczane sg biatka hnRNP oraz SR, ktoére taczac sie do
odpowiednich regiondw w eksonach oraz intronach moga wptywac negatywnie lub pozytywnie na caty proces.
ISE — intronowy wzmacniacz splicingu; ISS — intronowy wyciszacz splicingu; ESE- eksonowy wzmacniacz splicingu;
ESS — eksonowy inhibitor splicingu;PR — punkt rozgatezien; Py — trakt polipirymidynowy. Biatka hnRNP zostaty
zaznaczone schematycznie jako czynniki inhibujgce a SR jako aktywujace. Tak jest w wiekszosci przypadkdw,
jednak czesto te klasy biatek mogg petnic przeciwstawne funkcje.

Dﬁgok@

W przypadku zachodzenia alternatywnego splicingu, podstawowg role odgrywa
definiowanie odpowiednich regionéw w nowopowstajagcym RNA, ktére fragmenty beda
stanowic¢ introny, a ktore eksony. U ssakdéw, fragmenty eksonowe sg istotnie krdtsze niz
intronowe. Przewaza definiowanie tych pierwszych i z duzo wiekszg czestotliwoscig dochodzi¢

moze do usuniecia alternatywnego eksonu niz do retencji intronu (7).

Do gtéwnych czynnikdw majacych bezposredni wptyw na zajscie alternatywnego
splicingu nalezg biatka SR oraz hnRNP. Poprzez oddziatywanie z elementami ISE i ESE, aktywujg
sktadanie RNA w konkretnych lokalizacjach. Biatka SR i hnRNP uczestnicza ponadto w
formowaniu sie spliceosomu. Przyktadowo, promowanie faczenia sie U1 snRNP determinuje
wybér miejsca splicingowego 5, a dziatanie U2AF determinuje wybdr miejsca splicingowego
3’ (8, 9). Zwigzane biatka SR z miejscami ESE wzmacniajg faczenie sie U2 snRNP do miejsc

rozgatezien (10).

Biatka hnRNP sg duzg grupg regulatorowych biatek wigzgcych sie z RNA, ktérych
aktywnos¢ gtownie wigzana jest z wyciszaniem splicingu. Charakteryzujg sie one
zréznicowanym modelem dziatania. Dla przyktadu, udowodniono, ze biatka hnRNP wchodzié

moga W interakcje z czynnikami regulujgcymi splicing, tj. SC35 i ASF/SF2 (8).

Jednym z lepiej poznanych przedstawicieli grupy biatek hnRNP sg biatka PTBP
(ang. polypirimidine tract binding protein). Biatko PTBP1, znane réwniez pod nazwa hnRNP-I,
taczac sie do fragmentdw nowopowstajgcego, niedojrzatego transkryptu, bogatych w reszty C
i U powoduje zahamowanie przebiegu splicingu. Jednoczesnie sita dziatania PTBP moze by¢

modulowana poprzez specyficzng lokalizacje traktéw polipirymidynowych. Pojawienie sie
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dodatkowych miejsc wigzania dla PTB przy koncu 3’ alternatywnie usuwanego eksonu, to

wzmacnia ono wydajne wyciecie go ze sktadanego RNA (11).

1.1.1.3. Poliadenylacja na koricu 3’ RNA — dobudowanie ogona poli(A)

Obrébka konca 3’ nowopowstatego transkryptu jest jednym z najwazniejszych
procesOw zapewniajacych integralnos¢ czgsteczki RNA. Dodanie ogona poli(A) na koricu RNA
jest zjawiskiem zachodzgcym potranskrypcyjnie, dzieki ktéremu transport do cytoplazmy i
proces translacji jest bardziej wydajny. Dodatkowo ogon poli(A) zabezpiecza nowg czasteczke
RNA przed degradacjg (12). Zjawisko ciecia oraz poliadenylacji jest przeprowadzane przez duzy
kompleks biatkowy, zawierajgcy cztery gtéwne subkompleksy — czynnik specyficznosci ciecia i
poliadynelacji (CPSF, ang. Cleavage and poliadenylation specific factor), czynnik stymulujacy
ciecie (CsfF, ang. Cleavage stimulation factor), czynnik ciecia | (CF Im, ang. Cleavage factor |)
oraz czynnik ciecia Il (CF llm, ang. Cleavage factor Il) (13). Oprdcz tego, w reakcji poliadenylacji
korica 3’ uczestniczg réwniez polimerazy poliadenylowe (PAP, ang. Poli(A) polymerase),
jadrowe biatko wigzace sie do poli(A) (PABPN, ang. Nuclear poly(A) binding protein) i biatko
Symplekin. Czynnik CPSF poprzez wigzanie sie do sygnatu poliadenylacji 5’-AAUAAA-3’
(PAS, ang. poliadenylation signal) stanowi niezbedny element w procesie ciecia RNA (12).
Miejsce PAS zlokalizowane jest w odlegtosci 10-30 nukleotyddéw od miejsca, w ktdrym zachodzi
proces ciecia transkryptu. CstF rozpoznaje region bogaty w U bgdZ G i U. CstF swojg obecnoscig
stabilizuje przytaczenie sie CPSF do miejsca PAS (14). Czynnik ciecia CF Im wigze sie do
motywow 5’-UGUA-3’ znajdujgcymi sie przed miejscem PAS. Dzieki zaangazowaniu wszystkich
wyzej wymienionych czynnikéw (Ryc. 5) mozliwe jest endonukleolityczne ciecie RNA, i w

nastepnej kolejnosci dobudowanie do wolnego kornca 3’ ogona poli(A) przez PAP.

& G

—Trtror LEKS. == UGUA === AAUAAA s CA mmm U /GA, e

A 3'UTR
PAS

Rycina 5 Kompleksy biatkowe zaangaziowane w proces poliadenylacji. Schematyczny obraz regionu
niekodujgcego po stronie 3’ (3’'UTR) z zaznaczonymi sekwencjami do ktorych wigzg sie kompleksy biatek
zaangazowane w caty proces ciecia nowopowstatego RNA, a nastepnie poliadenylacji.
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1.1.1.4. Alternatywna poliadenylacja (APA)
Zjawisko APA zostato po raz pierwszy odnotowane w roku 1980. Badanie opisywato
geny kodujace immunoglobuline M (IgM) (15) oraz reduktaze dihydrofolianowej (DHFR) (16).
Od tamtego momentu, do roku 1997 naukowcom z catego $wiata udato sie opisac jeszcze
okoto 95 genow posiadajgcych APA (17). Dzieki rozwojowi bioinformatyki oraz metod analiz
catotranskryptomowych takich jak RNA-seq wiedza na temat proceséw APA jest stale

poszerzana i uzupetfniana.

PAS1 PAS2 PAS proks. PAS dyst.
= ) e B, S —
S'UTR e e 3'UTR
) CR-APA \ ) UTR-APA ,

= | AAAAA ) ] ) S—YYYY I
o ) [ ) s YIS ) [ L

m []:D Powstawanie raznych biatek Rézna dtugos¢ 3'UTR, bedaca pod presja miRNA

Rycina 6 Schematyczne przedstawienie mozliwych procesow alternatywnej poliadenylacji. W sytuacji kiedy
wybrane zostanie miejsce PAS wewnatrz sekwencji kodujgcej biatko (CR-APA) prowadzi¢ to moze do powstania
biatka o zmienionej budowie. Aktywnos$¢ PAS w 3’UTR skutkuje powstawaniem 3’UTR o rdznej dtugosci (UTR-
APA), co prowadzi¢ moze do wzmozonej regulacji konkretnej izoformy przez takie czasteczki jak miRNA.

Niemal wszystkie mRNA powstajgce w komodrkach eukariotycznych oraz wiele
niekodujacych RNA to czgsteczki poliadenylowane (18). Wiele gendéw na koricu 3’ posiada kilka
alternatywnych miejsc poliadenylacji (APAS, ang. alternative polyadenylation sites).
Aktywno$¢é alternatywnych miejsc prowadzi do powstawania izoform, mogacych rdznic sie
dtugoscig 3’UTR (19). Uwzgledniajac lokalizacje miejsc poliadenylacji, zjawisko APA mozna
podzieli¢ na dwie gtdwne kategorie (Ryc. 6). W pierwszej z nich poliadenylacja bedzie
zachodzi¢ wewnatrz sekwencji kodujacej eksony badz introny i poprzez swojg aktywnosé
prowadzi¢ do istotnego skrécenia transkryptu kodujacego biatko skrécone o koniec
karboksylowy. Ten typ APA nazwany jest alternatywng poliadenylacjg regionéw kodujgcych
(CR-APA, ang. coding region-APA) (20). W drugiej sytuacji alternatywne miejsca poliadenylacji
zlokalizowane sg w 3’UTR. Ich zmienna aktywnos$¢ prowadzi do powstawania transkryptow o
roznej dtugosci 3’UTR (UTR-APA, ang. untranslated region-APA). Wyrdznia sie PAS
proksymalne (PAS proks.), ktére poprzez swojg aktywnos¢ istotnie skracajg 3’"UTR. Natomiast
aktywnos¢ PAS dystalnych skutkuje wydtuzeniem 3’UTR. UTR-APA nie prowadzi do zmian w
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sekwencji kodujacej biatko. Zmiany w dfugosci 3’'UTR moga miec jednak istotny wptyw na
stabilnos¢ mMRNA, efektywnos¢ z jakg mRNA bedzie przepisywane na biatko i transport. Diuzsze
3’UTR podlegaé moga czesciej regulacji przez czasteczki miRNA (ang. microRNA), oraz biatka

wigzace sie do RNA (RBP, ang. RNA binding protein).

Badania prowadzone w ciggu ostatnich dwdch dekad wykazaty tysigce przypadkow, w
ktorych izoformy APA ulegaja rdznej ekspresji w réznych warunkach komdérkowych. Globalna
analiza sekwencjonowania z wykorzystaniem specjalnie zaprojektowanych bibliotek cDNA,
takich jak EST (ang. expressed sequence tag) wykazata zmienno$¢é w czestosci wystepowania
APA w réznych tkankach (21). W czesci analizowanych tkanek dominowat konkretny wariant
RNA wynikajgcy z wyboru odpowiedniego miejsca poliadenylacji, ktéry z kolei w innych typach
komodrek wystepowat rzadko. Dla przyktadu PAS dystalne sg preferowane w tkankach
neuronalnych, gdy w przypadku komoérek krwi obserwowany jest odwrotny trend (21).
Réwniez w przypadku réznych etapdw procesu spermatogenezy zaobserwowano zmiany w

wyborze PAS.

W przypadku komoérek nowotworowych zaobserwowano globalny trend
wystepowania krdtkich 3’"UTR (22). Badanie zmian dtugosci 3’UTR w nowotworach o réznym
stopniu zaawansowania wykazato charakterystyczne zmiany w aktywnosci APA (23). Takie
zjawisko wskazuje na bezposrednie zaangazowanie procesu APA w zwiekszony potencjat
podziatéw komdrek nowotworowych oraz ich rozwéj. Taka wiedza moze stuzyé jako parametr
prognostyczny oraz by¢ wykorzystana jako wazny indykator stopnia zaawansowania choroby
w diagnostyce nowotwordw. Dzieje sie juz tak w przypadku badania komérek
nowotworowych gruczotu piersiowego, gdzie okazato sie, ze rdéine typy komorek
nowotworowych mogg wykazywac inne aktywnosci APA (24). W przypadku powszechnie
stosowanych w badaniach modelowych komérek raka piersi MCF-7 dochodzito do skracania
3’UTR w poréwnaniu do komérek prawidtowych. Z kolei w innym modelu, komérkach MB231,

wykazano obecnos$é dtuzszych 3’"UTR w przypadku wiekszosci analizowanych mRNA.

Okazuje sie, ze procesowi APA podlega¢ mogg nie tylko pre-mRNA, ale réwniez
prekursorowe dtugie niekodujgce RNA. Badanie oparte na analizie mysich IncRNA wykazato,
ze w przypadku co najmniej 66% znanych czgsteczek IncRNA zachodzi proces APA, jednak w
odrdznieniu od APA w genach kodujacych biatko, w wiekszosci przypadkéw zachodzit na

poczatku transkryptow wywotujgc istotne skrécenie izoform IncRNA (25). Dla przyktadu,
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transkrypt NEAT1 (ang. nuclear paraspeckle assembly transcript 1) ma dwie izoformy — dtuzszg
(23000 nt) oraz istotnie skrocong (3700 nt). Dtugos¢ skréconej izoformy wynika z aktywnosci
PAS w poczatkowym rejonie transkryptu. W rezultacie wystepowanie réznych izoform NEAT1

wptywat na wydajnosé tworzenia sie skupisk jadrowych (ang. paraspeckles) (26).

Regulacja aktywnosci APA zaleze¢ moze w duzej mierze od dziatania RBP (27). Niektore
RBP hamujg terminacje transkrypcji w poszczegdlnych PAS poprzez blokowanie wigzania sie
podstawowych czynnikdéw zwigzanych z procesem poliadenylacji, a niektére zwiekszajg wybor
odpowiednich PAS poprzez rekrutacje kluczowych czynnikéw dla terminacji i poliadenylacji.
Oba kierunki dziatania moga by¢ regulowane przez to samo biatko w réznych kontekstach, jak
pokazano dla neuronalnego RBP NOVA. Jego wigzanie w poblizu PAS inhibuje proces

poliadenylacji, podczas gdy wigzanie w innym miejscu RNA promuje ten proces (28).

1.1.1.5. Zalezno$¢ pomiedzy splicingiem, a poliadenylacja

Gtéwne mechanizmy, tj. splicing oraz poliadenylacja, bedgce podstawg w dojrzewaniu
transkryptow RNA, bardzo czesto s3 ze sobg $cisle powigzane i wzajemnie na siebie wptywaja.
Jednym z przyktaddw jest bezposrednia zaleznos$é¢ pomiedzy jednym z gtdwnych czynnikéw
odpowiedzialnych za ciecie transkryptu — CPSF-160 — a biatkiem U1A snRNP. Poprzez
bezposrednia interakcje biatko-biatko, U1A wzmacnia wigzanie sie CPSF-160 do PAS i tym
samym podnosi wydajno$é procesu ciecia i poliadenylacji (29). Inng wczesniej opisang
zaleznoscig jest oddziatywanie pomiedzy kompleksem CPSF a U2 snRNP (30) oraz U2AF65 a CF
Im (31). Okazuje sie, ze sekwencje intronowe zaangazowane w definiowanie ostatniego
eksonu, a zlokalizowane w poblizu PAS mogg istotnie wptyng¢ na aktywnos$¢ procesu
poliadenylacji (32). Delecja miejsc splicingowych 5’ nie wptywa na wydajnos$é poliadenylaciji,
podczas gdy wprowadzenie mutacji 3’ miejsc splicingowych moze blokowaé ten proces,
potwierdzajac ze aktywnos¢ miejsc 3’ss oraz czynnikdw splicingowych wigzacych sie z tymi
miejscami jest wazna dla stymulacji procesu poliadenylacji. Zalezno$é ta moze réwniez dziataé
w przeciwng strone. Mutacja w proksymalnym PAS prowadzié¢ moze do istotnych zaburzen

zwigzanych z wycieciem ostatniego intronu w genach wieloeksonowych (33).
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1.2. Dtugie niekodujgce RNA (IncRNA)

Klasyczne postrzeganie ekspresji gendow w duzej mierze opierato sie na znanym
dogmacie, opisujgcym szlak DNA - mRNA - biatko. Jednakze, na przestrzeni ostatnich dekad,
bazujagc na wynikach analiz RNA-seq okazato sie, ze az 75% ludzkiego genomu podlega
transkrypcji. Dodatkowo ilo$é transkryptéw niekodujacych biatka, tzw. dtugich niekodujgcych
RNA (IncRNA), jest 4 razy wieksza niz transkryptow, z ktérych to biatka powstajg (34).
Udowodniono réwniez, ze IncRNA stanowig bardzo zréznicowang grupe czasteczek, rowniez
pod wzgledem ich powstawania. Sekwencje dla IncRNA mogg by¢ zlokalizowane w wielu
miejscach w genomie, tj. wewnatrz introndw gendéw kodujgcych pre-mRNA, w samych
eksonach jak réwniez w przestrzeniach miedzygenowych. Tak duza réznorodnos¢ utwierdza w
przekonaniu o modularnym modelu organizacji gendéw, w ktéorym to mozliwe jest
przepisywanie sekwencji na wiele transkryptéw sensowych, antysensowych, kodujgcych oraz
niekodujacych biatko z jednego locus. Tak duza liczba zidentyfikowanych czgsteczek IncRNA
rodzi zatem pytanie: skoro komadrka zuzywa tak duzo energii na biosynteze tych czgsteczek, to
w jaki sposdb moga by¢ one przydatne dla jej funkcjonowania? Poczagtkowo uznawano, ze
mnogos¢ powstajgcych IncRNA bierze sie z mato specyficznego dziatania polimerazy Il RNA
(35). Na to mégtby dodatkowo wskazywaé fakt bardzo niskiego poziomu zakonserwowania
sekwencji IncRNA. Mozliwym wyttumaczeniem jest to, ze IncRNA w swojej sekwencji nie
posiadajg otwartej ramki odczytu (ORF, ang. open reading frame). Jednakze wystepujg
rowniez takie czgsteczki IncRNA, ktére posiadajg w swojej sekwencji krotkie zakonserwowane
fragmenty, petnigce znaczacg role w procesach komérkowych. Przyktadem moze by¢ gen Xist,
ktéry odpowiedzialny jest za wyciszanie ekspresji gendw pochodzacych z jednego z
chromosoméw X, w przypadku komodrek zenskich. W komodrkach meskich petni role
regulatorowg (36). Okazuje sie jednak, ze wiecej IncRNA zaangazowanych jest w istotne
procesy komodrkowe, tj. réznicowanie, rozwdj czy podziaty komoérkowe (37). Ich dziatanie
opiera sie na kontrolowaniu ekspresji genéw poprzez wptyw na miejsca promotorowe (38),
pietnowanie genomowe (ang. genome imprinting) (39) czy utrzymanie odpowiedniego

uformowania chromatyny w jadrze komdrkowym (40).

27



1.3.  Krétkie niekodujgce RNA (sncRNA)

Do tej grupy zalicza sie klase matych jagdrowych RNA (snRNA, small nuclear RNA), ktére
tworzg czasteczki RNA o diugosci nieprzekraczajgcej 200 nukleotyddéw. Zlokalizowane sg
gtéwnie w jadrze komérkowym organizmdéw eukariotycznych. Do ich podstawowych funkcji
nalezy regulacja ekspresji gendow. Podczas tego procesu snRNA zwigzane sg z zestawem
specyficznych biatek, ktérych kompleksy nazywane sg jako mate jadrowe rybonukleoproteiny
(snRNP, ang. small nuclear ribonucleoprotein). Podklasa snRNP nazywana jest matymi
jaderkowymi RNA (snoRNA, ang. Small nuleolar RNA), ktdre zlokalizowane sg w jaderku i biorg

udziat w procesach dojrzewania takich czasteczek jak rRNA, tRNA czy snRNA.

Kolejng klase tworzg czasteczki RNA zwigzane z biatkiem Piwi (piRNA, ang. Piwi
interacting RNA). Stanowig liczng grupe krétkich niekodujgcych RNA wystepujgcych w
komoérkach eukariotycznych (41). Ze swojg dtugoscia wynoszacg 25-30 nukleotydéw sa
nieznacznie wieksze niz inne regulatorowe krotkie RNA. Poprzez formowanie kompleksow
RNA-biatko, piRNA zaangazowane sg w epigenetyczne jak i potranskrypcyjne wyciszenie
retrotranspozondw oraz innych elementéw genetycznych w komérkach biorgcych udziat

podczas procesu spermatogenezy (42).

Krotkie interferujgce RNA (siRNA, ang. small interfering RNA) stanowig kolejng grupe
krétkich, dwuniciowych czgsteczek RNA, ktérych dtugosé wynosi od 20-25 nukleotydéw. SiRNA
odgrywaja istotng role w szlaku interferencji RNA (RNAI, ang. RNA interference) (43). Poprzez
w petni komplementarne wigzanie sie jednej z nici siRNA, bedacej elementem kompleksu
wyciszajgcego indukowanego przez RNA (RISC, ang. RNA induced silencing complex), do mRNA
prowadzg do jej degradacji i tym samym regulujg poziom ekspresji gendw. Mechanizm
dziatania siRNA po raz pierwszy zostat odkryty w komérkach roslinnych (44), po czym prawie
natychmiast zostat on wykorzystany jako molekularne narzedzie do kontrolowania poziomu
ekspresji konkretnych genéw w innych organizmach (45). Dziatanie siRNA oparte jest na
podobnych zasadach jak w przypadku trzeciego reprezentanta grupy krétkich niekodujacych
RNA — miRNA.
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1.3.1. mikroRNA

W roku 1993, Victor Ambros wraz z Rosalind Lee oraz Rhondg Feinbaum, badajac
rozwdj embrionalny C. elegans, odnotowali nowe zjawisko. Gen lin-4, petniacy istotng role
podczas rozwoju badanego organizmu, okazat sie nie by¢ matrycg do produkcji biatka, a
IncRNA (46). Dodatkowo, z transkryptu tego powstawata para krotkich czgsteczek RNA. Jak sie
podzZniej okazato, posiadajgca komplementarnos¢ do wielu miejsc w 3’"UTR. Zalezno$é poziomu
mRNA genu lin-14, poprzez bezposrednie dziatanie lin-4 zostata opisana (47), a nastepnie
funkcjonalnie potwierdzona poprzez wykazanie negatywnego wptywu lin-4 na poziom biatka
lin-14, przy jednoczesnym braku obnizenia mRNA /in-14 (48). Wyniki te po raz pierwszy
zaprezentowaty model dziatania krotkich, niekodujacych czasteczek RNA — mikroRNA
(miRNA), ktére poprzez wigzanie sie do regionu 3’"UTR mRNA regulujg ich poziom ekspresji, a

w nastepstwie takze ilos¢ powstajgcych na bazie tych mRNA biatek.

Po prawie trzech dekadach badan wiemy, ze lin-4 okazat sie by¢ pierwszym
reprezentantem bardzo licznej grupy RNA nazwanych miRNA (49). Jest to rodzina krétkich
(21-25 nt), niekodujgcych czasteczek RNA, ktérych obecnos¢ zostata potwierdzona w wielu
réoznych organizmach. Wysoki stopiet zakonserwowania ewolucyjnego tych czgsteczek
wskazuje na ich istotng role w toku ewolucji (50). miRNA stanowig waziny element w
prawidtowym funkcjonowaniu komorek roslinnych oraz zwierzecych. Szacuje sie, ze ok 50%
genow kodujgcych biatka jest pod kontrolg tych krdétkich czgsteczek regulatorowych. Badania
funkcjonalne wskazuja, ze niemal kazdy znany proces komadrkowy zalezny jest od miRNA, co
przektada sie na role regulatora komdrkowej homeostazy. Przeprowadzone badania na
modelach zwierzecych, a w szczegdlnos$ci na myszach, polegajgce na wytgczaniu aktywnosci
poszczegdlnych miRNA wykazaty wptyw na dziatanie wielu narzaddéw. Byly to miedzy innymi
takie organy jak: uktad szkieletowy (51), mézg (52), oczy (53), neurony (54), serce (55), miesnie
szkieletowe (56), ptuca (57), nerki (58), watroba (59) czy trzustka (60). Majgc na uwadze
istotng role, jaka odgrywajg czasteczki miRNA, mozina przypuszczaé ze jakakolwiek
nieprawidtowos¢ w powstawaniu badZz dziataniu miRNA, bedzie miata konsekwencje w
funkcjonowaniu komérki, nastepnie tkanki, a w rezultacie catego organizmu. Przyktadem
takiego zaburzenia jest zmieniony profil ekspresji miRNA i jego nastepstwa obserwowane w

komodrkach nowotworowych.
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1.3.1.1. Biogeneza miRNA - klasyczna droga powstawania miRNA
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Rycina 7 Schematyczne przedstawienie procesu biogenezy miRNA

miRNA powstajg ze swoich pierwotnych transkryptéw zwanych pri-miRNA
(ang. primary microRNA). Transkrypty te tworzone sg w wyniku dziatania polimerazy Il RNA,
jako takie opatrzone sg czapeczkg na konicu 5’ (61), lecz nie zawsze poliadenylowane na korncu
3’. Moze mie¢ to zwigzek z aktywnoscig dziatania mikroprocesora zaangazowanego w
dojrzewanie miRNA, ktéry mozie wymusza¢ wczesdniejszg terminacje transkrypcji (62).
Utworzona wewnatrz pri-miRNA krétka struktura typu spinki do wioséw (ang. hairpin
structure) rozpoznawana jest przez oraz biatko rozpoznajgce podwdjng ni¢ RNA - DGCRS (ang.
DiGeorge critical region 8) oraz biatko z rodziny RNaz Ill - DROSHA. Razem biatka te tworza
kompleks mikroprocesora, ktérego produktem dziatania jest ok. 70 nukleotydowa czgsteczka
pre-miRNA, ciggle tworzgca strukture typu spinki do wtosdw. W naturze wystepujg tysigce
czgsteczek RNA, ktére tworzg strukture przypominajgca spinke do wtosow. Jednak tylko czesé
z nich jest rozpoznawana jako czgsteczka prekursorowa w pri-miRNA i przetwarzana dalej w
w kolejnych etapach biogenezy miRNA. Jest to wynikiem Scistej kontroli biogenezy miRNA
przez mikroprocesor. Kompleks ten faworyzuje pojedynczg strukture spinki, ktérej dtugosé
wynosi okoto 35 par zasad, oflankowang z obu stron jednoniciowymi sekwencjami RNA (63).
Nowopowstate pre-miRNA nastepnie zostaje przetransportowane z jagdra do cytoplazmy przez

Eksportyne 5 (XPO5) (64, 65). W cytoplazmie na skutek dziatania kolejnej RNazy typu Il — Dicer,
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z pre-miRNA wycinany jest dwuniciowy, 20-25 nukleotydowy dupleks miRNA/miRNA* (66)(8).
W biologii stosuje sie dodatkowg nomenklature miRNA opierajgca sie o ni¢, z ktére wywodzi
sie dojrzata czasteczkag miRNA. Wyrdzniamy w takim wypadku czgsteczke miRNA z nici od
strony 5 - miRNA-5p oraz strony 3’ - miRNA-3p. Co charakterystyczne, u cztowieka DICER
wspotpracuje razem z innym biatkiem wigzgcym sie do dwuniciowej formy RNA — TRBP (ang.
dsRBP trans-activation-responsive RNA-binding protein). Jedna z nici w dupleksie,
reprezentujgca dojrzatg forme mIRNA, rozpoznawana przez biatko Argonaute (AGO),
wprowadzana jest do kompleksu wyciszajgcego ekspresje gendw przez aktywno$é miRNA
(miRISC, ang. miRNA-inducetd silencing complex). Druga z nici — miRNA* — zostaje
zdegradowana i w tym uktadzie nie odgrywa waznej roli w procesie kontroli ekspresji gendw
(67). MIiRNA bedac kluczowym elementem w kompleksie miRISC, mimo niepetnej
komplementarnosci (w odrdznieniu do siRNA) do docelowego regionu w mRNA (68),
naprowadza oraz powoduje zwigzanie catego kompleksu i prowadzi w ten sposdb do
zablokowania translacji badz do deadenylacji i degradacji zwigzanej czasteczki mRNA (Ryc. 7).
Potencjalnie oba miRNA, powstajgce z dupleksu pre-miRNA (miRNA oraz miRNA*) stanowic

moga funkcjonalng czgsteczke.

