Zaleznos$¢ biogenezy czgsteczki miR-21 od dojrzewania jej prekursoréw na
poziomie alternatywnego splicingu oraz poliadenylacji

Czasteczki mikroRNA (miRNA) stanowig wazny element regulatorowy utrzymujacy
homeostaze w organizmach zywych. Te krotkie (20-22 nukleotyddw), niekodujagce RNA
regulujg poziom ekspresji niemal wszystkich gendw 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 choréb takich jak nowotwory. Pomimo dos$¢
dobrze opisanych szlakéw w ktérych zaangazowany jest miR-21, nadal stabo poznane sa
mechanizmy kontrolujgce proces jego biogenezy. Alternatywny splicing (AS) oraz
alternatywna poliadenylacja (APA) pierwotnych transkryptdw sg 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 proceséw w regulacji ekspresji

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 VMPI i
moze podlegac charakterystycznym dla pre-mRNA VMP1 procesom sktadania. W pracy, dzieki
analizie danych z sekwencjonowania RNA, okreslono duzg zmiennos$é¢ w poziomie ekspresji
pri-miR-21 w réznych ludzkich tkankach. Wyniki te wskazujg na obecnos¢ precyzyjnych
mechanizméw, bezposrednio regulujgcych transkrypcje pri-miR-21, ale rédwniez sugerujg
zachodzenie wariantywnego splicingu tego prekursorowego RNA, co przypuszczalnie

przektada sie na zréznicowany poziom ich ekspresji w ludzkich tkankach.

Wykorzystujgc model komdrkowy 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 okreslonych sekwencji RNA lub poprzez mutacje tego miejsca w konstrukcie
genetyczym wykazano, ze aktywnos¢ alternatywnych sygnatéw poliadenylacji (APAS)
wystepujgcych w 3’"UTR VMP1, ma wptyw na efektywnosé biogenezy miR-21. Na podstawie

przeprowadzonych analiz moina wnioskowaé, ze powstawanie kilku réznych izoform



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

dojrzatej czasteczki miR-21.

Uwzgledniajac obecnos¢ powszechnej izoformy pri-miR-21 z retencjg 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 czagsteczki RNA, co przetozyto sie na zwiekszenie
liczby dojrzatych czgsteczek miR-21. Uzyskane wyniki dowodzg, ze obecnos¢ izoformy z
retencjg intronu poprzez bezposredni wptyw na aktywnos¢ 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 gendw 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