W ostatnich latach wykazano pewne wyjatki od reguty, w ktérych to biatka DROSHA,
DICER1 oraz XPO5 stanowig niezbedny element podczas biogenezy miRNA. W
przeprowadzonym w 2016 roku badaniu (69), po inaktywacji kazdego z tyk biatek z osobna i
sekwencjonowaniu catej puli krotkich RNA (ang. small RNA-seq) okazato sie, ze gdy usuniecie
Droshy skutkuje istotnym spadkiem poziomu wszystkich miRNA, tak w przypadku
zablokowania biatka Dicer poziom niektdorych z miRNA pozostaje niezmieniony. Rezultat ten
Swiadczyé moze o istnieniu alternatywnych drég powstawania miRNA, niezaleznych od
kanonicznej sciezki biogenezy. Peten proces dojrzewania miRNA moze okazaé sie duzo bardziej

ztozony niz postrzegano do tej pory.

1.3.1.2. Mirtrony — alternatywna sciezka biogenezy miRNA
W 2007 roku udokumentowano istnienie nowej grupy miRNA, tzw. mirtrony (70).
Istnienie tej puli, 14 miRNA u muszki owocowej oraz 4 miRNA u nicieni, stanowito niezwykte
odkrycie ze wzgledu na fakt, ze zlokalizowane sg one w intronach genéw kodujgcych biatko i
co najistotniejsze mogg powstawac bez udziatu DROSHA. Sytuacja taka jest mozliwa dzieki

zachodzgcemu procesowi sktadania eksonéw przy jednoczesnym wycinaniu intronéw z pre-
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mRNA. W tym wtasnie momencie z wycietego intronu, tzw. lariatu formuje sie pre-miRNA,
ktory nastepnie jest przetwarzany w dalszych etapach biogenezy miRNA. W konsekwencji
powstaje dojrzata czgsteczka. Istotnym elementem w tym systemie jest odpowiednia dtugos$é
intronu, ktéry po wycieciu z pre-mRNA swojg dtugoscig zblizony jest do naturalnie

wystepujgcych pre-miRNA.

1.3.1.3. Badania genomowe oraz identyfikacja kanonicznych czasteczek
miRNA

Pomimo, ze czgsteczki miRNA odkryte zostaty na poczatku lat 90. XX wieku, to dopiero
po okoto 15 latach technika masowego sekwencjonowania krétkich RNA zrewolucjonizowata
badania nad miRNA (71, 72). Nalezy jednak pamieta¢, ze nie kazda odkryta w
sekwencjonowaniu krétka czgsteczka jest czgsteczkg miRNA. Wiele z wynikéw RNA-seq moze
stanowi¢, np. wchodzgce w interakcje z biatkami Piwi krétkie RNA (piRNA, ang. Piwi-
interacting RNA) oraz endogennie wystepujgce krdétkie interferujgce RNA (siRNA, ang. small
interfering RNA) (72). W celu unikniecia takich fatszywie pozytywnych odkry¢ nowych miRNA,
postanowiono wprowadzié jasne i klarowne wytyczne co do definicji czy odkryta czgsteczka
faktycznie jest miRNA. Przede wszystkim koniec 5’ takiego RNA musi by¢ zgodny z przypisang
annotacjg. Dodatkowo sekwencja musi by¢ $cisle komplementarna z miejscem w genomie,
gdzie przewidywana jest charakterystyczna struktura spinki do wtoséw i by¢ komplementarna

z drugg nicig RNA, wspdlnie tworzac dupleks RNA (73).

Stale rosnaca liczba nowo odkrywanych miRNA wymusita stworzenie baz danych
zbierajgcych te wszystkie informacje. Jedng z najpopularniejszych baz jest miRBase

(http://microrna.sanger.ac.uk) (74), obecnie zawierajgca 1917 ludzkich prekursoréw miRNA

oraz 2656 dojrzatych czasteczek miRNA (wersja V22) (75). Ze wzgledu na ciggte pojawianie sie

nowych czasteczek, duzym wyzwaniem stata sie weryfikacja tych doniesien.

W 2019 J. Alles wraz z wspdtpracownikami przeprowadzita eksperyment, majacy na
celu potwierdzenie ile tak naprawde zdeponowanych krdtkich czgsteczek w najpopularniejszej
bazie danych miRBase jest rzeczywiscie czgsteczkg miRNA. W badaniu przeanalizowano 28 866
dostepnych sekwencjonowan krotkich RNA, zawierajgcych niemal 364 miliardy odczytow.
Wyniki analiz bioinformatycznych zidentyfikowaty 65% z 24 127 potencjalnych czgsteczek
miRNA, jako wyniki fatszywie pozytywne. Ostatecznie wyniki grupy potwierdzity istnienie 2300

czasteczek miRNA, z czego 1115 znajduje sie w bazie danych miRBase V22 (76).
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Oprodcz bazy danych miRBase istnieje jeszcze kilka innych baz, zbierajacych informacje

o istniejgcych miRNA. Jednym z takich zbioréw jest miRGenDB (http://mirgenedb.org) — baza

danych zawierajgca mniejsza liczbe zdeponowanych czgsteczek, ale z duzg pewnoscig co do

jakosci wynikéw (77). Inng bazg jest miRCarta (https://mircarta.cs.uni-saarland.de). Zbiér ten

charakteryzuje sie rowniez zweryfikowanymi eksperymentalnie danymi oraz zestawieniem

literaturowo-potwierdzonych czgsteczek miRNA (78).

1.3.1.4. Genomowa lokalizacja miRNA

Obecnie mechanizm biogenezy miRNA z ich prekursoréw jest juz dos¢ dobrze opisany.
Jednakze wptyw oraz kontrola mechanizmoéw transkrypcyjnych oraz potranskrypcyjnych na
wydajnos¢ biogenezy miRNA nadal wymaga dalszej analizy i badan. Genomowa lokalizacja
genow kodujgcych prekursory miRNA jest gtéwng determinantg, sugerujgcy jakie procesy
beda zaangazowane, jak wydajnie biogeneza tych czgsteczek bedzie przebiegac i jaki wptyw
moze miec¢ to na poziom ich ostatecznej ilosci w komodrce. Opierajgc sie na genomowej
lokalizacji, miRNA mozemy ogdlnie sklasyfikowa¢ jako “wewngatrzgenowe” (ang. intragenic)
oraz “pozagenowe” (ang. intergenic). MiRNA wewnatrzgenowe zlokalizowane sg najczesciej w
intronach genéw kodujacych biatko oraz IncRNA. Sekwencje kodujgce miRNA zlokalizowane
rowniez mogg by¢ w czesciach eksonowych swoich gendw-gospodarzy (ang. host gene). W
duzej czesci przypadkéw podlegajg tej samej regulacji transkrypcyjnej, co geny wewnatrz
ktorych sie znajdujg. Jednak badania wysokoprzepustowe wykazaty, ze miRNA
wewnatrzgenowe, zlokalizowane w intronach swoich genéw-gospodarzy, mogg powstawac
jednoczesnie jako niezalezne jednostki transkrypcyjne, z wykorzystaniem wtasnych miejsc
promotorowych (79, 80). Faktem jest, ze okoto 20% miRNA znajdujgcych sie w intronowych
czesciach gendw-gospodarzy, poprzez sprzezenie zwrotne reguluje ich wtasny poziom
ekspresji (81). Oprocz tego wyrdzniamy miRNA znajdujgce sie na potaczeniu intron-ekson oraz
miRNA, ktérych transkrypcja przebiega na nici antysensownej. miRNA pozagenowe,
zlokalizowane pomiedzy zdefiniowanymi genami, posiadajg swoje witasne miejsca
promotorowe i powstajg réwniez przy udziale polimerazy Il RNA oraz w rzadkich przypadkach
polimerazy Il RNA. Z przeprowadzonych badan wynika, ze miRNA pozagenowe mogg
powstawac przy udziale dwéch dodatkowych mechanizmoéw (80). Pierwszy, nazwany
“przeciekiem” (ang. readthrough), bazuje na zjawisku, podczas ktdrego transkrypcja genu

przebiega jeszcze kilka tysiecy par zasad za miejscem PAS, w ktorym dochodzi do przeciecia
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RNA i dobudowania ogona poli(A). Przyktadem miRNA, ktérego biogeneza moze zaleze¢ od
opisanego przecieku transkrypcji, jest miR-21 (82). Drugim z mechanizméw, ktéry
odpowiedzialny jest za powstawanie prekursorow miRNA jest mechanizm “rozbieinej
transkrypcji” (ang. divergent transcription). W czasie tego procesu, ze wspdlnego miejsca
promotorowego dwie polimerazy RNA przeprowadzajg niezaleznie od siebie transkrypcje

gendw nici sens oraz antysens (83).

Wedtug miRBase (miRBase v.20, N=1,870; http://www.mirbase.org/) okoto 39%

ludzkich miRNA stanowi grupe miRNA pozagenowych, a zatem w przyblizeniu 61%
zdeponowanych w bazie danych miRNA stanowig czasteczki wewnatrzgenowe. Wsréd nich,
okoto 86% zlokalizowanych jest w genach kodujgcych biatko, a 84% z nich transkrybowana jest
na tej samej nici kodujgcej, co pre-mRNA ich genu-gospodarza. Zdecydowana wiekszo$é
wewnatrzgenowych miRNA zlokalizowana jest w intronach — 90%. Pozostate 10% przypisane
zostato jako miRNA eksonowe, przy czym 80% eksonowych miRNA lokalizuje w niekodujgcych

fragmentach gendw (5’ oraz 3’ UTR, ang. untranslated region) (84) (Ryc. 8).
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Rycina 8 Genomowy podziat czgsteczek miRNA.

1.3.1.5. Mechanizm dziatania miRNA

Dziatanie miRNA rozpoczyna sie od zatadowania pojedynczej czgsteczki miRNA do
kompleksu RISC. Bedgc zwigzany w kompleksie, miRNA nakierowuje RISC na mRNA poprzez
komplementarne potgczenie z niekodujgcym regionem w 3’UTR. Uznaje sie, ze fragment
pomiedzy nukleotydami 2 i 8 w czasteczce miRNA stanowi niezbedny element dla jego
wigzania sie do regulowanego miejsca w mRNA i nazywany jest miejscem zrédiowym
(ang. seed region) (68). Dziatanie miRNA mozna podzieli¢ na dwa gtéwne etapy. We wczesnej
fazie dziatania regulatorowego miRNA nastepuje zablokowanie procesu translacji, przy braku
zmian w stabilnos$ci docelowego mRNA. W kolejnych etapach dochodzi do degradacji takiego

mRNA (85, 86).

Uwzgledniajgc bardzo krétkg sekwencje wymagang do zwigzania sie miRNA z
docelowym miejscem w 3’UTR regulowanego transkryptu, mozna przyjac¢ ze czgsteczki miRNA
odgrywaja szczegdlng role w ksztattowaniu profilu ekspresji wiekszosci powstajgcych gendw.
Biorgc do analizy zidentyfikowane regiony 3’"UTR w ludzkim transkryptomie okazuje sie, ze w
przypadku kazdej z 90 silnie zakonserwowanych ewolucyjnie rodzin miRNA, wspdtdzielgcych

region zrédtowy, istnieje srednio ponad 300 miejsc w 3’"UTR do ktdrych bedg wigzac sie miRNA
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na zasadzie 7-8 nukleotydowego sparowania. Jezeli uwzgledni sie wigzanie regionu
6-nukleotydowego, to liczba potencjalnie regulowanych regionéw wzrasta srednio do 500 dla
jednej rodziny miRNA (87). Do niektdrych 3’UTR jedna czgsteczka miRNA moze przytgczyc sie
w kilku miejscach, jak réwniez jeden 3’'UTR w swojej sekwencji moze zawierad

zakonserwowane ewolucyjnie miejsca wigzania dla kilku réznych rodzin miRNA.

Po zwigzaniu sie miRNA z docelowym miejscem w mRNA, biatko Argonaut (AGO)
rekrutuje reprezentanta z grupy biatek z licznymi powtdrzeniami glicynowo-tryptofanowymi
(GW). W przypadku ssakéw jest to biatko TNRC6. Biatka te majg duze powinowactwo do AGO
oraz zawierajg domene wyciszajgcy. Domena ta posiada reszty tryptofanowe, niezbedne do
wigzania sie z rybonukleazami specyficznymi dla miejsc poli(A) - PARN2 lub dla represora
katabolitdw weglowych (CCR4). CCR4 jest negatywnym regulatorem transkrypcji - jego
dziatanie polega na skracaniu ogondéw poli(A) w mRNA. Dodatkowym czynnikiem
wptywajgcym na obnizenie poziomu regulowanego RNA jest rekrutacja kolejnych biatek
wigzacych sie do ogona poli(A), ktére prowadzg do deadenylacji i w nastepstwie do degradacji
czasteczek mRNA. Skrécone, bgdZz pozbawione catkowicie ogondéw poli(A) czasteczki mRNA
zostajg pozbawione czapeczki na koricu 5, co skutkuje aktywacjg egzonukleazy 1 (XRN2), ktéra

degraduje mRNA z aktywnoscig 5’-3" (68).

1.3.1.6. Znaczenie czasteczek miRNA w rozwoju oraz w chorobie

miRNA stanowig czasteczki regulujace liczne procesy wewnatrzkomérkowe, a ich
obecno$¢ jest niezbedna do prawidtowego rozwoju organizmu. Wykazano, ze nokaut genu
Dicer w mysim modelu prowadzi do Smierci organizmu w 7. dniu rozwoju embrionalnego (88).
Oprécz rozwoju embrionalnego udowodniono, ze miRNA kontrolujag metabolizm, podziaty
komoérkowe czy dojrzewanie komdrek nerwowych (89). Do proceséw, w ktédrych miRNA petnig
znaczacg funkcje regulatorowa zaliczone sg rozwdj moézgu (90), réinicowania komodrek
miesniowych (91) czy prawidtowe réznicowanie komodrek macierzystych (92). Zaburzenia w
ilosci oraz funkcjonowaniu czgsteczek miRNA prowadzi¢ moze do licznych patologii, z posrod
ktdrych duzg grupe stanowig rézne etapy nowotworzenia. Ponad 50% miRNA zlokalizowanych
jest we wrazliwych miejscach w genomie, w ktdrych obserwowane sg czeste delecje lub
insercje. Potwierdzajg to wyniki badan préb pochodzgcych od pacjentéw onkologicznych (93).
miRNA, w zaleznosci od petnionej roli, dzieli sie na dwie kategorie: onkogeny (ang. OncomiR)

oraz supresory nowotworzenia (94). OncomiR poprzez blokowanie dziatania czynnikow
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supresorowych promujg rozwéj nowotwordw. Przyktadami oncomiR sg miR-221/222 (95),
miR-27a (96) czy miR-21 (97-99). W odrdznieniu od oncomiR, istnieje grupa miRNA ktérych
rolg jest blokowanie powstawania nowotworéw, poprzez bezposrednig supresje dziatania
onkogendw. Przyktadami takich miRNA sg miR-145 (100), miRNA z rodziny let-7 (101) oraz
miR-205 (102).

1.3.2. mikroRNA-21

miR-21 juz niemal od dwdch dekad stanowi cel badan wielu naukowcéw na catym
Swiecie (103). llos¢ i powszechnosé wystepowania tej czgsteczki w komarkach réznego typu
daje podstawy do twierdzenia, iz zaangazowany jest w istotne procesy komdrkowe.
miR-21 wystepuje niemalze w kazdym typie komdrek ssaczych i odgrywa szczegdlng role w
takich procesach jak rozwéj komérki, jej podziaty czy apoptoza. miR-21 jako jeden z pierwszych
byt intensywnie badany i analizowany pod katem proceséw biogenezy i dojrzewania.
Podwyzszony poziom tego miRNA obserwowany jest w wiekszosci nowotworow, jak rowniez
choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Przyktadowo, badania przeprowadzone na myszy z
podwyzszong ekspresjg miR-21 wykazaty, ze ten miRNA bierze czynny udziat w powstawaniu
chtoniaka ztosliwego (ang. Malignant B-cell lymphoma) (104). Pomimo intensywnych badan,
pozostaje wcigz wiele niewiadomych dotyczgcych biogenezy miR-21, a przede wszystkim
mechanizmow regulujgcych ten proces. Poznanie ich moze stanowi¢ mozliwos¢ do
opracowania narzedzi pozwalajgcych wptyng¢ bezposrednio na procesy w ktére

zaangazowane jest miR-21.

1.3.2.1. Genomowa lokalizacja oraz regulacja biogenezy miR-21

Gen kodujgcy miR-21 zlokalizowany jest na chromosomie 17 (179.23.1), w intronie 11.
genu kodujgcego wakuolarne biatko membranowe VMP1 (ang. Vacuole membrane protein 1).
Prowadzone badania wykazaty, ze w obrebie genu kodujgcego pri-miR-21 znajdujg sie silnie
zakonserwowane miejsca promotorowe (105). W 2008 roku zostata przeprowadzona
doktadna analiza miejsc promotorowych dla transkrypcji prekursora miR-21 (miPPR-21)
(106)(50). Miejsce to zawiera charakterystyczne sekwencje promotorowe dla polimerazy RNA
I, tj. TATA, CCAAT oraz motywy bogate w GC. Dodatkowo zidentyfikowano miejsca wigzania
dla czynnikdéw transkrypcyjnych, tj. biatko aktywatorowe 1 (AP-1, ang. Activator protein 1),
Ets/PU.1, biatko alfa wigzgce sie do motywu CCAAT (C/EBPa, ang. CCAAT/enhancer-binding

protein alfa,), czynnik jadrowy 1 (NF1, ang. Nuclear factor 1), czynnik odpowiedzi na surowice
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(SRF, ang. Serum response factor), biatko p53 oraz przekaznik sygnatéw i aktywator
transkrypcji 3 (STAT3, ang. Signal transducer and activator of transcription 3) (107).
Potencjalne miejsca wigzania dla tak wielu czynnikéw transkrypcyjnych, zaangazowanych w
szlaki sygnatowe réznego typu stymulacji po raz kolejny dowodzg istotnosci miR-21 i jego

zaangazowania w odpowiedzi na zmieniajgce sie warunki w komorce.

Transkrypcyjna kontrola poziomu miR-21 wydaje sie by¢ swego rodzaju fenomenem.
Dla wiekszos$ci badanych miRNA, ktérych poziom ulega istotnej zmianie w nowotworach, nie
zaobserwowano zmian w ilosciach ich prekursoréw. Taka obserwacja wskazuje na to, ze w
zmienny poziom miRNA w przypadku nowotwordw, zaangazowany musi by¢ mechanizm
potranskrypcyjny. W opisanej analizie, w przypadku miR-21 odnotowano silng korelacje

miedzy wzrostem poziomu transkryptu pri-miR-21, a iloscig dojrzatej czagsteczki miRNA (108).

Badanie z 2007 roku wykazato z kolei, ze poziom miR-21 moze by¢ takze uzalezniony

od hipometylacji DNA, wywotanej np. w nowotworowych komarkach jajnika (OVCAR3) (109).

Coraz wiecej dowoddw wskazuje na to, ze poziom miR-21 kontrolowany jest nie tylko
na poziomie transkrypcyjnym, ale réwniez potranskrypcyjnym. Dla przyktadu, w komédrkach
miesni gtadkich, biatka morfogenetyczne kosci (BMP, ang. Bone morphogenic proteins)
wspdlnie z transformujgcym czynnikiem wzrostu beta (TGF-B, ang. Transforming growth
factor beta) przyczyniajq sie do zwiekszonego poziom miR-21 poprzez rekrutacje RNA helikazy

p68 (DDX5) do pri-mir-21, ktéra stabilizuje dziatanie biatka DROSHA (110).

1.3.2.2. Znaczenie miR-21 podczas rozwoju embrionalnego

Tuz po zaptodnieniu, komdrka embrionalna z powodu braku odpowiednich czynnikow
transkrypcyjnych, zalezna jest od RNA pochodzacego od matki. W momencie, gdy genom
komorki embrionalnej jest w petni aktywny, RNA matczyne ulega stopniowej degradacji.
Doktadnie w tym momencie zaangazowanie czgsteczek miRNA staje sie dominujgce (111). W
badaniu przeprowadzonym na modelu zwierzecym Danio pregowany (ang. Zebrafish), okazato
sie ze miR-21 byt obserwowany juz we wczesnym stadium rozwoju embrionalnego. Badacze
zaobserwowali, ze w 12-tej godzinie od zaptodnienia poziom tego miRNA stanowit 40%
wszystkich badanych czgsteczek miRNA (112). W innym doswiadczeniu, pracujgc na modelu
pstraga teczowego (ang. Rainbow trout), naukowcy zaobserwowali istotny przyrost ilosci

miR-21, jak réwniez zwiekszong ekspresje genu Stat3 (czynnika transkrypcyjnego
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zaangazowanego W transkrypcje pri-miR-21), podczas rozwoju embrionalnego (113).
Podobnie jak w analizie przeprowadzonej na Danio pregowanym, réwniez i w tym przypadku

wysoki poziom miRNA odpowiedzialny byt za degradacje matczynego mRNA.

Represor neuronalny REST (wyciszajgcy czynnik transkrypcyjny RE1, ang. RE1-silencing
transcription factor) ulega wysokiej ekspresji w mysich komdrkach macierzystych.
Heterozygotyczna delecja tego czynnika, badz jego wyciszenie przy pomocy siRNA prowadzi
do zaburzen w procesie samoodnowy tych komérek. Profilowanie poziomu miRNA wykazato,
ze biatko Res wptywa negatywnie na poziom wielu miRNA, w tym miR-21. W takim przypadku,
brak miR-21 wptywa na zaburzenia poziomu ekspresji czynnikéw kluczowych podczas
samoodnowy komodrek macierzystych, ktérymi sg Oct4, Nanog oraz Sox2. Nadekspresja
miR-21 obniza mozliwos$ci samoodnowy komérek niemalze o 60% (114). Badanie te pokazuja,
ze w prawidtowym funkcjonowaniu embrionalnych komérek macierzystych, istotng role

odgrywa prawidtowy poziom miR-21.

Morfogeneza rozgatezien (ang. branching morphogenesis) stanowi podstawowy
proces W rozwoju organow, tj. gruczotéw zewnatrzwydzielniczych, ptuc czy nerek. Badanie
mysich embrionalnych gruczotéw podzuchwowych stanowi podstawe w badaniu rozwoju
organow, w tym réwniez morfogenezy rozgatezien. Wykazano, ze degradacja macierzy
zewnatrzkomérkowej wywotana przez metaloproteinazy macierzy (MMP, ang. matrix
metalloproteinases) prowadzi do wzmocnienia morfogenezy rozgatezien, poniewaz macierz
zewnatrzkomdrkowa w mezenchymie ulega przebudowie podczas rozwoju S$linianki
podzuchwowej. Biatko RECK stanowi inhibitor dla MMP i jego inhibicja prowadzi do
przyspieszenia zajscia morfogenezy. W 2011 roku Hayashi i wsp. wykazali, ze miR-21 poprzez

oddziatywanie na MMP wptywa posrednio na proces morfogenezy rozgatezien (115).

1.3.2.3. miR-21 w kancerogenezie
Naukowcy na catym swiecie zaczeli uwazniej przyglada¢ sie udziatowi miRNA w
chorobach nowotworowych, w momencie odkrycia globalnych zmian w poziomie ekspresiji
wielu reprezentantdow tej grupy w materiale pochodzacym z guzéw od pacjentéw
onkologicznych (116). Biorgc po uwage, jak znaczace sg zmiany obserwowane w poziomie
przewazajgcej liczby miRNA w tkankach nowotworowo zmienionych, uznano, ze muszg by¢é
one zaangazowane w procesy karcynogenezy. W przeprowadzonym wielkoskalowym badaniu,

w ktérym uczestniczyto 540 badanych okazato sie, ze miR-21 jako jedyny ma podwyzszony

39



poziom w wiekszos$ci badanych typdw nowotwordw takich jak, rak ptuca, sutka, prostaty, jelita
grubego czy trzustki. W kolejnych badaniach miR-21 uzyskat juz miano onkogennego miRNA
(ang. oncomiR) co potwierdzit podwyzszony poziom tej czgsteczki w przewazajgcej liczbie

nowotworéw (97-99).

Badania funkcjonalne wykazaty, ze rola miR-21 w genezie choréb nowotworowych
opiera sie na jego bezposrednim zaangazowaniu w procesy proliferacji komorek,
zahamowanie procesdw apoptotycznych, zwiekszenie potencjatu inwazyjnosci komoérek i

tworzenia przerzutow (117-120) (Tabela 1).
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Typ Geny
Poziom miR-21 Rola miR-21 regulowane Referencje
nowotworu .
przez miR-21
Promuje podziaty
. . komorek oraz PTEN, PDCD4,
Rak zotgdka Podwyzszony mozliwosé ich RECK (121, 122)
przerzutéw
Rak jelita . Formowanie sie SMAD7, SMADSE,
grubego Podwyzszony guza, metastaza ITGB4, PDCD4 (97, 123)
Wozrost komoérek,
przyspieszone
odziat
koFr)nérkov\\//e PTEN, RECK,
Glejak Podwyziszony Y. - FasL, PDCD4, (124)
réznicowanie
. Bcl2
komorek
macierzystych w
nowotworowe
Zwiekszona
przezywalnos¢
komorek, PTEN, PDCD4,
Rak piersi Podwyzszony zmnigjszone TPM1, RTN4, | (125, 126)
procesy LZTFL1
apoptotyczne,
opornosc¢ na
leczenie
Zmniejszone
procesy
apoptotyczne,
przyspieszone PTEN, PDCD4,
Rak ptuc Podwyzszony podziaty Smad7, Bcl2, (127, 128)
komorkowe, EGFR, Cas8, TGFB
blokowanie
aktywacji czynnika
NF-kB
Zwiekszona
inwazyjnosc,
przerzuty, RECK, MARCKS,
Rak prostaty Podwyzszony zmniejszone PDCD4, TPM1, (129)
procesy PTEN
apoptotyczne,
niezahamowany
wzrost

Tabela 1 Znaczenie miR-21 w réznych typach nowotworéw
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2. Cel pracy

Czasteczka regulatorowa miR-21 jest jedng z najpowszechniej wystepujacych form
miRNA w komoérkach zwierzecych. Odgrywa wazng role w rozwoju embrionalnym oraz
uczestniczy w utrzymaniu homeostazy komérek w dojrzatym organizmie. Jej znaczaco
podwyzszony poziom obserwowany jest w wiekszosci nowotworéw. Mimo dosy¢ dobrze
poznanej funkcji jakg petni miR-21, nadal nie wiadomo jakie procesy molekularne mogg by¢

bezposrednio zaangazowane w regulacje poziomu tego miRNA.

Zasadniczym celem niniejszej pracy byto okreslenie zaleznosci pomiedzy
potranskrypcyjnymi mechanizmami biorgcymi udziat w dojrzewaniu pierwotnych
transkryptow pri-miR-21, takich jak alternatywny splicing (AS) oraz alternatywna
poliadenylacja (APA), a efektywnoscia biogenezy miR-21. Te potranskrypcyjne procesy s3
nieodtgcznymi elementami dojrzewania niemal wszystkich prekursorowych RNA, w tym
prekursoréw miRNA. Potranskrypcyjne mechanizmy obrébki pri-miR-21 mogg mie¢ istotne

znaczenie w fizjologicznej regulacji poziomu miR-21 oraz w patogenezie wielu chordb.

Sekwencja kodujgca miR-21 zlokalizowana jest w regionie 3'UTR genu wakuolarnego
biatka membranowego 1 (VMP1). W literaturze opisanych jest wiele zaleznosci pomiedzy
poziomem ekspresji genu-gospodarza, a biogenezg zakodowanych w nim miRNA. Dlatego

pierwszym celem pracy byta ocena zaleznosci transkrypcji genu VMP1, a biogenezg miR-21.

Aktywnos¢ alternatywnych miejsc poliadenylacji (APAS) genu VMP1 oraz pri-miR-21
moze mieé istotne znaczenie dla biogenezy miR-21. Dlatego tez drugim celem pracy
doktorskiej byto okreslenie znaczenia APAS w transkryptach powstajacych z locus VMP1 w

ksztattowaniu ilosci dojrzatej czgsteczki miR-21.

Prekursor pri-miR-21, obejmuje obszar kilku eksonéw VMP1, w zwigzku z czym moze
podlega¢ procesowi sktadania RNA podobnie jak pre-mRNA jego genu-gospodarza.
Uwzgledniajgc istnienie zaleznosci pomiedzy procesami splicingu oraz poliadenylacji,
postanowiono rowniez zbadac potencjalny wptyw alternatywnego splicingu pri-miR-21 na

wybdr APAS i tym samym wydajnos¢ biogenezy miR-21.
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3. Materiaty i metody

3.1. Konstrukty genetyczne GFP_pri-miR-21

Jako matrycy do uzyskania konstruktu GFP_pri-miR-21 zastosowano szkielet wektora
pEGFP-C1 (Addgene; 6084-1). Na potrzeby badan wektor ten najpierw zostat odpowiednio
zmodyfikowany poprzez usuniecie miejsca SV40pA (miejsce sygnatowe dla terminacji
transkrypcji). Do uzyskania wszystkich konstruktéw, jak réwniez do wprowadzenia
zaplanowanych mutacji korzystano z zestawu NEBUilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit
(New England Biolabs; E5520), ktéry bazuje na metodzie klonowania Gibsona
(ang. Gibson assembly). Metoda ta jest bardzo wydajng i efektywng technika klonowania.
Opiera sie na aktywnosci egzonukleazy, ktéra poprzez swoje dziatanie tworzy, tzw. “Lepkie
korice” od 5’ strony dwuniciowej czesci DNA, a nastepnie zawarta w mieszaninie ligaza taczy
nowo powstate lepkie kornce. Podstawg prawidlowego dziatania tej metody jest takie
zaprojektowanie wstawianej czesci, aby posiadata ona przynajmniej 15-20 komplementarnych
nukleotydow do wczesniej zlinearyzowanego wektora. Linearyzacja wektora moze przebiegaé
w rdzny sposob, tj. ciecie enzymami restrykcyjnymi badz reakcja taricuchowa polimerazy (PCR,
ang. polymerase chain reaction) z wykorzystaniem odpowiednio wydajnego enzymu
polimerazy (ang. High fidelity polymerase). Do linearyzacji wektora pEGFP-C1 uzywano
CloneAmp HiFi PCR Premix (Takara Bio; 639298). Dzieki dziataniu odpowiednio
zaprojektowanym starterom mozliwe byto usuniecie danych fragment z wektora. Razem z
usunieciem sekwencji SV40pA, do wektora wprowadzona zostata sekwencje pri-miR-21
(4469 pz). Sekwencja zostata namnoziona z genomowego DNA z komoérek Hela, z
wykorzystaniem wysokowydajnej polimerazy Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New
England Biolabs; M0491).

Lp. Nazwa Wielkos$¢ konstruktu (pz)
1 GFP_pri-miR-21_wt 8885
2 GFP_pri-miR-21_wt_miR-21 mut 8885
3 GFP_pri-miR-21_A3ss_miR-21_mut 8874
4 GFP_pri-miR-21_APAS proks.1_miR-21_mut 8881

Tabela 2 Spis konstruktow uzywanych w pracy doktorskiej.
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GFP_pri21_wt
miR-21 GU—AG| E2 |

GFP_pri21_wt """
miR-21_mut GU—AGl E2 |

I
A
APAS proks % : pri-miR-21
I
I

GFP_pri21_APAS1
miR-21_mut -GU_AG| =] m

GFP__anl_AS’ ss eu @EZ | E

miR-21_mut Ades 4 miR-21-5p_mut
PAS proks. PAS dyst

Rycina 9 Schematyczne przedstawienie konstruktow genetycznych GFP_pri-miR-21 stosowanych
w pracy doktorskiej.

Starter forward do namnozenia pri-miR-21
5’-ACGAGCTGTACAAGTGACAAGTCAGAGAGAGGGCG-3’

Starter reverse do namnozenia pri-miR-21
5’-TCAGTTATCTAGATCGACTAGAGGCTGACTTAGAAATTT-3’

Uzyskany wektor GFP_pri-miR-21_wt dodatkowo zostat zmodyfikowany w taki sposéb,
aby méc by¢ w stanie zliczy¢ poziom egzogennej czgsteczki miR-21, przy zachowaniu
niezmienionej struktury drugorzedowej RNA. W tym celu wprowadzono 3 mutacje punktowe
w miejscu kodujgcym dojrzatg czgsteczke miR-21-5p. Mutacje te uzyskano przy uzyciu
starteréw:

Starter forward do wprowadzenia mutacji miR-21-5p w GFP_pri-miR-21

5-ATCGGACTGCTGTTGGCTGTTGAATCTCATGGCAACACCA-3’

Starter reverse do wprowadzenia mutacji miR-21-5p w GFP_pri-miR-21

44



5’-CAACAGCAGTCCGATAAGCTACCCGACAAGGTGGTAC-3’

W celu uzyskania plazmidu z usunietym miejscem poliadenylacji (AATAA), ktory znajduje
sie 198 pz przed sekwencjg kodujgcg miR-21 (PAS proks.) ponownie zastosowano zestaw
NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England Biolabs; E5520) z zaprojektowanymi
starterami w taki sposéb, aby usung¢ dany fragment wektora. Reakcje przeprowadzitem na

bazie wektora GFP_pri-miR-21_miR-21_mut ze zmieniong sekwencjg kodujgcg miR-21-5p.

Starter forward do delecji fragmentu PAS proks. z wektora GFP_pri-miR-21_miR-21_mut

5’-GGGAGGAACAATTTTACTTTTTTCCTTTAGGAG-3’

Starter reverse do delecji fragmentu PAS proks z wektora GFP_pri-miR-21_miR-21_mut

5’-AAAATTGTTCCTCCCAAGCAAAACA-3’

W celu uzyskania plazmidu z usunietym miejscem 3’ splicingu (3’ss) (CTACAGGGAGA),
ponownie uzyto zestawu NEBUilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England Biolabs;
E5520) z zaprojektowanymi starterami w taki sposéb, aby usung¢ dany fragment wektora.
Reakcje przeprowadzono na bazie wektora GFP_pri-miR-21_miR-21_mut ze zmieniong

sekwencjg kodujgcg miR-21-5p.

Starter forward do przeprowadzenia delecji fragmentu 3’ splicingowego z wektora

GFP_pri-miR-21_miR-21_mut

5 -ATTTATTTAAACTGGTTGTCCTGGATGTTTGA-3’

Starter reverse do przeprowadzenia delecji fragmentu 3’ splicingowego z wektora

GFP_pri-miR-21_miR-21_mut

5’-CCAGTTTAAATAAATGCAGAACAATGCAATGA- 3’
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Produkty PCR wizualizowane byty w zelu agarozowym z bromkiem etydyny (Sigma; E1510).
Nastepnie wyciete kawatki zelu agarozowego z produktem PCR oczyszczone zostaty na
kolumnach membranowych Gel-Out Concentrator (A&A Biotechnology;023-50). Do reakcji
ligacji uzyto 100ng, zlinearyzowanego plazmidu, ktéry ligowany byt z odpowiednia wstawka,
w molarnym stosunku 1:2 (plazmid:wstawka). Proces ligacji trwat przez 45 minut, w
temperaturze 50°C. Po tym czasie transformowatem komérki kompetentne E. Coli DH5«

stosujac protokoét szoku cieplnego.

3.2. Hodowle bakteryjne

Rozmrozone na lodzie komodrki kompetentne E. Coli DH5alfa zmieszano z potowg
wczesniej przygotowanej mieszaniny ligacyjnej. Nastepnie cato$é inkubowano na lodzie przez
30 min. Po tym czasie komérki zostaty umieszczone w termobloku ustawionym na 42°C na
2 min, a nastepnie od razu przetozone komoérki do lodu na kolejne dwie minuty. Po inkubacji
na lodzie do komérek dodano podgrzang do 37°C pozywke LB (1% Bacto Tryptone, 0,5% Yeast
Extract, 1% NaCl) i inkubowano cato$¢ w 37°C przez 2 h. Po inkubacji bakterie wysiano na szalki
z LB z dodatkiem agaru oraz obecnoscig odpowiedniego antybiotyku (ampicylina 100 mg/ml;
kanamycyna 50 mg/ml). Po catonocnej inkubacji w cieplarce nastawionej na temperature
37°C, wyselekcjonowano pojedynczg kolonie bakteryjng i przy uzyciu PCR kolonijnego
wstepnie weryfikowano jej zawartos¢ (ang. colony PCR). Kolonie z pozytywnym wynikiem na
zawartos¢ konstruktu z insertem umieszczano w ptynnej pozywce LB z dodatkiem antybiotyku

i inkubowano kolejng noc w 37°C.
3.3. Eksperymenty na liniach komérkowych

3.3.1. Spis stosowanych linii komérkowych

Nazwa Krotki opis Organizm Numer ATCC
Hela Rak szyjki macicy Homo sapiens (ATCC® CRM-CCL-2)
NIH3T3 Embrionalne komérki skory Mus musculus (ATCC® CRL-1658)
T . ATCC® PCS-950-
HSkM Pierwotne komorki miesniowe Homo sapiens ( 010)

Komérki niezmienione gruczotu

MCF-12A . Homo sapiens (ATCC® CRL-10782)
piersiowego
mcr.y | Komorkinowotworowe gruczofu | o oo iens | (ATCC® HTB-22)
piersiowego

Tabela 3 Linie komdrkowe uzywane w pracy doktorskiej
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3.3.2. Hodowla oraz réznicowanie komorek

Do hodowli komdrek Hela, NIH3T3, Cos7, A549 uzywane byto petne medium hodowlane
DMEM z L-glutaming | 4,5g/1 glukozg (ang. Dulbecco's Modified Eagle's Medium) z dodatkiem
10% bydlecej surowicy ptodowej (FBS, ang. Fetal Bovine Serum) oraz 1% antybiotykiem-
antymykotykiem (Sigma). Komorki MCF-7 oraz MCF-12A hodowane byty w pozywce EMEM
(ang. Eagle's Minimal Essential Medium; Lonza) suplementowanej do 10% FBS, 1% roztworem
modyfikowanej ludzkiej insuliny (Insulin, human recombinant), 1% antybiotykiem-
antymykotykiem. Komérki HSkM hodowane byty w pozywce HAM-F10, suplementowanej do
20% FBS, 1% antybiotykiem-antymykotykiem, 10 ng/ml EGF (ang. Epidermal Growth Factor),

0,4 pg/ml deksametazonem (ang. Dexamethasone).

Réznicowanie komérek HSkM wykonane zostato poprzez zmiane pozywki na réznicujacy -
DMEM z 4,5 g/l glukozy i suplementowanym do 2% koriska surowica, 1% antybiotykiem-
antymykotykiem. Wszystkie hodowle komérkowe prowadzone byly w inkubatorze, w

standardowych warunkach (37°Ci 5% CO.).

3.3.3. Transfekcje komaérek

Do transfekcji komorek siRNA wykorzystano Lipofektamine RNAIMAX (ThermoFisher;
13778100). Do transfekcji  konstruktami  genetycznymi oraz  antysensownymi
oligonukleotydami (AON) wykorzystano Lipofektamine 3000 (ThermoFisher; L3000150).
Transfekcje wykonywane byly zgodnie z protokofami producentédw. Informacje dotyczace
stezenn siRNA/AON oraz czasu traktowania komoérek zamieszczone zostaty w podpisach do
odpowiednich rycin. W przypadku eksperymentéw z konstruktami genetycznymi, do

transfekcji uzywano ilosci plazmidu wynoszacego 1-2 pg.
3.3.4. Spis stosowanych oligonukleotydéw

Oznaczenia stosowane w zapisie mieszanych oligonukleotyddéw.

d DNA

r RNA

m 2’-0O-metylo-RNA (2'0OMe-RNA)

* szkielet tiofosforanowy (PS, ang. phosphorothioate)

P fosforan
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Antysensowne oligonukleotydy (AON)

Nazwa Sekwencja
5'-mC*MC*MA*mMG*MC*MA*MA*MG*MC*MA*mMC*MA*mMG*mG*mC
CTRL AON *MA*mMG*MC*mMG*mMG*mG-3'

(Eurogentec)

PAS proks. AON

5-mU*mU*mG*mU*mU*mU*mA*mU*mU*mU*mU*mC*mC*
MU*MC*mC*mC*mA*mA*mG*mC-3’

(Eurogentec)

3’ss AON

5-mU*mG*mMU*mA*mG*mA*mA*mA*mMU*mA*mA*mA*mU*
MG*MC*MA*MG*mA*mA*mC*mA-3’

(Eurogentec)

Tabela 4 Antysensowne oligonukleotydy (AON) stosowane w pracy doktorskiej

Dupleksy siRNA

Nazwa

Sekwencja

SICTRL S

5’-P-rUrArArGrGrCrUrArUrGrArArGrArGrArUrArCdTdT-3’

(Future Synthesis)

SiCTRL AS

5’-P-rGrUrArUrCrUrCrUrUrCrArUrArGrCrCrUrUrAdTdT-3’

(Future Synthesis)

SIDROSHA S

5’-P-rCrGrArGrUrArGrGrCrUrUrCrGrUrGrArCrUrUdTdT-3’

(Future Synthesis)

SiDROSHA AS

5'-P- rArArGrUrCrArCrGrArArGrCrCrUrArCrUrCrGdTdT-3'

(Future Synthesis)

SiCPSF3

SMART Pool ON-TARGETplus siRNA, Human CPSF3 (51692)
(Dharmacon nr kat. L-006365-01-0005)
(GTGTCATTATAGCGGGAT,
GTTCATAATCCTCGGAATA,
CGATGAATCCCTCCGAGAA,
TGAGAAACGTGAAGAGCGA)

Tabela 5 Dupleksy siRNA stosowane w pracy doktorskiej
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3.3.5. lzolacja RNA i odwrotna transkrypcja

Catkowity RNA z komorek izolowany byt przy uzyciu TRIzol™ Reagent (ThermoFisher;
15596018) oraz oczyszczany na minikolumnach (AABiotech; 043-100). Dodatkowo w trakcie
oczyszczania na kolumnach, RNA byto trawione DNazg. Do reakcji odwrotnej transkrypcji
uzywane byto 500-1000 ng catkowitego RNA, z wykorzystaniem zestawu TranScriba Kit
(AABiotech; 4000-100). W reakcji odwrotnej transkrypcji uzywano starterow losowych

heksametréow lub startera oligo-dT.

3.3.6. Odwrotna transkrypcja dla czasteczek miRNA

Do uzyskania materiatu, niezbednego do analiz poziomu ilosci miRNA, zastosowano zestaw
gScript microRNA cDNA Synthesis Kit (Quantabio; 95107-100). W celu utrzymania cDNA z
krétkich fragmentow RNA, w zestawie wykorzystano metode dotaczenia uniwersalnego
adaptera na 3’ koricu kazdej czgsteczki miRNA, po uprzednim dobudowaniu ogona poli(A),
przez dziatanie PAP. Do reakcji uzywano 1000ng catkowitego RNA, zawierajgcego réwniez pule
krotkich RNA. Dzieki dobudowanemu adapterowi na korcu kazdej z krétkich czasteczek RNA,

mozliwa byfa analiza wielu réznych miRNA, z tej samej puli matrycy (Ryc. 10).

miRNA
Pula catkowitego RNA 5" ee——3'
Polimeraza poli(A)
Dobudowanie ogona poli(A) +ATP
Synteza cDNA AAAAAAAA

oligo-dT Adapter

Odwrotna transkryptaza

AAAAAAAAA

A

Starter forward miRNA

L

RT-gPCR

Uniwersalny starter reverse

Rycina 10 Schemat procedury odwrotnej transkrypcji otrzymania cDNA z krétkich RNA jako matrycy
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3.4. Analiza danych z portalu GTEx

Dane RNA-Seq uzyte do analizy poziomdéw ekspresji genu VMP1 i jego transkryptéw w
tkankach ludzkich zostaty pobrane z portalu The Genotype-Tissue Expression (GTEx) Project
(wersja bazy danych phs000424.v8.p2 z 01.06.2020) (The Genotype-Tissue Expression (GTEXx)
Project was supported by the Common Fund of the Office of the Director of the National
Institutes of Health, and by NCI, NHGRI, NHLBI, NIDA, NIMH, and NINDS.). Dane RNA-Seq
zostaty pobrane w formie znormalizowanej w postaci transkryptéw na milion (TPM, ang.

Transcript per Milion).
TPM oblicza sie w nastepujacy sposéb:

1. Surowe wartosci odczytéw zostajg podzielone przed dtugosé¢ transkryptu (wyrazong
w tysigcach par zasad (kpz)). Otrzymujemy odczyty na tysigc par zasad (RPK, ang. Reads
per Kilobase).

2. Wartosci RPK w jednej prébce zostajg zsumowane i podzielone przez 1,000,000.
Otrzymujemy czynnik skalujgcy ,,na milion”.

3. Wartosci RPK zostajg podzielone przez czynnik skalujgcy ,,na milion”. Otrzymujemy
TPM

4. Poziom ekspresji genu otrzymuje sie przez dodanie wszystkich wartosci TPM
transkryptow pochodzacych z jednego genu

3.5. Analizy RT-PCR oraz RT-qPCR
Wszystkie RT-PCR byty przeprowadzane z uzyciem GoTaq Flexi DNA Polymerase
wedtug zalecanej procedury (Promega; M3001). Produkty PCR rozdzielane byty na zelu
agarozowym (1-1,5%) z bromkiem etydyny (Sigma; E1510). Do wizualizacji korzystano z
systemu G:BOX (Syngene), a do analizy poziomu intensywnosci sygnatu uzywano

oprogramowania GeneTools (Syngene).

W przypadku analiz RT-qPCR, do reakcji uzywano Maxima SYBR Green/ROX qPCR
Master Mix (ThermoFisher; K0223). Reakcje oraz analizy byly przeprowadzane w aparacie

QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (ThermoFisher; 4485701).
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Lokalizacja starterow iR FoR6 RARS  RY EEE.Z RS R8
............... IncVMP l#ZD‘D—]:
vivie1 IHA A AR g
pri-miR- 2141 | |
pri-miR-21#2 [ — I

A mir-21 A
PAS proks. PAS_dyst.

Rycina 11 Schemat prezentujacy lokalizacje starteréw do badania poziomu zmian VMP1/pri-miR-21.

3.5.1. Lista starterow

Nazwa Symbol Sekwencja 5’-> 3’
Analizy zmian VMP1/pri-miR-21 (Ryc. 11)

mMRNA_VMPI1_F F1 TTTCCCGAACCACCCTATCC
mMRNA_VMPI1_R R1 CAGACTCTGCATGTTCCAGC
VMP1_PASproks._F F2 TGAAACTGGGCTGCTGCATA
VMP1_PASproks._R1 R2 ACACTTACAGAACGGCAAGA
VMP1_PASproks._R2 R3 GCAGACAGTCAGGCAGGATT
pri-miR-21_F F3 GGGTTCGATCTTAACAGGCC
pri-miR-21_R R4 AATGTCAGACAGCCCATCGA
VMP1/pri-miR-21_intron_F F4 CTCGAGGGAAGCACAGGTTT
VMP1/pri-miR-21_intron_R R5 CGTGCCTGGAATCACAGCTA

IncVMP1/pri-miR-21_F F5 TATCCAATCCCTGCCTTTTG
IncVMP1/pri-miR-21_R R6 AATGGCTTCTGCAGAGATGG

pri-miR-21_ret#1_intron_F F5 TATCCAATCCCTGCCTTTTG
pri-miR-21_ret#1_intron_R R7 TTAAGGCAGAACCCATCCAC

pri-miR-21_ret#2 intron_F F5 TATCCAATCCCTGCCTTTTG
pri-miR-21_ret#2_intron_R R8 AAGGTGGTACAGCCATGGAG

Analizy poziomu ekspresji genéw regulowanych przez miR-21

TGFBR2_F TGFBR2_F CAAAGGTCCCATTTGCAGTT
TGFBR2_F TGFBR2_F GAGACCTTCCACCATCCAAA
PTEN_F PTEN_F ACCAGGACCAGAGGAAACCT
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PTEN_R PTEN_R GCTAGCCTCTGGATTTGACG
BTG2_F BTG2_F AGTCTCCAGCTAGGCCCTTC
BTG2_R BTG2_R CACGCAACAGTTCTCTCCAA
ICAM1_F ICAM1_F AGTCCAGTACACGGTGAGGA
ICAMI_R ICAM1_R TGTGACCAGCCCAAGTTGTT
NFIB_F NFIB_F CACCAAGCAGCAAAAGACCC
NFIB_R NFIB_R CAGGTATTCCGGGATGGTGG
Poziom pri-miRNA
pri-miR-23b_F pri-miR-23b_F GAAGCCCAGTGTGTGCAGA
pri-miR-23b_R pri-miR-23b_R GACCACGGTTTCTGGAGGAG
pri-miR-27b_F pri-miR-27b_F CTGAGGAAGATGCTCACCGG
pri-miR-27b_R pri-miR-27b_R CCAGCGGCTCCAACTTAACT
pri-miR-24-1_F pri-miR-24-1_F CTGAGGCGCTGCTTCTCC
pri-miR-24-1_R pri-miR-24-1_R CCTCGGGCACTTACAGACAC
pri-miR-30d_F pri-miR-30d_F TGTCTGTGAATAGCCGGTAGC
pri-miR-30d_R pri-miR-30d_R AGCTGAAGATGATGACTGGCA
Badanie poziomu miRNA
miR-21-5p miR-21-5p TAGCTTATCAGACTGA
miR-21-5p_mut miR-21-5p_mut TAGCTTATCGGACTGC
miR-16 miR-16 GGATGACACGCAAATTCGTG
miR-378a-3p miR-378a-3p ACTGGACTTGGAGTCAGAAG
miR-23b-3p miR-23b-3p ATCACATTGCCAGGGATTACCAC
miR-27b miR-27b TTCACAGTGGCTAAGTTCTGC
ueé ue6 GGATGACACGCAAATTCGTG
Uniwersalny starter_R Universal_R GCATAGACCTGAATGGCGGTA
Pozostate startery
DROSHA_F DROSHA_F GTACCCTCCGGGCTATTCTC
DROSHA_R DROSHA_R ACTGTGATCTCGGTGCCTGT
GAPDH_F GAPDH_F CACATCGCTCAGACACCATG
GAPDH_R GAPDH_R CTTGACGGTGCCATGGAATT
MEF2C_F MEF2C_F ATATGCAAGCAAAATCTCCTCC
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MEF2C_R MEF2C_R GTTGCTACGGAAAACCACTGGGGTA
MYOG_F MYOG_F AAGAGAAGCACCCTGCTCAA
MYOG_R MYOG_R AGGTTGTGGGCATCTGTAGG
CPSF3_F CPSF3_F ACGACATGCTGTATACCGAGA
CPSF3_R CPSF3_R TTCAGCTGCCATTAAGTGCC
GAPDH_PAS_F GAPDH_F1 CTGAATCTCCCCTCCTCACA
GAPDH_PAS_R GAPDH_R1 TGCCCCAGACCCTAGAATAA
GAPDH_PAS1kpz_F GAPDH_F2 TCCAGCCTAGGCAACAGAGT
GAPDH_PAS1kpz_R GAPDH_R2 TGTGCACTTTGGTGTCACTG
GFP_F GFP_F1 AGGACGACGGCAACTACAAG
GFP_R GFP_F2 TTCTGCTTGTCGGCCATGAT

Tabela 6 Wykorzystywane w reakcjach RT-PCR oraz RT-qPCR startery

3.6. Western blot

Komorki byty lizowane w buforze RIPA zawierajgcym 150 mM NaCl/ 50 mM Tris-HCl pH
8,0/ 1 mM EDTA/ 0,5% NP-40/ 0,5% TritonX-100/ 0,5% deoksycholan sodu/ 0,1% SDS
suplementowanym koktajlem inhibitoréw proteaz Halt™ Protease Inhibitor Cocktail
(ThermoFisher; 78439). Lizat inkubowany byt na lodzie przez 1h, a nastepnie minimum przez
catag noc w -80°C. Po inkubacji préby byty wirowane 10 000 RPM przez 10min w 4°C. Po
przeniesieniu supernatantu, mierzone byto stezenie biatka przy uzyciu zestawu Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (ThermoFisher; 23227), bazujgcego na reakcji kolorymetrii. Przed
natozeniem préb na zel, poddawane byty one denaturacji w 70°C przez 10min. Rozdziat biatek
odbywat sie na poliakrylamidowych, gradientowych (4-12%) zelach Bolt™ 4-12%, Bis-Tris
(ThermoFisher; NWO04122BOX). Po rozdziale prébki byty poddawane mokremu
elektrotransferowi (1 h, 100 V) na membrane PVDF (Amersham™ Hybond® P, 45um, Sigma,
GE10600023). Do wykonania procedury western blot wykorzystywano system SNAP i.d.® 2.0
(Merck, C73105). Membrana byta blokowana w 0,125% roztworze odttuszonego mleka
(Sigma, 1153630500) rozpuszczonego w TBST (TBS/0,1% Tween-20) przez 20min. Nastepnie
inkubacja z I-rzedowym kréliczym przeciwciatem anty-DROSHA (1:500, CST, 3410S) trwata 1h.
Po tym czasie membrana byta ptukana 5-krotnie w TBST. Inkubacja z kozim przeciwciatem II-

rzedowym anty-kréliczym skoniugowanym z peroksydazg chrzanowa (HRP, ang. horseradish
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peroxidase) (Sigma, A9169) trwata 13min. Nastepnie membrane ptukano 5-krotnie buforem
TBS. Do detekcji sygnatu uzywano Immobilon Forte Western HRP (Sigma, WBLUF0500). Do

obrazowania sygnatu uzywano G:Box Chemi-XR5 (Syngene).

3.7. Frakcjonowanie komadrek
Procedura frakcjonowania komdrek na materiat pochodzacy z jadra komérkowego

oraz cytoplazmy bazuje na opublikowanym wczesniej protokole (130).

Komérki fibroblastyczne hodowane byty na szalkach o srednicy 150 mm (powierzchnia
hodowlana 145 cm?). Dzieki zastosowaniu tak duzej powierzchni hodowlanej, w kazdej prébie
znajdowato sie ok. 10 miliondw komorek przeliczonych za pomocg automatycznego licznika
komodrek Countness (Invitrogen). Zwirowany osad komdrkowy po zebraniu byt trzymany na
lodzie. Komérki zostaty rozpuszczone przez pipetowanie w 380 ul HLB (ang. Hypotonic Lysis
Buffer): 10 mM Tris (pH 7,5); 10 mM NacCl, 3 mM MgCl2; 0,3% NP-40 (v/v); 10% glicerol (v/v))
suplementowanym 100 U inhibitora RNaz (RNasin, Promega), mieszanine inkubowano przez
30min na lodzie. Nastepnie mieszanina byta wirowana w 1000xg, 4°C przez 3 min.
Supernatant, w ktérym znajdowata sie frakcja cytoplazmatyczna, przeniesiono do nowej
probdéwki, dodano 1 ml RPS (ang. RNA Precipitation Solution): 0,5 ml 3 M octanu sodu (pH 5,5)
z 9,5 ml etanolu) i inkubowano w -20°C przez catg noc. Osad, ktéry jest potowicznie
oczyszczona frakcjg jadrowa, byt przemywany pieciokrotnie 1 ml HLB i wirowany w 300xg, 4°C
przez 2 min. Do oczyszczonej frakcji jgdrowej dodano 500 ul TRIzol™ Reagent (ThermoFisher;
15596018), a nastepnie izolowano catkowity RNA przy uzyciu oczyszczania RNA na
kolumienkach krzemionkowych (AABiotech). Po catonocnej inkubacji supernatant z frakcjg
cytoplazmatyczng wytrzgsano przez 30 s po czym wirowano w 18 000 g, 4°C przez 15 min.
Osad byt oczyszczany przez wymieszanie z 70% etanolem i wirowanie w 18 000 g, 4°C przez 5
min. Osad byt pozostawiony do samoistnego osuszenia, po czym dodano do niego 500 pl

TRIzol™ Reagent (ThermoFisher; 15596018) i izolowano podobnie jak frakcje jagdrows.

54



4. Wyniki

4.1. Transkrypty pri-miR-21 powstajq niezaleznie z wtasnych miejsc promotorowych,

a terminacja transkrypcji zachodzi w alternatywnych miejscach poliadenylacji

4.1.1. Gen VMP1 oraz jego izoformy splicingowe

Gen kodujacy biatko VMP1 zlokalizowany jest na chromosomie 17 (17q23). Sktada sie
z 12 eksondéw oraz 11 introndw. Diugosé sekwencji mRNA VMP1 wynosi 1260 nukleotydow,
co przekfada sie na sekwencje aminokwasowg o dtugosci 419. W 3’UTR VMP1 zlokalizowana

jest sekwencja kodujgca czgsteczke miR-21.

Rola biologiczna wakuolarnego biatka membranowego 1 (VMP1, ang. Vacuole
membrane protein 1) zostata opisana w 2002 r. jako biatka uczestniczgcego w rozwoju
zapalenia trzustki poprzez aktywnos$¢ modulacyjng w przekazywaniu sygnatu przez btony oraz
zaangazowanie w procesy autofagii (131). Co wiecej, poziom ekspresji VMP1 moze by¢ istotnie
podwyzszony w sytuacji niedoboru substancji odzywczych a wzrost ten istotnie wptywa na
formowanie sie autofagosoméw w komodrkach zwierzecych (132). VMP1 odgrywa réwniez
istotng role w przekazywaniu informacji dotyczacych funkcji komdrkowychpomiedzy
retikulum endoplazmatycznym (ER, ang. endoplasmic reticulum), a innymi organellami
komodrkowymi takimi jak mitochondria, prekursory membranowe autofagii, aparat Golgiego
czy endosomy. Podwyzszony poziom ekspresji VMP1 obserwowany jest w nowotworowych
komodrkach gruczotu piersiowego i potencjalnie moze stuzy¢ jako biomarker stopnia

zaawansowania tej choroby (133).

Projekt GTEx (ang. The Genotype-Tissue Expression project) jest efektem wspotpracy
miedzynarodowego konsorcjum, ktérego zatozeniem byto stworzenie szeroko dostepnej
platformy zbierajgcej wyniki badan wysokoprzepustowych badan sekwencjonowania, tj. WGS
(ang. whole-genome sequencing), WES (ang. whole-exome sequencing) czy
sekwencjonowania RNA (ang. RNA-seq) przeprowadzonych na materiale z 54 réznych
zdrowych tkanek od blisko 1000 oséb (https://www.gtexportal.org/home/). Jedng z
funkcjonalnosci platformy GTEx jest mozliwos¢ wizualizacji zebranych danych w przegladarce

internetowe;j tj. UCSC Genome Browser (ang. University of California, Santa Cruz).

Korzystajgc z przegladarki genomowej UCSC Genome Browser przeanalizowano
poziom ekspresji genu VMP1 (Ryc. 12A) z uwzglednieniem zestawu danych RNA-seq z
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dwunastu réznych tkanek cztowieka (ciato migdatowate, jadro ogoniaste, mézdzek, kora
mozgowa, przysadka moézgowa, kora czotowa, gruczot piersiowy, przetyk, przedsionek i lewa
komora serca, ptuco oraz miesnie szkieletowe). Patrzac na dane surowe mozna zauwazyg, ze
najwieksza liczba odczytéw z czesci tkanek (5 z 12) pochodzi z dwdch ostatnich eksonéw oraz
regionu nie ulegajgcego translacji ponizej sekwencji kodujgcej biatko (3’UTR, ang. 3’

untranslated region).
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Rycina 12 Poziom ekspresji VMP1 i pri-miR-21 w ludzkich tkankach. (A) Poziom ekspresji genu VMPI na
podstawie wynikéw sekwencjonowania RNA (RNA-seq), pochodzacy z 12 réznych tkanek ludzkich (Platforma
GTEX, ang. The Genotype-Tissue Expression). Obecnos$¢ miejsca startu transkrypcji (TSS; ang. transcription start
site) zlokalizowanego przed pierwszym eksonem VMP1 oraz drugiego TSS pod koniec 10 intronu VMP1 sugeruje
istnienie réznych izoform RNA powstajgcych z genu VMP1. Eksperymentalnie potwierdzone miejsca TSS zostaty
okreslone na podstawie analizy struktury czapeczki na koncu 5’ gendw (7SS CAGE). Duza liczba odczytéw
znajdujaca sie na 3’ kornicu VMP1 wskazuje na silng aktywnos¢ drugiego miejsca promotorowego. Wysoki poziom
zakonserwowania konkretnych regiondw genu charakteryzuje eksony, potencjalne miejsca promotorowe oraz
sekwencje prekursora pre-miRNA. (B) 25-krotne przyblizenie 3’ korica VMP1 wyraznie wskazuje na obecnos$¢ TSS
w 10 intronie VIMP1, zlokalizowanego okoto 350 pz od eksonu 11 VMP1. Poréwnanie poziomu ekspresji pomiedzy
tkankami wskazuje na duzg zmiennos$¢. Odczyty sekwencjonowania pochodzace z intronu 11 dowodzg
mozliwosci istnienia transkryptéw z retencjg intronu 11. W 3’UTR, w odlegtosci okoto 1100 pz, zlokalizowana jest
sekwencja kodujgca miR-21. Duzy poziom zakonserwowania w intronie 10 VMP1 wskazuje na obecnosé istotnego
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miejsca promotorowego. E11 — ekson 11; E12- ekson 12. Rycina zostata stworzona na podstawie danych
zawartych w internetowej przegladarce UCSC Genome (https://genome-euro.ucsc.edu) Przedstawiony na rycinie
poziom ekspresji dla poszczegdlnych tkanek stanowi znormalizowana warto$¢ wyrazong w TPM (ang. transcripts
per million). Poziom zakonserwowania zostat wyliczony na podstawie przypasowania genomdw pochodzacych ze
100 reprezentantéw kregowcow.

Dodatkowo analiza ekspresji genéw opierajgca sie na strukturze cap (CAGE, ang. Cap
Analysis of Gene Expression) wykazata istnienie silnego miejsca startu transkrypcji (TSS, ang.
Transcription start site) w rejonie promotorowym genu VMP1, jak réwniez w jego 10. intronie.
Poréwnujgc poziom zakonserwowania sekwencji DNA u réznych zwierzat kregowych mozna
stwierdzi¢ wysoki stopief podobierstwa regionéw eksonowych (Ryc. 12A). Mozna réwniez
zauwazy¢ nagromadzenie odczytow z analiz RNA-seq réwniez poza eksonami VMPI, co
Swiadczy¢é moze o obecnosci dodatkowej jednostki transkrypcyjnej, ktdrej poczatek
zlokalizowany jest kilkaset nukleotydow przed eksonem 11. genu VMP1 (Ryc. 12B). W
przygotowanym na Ryc. 12B zestawieniu wynikéw sekwencjonowania RNA-seq obrazujacych
te dodatkowa jednostke transkrypcyjng uwidoczniona zostata jej specyficznos¢ tkankowa. W
roznych obszarach mdézgu, w przedsionku serca oraz w miesniach szkieletowych liczba
odczytéow jest istotnie mniejsza niz w pozostatych analizowanych tkankach. Kolejng
interesujgca obserwacjg jest wzglednie duza liczba odczytéw RNA-seq zmapowanych do 11.

intronu VMP1, sugerujgcym powszechne wystepowanie izoform RNA z jego retencja.

Korzystajac z przegladarki UCSC mozna zlokalizowa¢ sekwencje kodujgce miRNA. W
przypadku genu VMP1, oddalona od konca 5’ ostatniego eksonu o blisko 1350 pz, w regionie
3'UTR o bardzo silnym zakonserwowaniu ewolucyjnym, zlokalizowana jest sekwencja

kodujgca miR-21.

Celem szczegodtowej charakterystyki VMP1, wykorzystano informacje zgromadzone w
bazach danych Ensembl (www.ensembl.org), UCSC oraz danych RNA-seq zdeponowanych na
platformie GTEx. Do tej pory okreslono 17 jego réznych izoform splicingowych (Ryc. 13B). Przy
kazdej izoformie umieszczony zostat indywidualny numer ENST (ang. Ensembl transcript)
stanowigcy podstawe identyfikacji konkretnej izoformy w bazie danych Ensembl. Analizujac
zestaw prezentowanych izoform nalezy mie¢ na uwadze, ze duza cze$é z przedstawionych
izoform ma charakter wytgcznie predykcyjny, opierajacy sie jedynie na bioinformatycznych
algorytmach i automatycznej adnotacji transkryptow do genomu. Poréwnujgc poziom
ekspresji poszczegdlnych izoform VMP1 w panelu tkanek (Ryc. 13A), zauwazyé mozna wyrazng

dominacje trzech pierwszych form transkryptéw - ENST00000262291, ENST00000587470,
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ENST00000592790. Izoforma ENST00000262291 stanowi transkrypt kodujacy funkcjonalne
biatko VMP1. Transkrypt ten sktada sie z 12 eksondéw oraz 11 introndw. Dtugos¢ sekwencji
kodujacej biatko (CDS, ang. coding sequence) wynosi 1260 nukleotydéw i zlokalizowana jest
na nici sensowej. Poziom ekspresji transkryptu kodujgcego biatko VMP1 w grupie
poréwnywanych tkanek jest zréinicowany. Srednia znormalizowana liczba odczytéw
(TPM, ang. Transcripts Per Million) waha sie pomiedzy 4,46 TPM w trzustce (najnizszy poziom
ekspres;ji) do 49,2 TPM w komdérkach krwi obwodowej (najwyzszy poziom ekspresji). Oprécz

transkryptu kodujacego biatko VMP1, uwzgledniajgc poziom ekspresji,
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Rycina 13 Poziom ekspresji roznej dtugosci izoform genu VMP1 w panelu ludzkich tkanek. (A) Analiza RNA-seq,
wykonana na panelu 54 tkanek oraz komdrek ludzkich, wskazuje na duze zréznicowanie w profilu ekspresji.
Gradient koloru fioletowego symbolizuje zwiekszajaca sie liczbe odczytdw z analizy RNA-seq, reprezentowang
przez warto$¢ TPM (ang. Transcripts Per Million). Poziom ekspresji VMP1 w tkankach pochodzenia mézgowego
jest wyraznie nizszy niz w przypadku pozostatych tkanek. Poziom ekspresji trzech pierwszych prezentowanych
izoform VMP1 zauwazalnie przewyisza ekspresje pozostatych izoform. (B) Schemat prezentuje zbidr
potencjalnych izoform genu VMP1 w oparciu o wyniki sekwencjonowania z projektu GTEx oraz predykcjonowane
izoformy VMP1 w bazie danych Ensembl. Izoformy na schemacie utozone sg w kolejnosci ze wzgledu na ich
poziom ekspresji w analizowanym materiale. Transkrypty nazwane s3 wedtug nomenklatury bazy Ensembl
(https://www.ensembl.org), (ENST, ang. Ensembl Transcript). Biate prostokaty symbolizujg eksony, czarna linia
stanowi introny. Liczba dawcéw tkanek w projekcie GTEx wynosi 948 osoby. Liczba zsekwencjonowanych préb
wynosi 17382. Na schemacie zaznaczono lokalizacje sekwencji kodujgcej czasteczke miR-21.

istotnie wyrdzniajg sie dwie dodatkowe izoformy: ENST0O0000587470 oraz ENST00000592790.

Transkrypty te powszechnie wystepujg we wszystkich tkankach oprécz tkanek pochodzenia
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moézgowego. W przypadku tkanek ze sledziony, ptuca, gruczotu piersiowego, nerki czy prostaty
poziom ekspresji tych dwdch transkryptow istotnie przewyzsza poziom ekspresji pre-mRNA
VMP1. Wedtug bioinformatycznej predykcji transkrypt ENST00000592790 nie podlega
procesom sktadania. W przypadku izoformy ENST00000587470 wida¢, ze jej budowa
przypomina transkrypt pre-mRNA, w ktorym wystepuje sekwencja intronu 11, ktory ulec moze

wycieciu na drodze splicingu.

Uwzgledniajgc poczynione obserwacje dotyczgce izoform splicingowych mRNA VMP1
zdeponowanych w bazie Ensembl oraz odczytdw RNA-seq pochodzace z platformy GTEX,
transkrypt kodujgcy biatko VMP1 (ENST00000262291) oraz jedna z alternatywnych izoform -
ENST00000592790 w swojej budowie nie zawierajg sekwencji miR-21. Dodatkowo izoforma
ENST00000592790 wedtug bazy Ensembl stanowi dtugi, niekodujagcy RNA. Izoforma
ENST00000587470 natomiast moze stanowi¢ sekwencje kodujgcy prekursor miR-21 i tym

stanowic¢ bedzie obiekt badan w dalszej czesci rozprawy.

4.1.2. Pierwotne prekursory pri-miR-21

Pierwsze badania na temat biogenezy miR-21 wykazaty, ze pierwotny prekursor
miR-21 (pri-miR-21) jest niezaleznie powstajgcym transkryptem i jego poziom ekspres;ji nie
zalezy od poziomu swojego genu-gospodarza - VMP1 (134). Autorom pracy udato sie okresli¢
petng dtugosé pri-miR-21 na okoto 3,4 tysiecy nukleotyddw, ktérego poczatek zlokalizowany
jest w intronie 11. VMP1. Dodatkowo autorzy wykazali, ze powstajacy transkrypt pri-miR-21
na swoim koncu 5 posiada strukture czapeczki, oraz ulega procesowi poliadenylacji.
Dodatkowo sugerowano, ze transkrypt ten nie podlega procesom splicingu. W pézniejszym
czasie pojawity sie prace naukowe wskazujgce, e poczatek transkrypcji
pri-miR-21 moze mie¢ miejsce w intronie 10. VMP1, gdzie zlokalizowanych jest kilka regionow
do ktorych przytaczaé sie mogg takie czynniki transkrypcyjne jak AP-1, NFI, SRF, p53 oraz STAT3
(106, 107).

(ENST00000262291.8) (ENST00000588617.1)[ncVMP1#2

vvP1 A A ——F——= | %
—1

(ENST00000587470.1) pri-miR-21#1 |

pri-miR-21#2 [ F——

A miR21 A
PAS proks. PAS dyst.

Rycina 14 Schemat izoform RNA pochodzacych z VMP1 wiaczajagc prekursory pri-miR-21. Graficzne
przedstawienie najczesciej wystepujacych izoform na podstawie wynikdw badania poziomu ekspresji
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zdeponowanych na platformie GTEx. Czerwonymi tréjkatami zaznaczone alternatywne miejsca poliadenylacji
(APAS). Na 3’ konicu, za proksymalnym miejscem poliadenylacji (PAS proks.), zlokalizowana jest sekwencja
kodujgca miR-21. Nazwg ENST w nawiasach zostaty przyporzadkowane jednostki transkrypcyjne, ktére w dalszej
czesci pracy odwotywaé bedg sie do odpowiedniej izoformy. Kolorem szarym zaznaczony jest transkrypt kodujacy
biatko VMP1 oraz dwie prawdopodobnie niekodujgce biatka izoformy VMPI1. Kolorem biatym dwie izoformy
pri-miR-21. 1zoforma pri-miR-21#1 rdzni sie od izoformy pri-miR-21#2 retencjg intronu. Prostokaty symbolizuja
eksony, czarna linia stanowi introny. Przerywana linia tgczgca eksony oznacza zajscie splicingu.

Uwzgledniajgc doniesienia literaturowe oraz analizy danych pochodzgcych z baz takich jak
GTEx (Ryc. 12 i Ryc. 13) zaproponowano schemat reprezentujgcy rézne formy transkryptéw
pri-miR-21 na tle kodujgcego biatko transkryptu VMP1 oraz dtugich, niekodujgcych czasteczek
RNA (/IncVMP1), ktérych transkrypcja konczy sie przed sekwencjg kodujacg miR-21 i tym
samym nie bedgacych prekursorami dla tej czasteczki miRNA (Ryc. 14). Zaznaczone na Ryc. 14
miejsca sygnatu poliadenylacji (PAS, ang. polyadenylation signal) proksymalne oraz dystalne
zostaty umiejscowione w oparciu o dane uzyskane z bazy polyA DB 3 (135). Uwzgledniajac
dtugos¢  analizowanych  transkryptéw  oraz  lokalizacje  sekwencji ~ kodujacej
miR-21 zaproponowano podziat izoform na prekursory miR-21 (pri-miR-21), zaznaczone
biatym kolorem, oraz izoformy ktdére prawdopodobnie nie s3 zaangazowane w biogeneze
miR-21 (Inc-VMP1), zaznaczone kolorem szarym. Opierajgc sie na danych z RNA-seq oraz
lokalizacjach PAS, miejsce ciecia i poliadenylacji transkryptu gtéwnego VMPI1 nastepuje w
gtéwnej mierze w proksymalnym PAS, zlokalizowanym okoto 200 pz od miejsca, w ktérym
zakodowana jest sekwencja miR-21. Réwniez opisywany w poprzednim rozdziale ulegajacy
splicingowi transkrypt ENST0O0000592790 koriczy¢ sie moze réwniez na proksymalnym PAS. W
dalszej czesci pracy bedzie on nazywany IncVMP1#1. Natomiast izoforma ENST00000588617,
réznigca sie od transkryptu IncVMP1#1 jedynie obecnoscig krétkiego intronu na samym
poczgtku nazywana bedzie IncVMP1#2. lzoforma ENST00000587470 jako jedyna ze
zdeponowanych w bazie GTEx koniczy sie na dystalnym PAS i tym samym stanowi¢ moze
prekursor miR-21 (pri-miR-21#1). W 2018 roku A. Tscherner i wsp. (136), analizujgc materiat
pochodzacy z rézinych tkanek bydlecych, opisali istnienie dodatkowej izoformy
pi-miR-21, ktéra od pri-miR-21#1 rdini sie brakiem catego intronu. W niniejszej pracy

transkrypt ten bedzie okreslany jako pri-miR-21#2.
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4.1.3. Poziom ekspresji VMP1, IncVMP1 oraz pri-miR-21 jest znaczagco odmienny w

réznych tkankach cztowieka

Korzystajgc z dostepnych danych poziomu ekspresji gendw w panelu tkankowym
zdeponowanych w bazie danych GTEx, przeanalizowano poziom ekspresji trzech
najpowszechniej wystepujacych izoform VMP1 — transkrypt VMPI1 kodujgcy biatko,
pri-miR-21#1, czyli pierwotny prekursor miR-21 z retencjg intronu oraz IncVMP1#1 koriczgcym
sie na PAS proks. (Ryc. 15A). W analizie wykorzystano dane pochodzgce z dwunastu réznych
tkanek. Wartosci na wykresach prezentujg wzgledny poziom ekspresji bazujacy na ilosci
odczytéw sekwencjonowania przypisanych do badanego transkryptu (TPM, ang. Transcripts
Per Million). Sze$¢ sposréd nich sg to tkanki pochodzenia mdzgowego (Ryc. 15B-G). We
wszystkich tkankach mézgowych widac istotnie wyzszy poziom transkryptu kodujgcego biatko
VMP1 niz dwdch pozostatych, krotszych transkryptéw. Wyniki RNA-seq dla dwdch obszarow
miesnia sercowego, czyli przedsionka (Ryc. 15H) oraz lewej komory serca (Ryc. 15l1), ukazaty
dosy¢ ciekawg prawidtowos$é. Mianowicie poziom mRNA VMP1 w przedsionku jest istotnie
nizszy niz poziom badanych niekodujgcych czgsteczek RNA. Natomiast w lewej komorze serca
sytuacja bardzo przypomina rozktad obserwowany w tkankach modzgowych. Wyraznie
zréznicowany poziom ekspresji w obrebie jednego narzadu, jakim jest miesien sercowy,
wskazuje na obecnos¢ odmiennego systemu S$ci$le regulujgcego poziom poszczegdlnych
transkryptow w obrebie jednego organu. Taka sytuacjg moze sie bezposrednio wigzac z rolg,
jaka petni¢ moga powstajgce prekursory pri-miR-21. Analiza wynikéw RNA-seq dla gruczotu
piersiowego ukazata znaczacg dominacje iloSciowg prekursora pri-miR-21 nad petnym
transkryptem VMP1 (Ryc. 15J). W materiale z przetyku, podobnie jak w przypadku gruczotu
piersiowego, izoforma pri-miR-21 oraz IncVMP1 wykazujq istotnie wiekszy poziom ekspresji

niz VMP1 (Ryc. 15K).
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Rycina 15 Poziom ekspresji VMP1, IncVMP1 oraz pri-miR-21 w wybranych tkankach ludzkich (A) Schemat
przedstawiajgcy analizowane transkrypty bazujgc na danych z portalu GTEx (B-G) Poziom ekspresji w tkankach
pochodzenia mézgowego wyraznie pokazuje dominacje transkryptu VMPI nad transkryptami IncVMP1 oraz pri-
miR-21. (H-1) W materiale z réznych czesci miesnia sercowego, widac¢ wyrazng réznice w profilu ekspresji VMP1.
W przypadku tkanek gruczotu piersiowego (1), przetyku (J) oraz ptuca (K) istotnie zwiekszona jest ilos¢ czgsteczek
RNA niekodujgcych biatko. Profil ekspresji w miesniach szkieletowych (L) wyraznie przypomina profil z tkanek
mdzgowych z dominacja transkryptu VMPI1. Na osiach Y wykreséw przedstawiony jest znormalizowany poziom
odczytéw z sekwencjonowania RNA wzgledem analizowanego genu (TPM, ang. Transcripts Per Million). Istotnos¢



statystyczna obserwowanych rdéznic zostata okreslona za pomocay testu t-Studenta dla danych niesparowanych
(* P< 0,05, *** P<0,001).

Jednakze, w tym przypadku poziom ekspresji IncVMP1 jest istotnie wyzszy niz pri-miR-21.
Podobnie jak w materiale z gruczotu piersiowego, profil ekspresji prezentuje sie rowniez i w
tkance ptucnej (Ryc. 15L). Dodatkowo nalezy zauwazy¢, ze poziom izoformy pri-miR-21 w
ptucach jest najwyzszy wsrdod wszystkich analizowanych tkanek. W materiale pochodzgcym z
miesni szkieletowych profil ekspresji bardzo przypomina rozktad jaki obserwowany byt w
przypadku tkanek mézgowych. W tym przypadku VMPI1 istotnie przewyisza poziomem
ekspresji IncVMP1 i pri-miR-21. Powyisze informacje stanowity wskazéwke wyboru
odpowiedniego  modelu/modeli  komérkowych do  konkretnych  eksperymentow

przedstawionych w dalszej czesci pracy.

Analizujgc wyniki badania poziomu ekspresji wybranych izoform VMP1 wida¢ wyraznie
znaczng zmiennos¢, rowniez w dystrybucji poszczegdlnych transkryptéow. Taki wynik
sugerowac moze, ze poziom ekspresji badanych izoform w réznych tkankach zaleze¢ moze od
petnionych funkcji w komdrkach pochodzacych z réznych tkanek. Dodatkowo zmienny poziom
transkryptow IncVMP1 oraz pri-miR-21 sugeruje, ze w wybranej tkance proces transkrypcji,
badz dojrzewania danej izoformy moze byé rézny. Pamietac nalezy jednak, ze analiza RNA-seq
ukazuje jedynie aktualny poziom rozmaitych form RNA (z ograniczeniami wynikajgcymi
rowniez ze sposobu przygotowania bibliotek cDNA do sekwencjonowania) i nie odzwierciedla
jedynie efektywnosci transkrypcji. Na poziom izoform RNA wptywajg rowniez inne czynniki,
takie jak stabilnos¢ RNA, na ktdére wptywajg rozmaite nukleazy komérkowe w tym gtéwna
nukleaza mikroprocesora DROSHA. W tym miejscu rodzi sie szereg pytan: (i) czy aktywnosé
alternatywnych miejsc poliadenylacji w 3’UTR VMPI1 (rozdziat 4.1.5. ponizej) oraz (ii) czy
istnienie prekursora pri-miRNA z retencjg intronu, moze mie¢ wptyw na ilos¢ powstajgcych

czgsteczek miR-21.
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4.1.4. Komorki z wyciszeniem genu DROSHA stanowig model w badaniu krétko

2yjacych prekursoréw pri-miRNA

Czasteczki miRNA powstajg z dtugich, siegajgcych nawet do 30,000 nt transkryptéw
pri-miRNA, ktére nastepnie podlegaja obrdbce przy udziale kompleksu mikroprocesora.
Gtéwnymi sktadowymi tego kompleksu jest biatko jagdrowe DGCR8 oraz zwigzana z nim
rybonukleaza DROSHA, ktdra jako enzym nalezy do grupy RNaz lll (137). Proces wycinania pre-
miRNA z pierwotnych prekursordw pri-miRNA moze odbywac sie jeszcze w czasie biosyntezy
RNA przez polimeraze RNA Il (138). Okres péttrwania prekursoréow miRNA jest relatywnie
krotki i w zaleznosci od analizowanej grupy pri-miRNA wynosi od 8 do 41 minut odpowiednio
dla prekursoréw metabolizowanych szybko i w $Srednim tempie (139). Aby analizowaé zmiany
zachodzgce w poziomie transkryptéw pri-miRNA, jak rowniez mie¢ pewno$é, ze analizowana
czasteczka stanowi prekursor miRNA, konieczna jest ingerencja w dziatanie kompleksu
mikroprocesora. W celu istotnego obnizenia poziomu ekspresji DROSHA na poziomie mRNA
(Ryc. 16B), co w dalszej kolejnosci przektada sie na widoczne obnizenie poziomu biatka (Ryc.

16A), w niniejszej pracy postuzono sie reagentami interferencji RNA.
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Rycina 16 Komorki z obnizonym poziomem biatka DROSHA jako model badan zmian poziomu prekursorow
miRNA. (A) Analiza western blot biatek z komérek nabtonkowych raka szyki macicy (Hela) oraz komdrek
nowotworowych piersi (MCF-7), potraktowanych kontrolnymi dupleksami siRNA (siCTRL, 50 nM) oraz dupleksem
siRNA nacelowanymi na mRNA DROSHA (siDROSHA, 50 nM) pokazuje wyrazny ubytek ilosci biatka DROSHA w
prébach traktowanych siDROSHA. Traktowanie dupleksami siRNA komdrek Hela oraz MCF-7 trwato 48 h. (B)
Poziom mRNA DROSHA po zastosowaniu siDROSHA (50 nM) w trzech liniach komérkowych — Hela, MCF-7 oraz
linii ludzkich mioblastow (HSkM) jest istotnie nizszy w odniesieniu do grupy traktowanej siCTRL (50 nM). Poziom
ekspresji zostat normalizowany wzgledem mRNA GAPDH. (C) Analiza poziomu prekursorow miRNA —
pri-miR-23b, -27b, -24-1 i -30d po wyciszeniu ekspresji DROSHA w komédrkach Hela. W przypadku kazdego
analizowanego prekursora, jego poziom ulegt istothnemu podwyzszeniu po wyciszeniu DROSHA. Poziom ekspresji
pri-miRNA normalizowany byt wzgledem mRNA GAPDH. Eksperyment zostat wykonany w trzech powtdrzeniach
biologicznych dla kazdej linii komdrkowej, a wskazane wartosci stanowig Srednig z odchyleniem standardowym.
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Istotnos¢ statystyczna obserwowanych zmian zostata okreslona za pomocy testu t-Studenta dla danych
niesparowanych (** P< 0,01 *** P<0,001).

(RNAI, ang. RNA interference) poprzez dziatanie dupleksdw siRNA (ang. small interfering RNA).
Dziataniu siRNA specyficznych dla DROSHA poddano trzy linie komérkowe Hela, MCF-7 oraz
HSkM, a po 48 h izolowano z nich catkowity RNA lub biatko. Po tym czasie widaé istotny
przyrost ilosci prekursorow pri-miRNA (Ryc. 16C) w odniesieniu do grupy kontrolnej, czyli
komoérek poddanych dziataniu kontrolnego siRNA. Akumulacji transkryptéow pri-miRNA
towarzyszy jednoczesny spadek poziomu dojrzatych czgsteczek miRNA. W dalszych czesciach
pracy niejednokrotnie model ten postuzy do identyfikacji transkryptéow bedgcych
prekursorami miRNA, jak rowniez jako stan wyjsciowy dla eksperymentdw oceniajgcych

wptyw badanych substancji na poziom ekspresji wybranych pri-miRNA.

4.1.5. Zjawisko alternatywnej poliadenylacji prowadzi do powstania

poliadenylowanych transkryptow pri-miR-21

Obecnos¢ silnego sygnatu poliadenylacji (PAS), znajdujgcego sie w odlegtosci okoto
200 nt przed rozpoznawang przez kompleks mikroprocesora strukturg pre-miR-21, moze
stanowic istotny element w procesie biogenezy miR-21. W celu sprawdzenia czy rzeczywiscie
proksymalne miejsce sygnatu poliadenylacji (PAS proks.) jest zaangazowane w proces
powstawania miR-21 zastosowano modele komérkowe Hela oraz mioblastyczng linie
komoérkowg (HSkM) z obnizonym poziomem biatka DROSHA (zastosowanie dupleksu siRNA -
siDROSHA). Specjalnie zaprojektowana reakcja multipleks RT-PCR, z uzyciem uktadu
tréjstarterowego (uniwersalny starter forward, oraz dwa startery reverse, gdzie jeden
zlokalizowany jest przed PAS proks., a drugi za PAS proks.), umozliwita jednoczesng analize
transkryptow koriczacych sie na PAS proks. (dtugosé produktu 250 pz) oraz izoform dtuzszych,
ktorych poliadenylacja zachodzita w dystalnym miejscu sygnatowym (PAS dyst.) (dtugos¢
produktu 480 pz) (Ryc. 17A). Reakcje PCR przeprowadzone byty z zastosowaniem matrycy
cDNA uzyskanej przy uzyciu losowych heksamerdéw oraz oligo_dT. Wykorzystanie jako matrycy
cDNA otrzymanego z zastosowaniem oligo_dT pozwala przypuszczaé, ze analizowane na zelu
agarozowym produkty multipleks RT-PCR sg transkryptami zakonczonymi ogonem poli(A).
Prezentowane na wykresach wyniki stanowig procentowy udziat dtuzszego produktu
multipleks RT-PCR, zmierzony na podstawie intensywnosci sygnatu z wybarwionego bromkiem

etydyny DNA. Reakcja przeprowadzona w komdrkach Hela (Ryc. 17B), na matrycy cDNA
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uzyskanej z losowych heksamerdw, wykazata brak zmiany w procentowej ilosci dtuzszego
produktu PCR. Analiza procentowego udziatu difuzszego produktu w cDNA uzyskanym z

zastosowaniem oligo_dT wykazata istotny wzrost poziomu prekursoréw pri-miR-21 po

obnizeniu ilosci biatka DROSHA.
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Rycina 17 Zaangazowanie proksymalnego miejsca poliadenylacji VMP1/pri-miR-21 w biogeneze miR-21.
(A) Schemat przedstawiajacy izoformy VMP1 oraz pri-miR-21. Dodatkowo na schemacie zaznaczono lokalizacje
starteréw uzytych w multipleks RT-PCR. Obraz rozdziatu elektroforetycznego na 1,5% zelu agarozowym
produktéw multipleks RT-PCR. Reakcja zostata zaprojektowana w celu wyodrebnienia transkryptéw konczacych
sie na proksymalnym PAS (wielkos$¢ produktu 250 pz) oraz dtuzszych, zakonczonych na dystalnym PAS (wielkos¢
produktu 480 pz). Analiza przeprowadzona zostata w dwéch liniach komorkowych (B) komorki Hela oraz (C)
ludzkich mioblastach (HSkM). W obu przypadkach komodrki byty traktowane dupleksem siRNA kontrolnymi
(siCTRL, 50 nM) oraz dupleksem siRNA skierowanym przeciwko DROSHA (siDROSHA, 50 nM). Traktowanie
komorek trwato 48 h. cDNA, uzywany w reakcji, uzyskany zostat z zastosowaniem losowych heksamerow oraz
oligo_dT. Na wykresach przedstawiono udziat procentowy diuzszego produktu. Analiza w komadrkach Hela
wykazata istotny wzrost procentowej ilosci czgsteczek pri-miR-21 (produkt 480 pz) w przypadku cDNA
uzyskanego z oligo_dT, w prdbie z obnizonym poziomie biatkiem DROSHA. W komdrkach HSkM w obu
przypadkach ilo$¢ transkryptu pri-miR-21 przeciekajgcego przez proksymalne PAS byt istotnie podwyzszony.
Eksperyment zostat wykonany w trzech powtdérzeniach biologicznych dla kazdej linii komdrkowej. Istotnosc
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statystyczna obserwowanych zmian zostata okreslona za pomocg testu t-Studenta dla danych niesparowanych
(** P<0,01).

W komoérkach HSkM (Ryc. 17C), w przypadku cDNA uzyskanego z zastosowaniem losowych
heksamerow, jak réwniez z oligo_dT, zaobserwowano istotny wzrost procentowego udziatu
dtuzszej izoformy w prébie siDROSHA. Na podstawie przeprowadzonej analizy, mozna
whnioskowac ze transkrypty diuzsze, koriczace sie na PAS dyst., sg prekursorami pri-miR-21,
poniewaz ich udziat procentowy istotnie wzrasta po wyciszeniu DROSHA w poréwnaniu do
komorek kontrolnch (siCTRL). Widoczny na obrazie zelu brak zmiany krétszego produktu PCR
po zastosowaniu siDROSHA mozna skonkludowaé, ze transkrypty konczgce sie w PAS proks.
moga nie stanowi¢ matrycy dla mikroprocesora i tym samym nie byé prekursorami dla
miR-21. Jednakze nalezy pamieta¢, ze sita sygnatu pochodzacego krétszego produktu reakcji
jest wypadkowg poziomu transkryptéw konczacych sie na PAS proks., jak réwniez izoform,
ktdrych koniec okreslony jest poprzez dziatanie PAS dyst. Brak widocznej zmiany w iloSci
krotszego produktu wynikaé¢ moze z istotnej przewagi w liczbie transkryptéow nie bedgcych
prekursorami miR-21. Na podstawie uzyskanych wynikéw z dwdch linii komdérkowych, w
ktorych poziom biatka DROSHA zostat istotnie obnizony mozna przypuszczaé, ze proksymalny
sygnat poliadenylacji transkryptow VMP1 - jest bezposrednio zaangazowany w biogeneze
miR-21. Transkryptami pri-miR-21 nazywaé¢ mozemy jedynie takie czgsteczki RNA, ktére
zakonczone sg w dystalnym miejscu poliadenylacji, poniewaz tylko ich ilo$¢ ulega istotnej

akumulacji po wyciszeniu DROSHA.

W celu dodatkowej weryfikacji, czy badane transkrypty RNA, omijajgce PAS proks.
VMP1 stanowig pule potencjalnych prekursoréw miR-21, poréwnano poziom poszczegdlnych
fragmentéw RNA pochodzacych z genu VMP1 we frakcji jadrowej i cytoplazmatycznej. W
eksperymencie przeprowadzono frakcjonowanie komorek fibroblastycznych (GM23963). Po
analizie wzglednego poziomu transkryptéow VMPI1, pri-miR-21 oraz intronowej czesci, ktéra
jest mieszaning pre-mRNA VMP1 oraz prekursoréw pri-miR-21 z retencjq introndw, okazato
sie ze ilos¢ badanego pri-miR-21 w jadrze komérkowym jest istotnie wyzsza niz transkryptu
VMP1 (Ryc. 18). Taki wynik sugeruje, ze dtugie transkrypty pri-miR-21, omijajgce PAS proks.
mogg stanowi¢ zrédto dojrzatych czgsteczek miR-21, poniewaz duzo mniej wydajnie
opuszczajg jadro komérkowe. Zwiekszona ilo$é transkryptow z retencjg intronu moze wynikaé

z wystepowania w jadrze komdrkowym zaréwno prekursora pri-miR-21 jak i niedojrzatego
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pre-mRNA VMP1. Brak VMP1 we frakcji jgdrowej Swiadczyé moze, ze dojrzaty mRNA VMP1

jest aktywnie transportowany do cytoplazmy, gdzie podlega translacji.

Na podstawie uzyskanych w tym rozdziale obserwacji oraz wynikbw mozna
whnioskowac, ze aktywnosc alternatywnych miejsc sygnatu poliadenylacji w 3’'UTR VMP1
prowadzi do powstania rézinych transkryptéw, w tym do prekursorow pri-miR-21.
Poliadenylowane w proksymalnym PAS transkrypty VMP1 bardzo efektywnie zostajg
transportowane do cytoplazmy. Natomiast poliadenylowane w dystalnym PAS, prekursory
pri-miR-21 kumulujag w jadrze komdrkowym, gdzie sg przetwarzane przez kompleks

mikroprocesora w procesie biogenezy miR-21.

Frakcja jadrowa wzgledem

cytoplazmatycznej
800
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Rycina 18 Wzgledny poziom transkryptow VMP1 oraz pri-miR-21 we frakcji jadrowej. Analiza wzglednej ilosci
transkryptéw analizowana we frakcji jadrowej wzgledem frakcji cytoplazmatycznej w linii komdrkowej ludzkich
fibroblastow (GM23963). Obserwowane jest istotne wzbogacenie pri-miR-21 oraz mieszaniny pri-miR-21 oraz
pre-mRNA VMP1 we frakcji jadrowej. Analizy zostaty przeprowadzone w trzech powtdrzeniach biologicznych.
Istotnos¢ statystyczna obserwowanych zmian zostata okreslona za pomocy testu t-Studenta dla danych
niesparowanych (*** P<0,001).

4.1.6. Poziom expresji VMP1, pri-miR-21 oraz miR-21 ulega istotnemu

podwyiszeniu podczas proliferacji mioblastéw

Rdznicowanie komérek miesniowych stanowi bardzo ztozony proces, podczas ktérego
zaangazowanych jest wiele czynnikdw genetycznych oraz srodowiskowych (140).
Bezposrednie zaangazowanie czgsteczek miRNA w proces miogenezy zostato potwierdzone w
wielu pracach badawczych (141, 142). Model badawczy, jakim sg réznicujgce komérki
miesniowe, stanowi niezwykle przydatne narzedzie do Sledzenia globalnych zmian ekspresji

gendw na poziomie ich transkryptéw (143). Dlatego w prezentowanej pracy postanowiono
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wykorzysta¢ ten model komoérkowy do sprawdzenia, czy istnieje korelacja pomiedzy

poziomem ekspresji VMP1 lub pri-miR-21 a iloscig dojrzatej czgsteczki miR-21.
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Rycina 19 Zmiany ekspresji VMP1, pri-miR-21 oraz zmiany poziomu miR-21 podczas réznicowania ludzkich
mioblastow. (A) Potwierdzenie efektywnego zajscia procesu réznicowania na podstawie obserwowanych zmian
w poziomie ekspresji markeréw réznicowania MEF2C oraz MYOG w czasie réznicowania, analizowany w szesciu
punktach czasowych (0 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h oraz 120 h od rozpoczecia réznicowania). Wykres przedstawia
relatywny poziom ekspresji normalizowany wzgledem usrednionej ekspresji genow GAPDH i RPS12. (B) Wzgledny
poziom RNA VMP1 i pri-miR-21 oraz dojrzatej czqsteczki miR-21 w czasie réznicowania. Dla VMP1 i pri-miR-21
zostat badany poziom znormalizowany zostat do usrednionego poziomu gendw referencyjnych GAPDH i RPS12.
Poziom dojrzatej czgsteczki miR-21 znormalizowany zostat do U6. Wynik dla kazdego punktu czasowego
przedstawia srednig wartos¢ z 3 powtdrzen biologicznych. Istotnosc statystyczna obserwowanych zmian zostata
okreslona za pomocq testu t-Studenta i odnosita sie do pierwszego punktu czasowego ,,0 h”, w ktérym ustalono
wartosc referencyjng 1 (* P< 0,05 ** P< 0,01 *** P<0,001).

Jednym z markerdéw, swiadczgcym o prawidtowym zajsciu réznicowania mioblastéw,
jest zmiana w profilu ekspresji genéw czynnikéw transkrypcyjnych MEF2C oraz MYOG
(Ryc. 19A). W czasie rdznicowania komodrek mioblastycznych, trwajgcym 120 h
zaobserwowano zmiany iloSci mMRNA VMP1 oraz prekursora pri-miR-21 (Ryc. 19B). Co wiecej,
w czasie trwania eksperymentu ilo$¢ dojrzatej czgsteczki miR-21 réwniez wzrosta. Zmiany w
poziomie badanych transkryptow oraz miR-21 obserwowane byly w szesciu punktach
czasowych réznicowania. Analizujgc tendencje zmian pri-miR-21 oraz ilosci miR-21 widac
wyrazng asocjacje w profilu zmian. Juz po 12 h od indukcji réznicowania poziom badanych
transkryptow ulegt istotnemu wzrostowi, zarébwno na poziomie prekursora jak i dojrzatej
czgsteczki miRNA. W kolejnych punktach czasowych poziom pri-miR-21 utrzymywat swoj
wzrost, aby osiggng¢ maksimum w 120 h réznicowania. Podobne zmiany obserwowano w
przypadku ilosci dojrzatej czgsteczki miR-21. Analiza poziomu mRNA VMP1 wykazata istotny

wzrost dopiero po 24h, by od tego momentu juz sie znaczgco nie zmieniaé. Podobnie jak w
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przypadku poziomu miR-21 oraz poziomu jej prekursora, poziom mRNA VMP1 osiggnat

najwiekszg wartosé¢ w 120 h.

Na podstawie otrzymanych wynikéw dla réznicowania ludzkich komdérek
mioblastycznych, mozna stwierdzié, ze wzrost poziomu miR-21 jest mocno zalezny od zmian
w ilosci jego prekursora. Wzrost poziomu prekursora znacznie wyprzedza wzrost poziomu
miRNA. Obserwowana asocjacja zmian poziomu miR-21 i mRNA VMP1 sugeruje istnieniu
potencjalnej relacji miedzy transkrypcjg samego VMP1, a biogenezg miR-21 znajdujgcym sie
w jego 3’'UTR. Uzyskane wyniki pochodzace z wykorzystanego modelu badawczego nie
stanowig zatem jasnej odpowiedzi na pytanie czy ekspresja genu VMP1 jest bezposrednio
zaangazowany w biogeneze miR-21, tzn. czy istniejg czasteczki mRNA VMP1 z dtugim
regionem 3’UTR konczgcym sie na PAS dyst., z ktdorych mogg powstawaé pre-miR-21 Dlatego
w nastepnych czesciach pracy do zbadania zaleznosci miedzy ekspresjg VMPI1, a biogenezg

miR-21 wykorzystano inne modele badawcze.

4.1.7. Brak zmian poziomu mRNA VMP1 w komérkach z niedoborem DROSHA

W 2011 roku J. Ribas i wsp. opisali bezposrednie zaangazowanie mRNA VMP1 w
biogeneze miR-21 (82). W swoich doswiadczeniach zaobserwowali zaleznos¢ ilosci czgsteczek
miR-21 od poziomu ekspresji VMP1. Wedtug autoréw, transkrypt VMP1 poliadenylowany na
dystalnym miejscu mégtby funkcjonowaé jako pierwotny prekursor miR-21. Takg czgsteczke
nazwali VMP1-miR-21. Po traktowaniu komodrek zwigzkiem PMA (ang. Phorbol-12-myristate-
13-acetate), ktory powoduje wzmozong aktywnos¢ czynnika transkrypcyjnego AP-1,

zaobserwowali podobny kierunek zmian VMP1 oraz pri-miR-21.
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Rycina 20 Bezposredni wptyw obnizenia poziomu biatka DROSHA na ekspresje VMP1 i pri-miR-21. (A) Schemat
przedstawiajacy izoformy mRNA VMPI1 oraz pri-miR-21. Dodatkowo na schemacie zaznaczono lokalizacje
starteréw uzytych w reakcji RT-qPCR (B) Wzgledny poziom ekspresji VMP1, IncVMP1 oraz pri-miR-21 w trzech
liniach komoérkowych - Hela, HSkM oraz MCF-7 - traktowanych przez 48h siDROSHA (50 nM) w odniesieniu do
komorek traktowanych siCTRL (50 nM). Brak istotnych zmian ekspresji VMP1 $wiadczy o braku, lub nieznacznym
zaangazowaniu tego transkryptu w proces biogenezy miR-21. Brak istotnej zmiany w poziomie ekspresji puli
dwaoch klas transkryptow - IncVMP1 i pri-miR-21 - przy wyciszeniu DROSHA pokazuje, ze udziat czgsteczek
IncVMP1, ktéra nie podlega akumulacji po zadziataniu siDROSHA, jest dominujgcy w tej puli. Statystycznie istotna
akumulacja prekursoréw pri-miR-21, siegajgcych za PAS proks. swiadczy o bezposredniej aktywnosci biatka
DROSHA w przetwarzanie badanego transkryptu. Relatywny poziom ekspresji normalizowany byt wzgledem
GAPDH. Dla kazdej linii komdérkowej analize wykonano dla trzech powtdrzen biologicznych. Istotnos¢ statystyczna
obserwowanych zmian zostata okreslona za pomocg testu t-Studenta dla danych niesparowanych (** P< 0,01
*** P<0,001).

Aby sprawdzi¢ czy istnieje bezposrednia zalezno$¢ pomiedzy transkrypcja genu VMP1
i pri-miR-21, a biogenezg miRNA wykorzystano opisane powyzej modele komodrkowe z
wyciszeniem DROSHA. Dodatkowo przeanalizowano poziom transkryptéw, z ktdrych
powstawac¢ mogg réwniez dtugie, niekodujgce RNA (IncVMP1) koriczgce sie na PAS proks.
(Ryc. 20A). Na tej rycinie 20A zaznaczono miejsca, do ktdrych przytgczajg sie startery
stosowane w testach PCR. Badania zostaty przeprowadzone na trzech liniach komdrkowych —
Hela, ludzkie mioblasty (HSkM) oraz komdrki nowotworowe gruczotu piersiowego (MCF-7),
ktore poddano dziataniu dupleksu siRNA skierowanego przeciw mRNA DROSHA (siDROSHA).
W Zzadnej z testowanych linii komdérkowych z wyciszonym genem DROSHA nie zaobserwowano
zmian w poziomie mRNA VMP1 w odniesieniu do komadrek kontrolnych (siCTRL) (Ryc. 20B).

Podobny wynik uzyskano dla poziomu puli RNA obejmujgcej zaréwno IncVMP1 jak i
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pri-miR-21 wykorzystujgc odpowiednia pare starteréw . Ten test RT-qPCR pozwala odrdznic te
dwie klasy RNA od mRNA VMP1, poniewaz starter forward zakotwiczony zostat w sekwencji
kodujacej intron 10. VMP1. Wynik ten moze wskazywac¢ na fakt, ze bardzo duza ilos¢
transkryptow, majgcych swdj poczatek w miejscu promotorowym specyficznym dla czgsteczek
pri-miR-21, podlega terminacji w PAS proks. i nie stanowi substratu dla kompleksu
mikroprocesora. Innymi stowy gtéwng pule RNA powstajacych z charakterystycznego dla
pri-miR-21 miejsca promotorowego stanowig IncVMP1. Jedynie analiza poziomu dtugich
izoform, przekraczajgcych PAS proks. i zakoriczonych w dystalnym miejscu poliadenylacji
odpowiada pozytywnie na wyciszenie DROSHA. Ten wynik po raz kolejny wskazuje na to, ze
prekursorami dla biogenezy pre-miR-21 s3 jedynie te transkrypty ktére omijajg proksymalne
miejsce poliadenylacji i zakoriczone sg na miejscu dystalnym. Z drugiej strony brak zmian w
poziomie mRNA VMP1 w komodrkach z obnizong aktywnoscia mikroprocesora wskazuje na
brak zaangazowania, lub nieznaczne zaangazowanie tego transkryptu w proces biogenezy
miR-21. Duza zmienno$¢ w akumulacji prekursoréow pri-miR-21 w badanych liniach
komodrkowych wynika¢ moze z réznego poziomu wyciszenia DROSHA (Ryc. 20B), badZ poziomu

transkrypcji pri-miR-21, ktory rézni sie w badanych modelach komérkowych.

4.1.8. Podwyiszona aktywno$¢ transkrypcyja prowadzi do podwyiszonegp

poziomu miR-21 w komédrkach raka piersi

miR-21 jest jednym z lepiej poznanych i scharakteryzowanych reprezentantéw grupy
miRNA zaangazowanej w procesy nowotworowe, czyli tzw. oncomiRs (144). Poziom
miR-21 jest istotnie podwyzszony w duzej liczbie powszechnie badanych nowotwordw.
Jednym z typdw nowotworu, w ktéorym poziom miR-21 jest istotnie podwyzszony, jest

nowotwor piersi (145).

Linia komorkowa MCF-7 jest jedng z najbardziej znanych modelowych linii
komodrkowych raka piersi. Dzieki licznym badaniom z uzyciem linii MCF-7 udato sie dokona¢é
wielu obserwacji przyblizajgcych do lepszego zrozumienia mechanizméw kancerogenezy, a
tym samym stworzenia odpowiednich terapii antynowotworowych (146). Linia komérkowa
MCF-12A stanowita powszechnie kontrole w tych badaniach, bedgc model reprezentujgcym

prawidtowy stan komdrkowy.
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Rycina 21 Ekspresja VMP1 na poziomie jego mRNA i pri-miR-21 oraz dojrzatego miR-21 w komaérkach raka
piersi. (A) Schemat przedstawiajacy izoformy mRNA VMPI oraz pri-miR-21. Dodatkowo na schemacie
zaznaczono lokalizacje starteréw uzytych w multipleks RT-PCR. (B) Rozdziat elektroforetyczny produktéw
multipleks RT-PCR. Zaprojektowana odpowiednio reakcja wyodrebnia transkryptéw konczacych sie na
proksymalnym PAS (wielko$¢ produktu 250 pz) oraz dtuzszych, zakonczonych na dystalnym PAS (wielkos¢
produktu 480 pz). W analizie poréwnawczej wykorzystano niezmienione nowotworowo komarki gruczotu
piersiowego (MCF-12A) oraz komorki raka piersi MCF-7 (C) Procentowy udziat dtuzszego produkty
reprezentujacego pri-miR-21 nie rdéznit sie miedzy badanymi liniami komérkowymi (D) Analiza relatywnego
poziomu ekspresji MRNA VMP1 oraz pri-miR-21 w komérkach MCF-7 w poréwnaniu do komérek MCF-12A
wykazata istotny wzrost ilosci w przypadku obu transkryptéw. (E) llosciowa analiza RT-gPCR poziomu ekspresji
wykazata istotny statystycznie wzrost mRNA VMPI1, pri-miR-21, jak rédwniez dojrzatej czasteczki miR-21 w
komodrkach MCF-7. Poziom VMPI1 i pri-miR-21 normalizowany byt wzgledem GAPDH. Poziom miR-21
normalizowany zostat do U6. Analizy zostaty przeprowadzone w trzech powtdrzeniach biologicznych. Istotnos¢
statystyczna obserwowanych zmian zostata okreslona za pomocg testu t-Studenta dla danych niesparowanych
(* P< 0,05 ** P< 0,01*** P<0,001).

Na poziom miRNA moze wptywaé wiele réznych czynnikdw takich jak zwiekszona

transkrypcja ich prekursoréw badz zaburzenia lub modyfikacje w procesie ich dojrzewania, ale
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rowniez stabilnos¢ miRNA. W celu sprawdzenia jaki mechanizm moze by¢ zaangazowany w
podwyzszony poziom miR-21 w komdrkach MCF-7 przeprowadzono szereg eksperymentéw.
Po pierwsze korzystajgc z systemu multipleks RT-PCR (Ryc. 21A-B) zbadano, czy zaburzenie
terminacji transkrypcji w miejscu proksymalnym moze prowadzi¢ do wzrostu pri-miR-21.
Okazato sie, ze procentowy udziat dtuzszej izoformy bedacej prekursorem pri-miR-21 nie rdzni
sie pomiedzy komdrkami MCF-7 a MCF-12A (Ryc. 21C). Badanie wzglednego poziomu
ekspresji zaréwno transkryptéw pri-miR-21 (gérny produkt multipleks RT-PCR) jak rowniez
transkryptow bedgcych mieszaning VMP1/IncRNA/pri-miR-21 (krétszy produkt multipleks
RT-PCR) pokazato podwyzszony poziom obu klas RNA (Ryc. 21D). Dodatkowa analiza ilosciowa
poziomu ekspresji mMRNA VMP1 oraz pri-miR-21 wykorzystujgca reakcje RT-qPCR potwierdzita
istotnie wyzszy poziom obu klas RNA w komdérkach MCF-7 w poréwnaniu do komodrek
MCF-12A (Ryc. 21E). W badanym modelu przeanalizowano réwniez poziom dojrzatej
czasteczki miR-21, ktdry zgodnie z literaturowymi doniesieniami byt istotnie podwyzszony w

komédrkach raka piersi.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze w przypadku komodrek
nowotworowych raka piersi MCF-7, za istotnie podwyzszony poziom miR-21 odpowiedzialny
jest wzrost aktywnosci transkrypcyjnej. Wzmozona biosynteza pri-miR-21 skutkuje
powstawaniem wiekszej liczby miRNA. Wzrostowi pri-miR-21 towarzyszy wzrost mRNA VMP1,
co moze sugerowac zmiany epigenetyczne tego locus w komdrkach nowotworowych. Brak
rowniez dowodu, aby zaburzony metabolizm pri-miRNA na drodze alternatywnej poliadnylacji

byt Zrédtem wzrostu badanego miRNA.
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4.2. Alternatywna poliadenylacja ma bezposredni wptyw na biogeneze miR-21

Koniec 3’ wiekszosci transkryptéw tworzonych przez polimeraze RNA Il powstaje na skutek
skoordynowanego dziatania wielu biatek, w tym czynnikdw specyficznosci ciecia i
poiadenylacji (CPSF, ang. cleavage and poliadenylation specyfic factor), czynnika stymulacji
ciecia (CstF, ang. cleavage stimulation factor) oraz polimerazy poliadenylowej. Proces
formowania koncéw 3’ prawie zawsze odbywa sie kilkanascie nukleotydéw od Sscisle
okreslonego miejsca sygnatowego z zakonserwowang sekwencjg 5’-AAUAAA-3’ (PAS) (147).
Znaczna czes$¢ transkryptow w swoim niekodujgcym regionie na konicu 3’ (3’UTR) posiada
wiele PAS, ktdre poprzez dziatanie licznej grupy czynnikdw determinujg, w ktérym miejscu
przeciety zostanie pre-mRNA i dofgczony zostanie ogon poli(A) (19). Mozliwo$é zajscia
poliadenylacji w alternatywnych miejscach wprowadza bardzo duzg zmienno$¢ w

transkryptomie, ktdra znaczgco modyfikuje aktywnos¢ wielu gendw.

4.2.1. Komorki z wyciszeniem CPSF3 jako potencjalny model badania wptywu

alternatywnej poliadenylacji VMP1/pri-miR-21 na biogeneze miR-21

Biatko CPSF3 jest jednym z wielu czynnikdw zaangazowanych w proces terminacji
transkrypcjii wyboru PAS (148). Poprzez swojq aktywnos¢ endorybonukleazowg, w potgczeniu
z pozostatymi czynnikami kompleksu CPSF, przeprowadza obrébke korica 3’ nowopowstatego

transkryptu i swoim dziataniem bezposrednio determinuje korice 3’ mRNA i innych klas RNA.

Celem tej czesci pracy byto zbadanie, czy zmiana poziomu czynnikdw zaangazowanych
w ksztattowanie koncow 3' RNA moze wptynaé na zmiane poziomu miR-21. Aby sprawdzi¢, czy
zmiana poziomu czynnika CPSF3, gtdwnej nukleazy odpowiedzialnej za ciecie transkryptu RNA
syntetyzowanego przez polimeraze RNA Il, moze bezposrednio wptyngé na wybdr
proksymalnego miejsca poliadenylacji w genie VMPI1, przeprowadzono eksperyment
wyciszenia ekspresji genu CPSF3 w komérkach Hela (Ryc. 22A). Jako eksperyment kontrolny
dla okreslenia efektu niedoboru CPSF3, przeprowadzono analize zmiany dtugosci kontrolnego
transkryptu GAPDH (Ryc. 22B). Istotny przyrost transkryptéw przekraczajgcych miejsce
gtownego PAS (PAS_proks.) w komodrkach traktowanych siCPSF3 w odniesieniu do komérek
kontrolnych (traktowanych siCTRL) wskazuje na znaczny wptyw traktowniania siCPSF3 na
zajscie terminacji/poliadenylacji tego RNA w miejscu PAS proks. (Ryc. 22C). Nastepnie, w tym
modelu komdérkowym sprawdzono poziom VMPI oraz puli transkryptéw pri-miR-21. Wydajne

wyciszenie ekspresji CPSF3 nie wptyneto jednak w znaczgcy sposdb ani na poziom ekspresiji
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VMP1, ani prekursoréw pri-miR-21 (Ryc. 22D). Ponadto analiza poziomu miR-21 oraz trzech
innych reprezentantéw grupy miRNA (miR-378a, miR-23b, miR-27b) wykazata nieoczekiwanie

istotne obnizenie poziomu wszystkich badanych czgsteczek miRNA (Ryc. 22E).

Brak zmian w poziomie VMP1, a zwtaszcza pri-miR-21 wynika¢ moze z faktu, ze poziom
wyciszenia CPSF3 jest nadal niewystarczajgcy do zmiany wyboru proksymalnego sygnatu
poliadenylacji w VMPI1/pri-miR-21, co skutkuje brakiem wzrostu liczby transkryptéow
koriczacych sie na dystalnych miejscach poliadenylacji. Innym wyttumaczeniem moze by¢
udziat w ksztattowaniu konca 3’ badanego genu innej nukleazy niz CPSF3. Ponadto w
komoérkach poddanych dziataniu siCPSF3 zaobserwowano znaczne obnizenie poziomu
wszystkich badanych miRNA. Efekt ten moze by¢ wywotany nie bezposrednio przez zmiane
efektywnosci poliadenylacji ich prekursoréw na skutek niedoboru biatka CPSF3, ale moze tez
by¢ wynikiem zaburzen ekspresji wielu genéw, w tym tych, ktére s3 zaangazowane w
biogeneze lub stabilnos¢ miRNA. Dlatego tez nie prowadzono dalszych badan z
wykorzystaniem modeli komérkowych z globalnie modyfikowang aktywnoscig terminacji
transkrypcji/poliadenylacji RNA, a skorzystano z podej$sé¢ celowanych bezposrednio w

dojrzewanie RNA VMP1/pri-miR-21.
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Rycina 22 Wptyw wyciszenia CPSF3 na poziom ekspresji VMP1, pri-miR-21 oraz czasteczek miRNA. (A) Poziom
ekspresji czynnika CPSF3 w komodrkach Hela traktowanych dupleksami siRNA skierowanych przeciwko CPSF3
(siCPSF3, 50 nM) w odniesieniu do traktowania komérek kontrolnym siRNA (siCTRL, 50 nM). (B) Transkrypt
GAPDH z zaznaczonymi miejscami PAS w 3’UTR oraz parami starteréow zastosowanymi do amplifikacji
odpowiednich regiondéw pre-mRNA. (C) Istotny wzrost poziomu transkryptéw GAPDH przekraczajacych
PAS proks. w obu analizowanych regionach 3’"UTR w materiale z siCPSF3. Poziom ekspresji badanych regiondéw
3’UTR GAPDH mierzony byt wzgledem mRNA GAPDH. (D) Wyciszenie ekspresji CPSF3 nie wywotato efektu na
poziom transkryptow VMP1 oraz pri-miR-21. Poziom ekspresji liczony byt wzgledem GAPDH. (E) Relatywny
poziom czasteczek miR-21, 378a, 23b oraz 27b w komédrkach Hela z obnizonym poziomem CPSF3. Blisko o
potowe spadkowi ulegty wszystkie badane miRNA, w odniesieniu do proby kontrolnej. Poziom badanych miRNA
normalizowany byt do U6. Analizy zostaty przeprowadzone w trzech powtdrzeniach biologicznych. Istotnos¢
statystyczna obserwowanych zmian zostata okreslona za pomoca testu t-Studenta dla danych niesparowanych
(* P<0,05 ** P< 0,01 *** P<0,001).

4.2.2. Stworzenie konstruktu genetycznego do badan wptywu dojrzewania

prekursora pri-mir-21 na biogeneze miR-21

Czasteczka miR-21 jest jedng z najpowszechniej wystepujgcych miRNA w szerokim
spektrum komoérek i tkanek (149). Przez to analiza poziomu zmian miR-21 jest szczegdlnie
utrudniona. Kazda manipulacja w procesie dojrzewania jej prekursora moze nie by¢ mozliwa
do zaobserwowania wiasnie przez istotne nagromadzenie transkryptéw pri-miR-21, a
zwtaszcza stabilnych, dojrzatych czgsteczek miR-21. Dlatego aby umozliwi¢ obserwacje zmian
miR-21, stworzono konstrukt genetyczny zawierajgcy petng sekwencje kodujacg ludzki
pierotny prekursor pri-miR-21 (Ryc. 23A). Jako szkielet wykorzystano wektor pEGFP-C1
zawierajgcy sekwencje kodujgca biatko zielonej fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent
protein). Aby méc obserwowac zmiany zalezne od PAS znajdujacych sie wewnatrz sekwencji
kodujgcej pri-miR-21 z wektora usunieto miejsce sygnatowe poliadenylacji SV40poli(A).
Sekwencja kodujgca czgsteczke miR-21 zostata zmutowana w taki sposéb, aby podczas analizy
jej ilosci w komdrkach mozliwym byto monitorowanie jedynie zmiany egzogennej czasteczki,
zwane] dalej miR-21_mut (Ryc. 23B). Ponadto wprowadzone zmiany sekwencji nie powinny
wptynac na biogeneze miRNA. Przeprowadzona analiza RT-qPCR wykazata, ze ze zmienionej
sekwencji kodujgcej pre-miR-21-mut powstaje dojrzata, czgsteczka miR-21_mut, ktorej
poziom mozna precyzyjnie mierzyé. Wzrastajaca ilo$¢ wprowadzanego do komodrek wektora
GFP_pri21_wt _miR-21_mut byfa zwigzana z wyraznym wzrostem ilosciowym miR-21-mut
(Ryc. 23C). Przeprowadzony test specyficznosci starteréw wykazat, ze w mysich komaérkach
NIH3T3 mozliwa jest detekcja wytgcznie ludzkich sekwencji pri-miR-21 pochodzacych z

wprowadzanego wektora — zaréwno startery namnazajgce GFP, jak rdwniez pri-miR-21 nie
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prowadzity do amplifikacji mysich fragmentéw RNA w nietransfekowanych komdrkach NIH3T3

(Ryc. 23D).
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Rycina 23 Badanie konstruktu genetycznego GFP_pri-miR-21. (A) Fragment drugorzedowej struktury RNA
ludzkiego pri-miR-21 z przedtuzong sekwencja po stronie 5’ i 3’, ktdra jest rozpoznawana przez mikroprocesor
oraz (B) struktura pre-miR-21-mut z wprowadzonymi trzema mutacjami punktowymi w sekwencji miR-21-5p.
Wprowadzone mutacje nie zaburzajg struktury drugorzedowej RNA. Kolorem czerwonym zaznaczona jest
sekwencja kodujgca miR-21-5p, a kolorem zielonym miR-21-3p. Struktury RNA zostaty stworzone za pomocg
aplikacji mfold (http://www.unafold.org/mfold.php). (C) Analiza RT-qPCR mierzaca wzgledny poziom
miR-21_mut w mysich ptodowych komédrkach skoéry (NIH3T3). Wraz ze wzrostem ilosci (0,5-1,0-1,5 ug)
stosowanego wektora GFP_pri21_wt_miR-21_mut, wzrasta znaczgco ilos¢ wykrywanej czgsteczki miR-21_mut.
Grupe kontrolng stanowity komérki transfekowane wektorem pEGFP-C1 w ilosci 1 ug. Poziom mierzonej ilosci
miR-21_mut normalizowany byt do ilo$ci endogennego miR-21 (D) Analiza RT-PCR badajgca specyficznosé
uzytych w eksperymencie starteréw. W sytuacji braku wprowadzenia wektora do komadrek NIH3T3, uzyte startery
na ludzki pri-miR-21, ani na GFP nie pozwalaja na amplifikacje DNA. Startery pri-miR-21 jedynie namnazajg
produkt DNA w grupie komodrek transfekowanych wektorem GFP_pri21_wt_miR-21_mut. Produkt DNA
amplifikowanego fragmentu GFP powstaje rowniez w grupie traktowanej niezmienionym wektorem pEGFP-C1.
Analizy zostaty przeprowadzone w trzech powtérzeniach biologicznych. Przed odwrotng transkrypcjg catkowity
DNA byt traktowany DNazg w celu eliminacji DNA plazmidowego.

Uzyskany konstrukt genetyczny GFP_pri21_wt_miR-21_mut stanowi bardzo przydatne

i wiarygodne narzedzie do dalszych badan proceséw dojrzewania prekursora pri-miR-21.
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Dzieki wprowadzeniu mutacji punktowych w sekwencji kodujacej miR-21, mozliwa jest
doktadna analiza zmian ilosci powstajgcego z wektora egzogennego miRNA. W dalszych
czesciach pracy uzyskany konstrukt oraz jego zmutowane warianty stanowié bedg podstawe

doswiadczen badajgcych mechanizmy mogace wptywaé na biogeneze miR-21.

4.2.3. Aktywnos$¢ PAS proks. w RNA VMP1/pri-miR-21 ma bezposredni wptyw na

biogeneze miR-21

Ze wzgledu na braku konkludywnych wynikéw dotyczacych zmiany poziomu
pri-miR-21 i miR-21 uzyskanych w komérkach z wyciszonym CPSF3, postawiono bezposrednio
wptynaé na aktywnos¢ proksymalnego sygnatu poliadenylacji. W tym celu wykorzystano dwa
podejscia badawcze. W pierwszym zastosowano antysensowe oligonukleotydy (AON, ang.
antisense oligonucleotide) komplementarne do regionu RNA zawierajgcego sekwencje
AAUAAA stanowigcg sygnat PAS proks. (Ryc. 24A). W przeprowadzonym eksperymencie
zastosowano czasteczki AON, bedace zmodyfikowanymi czgsteczkami RNA posiadajgcymi
szkielet tiofosforanowy (PS, ang. phosphothioate) oraz posiadajgce podstawiong grupe
metylowga przy atomie wegla 2’ rybozy (2’0OMe-RNA-PS). W drugim podejsciu zastosowano
genetyczng manipulacje sekwencji badanego pri-miRNA. Przeanalizowano wptyw delecji PAS
proks. w konstrukcie genetycznym zawierajgcym catg sekwencje kodujgcg pri-miR-21

(4,4 kpz).
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Rycina 24 Wptyw blokowania i mutacji regionu PAS proks na biogeneze miR-21. (A) Schematyczna prezentacja
transkryptu VMP1 z dwoma ostatnimi eksonami (E11 - ekson 11, E12 - ekson 12) oraz 3’UTR. Zielony blok
symbolizuje zastosowany w doswiadczeniu 21-nukleotydowy bloker RNA 2’OMe-PS (PAS proks. AON)
komplementarnie wigzacy sie do miejsca sygnatu poliadenylacji ,AAUAAA” wraz z sgsiadujgcymi nukleotydami.
Czerwonymi strzatkami oznaczone zostaty miejsca poliadenylacji. Uformowana RNA spinka wskazuje miejsce
kodujgce miR-21. (B) Poziom ekspresji VMP1, pri-miR-21 oraz (C) ilo$¢ dojrzatej czgsteczki miR-21 po traktowaniu
komérek HSkM blokerem (PAS proks. AON, 75 nM) przez 48 h w odniesieniu do grupy kontrolnej (CTRL AON, 75
nM). Dziatanie blokera nie wywotato efektu na ekspresje VMP1. Zaobserwowano istotny przyrost transkryptu pri-
miR-21 oraz zwiekszong ilos¢ miRNA-21. Poziom ekspresji VMP1 oraz pri-miR-21 liczony byt wzgledem mRNA
GAPDH. Poziom miRNA-21 normalizowany byt do poziomu miR-16. (D) Poziom ekspresji transkryptow bedacych
pod kontrola miRNA-21. Wsréd przeanalizowanych pieciu transkryptéw, cztery geny (TGFBR2, BTG2, ICAM oraz
NFIB) ulegty obnizeniu poziomu ekspresji po zastosowaniu blokera PAS proks. Poziom PTEN nie ulegt zmianie.
Relatywny poziom ekspresji na poziomie mRNA badanych gendéw byt mierzony wzgledem mRNA GAPDH. (E)
Schematyczna prezentacja fragmentu minigenu zawierajacego sekwencje kodujaca ludzki prekursor miR-21
(4,4 kpz). Na schemacie zaznaczone zostaly miejsca wigzania uzytych w analizie starterow. Konstrukt
GFP_pri21_wt oraz GFP_pri21_APAS proks. zawiera mutacje sekwencji kodujgcej czgsteczke miR-21. Dodatkowo
w konstrukcie GFP_pri21_APAS proks. usuniete zostato PAS proks. Oba konstrukty wprowadzane byty do
komérek NIH/3T3. Analizujgc wyniki (F) widaé brak zmian amplifikujgc fragment przed PAS proks. Amplifikacja
transkryptéw przeciekajgcych PAS proks. wykazata istotny wzrost w odniesieniu do kontrolnego minigenu.
Poziom ekspresji normalizowany byt wzgledem mRNA GFP. (G) Poziom miR-21_mut réwniez byt istotnie
podwyzszony w konstrukcie z APAS proks. Zmiana miR-21_mut normalizowana byfa do poziomu endogennego
miR-21. Eksperyment zostat przeprowadzony w 3 powtdrzeniach biologicznych. Istotnos¢ statystyczna
obserwowanych zmian zostata okreslona za pomocy testu t-Studenta dla danych niesparowanych (** P< 0,01
*** P<0,001).
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Na schemacie (Ryc. 24A) zaprezentowano doktadng sekwencje do ktérej wigze sie
oligonukleotyd 2’OMe-RNA-PS. Wprowadzenie do komoérek blokera PAS proks. (PAS proks.
AON) nie spowodowato zmian poziomu mRNA VMPI. Natomiast poziom transkryptu
pri-miR-21 ulegt istotnemu podwyzszeniu w komdrkach traktowanych blokerem PAS proks.
AON w poréwnaniu do komédrek poddanych dziataniu kontrolnego antysensownego
oligonukleotydu (CTRL AON) (Ryc. 24B). Poziom dojrzatej czgsteczki miR-21, podobnie jak
poziom pri-miR-21 istotnie sie zwiekszyt pod wptywem dziatania PAS proks. AON (Ryc. 24C).
By wykazaé czy zmiana jest istotna funkcjonalnie zbadano geny posiadajgce w swoich
sekwencjach miejsca wigzania dla miR-21 (znane czasteczki docelowe dla miR-21). Analiza
poziomu ekspresji gendw bedacych pod kontrolg miR-21 wykazata, ze zastosowanie PAS
proks. AON skutkuje istotnym obnizeniem ekspresji czterech z pieciu badanych transkryptéw

(TGFBR2, BTG2, ICAM1, NFIB) (Ryc. 24D).

W celu potwierdzenia wyniku stosowania AON maskujgcego PAS proksymalny VMP1
oraz pri-miR-21 przeprowadzono analize z wykorzystaniem konstruktu genetycznego
opisanego dokfadnie w rozdziale 2.2. Konstrukt GFP_pri21_APAS proks. zawiera zmutowana
sekwencje miR-21 w celu precyzyjnego pomiaru poziomu tego miRNA (Ryc. 23A-B).
Wprowadzenie mutacji wynikato to z tego, ze w wiekszosci ssaczych linii komoérkowych poziom
miR-21 jest wysoki lub bardzo wysoki. Uwzgledniajgc dosyé duzg odmiennosé sekwencji
kodujgcych pri-miR-21 u cztowieka oraz u myszy, konstrukty genetyczne zawierajacy ludzki
wariant tej sekwencji (Ryc. 24E) byly wprowadzane do embrionalnych fibroblastéw
pochodzacych z myszy (NIH3T3). Dzieki temu, stosujgc odpowiednio zaprojektowane startery
mozliwe byto badanie poziomu zmian jedynie egzogennie powstajgcego transkryptu
pri-miR-21. Badanie regionu zlokalizowany na poczatku pri-miR-21 w mutancie APAS proks.
nie wykazato zmian w odniesieniu do wariantu typu dzikiego minigenu. Analiza obszaru RNA
zlokalizowanego za zmutowanym miejscem PAS wykazata istotny przyrost dtuzszych izoform
pri-miR-21 w sytuacji, gdy PAS proks. zostat usuniety (Ryc. 24F). Dodatkowo mutacja PAS
proks. spowodowata istotny wzrost poziomu miR-21_mut powstajgcego ze zmutowanego
konstruktu GFP_pri21_APAS proks. (Ryc. 24G).

Przeprowadzone badanie z wykorzystaniem blokerow AON (PAS proks. AON) oraz
opierajgce sie na konstrukcie genetycznym z usunietym PAS proks. (GFP_pri21_APAS proks.)

wykazaty, ze proksymalny sygnat poliadenylacji znajdujgcy sie przed sekwencjg kodujaca
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miR-21 moze w bezposredni sposdb wptywaé na ilos¢ miR-21. Jego zablokowanie badz
usuniecie z konstruktu doprowadzity do istotnego przyrostu dtuzej izoformy RNA i tym samym

do zwiekszenia ilosci dojrzatej czgsteczki miR-21.

4.3. Zaleino$¢ pomiedzy aktywnoscig czynnikéw splicingowych dziatajacych w 3’ss
ostatniego intronu, a zajsciem procesu ciecia i poliadenylacji w pri-miR-21

Proces dojrzewania prekursoréow RNA sktada sie z kilku etapdéw. Nalezg do nich
dobudowanie czapeczki na 5’ koncu, sktadanie pre-mRNA oraz poliadenylacja korica 3’. Do
poczatku lat 90. wszystkie te etapy byly badane jako catkowicie niezalezne procesy, nie
wptywajgce bezposrednio na siebie. Jednakze w pdzniejszych latach okazato sie, ze wszystkie
zdarzenia odbywajace sie podczas dojrzewania prekursoréw RNA, a zachodzace w wiekszosci
podczas transkrypcji, sg ze sobg scisle powigzane (150). Jedng z takich powigzani dla RNA
syntetyzowanych przez polimeraze RNA Il jest zwigzek splicingu i dojrzewania prekursoréw na

konicu 3’, a doktadniej ciecia i poliadenylacji.

4.3.1. Blokowanie PAS proks. VMP1/pri-miR-21 oraz jego delecja wptywaja na

zwiekszong retencje ostatniego intronu

Jednymi z pierwszych badan, ktére wykazaly ze proces zachodzacy w miejscu
sygnatowym poliadenylacji ma zwigzek z wydajnoscig procesu sktadania dwdch ostatnich
eksonéw w pre-mRNA, byta praca Niwa i Berget z 1991 (33). W swoim doswiadczeniu autorzy
wykazali, ze mutacja w konsensusowym miejscu poliadenylacji 5’-AAUAAA-3’ prowadzi do
retencji ostatniego intronu w badanym transkrypcie. Na podstawie uzyskanych przez autoréw
pracy wynikdw mozna wnioskowad, ze aktywnos¢ poliadenylacyjna w pobliskim PAS wywiera
pozytywny wptyw na wycinanie ostatniego intronu podczas dojrzewania prekursoréw RNA. Te
obserwacje zostaty potwierdzone w wielu innych badaniach, w tym z zastosowaniem

masowego sekwencjonowania RNA (doktadnie opisane w pracy przeglagdowej (150).
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Rycina 25 Retencja ostatniego intronu pre-mRNA VMP1 oraz pri-miR-21 po zablokowaniu i mutacji PAS proks.
(A) Badanie poziomu retencji intronu 11 VMP1 w komadrkach HSkM traktowanych PAS proks. AON wykazato
istotny wzrost poziomu izoform RNA z pozostajgcym intronem (B) Analiza zmiany ilosci izoformy z retencja
intronu w konstrukcie genetycznym ze zmutowanym PAS proks. (GFP_pri21_APAS proks.) wykazata istotny
przyrost badanego transkryptu w odniesieniu do kontrolnego konstruktu (GFP_pri21_wt). W przypadku analizy
zmian po zastosowaniu blokera PAS proks., genem referencyjnym byt poziom GAPDH. Jako czynnika
normalizujacego w badaniu zmian w konstrukcie uzyto poziomu ekspresji mMRNA GFP. Eksperymenty zostaty
przeprowadzone w 3 powtdrzeniach biologicznych. Istotnosé statystyczna obserwowanych zmian zostata
okreslona za pomocg testu t-Studenta dla danych niesparowanych (** P< 0,01).

Aby sprawdzi¢, czy w przypadku dojrzewania mRNA VMP1 oraz prekursora pri-miR-21
rowniez moze dochodzi¢ do interakcji pomiedzy omawianymi procesami wykorzystano
materiat z wczesniej opisanego eksperymentu maskowania PAS proks. jak rowniez mutowania
proksymalnego sygnatu poliadenylacji w konstrukcie genetycznym zawierajgcym prekursor
pri-miR-21. Badanie poziomu retencji intronu 11 w mRNA VMP1 i pri-miR-21 w komadrkach
traktowanych oligonukleotydem maskujgcym PAS proks. wykazato istotny wzrost izoform RNA
zawierajgcych intron (Ryc. 25A). Podobnie byto w przypadku badania poziomu retencji intronu
w konstrukcie genetycznym ze zmutowanym PAS proks. w poréwnaniu z niezmienionym

minigenem typu dzikiego (Ryc. 25B).

Przeprowadzona analiza zmian poziomu transkryptéw z retencjg intronu wykazata
mozliwg zalezno$¢ pomiedzy procesami splicingu oraz ciecia i poliadenylacji w przypadku
dojrzewania pri-miR-21. Sugeruje to, ze w przypadku biogenezy miR-21 juz na poziomie
dojrzewania prekursora pri-miR-21 dochodzi do regulacji aktywnosci proksymalnego PAS

poprzez zachodzenie splicingu w ostatnim intronie VMP1.
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4.3.2. lzoformy pri-miR-21 z i bez retencji intronu sg prekursorami miR-21
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Rycina 26 Obecnos¢ izoformy pri-miR-21/IncVMP1 z retencjq intronu w réznych modelach komérkowych (A)
Schemat przedstawiajgcy izoformy VMPI1, IncVMP1 oraz pri-miR-21. Dodatkowo na schemacie zaznaczono
lokalizacje starterow uzytych w reakcjach RT-PCR. (B-C) Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktéw RT-PCR
z uzyciem starterow amplifikujgcych zaréwno transkrypty z retencjg intronu, jak réwniez z wycietym intronem (1
para). Reakcja wykonana na materiale z komérek MCF-12A i MCF-7 (B), jak rowniez modelu z wyciszeniem
DROSHA (siDROSHA) (C) uwidocznita trzy roznie sktadane transkrypty IncVMP1/pri-miR-21. (D) Zmiana startera
reverse, wigzacego sie do sekwencji zlokalizowanej za PAS proks. skutkowata pojawieniem sie produktéw PCR
jedynie cDNA uzyskanego z komérek traktowanych siDROSHA (2 para). Dtugo$¢ produktéw odpowiada
prekursorom pri-miR-21 z retencjg intronu 11. oraz z wycietym intronem. Ze wzgledu na znaczne rdznice w
dtugosci amplifikowanych fragmentdw cDNA uzyskane wyniki nie majg charakteru ilosciowego pozwalajgcego na
oszacowanie udziatu izoform z retencjg intronu.

Dane przedstawione w pierwszej czesci pracy, w rozdziale 4.1.3., pochodzace z analiz
sekwencjonowania RNA z rdinych ludzkich tkanek, wykazaty obecnos¢ niekodujgcych
transkryptow VMP1, ktérych poziom ekspresji byt relatywnie wysoki w prawie kazdej badanej
tkance (Ryc. 15B). Korzystajagc z modelu komdrkowego z istotnie obnizong iloscig biatka
DROSHA, jak réwniez poréwnujgc komorki raka piersi MCF-7 do komdrek nowotworowo
niezmienionych MCF-12A stwierdzono obecnosé izoform pri-miR-21, ktére rdznity sie od siebie
obecnoscig sekwencji intronowej (Ryc. 26B-C). Analiza RT-PCR, wykorzystujgca startery
amplifikujgce izoformy majgce swodj poczatek w 10. Intronie VMP1 oraz koriczace sie za

miejscem PAS proks. (starter reverse wigze sie za PAS proks.) wykazata, ze wzgledna ilos¢

84



obydwu izoform jest podobna w przypadku analizy komérek traktowanych siDROSHA
(Ryc. 26D). W komorkach kontrolnych (siCTRL) transkrypty te sg niewykrywalne t3 metoda
prawdopodobnie dlatego, ze prekursory pri-miRNA majg bardzo krotki okres péttrwania i
prawie natychmiast sg procesowane przez kompleks mikroprocesora, a jednoczesnie ze

wzgledu na duzy rozmiar amplifikowanego fragmentu cDNA.

Przedstawione wyniki wskazujg na to, ze obecnos$¢ dwadch istotnie rdznych izoform
pri-miR-21 moze mie¢ znaczenie podczas procesu biogenezy miR-21. Biorgc pod uwage
powyzej opisane wyniki, sugerujgce zwigzek pomiedzy splicingiem, a poliadenylacjg (Ryc. 26)

mozna zatozy¢, ze obecnosc¢ retencji intronu moze wptywac na wydajng biogeneze miR-21.

4.3.3. Obecnos¢ miejsca splicingu 3’ (3’ss) ostatniego intronu pri-miR-21 ma wptyw

na biogeneze miR-21

Aby sprawdzi¢, czy retencja intronu w izoformie pri-miR-21 ma wptyw na ilos¢
powstajgcego miR-21 przeprowadzono dwie serie eksperymentalne. W pierwszej
zastosowano antysensowe oligonukleotydy maskujgce miejsce splicingowe 3’ (3’ss) -
potaczenie intron11/ekson12 (3’ss AON) genu VMP1 (Ryc. 27A). W zatozeniu eksperymentu,
aktywnos¢ AON poprzez zablokowanie miejsca splicingu miata doprowadzi¢ do powstania
wiekszego udziatu izoform pri-miR-21 z retencjg intronu. Dodatkowo zamaskowanie miejsca
dla wigzania sie U2AF, czynnika odpowiedzialnego bezposrednio za prawidtowe wycinanie
intronéw i sktadanie eksondw, mogto doprowadzi¢ do zaburzen zaleznosci pomiedzy
procesem splicingu ostatniego intronu, a poliadenylacji w PAS proks. Po traktowaniu komadrek
3’ss-AON zaobserwowano brak istotnych zmian w poziomie mRNA VMP1 oraz regionu
kodujgcego transkrypty IncVMP1. Z kolei poziom izoform zawierajacych intron
VMP1/pri-miR-21 byt istotnie podwyzszony w porownaniu do komorek traktowanych
kontrolnym AON (CTRL-AON) (Ryc. 27B). Wynik ten Swiadczy o czesciowym zaburzeniu
procesu sktadania VMP1/pri-miR-21.

85



A ( 3'ss AON D

QCAUUUAEJIJU'CDAGAGGGA&A g2l
Lokalizacja starterow - a T - g
VMP1/pri-miR-21 5 '
/pri-miR-21 57— EN}—7/f—————— ] se— i
B c D PAS proks. PAS dyst.
[CJCTRLAON [ 3'ss AON
3— 3 1.25+ *x* * Kk * %k * %k
**
S 2- s €
o Q.
% & % 0.75+
ns
5 M 1] §0.50-
) ﬂ' ﬂ ﬂ == [ LI Dl Lm0
0 T T 0- \, 0.00 T T I I
\\‘\Q'\, @QN' N 0\ . -q:q’ TGFBR2 PTEN BTG2 ICAMI1 NFIB
N N oY & O 3‘ &
« (0& & .\\ <\,(°
E & S ° F G
Q“\ EGFP_pri2z1_wt O GFP_pri21_A3'ss
IncVMP1/ — —
pri-miR-21 pn mlﬁ’ 21 4 3
Lokalizacja starterow” = g = ko A
(4] —
GFP_pri21_wt E[GU—AG' E | I/ S8 2-
g . ﬁ 2 —
' . =
: 9 17
GFP_priz1_a3'ss [ER]so—( R I &t I"‘ m m
A3'ss A miR-21_mut A 0 : : 0 :
PAS proks. PASdyst.  |ncvmP1/ pri-miR-21 miR-21_mut

pri-miR-21

Rycina 27 Wptyw zastosowania blokowania miejsca 3’ss w ostatnim intronie VMP1/pri-miR-21 oraz mutacji
3’ss w konstrukcie genetycznym GFP_pri21_A3’ss na biogeneze miR-21. (A) Schematyczna prezentacja
transkryptu VMP1 z dwoma ostatnimi eksonami (E11-ekson 11, E12-ekson 12) oraz 3’UTR. Brgzowy blok
symbolizuje zastosowany w doswiadczeniu 21-nukleotydowy bloker 2’OMe-PS (3’ss AON) komplementarnie
wigzacy sie do pofaczenia intronu 11. i eksonu 12. Czerwonymi strzatkami oznaczone zostaty miejsca
poliadenylacji. Dodatkowo zaznaczone zostato miejsce sekwencji pre-miR-21. (B) Poziom ekspresji puli izoform
VMP1, IncVMP1, zawierajgcych intron 11, mRNA VMP1 i pri-miR-21 oraz (C) ilo$¢ dojrzatej czgsteczki miR-21 po
traktowaniu komaérek Hela blokerem (3’ss AON, 75 nM) przez 72 h w odniesieniu do komaérek kontrolnych (CTRL
AON, 75 nM). Dziatanie blokera nie wywotato efektu na poziom mRNA VMP1 jak réwniez na poziom IncVMPI.
Zaobserwowano jednak istotny wzrost retencji intronu 11 VMPI, pri-miR-21 oraz zwiekszong ilos¢ miR-21.
Poziom ekspresji badanych transkryptdw normalizowany byt do mRNA GAPDH. Poziom miR-21 normalizowany
byt do poziomu miR-16. (D) Zmiany poziomu transkryptéow bedacych pod kontrolg miR-21. Wsrdd
przeanalizowanych pieciu mRNA, dla czterech (TGFBR2, PTEN BTG2, oraz NFIB) zaobserwowano obnizenie
poziomu po zastosowaniu 3’ss AON. Poziom mRNA ICAMI1 nie ulegt zmianie. Relatywny poziom ekspresji
badanych genéw byt normalizowany do GAPDH. (E) Schematyczna prezentacja wstawki minigenu zawierajgcego
sekwencje kodujacg ludzki prekursor miR-21 (4,4 kpz). Konstrukt GFP_pri21_wt oraz GFP_pri21_A3’ss. zawiera
mutacje sekwencji kodujacej miR-21. Dodatkowo w konstrukcie GFP_pri21_A3’ss. usuniete zostato 15
nukleotydéw obejmujgcych miejsce styku intron/ekson po 3’ stronie intronu. Oba konstrukty wprowadzane byty
do komoérek mysich NIH/3T3. Analizujgc wyniki wida¢ brak zmian stosujgc sondy qPCR specyficzne dla fragmentu
RNA przed PAS proks. llosciowa RT-PCR specyficzna dla transkryptéw przeciekajgcych PAS proks. wykazata istotny
wzrost ilosci transkryptdw zawierajgcych tg sekwencje w odniesieniu do kontrolnego minigenu. Poziom ekspresji
normalizowany byt wzgledem mRNA GFP. Poziom miR-21_mut réwniez byt istotnie podwyzszony w konstrukcie
z A3’ss. Zmiana miR-21_mut normalizowana byta do poziomu endogennego miR-21. Eksperyment zostat
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przeprowadzony w 3 powtdrzeniach biologicznych. Istotnos¢ statystyczna obserwowanych zmian zostata
okreslona za pomoca testu t-Studenta dla danych niesparowanych (** P< 0,01 *** P<0,001).

Wynik ten Swiadczy o czesciowym zaburzeniu procesu sktadania VMP1/pri-miR-21.
Podobny efekt zaobserwowano w przypadku badania ilosci pri-miR-21 mierzonych za
PAS_proks. W tym przypadku zaobserwowano istotny wzrost poziomu tego RNA po dziataniu
3’ss AON (Ryc. 27B). llo$¢ dojrzatej czgsteczki miR-21, podobnie jak ilo$¢ jej prekursora, ulegta
rowniez istotnemu podwyzszeniu (Ryc. 27C). Analiza zmian poziomu ekspresji gendéw
bedacych pod kontrolg dziatania miR-21 wykazata statystycznie istotne obnizenie w przypadku

czterech z pieciu badanych mRNA - TGFBR2, PTEN, BTG2 oraz NFIB. (Ryc. 27D).

W drugim podejsciu eksperymentalnym zastosowano konstrukty genetyczne,
zawierajgce sekwencje kodujaca ludzki pri-miR-21 (Ryc. 27E), a opisane szczegdétowo w
rozdziale 4.2.2. Badania te wykazaty ze mutacja miejsca 3’ss, wigzgcego U2AF a znajdujacego
sie na pofagczeniu intron 11/ekson 12 prowadzi do istotnego przyrostu transkryptéw
pri-miR-21 mierzonych za PAS_proks (Ryc. 27F). Zmianie nie ulegt region przed PAS proks., co
wskazuje na czesciowg aktywnosé PAS proks. w badanym modelu. Wraz ze wzrostem
pri-miR-21 powstajgcego z konstruktu genetycznego, w badaniu obserwowano rdowniez

zwiekszong ilos¢ czasteczek miR-21mut po wprowadzeniu mutacji w 3’ss (Ryc. 27G).

Badania wptywu zmian splicingowych wywotanych blokowaniem miejsca 3’ss oraz
mutacjg tego miejsca w konstrukcie genetycznym wykazaty istotne zmiany w ilosci prekursora
pri-miR-21 oraz zwiekszong liczbe czgsteczek miR-21 w obu modelach badawczych. Taka
obserwacja moze sugerowac ze aktywno$é splicingowa w 3’ss pri-miR-21 , a konkretnie
wigzanie sie w tym miejscu odpowiednich czynnikdw splicingowych, moze mieé zwigzek z
aktywnoscig PAS proks. Obecnos¢ izoformy pri-miR-21 z retencjg intronu moze miec silny

zwigzek z powstawaniem dojrzatej czgsteczki miR-21.
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5. Dyskusja

Znane od ponad 20 lat, krotkie niekodujgce czasteczki miRNA stanowig obiekt
intensywnych badan naukowcéw. Po wpisaniu frazy ,microrna” w wyszukiwarce w bazie

PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) otrzymujemy 112,791 rekordéw. Wynik ten

pokazuje, jak duzg uwage skupiajg na sobie te mate czgsteczki RNA. Na dzien dzisiejszy,
najpopularniejsza  przegladarka deponujgca informacie o miRNA — miRBase

(http://www.mirbase.org/) — tylko dla organizmu cztowieka zawiera az 1,917 rdznych

czgsteczek miRNA. Czasteczki miRNA stanowig istotny element w regulacji ekspresji niemal
wszystkich gendw w komodrkach zaréwno zwierzecych jak i rodlinnych. Sg waznym regulatorem
w utrzymaniu homeostazy oraz przebiegu prawidtowego rozwoju ztozonych organizméw
(149). Liczne patogenne procesy, w tym nowotworzenie, zwigzane sg z zaburzonym poziomem
licznych czgsteczek miRNA (108, 116, 117). W przypadku nowotwordw, istotnie zmieniony
poziom miRNA kontrolujgcych ekspresje protoonkogendw oraz onkogendw, prowadzi do
niekontrolowanego wzrostu ilosci komdrek nowotworowych (94). Biorgc pod uwage
fizjologiczng funkcje miRNA, poznanie mechanizmodw i proceséw kontrolujgcych ich biogeneze

wydaje sie uzasadnione.

Proces powstawania czgsteczek miRNA jest procesem wieloetapowym, w ktory
zaangazowana jest liczna grupa biatek (50, 63, 151) (Rycina 7). U zwierzat proces ten rozpoczyna
sie w jadrze komdrkowym, a koriczy w cytoplazmie, gdzie dojrzate miRNA petnig swojg funkcje.
Geny kodujgce miRNA zlokalizowane sg w réznych miejscach w genomie. Wyrézniamy miRNA
zlokalizowane wewnatrz gendw kodujgcych biatka, jak rowniez niekodujgcych transkryptow
RNA — miRNA wewnagtrz-genowe (ang. intragenic) (Rycina 8). Zdecydowana wiekszos¢
wewnatrz-genowych miRNA zlokalizowana jest w regionach intronowych gendw kodujgcych
biatko oraz w IncRNA (84). Przeprowadzone badania okreslajgce miejsce inicjacji transkrypcji
dla genéw kodujgcych miRNA wykazaty, ze liczna grupa miRNA zlokalizowana wewnatrz
gendéw-gospodarzy, posiada swoje witasne, niezalezne miejsca promotorowe (80). Jest to
bardzo istotna informacja wskazujgca na to, ze RNA bedace pierwotnymi prekursorami dla
czasteczek miRNA, mogg powstawac niezaleznie i dodatkowo dojrzewaé podobnie jak
produkty ich genéw-gospodarzy. Bardzo duza czes¢ miRNA zakodowana jest w miejscach
poza-genowych (ang. intergenic). W tym przypadku wiedza na temat dtugosci i budowy

transkryptow prekursorowych pri-miRNA pozostaje wcigz mato poznana i wymaga dalszych
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badan. Zdecydowana wiekszos¢ gendw miRNA transkrybowana jest przez RNA polimeraze Il
(61). Pierwotne pri-miRNA, podobnie jak pre-mRNA podlegajg potranskrypcyjnej obrébce,
polegajacej na dobudowaniu czapeczki na koricu 5’ oraz ogona poli(A) na koncu 3’. Jako
odmiana czgsteczek IncRNA pri-miRNA mogg réowniez podlega¢ procesom sktadania (152).
Innym ciekawym zjawiskiem zwigzanym z biogeneza miRNA jeszcze w jadrze komérkowym
jest efektywnosc dziatania kompleksu mikroprocesora na poszczegdlnych substratowych RNA.
Kompleks mikroprocesora odpowiedzialny jest za rozpoznanie odpowiednich struktur
prekursoréw miRNA oraz wyciecie 60-90 nukleotydowych pre-miRNA ze znacznie dtuzszych
pri-miRNA. Biatko z rodziny RNaz Il - DROSHA poprzez naprowadzenie zwigzane z dziataniem
biatka rozpoznajgcego podwdjng ni¢ RNA - DGCR8, wycina strukture RNA tworzgcg ukfad
spinki do wtosow (ang. hairpin loop) i przyczynia sie do powstania wolnych koncéw 5’ i 3’
zarowno pre-miRNA jak i pozostatych fragmentow pri-miRNA. W kilku badaniach wykazano,
ze aktywnos¢ mikroprocesora prowadzac do powstania niechronionego konica 5, i w
konsekwencji degradacji RNA poprzez dziatanie egzonukleazy XRN2, co skutkuje terminacjg
transkrypcji pri-miRNA (62, 153). Jednakze, w duzej czesci przypadkow pierwotne transkrypty

pri-miRNA w petni dojrzewaja i na koricu 3’ sg poliadenylowane.

Jednym z miRNA, ktdre ulegajg wysokiemu poziomowi ekspresji w wielu tkankach jest
miR-21 (Rycina 12, Rycina 13). Zaburzenia ekspresji miR-21 jest réwniez powszechnym
zjawiskiem wystepujgcym w przypadku szerokiego spektrum chordb nowotworowych (154).
miR-21 zaangazowany jest w istotne procesy zwigzane z rozwojem organizmow, w tym na
etapie embriogenezy, podczas ktérej jego poziom znacznie sie zmienia (155). W ciggu dwéch
dekad, badanie znaczenia czgsteczki miR-21 stato sie gtdwnym priorytetem dla wielu zespotow
badawczych (prace przeglagdowe dotyczgce miR-21 w nowotworzeniu — (107, 122, 128, 144,
145, 156). Jednakze pomimo tak duzej wiedzy na temat zaangazowania miR-21 w wiele
kluczowych proceséw biologicznych, wiedza na temat dojrzewania tej czgsteczki nadal jest

niekompletna i wymaga znacznego pogtebienia.

Sekwencja kodujaca miR-21 zlokalizowana jest w regionie 3'UTR genu kodujgcego
biatko membranowe VMP1 (Rycina 12, Rycina 13). W 2004 roku Xuezhong Cai i wsp. (134) jako
pierwsi opisali istnienie transkryptu pri-mir-21 o dtugosci okoto 3433 nukleotyddw, ktéry swéj
poczatek ma w 11. intronie genu VMP1, gdzie zlokalizowane jest silne miejsce promotorowe.

Nie wskazano wodwczas na to, aby transkrypt ten miat podlegaé procesowi skfadania.
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Dodatkowo na jego koncu 5 wykazano obecnosc¢ struktury czapeczki, a na konicu 3’ ogona
poliadenylowego. Autorzy w swojej pracy zasugerowali, ze fakt niepodlegania splicingu moze
mie¢ bezposredni wptyw na proces ciecia i poliadenylacji (CPA) w miejscu sygnatowym

poliadenylacji (PAS) znajdujgcym sie bezposrednio przed sekwencjg kodujgcg miR-21.

W 2007 roku Dennis Loffler i wsp. réwniez opisali poczatek transkryptu pri-miR-21 w
intronie 11 VMP1 (119), ktéry poprzez regulacje przez czynnik transkrypcyjny STAT3
powstawatby niezaleznie od swojego genu-gospodarza. Badanie przeprowadzone rok pdzniej
przez Shuij Fujita i wsp. wykazato, ze transkrypt pri-mir-21 swdj poczatek moze mie¢ réwniez
kilkaset par zasad wczesniej, niz to byto opisywane w 2007 roku (106). Autorzy opisali miejsce
wigzania dla biatka aktywujgcego 1 (AP-1), znajdujgce sie w 11. intronie VMP1, ktére po
stymulacji zwigzkiem PMA (ang. Phorbol-12-myristate-13-acetate) aktywnie promowato
transkrypcje prekursora pri-miR-21. Ciekawg obserwacjg byt brak zmian w poziomie mRNA
VMP1 przy stymulacji PMA, co wigzano z brakiem zaleznosci miedzy biogenezag miR-21 a
transkrypcja genu-gospodarza. Ponadto autorzy wykazali, ze duza cze$é transkryptow
rozpoczynajgcych sie w dodatkowym miejscu promotorowym, jest poliadenylowana w
proksymalnym PAS, podobniej jak mRNA VMP1. Jedynie dtuga izoforma pri-miR-21, z retencja
intronu 11. VMP1, dtugosci okoto 4,3 kpz siegata za proksymalny PAS i stanowita prekursor dla
miR-21. Po raz kolejny pojawita sie zatem informacja, ze nieztozone, diugie izoformy

pri-miR-21 stanowi¢ mogg matryce dla powstania dojrzatej czasteczki miR-21.

W 2012 roku Judit Ribas i wsp. powtdrzyli eksperyment traktowania komorek
zwigzkiem PMA i ponownie zaobserwowali istotny wzrost ekspresji transkryptéw pri-miR-21
(82). Jednakie niezgodnie z poprzednimi badaniami (106), autorzy nowszej pracy
zaobserwowali przyrost poziomu mRNA VMP1. Argumentowali to innym czasem ekspozycji na
PMA. Na podstawie uzyskanych wynikdéw zatozyli, ze réwniez transkrypt VMP1, moze byé
bezposrednio zaangazowany w biogeneze tej czgsteczki miRNA. Takg izoforme nazwali
VMP1-miR-21. W swoim badaniu, korzystajgc z techniki mapowania koicéw transkryptéw
cDNA (RACE, ang. Rapid amplification of cDNA ends) wykazali rowniez aktywno$¢ dwdch PAS,
zlokalizowanych za sekwencjg kodujgcg miR-21. Wedtug autoréw PAS znajdujgce sie blizej
sekwencji kodujgcej miR-21 miatoby konczy¢ transkrypt VMP-miR-21. Natomiast odsuniety o
niecate 1 kpz PAS odpowiedzialny bytby za generowanie konca transkryptéw pri-miR-21

rozpoczynajgcych sie w miejscu promotorowym wewngtrz 10. Intronu VMP1.
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W 2018 roku przeprowadzono kolejng analize transkryptéow pri-miR-21 (136).
Opierajac sie na modelu komdrkowym dojrzewajgcych bydlecych oocytéw, autorom pracy
udato sie odkryé dwie izoformy pri-miR-21, ktére rozpoczynaty sie w tym samym miejscu
promotorowym, znajdujgcym sie w 10. Intronie VMP1 oraz zakoriczone byty w tym samym
PAS. Jedyng rdznicg byta obecnosc sekwencji intronowej pomiedzy eksonem 11. a 12. VMP1.
Podobnie jak w przypadku pracy Dennis Loffler i wsp., transkrypcja pri-miR-21 miataby by¢
regulowana poprzez czynnik transkrypcyjny STAT3. Jedynga rdznicg byta lokalizacja miejsca

promotorowego, ktére zmapowano przed eksonem 11. VMP1.

Powyzej opisane badania dotyczgce powstawania prekursorowej czgsteczki pri-miR-21
wskazuja, ze ekspresja pri-miR-21 moze by¢ procesem bardzo ztozonym. Analizujgc wyniki
uzyskane w opisanych pracach, nie mozna jednoznacznie stwierdzié¢ czy i w jakim stopniu
transkrypcja genu VMP1 zaangazowana jest w proces biogenezy miR-21. Dodatkowo
obecno$¢ oraz aktywno$é PAS znajdujacego sie bezposrednio przed sekwencjg kodujaca
miR-21 potencjalnie moze odgrywad istotng role w biogenezie tej czasteczki. Mechanizm
alternatywnego sktadania transkryptéw pri-miR-21 réwniez moze mie¢ znaczacy wptyw na
proces biogenezy miR-21. Biorgc pod uwage powyzej opisane doniesienia naukowe, w pracy
doktorskiej postanowiono dokfadnie przyjrze¢ sie potranskrypcyjnym mechanizmom
biorgcym udziat w dojrzewaniu prekursora miR-21. W niniejszej pracy gtéwny nacisk potozono
na zbadanie mechanizmow alternatywnej poliadenylacji oraz alternatywnego splicingu

pri-miR-21 oraz wzajemnej relacji miedzy nimi

W pierwszej czesci pracy szczegdlng uwage zwrdcono na zmienny poziomu ekspresji
czasteczki pri-miR-21 w szerokim spektrum ludzkich tkanek (Rycina 12, Rycina 13, Rycina 14).
Nieregularny poziom ekspresji pri-miR-21 zaréwno pod wzgledem iloSciowym jak i
jakosciowym moze by¢ scisle powigzany z rolg, jaka petni w danej tkance czasteczka miR-21,
ale moze i dotad niepoznang rolg znacznie dtuzszej niekodujgcej czgsteczki IncVMPI.
Dodatkowo, opierajgc sie na danych pochodzacych z analiz RNA-seq, zaobserwowano miedzy
innymi w tkance gruczotu piersiowego obecnos¢ duzej liczby odczytow zmapowanych do
obszaru intronu (Rycina 12, Rycina 15). Fakt ten, biorgc pod uwage wczesniejsze doniesienia
literaturowe, wydaje sie by¢ interesujgcy w odniesieniu do przebiegu biogenezy miR-21.
Wystepowanie silnego miejsca inicjacji transkrypcji, rozpoznawanego przez liczne czynniki

promotorowe (Rycina 12), wewnatrz sekwencji kodujgcej VMPI1, czyni pri-miR-21 ciekawym
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obiektem badawczym. Nalezy zauwazy¢, ze transkrypt pri-miR-21 w swojej sekwencji zawiera
miejsca 5’ oraz 3’ sktadania RNA, wystepujgce réwniez w pre-mRNA VMPI1. Przez to
pri-miR-21 podlega¢ moze regulacji splicingu podobnie jak produkt jego genu-gospodarza

(Rycina 28).

vvip1 A A R — %
—1

|
1

A miR2l A
PAS proks.  PAS dyst.

pri-miR- 21#1 |
pri-mir-21#2 [ ——

Rycina 28 Schemat prezentujacy transkrypty IncVMP1, VMP1 oraz pri-miR-21. Kolorem szarym zaznaczone
zostaty izoformy koriczace sie w miejscu proksymalnego sygnatu poliadenylacji (PAS proks.) niebedace
pierwotnymi prekursorami miR-21. Kolorem biatym oznaczone zostaty transkrypty, z ktérych w pdzniejszym
etapie powsta¢ moze dojrzata czgsteczka miR-21. Transkrypty te zakoriczone sg w dystalnym PAS (PAS dyst.).

Do analizy zmian poziomu oraz mozliwej detekcji transkryptow bedgcych prekursorami
miRNA, zastosowano model komdrkowy z obnizonym poziomem biatka DROSHA (Rycina 16),
gtownego enzymu kompleksu mikroprocesora (80). W przeciwienstwie do wynikéw
uzyskanych przez Judit Ribas i wsp. (82), przy istotnym obnizeniu komdrkowej aktywnosci
DROSHA, nie zaobserwowano zmian w poziomie mRNA VMPI1 (Rycina 20). Wynik ten uzyskano
dla trzech linii komérkowych (HelLa, HSkM oraz MCF-7). Brak zmian poziomu mRNA VMP1
moze wynikac¢ z faktu, ze transkrypt ten w niewielkim stopniu, o ile w ogédle, zaangazowany
jest w biogeneze miR-21. Innym potencjalnym wyttumaczeniem braku zmian w poziomie
ekspresji genu-gospodarza VMP1 moze by¢ krdtszy czas prowadzenia eksperymentu z uzyciem
dupleksu siDROSHA. Przeprowadzona na potrzeby pracy analiza poziomu mRNA, wykonana
na materiale wyizolowanym z frakcji jgdrowej oraz cytoplazmatycznej prawidtowych ludzkich
fibroblastéw, wykazata bardzo efektywny transport mRNA VMP1 do cytoplazmy. Mozliwe, ze
jedynie niewielki procent VMPI1-miR-21 jest rozpoznany i procesowany przez kompleks
mikroprocesora. Réwniez analiza transkryptow IncVMP1 wykazata brak wptywu obnizonego
poziomu DROSHA. Wynik ten pozwala stwierdzié, ze proksymalny PAS jest bardzo aktywny i
wptywa na zajscie CPA nie tylko mRNA VMPI1, ale réwniez powstajgcych z silnego miejsca
promotorowego w 10. intronie VMP1 transkryptéow IncVMP1. Jak dotad w literaturze nie
pojawity sie badania wyjasniajagce mechanizm stojgcy za wyborem proksymalnego lub

dystalnych PAS w 3’UTR VMP1. Z badan przeprowadzonych w tej pracy mozna przypuszczac,
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ze jednym z modulatoréw tego procesu jest albo wyciecia intronu 11 albo wigzanie sie biatek

do miejsca 3’ splicingu.

W pracy z 2015 roku Peng Du i wsp. odkryli i opisali dodatkowy etap w procesie
dojrzewania czgsteczek miRNA pochodzacych z klastra genetycznego miR-17-92 (157).
Okazato sie, ze biatko CPSF3 oraz homolog czynnika splicingu ISY1, poprzez swojg aktywnos¢
tworzg posredni produkt w biogenezie miRNA. Ten intermediat nazwano pro-miRNA
(ang. progenitor miRNA). Powstanie pro-miRNA ma istotny wptyw na efektywne dojrzewanie
pieciu z sze$ciu miRNA z tego wielocistronowego prekursora. Powstanie pro-miRNA zwieksza
aktywnos¢ mikroprocesora, ktéry wycina pojedyncze pre-miRNA. Bezpos$rednie wptyniecie na
proces CPA, poprzez obnizenie poziomu ekspresji jednego z gtéwnych gendw
odpowiedzialnych za ciecie RNA podczas terminacji transkrypcji - CPSF3 - nie miato istotnego
wptywu na biogeneze miR-21 (Rycina 22). W niniejszej pracy nie zaobserwowano zwiekszenia
ilosci izoform pri-mir-21 w badanej linii komérkowej Hela z wyciszeniem CPSF3. Brak zmiany
w przypadku PAS znajdujgcym sie przed sekwencja kodujagcg miR-21 mozna ttumaczyé
nieznacznym zaangazowaniem CPSF3 w terminacje transkrypcji w tym konkretnym miejscu.
Prowadzgc wyciszanie CPSF3 zaktadano, ze wywota to globalne zaburzenie procesu
poliadenylacji i tym samym wptynie na wzrost ilosci prekursorowej i dojrzatej czgsteczki
miR-21. Po przeprowadzonej analizie okazato sie jednak, ze nie tylko poziom miR-21, ale
rowniez wszystkich innych badanych czgsteczek miRNA ulegt istotnemu obnizeniu. Sytuacja ta
spowodowana mogta by¢ globalnym zaburzeniem poliadenylacji wielu gendw i tym samym
wptynac¢ na istotne zmiany poziom biogenezy lub stabilnosci wielu, jesli nie wszystkich,
czasteczek miRNA. Okazato sie zatem, ze taki model komdrkowy nie jest uzyteczny w

monitorowaniu wptywu wyboru miejsca poliadenylacji na biogeneze miR-21.

W literaturze mozemy znalez¢ informacje, ze miR-21 moze by¢ jednym z tzw. miRNA
»przeciekajacych” (ang. readthrough) (158). Grupa ta stanowi miRNA, ktdrych sekwencje sa
zlokalizowane tuz za PAS i mogg powstawac mimo efektywnego ciecia transkryptu w tym PAS.
Sytuacja taka jest potencjalnie mozliwa, poniewaz pomimo zajscia procesu CPA, transkrypcja
nadal jest prowadzona przez RNA polimeraze Il (159). Pamieta¢ nalezy bowiem, ze RNA
powstajgcy po zajsciu CPA nie jest juz zabezpieczony po stronie 5 i bardzo szybko ulega
degradacji gtéwnie przez egzonukleaze XRN2 (160). Jest to zjawisko bardzo powszechne i

znane jest jako model ,torpedo” terminacji transkrypcji. Dzieki temu zjawisku,
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RNA polimeraza Il moze zakoriczy¢ synteze RNA i oddysocjowaé od matrycy DNA (Rycina 29).
Mozna zatozy¢, ze niewielka odlegtos¢ sekwencji kodujacej miR-21 od proksymalnego PAS
(okoto 200 pz) moze by¢ kluczowym elementem dla efektywnego przecieku transkryptu przez
PAS i tym samym stworzenie mozliwosci utworzenia struktury RNA bedacej substratem dla

mikroprocesora.
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Rycina 29 Terminacja transkrypcji oraz model ,,torpedo” w odniesieniu do biogenezy miR-21. (A) Schematyczne
przedstawienie zachodzgcego procesu ciecia i poliadenylacji (CPA) w dystalnym miejscu sygnatu poliadenylacji
(PAS dyst.). Ominiecie przez polimeraze Il proksymalnego miejsca sygnatu poliadenylacji (Pas proks.) i zajscie CPA
w PAS dyst. stwarza matryce w postaci dojrzatego prekursora pri-miR-21 dla kompleksu mikroprocesora
(DROSHA/DGCRS) co prowadzi w dalszej kolejnosci do biogenezy miR-21. Uwolniony, niezmodyfikowany koniec
5’ RNA zostaje rozpoznany przez egzonukleaze XRN2, ktéra degraduje RNA z aktywnoscig 5’->3’ i uwalnia
polimeraze Il (POLII). (B) Schematyczne przedstawienie zachodzgcego procesu (CPA) w PAS proks. genu VMP1
oraz pri-miR-21, ktéry prowadzi do uwolnienia niemodyfikowanego konca 5’ powstajgcego RNA. Za PAS proks.
znajduje sie sekwencja kodujgca pre-miR-21 rozpoznawana przez kompleks mikroprocesora. Po zajsciu CPA
dochodzi do powstania niezabezpieczonego konca 5 rozpoznawanego przez egzonukleaze XRN2, ktdra
degraduje taki RNA (model torpedo). XRN2 katalizujgca trawienie RNA prowadzi do kolizji z polimerazg RNA II
(POLII i oddysocjowanie tego holoenzymu) od matrycowego DNA, co skutkuje terminacjg transkrypcji. Nie
wiadomo w jaki sposdb aktywnos¢ XRN2 i degradacja RNA wptyngé moze na dziatanie kompleksu
mikroprocesora. Wydajniej zachodzaca degradacji RNA z udziatem XRN2 moze negatywnie wptywaé na
biogeneze miR-21. Biogeneza miR-21 jest zatem zalezna od kinetyki powstania kompleksu terminacyjnego i ciecia
w PAS proks.

Jednak proces degradacji RNA przez XRN2 jest bardzo wydajny i dynamiczny. Co ciekawe,
opisywane weczesniej biatko CPSF3 biorgce udziat w CPA, rowniez petni istotng role w
mechanizmie terminacji transkrypcji zgodnie z modelem ,,torpedo”. Brak tego biatka prowadzi
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do globalnego zaburzenia terminacji transkrypcji i wyraznego wydtuzenia pierwotnych
transkryptow wiekszosci gendéw. W pracy (161) badacze uzyli modelu, w ktérym bardzo
wydajnie i szybko byli w stanie usungC biatko CPSF3. Okazato sie, ze rolg CPSF3 jest
spowolnienie dziatania polimerazy RNA Il i tym samym efektywne zajscie degradacji RNA przez

dziatania egzonukleazy XRN2.

Przeprowadzone w pracy analizy multipleks PCR (Rycina 17), z wykorzystaniem komoérek
z obnizonym poziomem biatka DROSHA, wykazaty ze pri-miR-21, bedacy przeciekiem za
proksymalny PAS jest poliadenylowany (uzycie cDNA otrzymanego przez zastosowanie
starteréw oligo-dT) i ulega akumulacji przy niedoborze DROSHA. Wynik ten pokazuje, ze
prekursory pri-miR-21 stanowig pule transkryptow, ktére w duzej mierze sg poliadenylowane

i w takiej postaci przetwarzane sg przez kompleks mikroprocesora.

Uwzgledniajgc wczesniejsze doniesienia o aktywnosci PAS znajdujagcym sie przed
sekwencjg kodujgcg miR-21 (82, 106) i aby sprawdzic¢ czy proces alternatywnej poliadenylacji
moze by¢ bezposrednio zaangazowany w biogeneze miR-21, w pracy doktorskiej
postanowiono wykorzystaé blokery, ktérymi byty oligonukleotydy 2’OMe-RNA-PS (AON, ang.
antisense oligonucleotide). Mozliwos¢ specyficznego wigzania sie blokeréw do czasteczek RNA
umozliwia zamaskowanie wybranego, funkcjonalnego regionu dla oddziatywania z biatkami
(162). Na potrzeby pracy zaprojektowano bloker, ktéry specyficznie wigzat sie do
proksymalnego PAS VMP1 (PAS proks. AON) i w zatozeniu miat znaczgco ograniczy¢ dziatanie
komplekséw biatek odpowiedzialnych za CPA w celowanym miejscu RNA (Rycina 24). Okazato
sie, ze zastosowanie blokera PAS proks. istotnie wptywa na obnizenie wydajnosci terminacji
syntezy RNA w proksymalnym PAS i zwieksza ilos¢ wrazliwych na poziom DROSHA
transkryptédw pri-miR-21. To przektada sie na zwiekszong liczbe czgsteczek miR-21 w
komodrkach traktowanych PAS proks. AON. Analiza puli transkryptéw powstajacych z
konstruktu genetycznego ze zmutowanym PAS proksymalnym potwierdzita ten wynik.
Obserwacja ta okazata sie zgodna ze wczedniejszymi doniesieniami wskazujgcymi na
bezposrednie zaangazowanie proksymalnego PAS w biogeneze miR-21. Jednakzie

eksperymenty opisane w niniejszej pracy pokazuja te zaleznos¢ w sposdb bezposredni.

Na chwile obecng istnieje wiele dowoddw potwierdzajacych bezposrednig zaleznosé
pomiedzy procesem sktadania pre-mRNA, a efektywnoscig procesu CPA (prace przeglagdowe

(150, 163). Oba te procesy, zachodzgce podczas transkrypcji prowadzonej przez polimeraze
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RNA 1l, wzajemnie sie regulujg poprzez skomplikowane sieci oddziatywan miedzy
specyficznymi biatkami. Jedna z takich relacji jest bezposredni zwigzek czynnika pomocniczego
U2 (U2AF) z czynnikiem hydrolizujgcym RNA podczas procesu CPA (CF Im59) (31). Badanie
przeprowadzone przez Stefanie Millevoi i wsp. w 2006 roku wykazato, ze koniec aminowy
czynnika U2AF65 wchodzi w interakcje z CF Im59 i tym samym stymuluje proces CPA. Autorzy
w swojej pracy wykazali, ze brak U2AF65 istotnie zmieniat wydajnos¢ CPA. Co ciekawe, inne
badanie ujawnito, ze U2AF65 na swoim koncu N zawiera motyw blokujgcy dziatanie
polimerazy poli(A) (164). Z drugiej strony wydajno$¢ dojrzewania korica 3' RNA ma duzy wptyw
na sktadanie nowopowstajgcego transkryptu. Juz w 1991 roku Maho Niwa i wsp. opisali wptyw
mutacji sekwencji sygnatu poliadenylacji AAUAAA, znajdujgcej sie w regionie 3’'UTR na
zaburzenie wycinania ostatniego intronu (33). Przeprowadzona w rozprawie doktorskiej
analiza poziomu RNA zawierajgcego ostatni intron VMP1 zaréwno w komérkach traktowanych
blokerem PAS proks. jak i komérkach eksprymujgcych konstrukt genetyczny z mutacjg PAS
proks. wykazaty zwiekszong retencje tego intronu (Rycina 26). Wynik ten potwierdza istnienie
silnego zwigzku miedzy procesem splicingu ostatniego intronu i poliadenylacjg w PASproks w

dojrzewaniu VMP1/pri-miR-21 (Rycina 30).
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Rycina 30 Schematyczna prezentacja potencjalnego dziata czynnikow U2AF na biogeneze miR-21. (A) wigzanie
sie czynnikéw splicingowych do miejsc 5’ (5’ss) oraz 3’ (3’ss) powoduje efektywne wycinanie intronu 11 i zajscie
procesu sktadania pri-miR-21. Dodatkowo, poprzez bezposrednig aktywnosé UFAF65 z CF Im59 biorgcym udziat
w procesie ciecia oraz poliadenylacji (CPA), dochodzi¢ moze do aktywnego CPA w proksymalnym miejscu
sygnatowym (PAS proks.). W takiej sytuacji przewazajg izoformy nie zawierajg sekwencji kodujgcej miR-21. (B) W
sytuacji, gdy wigzanie U2AF do miejsca 3’ss jest niemozliwe (mutacja tego miejsca lub zastosowanie blokera)
dochodzi do zaburzenia w procesie skfadania i retencji intronu. Ponadto, brak wigzania sie U2AF w 3’ss
powodowa¢ moze zaburzenie CPA w PAS proks. i transkrypcja pri-miR-21 terminowana jest w okolicach
dystalnego miejsca sygnatu poliadenylacji (PAS dyst.). W takiej sytuacji wzrasta poziom pri-miR-21 i miR-21. E1 —
ekson 1; E2 — ekson 2; PR — punkt rozgatezien; Py — trakt polipirymidynowy

Eksperyment z wykorzystaniem blokera maskujgcego wigzanie sie biatek U2 oraz

U2AF35/65 w ostatnim intronie VMP1 wykazat istotny wptyw na zaburzenie splicingu
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pri-miR-21 (Rycina 27). ROwnoczesnie ograniczenie wigzania U2 i U2AF35/65 do miejsca
splicingu po stronie 3’ zwiekszyto poziom transkryptéw pri-miR-21 oraz dojrzatych czgsteczek
miR-21. Efekt ten jest zgodny z zatozeniem, ze wigzanie sie U2AF65 wzmacnia aktywnos¢ CPA
w niedaleko potozonym PAS (31). Rdwniez analiza efektu wywotanego przez usuniecie miejsca
sktadania po stronie 3’ w konstrukcie genetycznym pokazata catkowite zahamowanie splicingu
intronu 11 VMP1 jak réwniez pozytywny wptyw na biogeneze miR-21. Okazato sie, ze po
zmutowaniu 3’ss ilo$¢ transkryptéw koniczacych sie na dystalnych PAS byta istotnie
podwyzszona. Wystepowanie dtugiej izoformy pri-miR-21 z retencjg intronu, moze wynika¢ z
braku wigzania sie i aktywnosci U2AF65. Powstawanie izoformy RNA z retencjg intronu moze
powodowa¢é aktywacje CPA w dystalnym miejscu PAS i tym samym regulowaé efektywnosé

biogenezy miR-21 (Ryc. 1A-B).

Biatko wigzace sie do traktow polipirymidynowych 1 (PTBP1, ang. polypyrimidine tract-
binding protein 1) przytgcza sie do sekwencji bogatych w polipirymidyny znajdujacej sie
powszechnie na koncach 3’ introndw i tym samym blokuje mozliwos¢ wigzania sie czynnikéw
U2AF. Tym samym, wigzanie sie PTBP1 moze modyfikowa¢ proces wycinania intronow (165).
PTBP1 poprzez swoje dziatanie moze nie tylko zmienia¢ efektywnos¢ procesu sktadania, ale
rowniez ma wptyw na wybér alternatywnych PAS (APAS) (166). Badanie przeprowadzone na
materiale pobranym z glejaka wykazaty, ze PTBP1 po zwigzaniu z RNA moze zamaskowad
znajdujace sie w odlegtosci okoto 100 nt PAS i tym samym istotnie wptyngé¢ na aktywnos¢ CPA
(166). Poziom biatka PTPB1 jest istotnie podwyzszony w komérkach raka piersi (MCF-7), co
wedtug autoréw pracy ma wptyw na zaburzong proliferacje komérek (167). Wyciszenie
ekspresji PTBP1 spowodowato znaczgce zahamowanie proliferacji oraz podziatéw komadrek
nowotworowych w badaniach in vitro. Jedng z obserwowanych zmian w wynikach uzyskanych
w pracy doktorskiej byt istotnie podwyzszony poziom pierwotnych prekursoréow pri-miR-21
oraz poziom dojrzatych czgsteczek miR-21 w komdrkach MCF-7 (Rycina 21). Ponadto w tych
komodrkach nowotworowych w poréwnaniu do komérek prawidtowych MCF-12A, stwierdzono
obecno$é izoform pri-miR-21 z retencjg intronu. Uwzgledniajgc informacje o istotnie
podwyzszonym poziomie biatka PTBP1 mozna przyja¢ hipoteze, ze PTBP1 ktéry poprzez swojg
aktywnos¢ wptywa zaréwno na zaburzenie splicingu jak i zmiany w aktywnosci APAS, moze
regulowaé poziom miR-21, poprzez zaburzenie dojrzewania prekursora pri-miR-21 (Rycina 31).

Jego podwyzszony poziom w komdrkach MCF-7 asocjuje z podwyzszonym poziomem miR-21.
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Uwzgledniajac obserwacje niniejszej pracy doktorskiej oraz doniesienia literaturowe, przyszte
badania powinny skupia¢ sie na zbadaniu bezposredniej interakcji PTBP1 z transkryptami
pri-miR-21 oraz efektem tej interakcji na dojrzewanie tego RNA. Nie mozna wykluczyé, ze
czynniki regulujgce potranskrypcyjne dojrzewanie pri-miR-21, beda w istotny sposdb wptywac

na efektywnos¢ biogenezy miR-21.
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Rycina 31 Model potencjalnego wptywu biatka PTBP1 na biogeneze miR-21 w prawidtowych (MCF-12A) oraz
nowotworowych zmienionych komérkach raka piersi (MCF-7). (A) W komadrkach MCF-12A ilos¢ biatka PTBP1,
w poréwnaniu do komdérek MCF-7 nie jest podwyzszona i nie konkuruje ono z czynnikami U2AF w wigzaniu sie
do traktéw polipirymidynowych. Tym samym nie prowadzi do zaburzed w splicingu, co moze powodowac
zwiekszenie efektywnosci ciecia oraz poliadenylacji (CPA) w proksymalnym miejscu sygnatu poliadenylacji (PAS
proks.) (B) W przypadku komadrek raka piersi (MCF-7) ilos¢ PTBP1 jest istotnie podwyzszona i poprzez wzmozone
wigzanie sie do traktéw polipirymidynowych uniemozliwia dziatanie czynnikéw U2AF. Prowadzi¢ to moze do
zaburzen w splicingu oraz aktywnosci poliadenylacji w PAS proks. Tym samym CPA zachodzi¢ wéwczas bedzie w
PAS dyst. i doprowadzi tym samym do zwiekszenia poziomu miR-21. E1 — ekson 1; E2 — ekson 2; PR — punkt
rozgatezien; Py — trakt polipirymidynowy

Podsumowujgc mozna stwierdzié, ze biogeneza miR-21 jest niezwykle ztozonym
procesem. Znajdujgcy sie okoto 200 pz przed sekwencjg kodujgcg miR-21 sygnat poliadenylacji
jest bezposrednio zaangazowany w efektywno$¢ wycinania pre-miR-21. Po zastosowaniu
blokera RNA wykazano, ze poprzez maskowanie proksymalnego PAS VMP1 mozna istotnie
wptynac na poziom dojrzatej czgsteczki miR-21. Tym samym udowodniono, ze zachodzacy
proces ciecia i poliadenylacji w 3’'UTR VMPI1 w bezposredni sposéb wptywa na powstawanie
czasteczki miR-21. Analiza powstajacych prekursoréw miR-21 wykazata obecno$é dwéch
izoform — z retencjg intronu 11 oraz bez. Dodatkowo z przeprowadzonych badan wynika, ze
bardzo duza cze$¢ powstajgcych ze znajdujgcego sie wewnatrz 10 intronu VMPI1 miejsca
inicjacji transkrypcji RNA ulega poliadenylacji w proksymalnym PAS i stanowi pule IncVMP1.

Poziom akumulacji obydwu izoform pri-miR-21, w sytuacji obnizonego poziomu DROSHA,
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okazat sie by¢ do siebie zblizony. Mozna zatozy¢, ze w proces biogenezy miR-21 zaangazowane
sq obydwie izoformy. Obecnos¢ alternatywnej izoformy, z retencjg intronu 11, moze stanowic
dowdd na to, ze podczas biogenezy miR-21 zajscie alternatywnego splicingu odgrywa role.
Silny zwigzek pomiedzy procesem sktadania RNA oraz jego poliadenylacji, w przypadku
dojrzewania prekursoréw pri-miR-21 moze stanowic¢ ciekawe zjawisko, ktére w przysztosci

warto dogtebnie przebadad.
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6. Whnioski

Na podstawie wynikdw badan uzyskanych w trakcie realizacji projektu doktorskiego

sformutowano nastepujgce wnioski:

1. Transkrypty IncVMP1 oraz dtuzsze pri-miR-21 powstajg niezaleznie od transkrypcji
swojego genu-gospodarza — VMP1.

2. Znaczaca cze$é transkryptow rozpoczynajgcych sie w miejscu inicjacji transkrypcji
charakterystycznym dla pri-miR-21 ulega terminacji przed sekwencjg kodujgca
miR-21 i tworzy pule dtugich, niekodujgcych RNA — IncVMPL1.

3. Transkrypty VMP1 nie sg najprawdopodobniej czgsteczkami zrédtowymi dla
biogenezy miR-21.

4. Analizujac dane RNA-seq, pochodzgce z wielu ludzkich tkanek mozna stwierdzié, ze
poziom ekspresji pri-miR-21 charakteryzuje sie duzg zmiennoscig zaréwno pod
wzgledem ilo$ciowym jak i jakosciowym.

5. Zidentyfikowano dwie izoformy transkryptéow IncVMP1 oraz pri-miR-21, réznigce
sie obecnoscig sekwencji intronowej, znajdujgcej sie pomiedzy eksonem 11 i 12
VMP1.

6. Terminacja transkrypcji w proksymalnym miejscu poliadenylacji (PAS proks.),
zlokalizowanym okoto 200 nukleotydéw od sekwencji kodujacej miR-21, ma
negatywny wptyw na efektywno$¢ biogenezy miR-21.

7. Brak miejsca splicingowego po stronie 3’ (3’ss) intronu 11 VMPI1 prowadzi do
retencji tego intronu i pozytywnie wptywa na ilo$¢ pri-miR-21, co prowadzi do
wzrostu ilos¢ dojrzatych czgsteczek miR-21.

8. Procesy splicingu i poliadenylacji pri-miR-21 wzajemnie na siebie wptywajq i
stanowig potencjalne cele dla strategii terapeutycznych skierowanych na regulacje

poziomu miR-21.
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