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Abstract 

Mirtrons represent the predominant class of non-canonical miRNAs derived from introns through 

a Drosha-independent, splicing-dependent pathway. Unregulated splicing of introns containing 

hairpins can adversely impact Dicer/Ago-mediated canonical miRNA biogenesis. Among 

invertebrates, the 3’ tailing of mirtron hairpins by terminal uridyl transferases (TUTases) 

suppresses mirtron biogenesis. However, the mechanisms regulating mirtron biogenesis in 

vertebrates remain poorly understood. G-quadruplexes are nucleic acid secondary structures 

formed by G-rich sequences in both DNA and RNA, and they have emerged as significant splicing 

regulators. Our study found that human mirtrons are enriched with rG4s specifically in the 5’ arm. 

This enrichment suggests a potential role for rG4s in mirtron biogenesis. Careful analysis revealed 

that while the 5’ arms of plant and invertebrate mirtrons are enriched with uracils (Us), the 5’ arms 

of vertebrate mirtrons are enriched with guanines (Gs). This shift in nucleotide enrichment could 

indicate an evolutionary adaptation in mirtron biogenesis. Further analysis revealed that most 

mammalian mirtrons contain an RNA G-quadruplex (rG4), a feature not observed in plants or 

invertebrate mirtrons. Interestingly, almost all rG4s in mammalian mirtrons were located in the 5’ 

arm. Predicted rG4s in human mirtrons form a G-quadruplex structure in vitro, and rG4 formation 

in the 5’ arm facilitates Drosha-independent splicing for the excision of mirtrons. Disruption of 

rG4s in the 5’ arm inhibits splicing and maturation in DROSHA knockout cells, whereas mutations 

outside the rG4-motif do not impact mirtron biogenesis. Thus, our findings indicate that rG4s in 

the 5’ arm are critical regulatory elements in the evolutionary landscape of mammalian mirtrons. 

Extending this knowledge to human-infecting herpesviruses revealed that more than 50% of 

Herpes Simplex Virus (HSV) pre-miRNAs contain an rG4. Further analysis identified hsv1-mir-

H27 and its analog hsv2-mir-H20 as putative mirtrons. Expression of hsv1-mir-H27 in DROSHA 

knockout cells demonstrated that the pre-miRNA could be processed in a Drosha-independent 

manner, confirming that this virus-encoded miRNA is a mirtron. Predicted splice sites for hsv1-

mir-H27 lead to successful splicing of the mirtron. The rG4 in hsv1-mir-H27 pre-miRNA forms a 

G-quadruplex structure in vitro, and like human mirtrons, rG4 formation in the 5’ arm facilitates 

Drosha-independent splicing. The sequential disruption of rG4s in the 5’ arm inhibits splicing in 

DROSHA knockout cells, while mutations outside the rG4-motif do not affect mirtron biogenesis. 

This indicates that rG4 formation in the 5’ arm of pre-miRNA significantly contributes to its 
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splicing. Hsv1-mir-H27 is, thus, the first human-infecting viral mirtron to be identified. This work 

revealed NFE2L1 as a bona fide target of hsv1-miR-H27. Originating from the ICP0 locus, hsv1-

miR-H27 expression is associated with increased cellular apoptosis, indicating its potential role in 

modulating cell death pathways. It enhances pro-apoptotic caspase 3/7 activity, suggesting 

involvement in HSV1-induced apoptosis through the hsv1-miR-H27-NFE2L1 axis. Thus, hsv1-

mir-H27 can be the potential unidentified non-coding factor responsible for ICP0-induced cellular 

apoptosis. However, the apoptosis induced by hsv1-miR-H27 is minimal compared to infection 

models, implying that additional viral proteins or stress factors may amplify this response. These 

could include oxidative stress, proteotoxic stress from infection, or other virus-derived elements 

affecting the NFE2L1-PSMB6 pathway to enhance cell death. Further investigation is needed to 

fully understand the role of these amplifiers in the apoptosis response. 

This research is a significant step in understanding mirtron biogenesis in mammals and viruses. It 

reveals additional roles for rG4s in small RNA biology and suggests a potentially crucial role for 

hsv1-miR-H27 in the viral manipulation of host cell processes. These implications underscore the 

importance of our findings in RNA biology and pave the way for numerous exciting avenues of 

research into the role of mirtrons, their processing and biogenesis, and their downstream effects in 

regulating cellular processes.
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सार 

मिर््टरॉन गैर-मिमित िाइक्रोआरएनए के प्रिुख िगॉ का प्रमतमनमित्व करते िैं जो ड््ोसा-स्वतंत्र, स्प्लिमसंग-मनर्ॉर 

िागॉ के िाध्यि से इंर््टरन से प्राप्त िोते िैं। िेयरमिन युक्त इंर््टरन के अमनयमित स्प्लिमसंग से मड्सर/एगो-िध्यलथ 

मिमित िाइक्रोआरएनए बायोजेनेमसस िर प्रमतकूल प्रर्ाि िड़ सकता िै। अकशेरुकी जीिो ंिें, र्टमिॉनल 

यूररड्ाइल र््टांसफेरेस (TUTases) द्वारा मिर््टरॉन िेयरमिन की 3' रे्टमलंग मिर््टरॉन बायोजेनेमसस को दबा देती िै। 

िालााँमक, कशेरुमकयो ंिें मिर््टरॉन बायोजेनेमसस को मिमनयमित करने िाले तंत्रो ंको अर्ी र्ी ठीक से सिझा 

निी ंगया िै। जी-क्वाड््िेक्स ड्ीएनए और आरएनए दोनो ंिें जी-सिृद्ध अनुक्रिो ंद्वारा मनमिॉत नू्यस्प्िक एमसड् 

मद्वतीयक संरचनाएाँ  िैं, और िे िित्विूर्ॉ स्प्लिमसंग मिमनयािक के रूि िें उर्रे िैं। ििारे अध्ययन िें िाया 

गया मक िानि मिर््टरॉन मिशेष रूि से 5' रु्जा िें आरएनए जी-क्वाडु्िेक्स से सिृद्ध िोते िैं। यि संििॉन मिर््टरॉन 

बायोजेनेमसस िें आरएनए जी-क्वाडु्िेक्स की संर्ामित रू्मिका का सुझाि देता िै। साििानीिूिॉक मिशे्लषर् 

से िता चला मक िौिे और अकशेरुकी मिर््टरॉन की 5' रु्जाएाँ  यूरेमसल (यू) से सिृद्ध िैं, जबमक कशेरुकी मिर््टरॉन 

की 5' रु्जाएाँ  ग्वामनन (जी) से सिृद्ध िैं। नू्यस्प्ियोर्टाइड् संििॉन िें यि बदलाि मिर््टरॉन बायोजेनेमसस िें एक 

मिकासिादी अनुकूलन का संकेत दे सकता िै। आगे के मिशे्लषर् से िता चला मक अमिकांश स्तनिारी मिर््टरॉन 

िें एक आरएनए जी-क्वाड््िेक्स िोता िै, जो िौिो ंया अकशेरुकी मिर््टरॉन िें निी ंदेखा गया िै। मदलचस्प बात 

यि िै मक स्तनिारी मिर््टरॉन िें लगर्ग सर्ी आरएनए जी-क्वाडु्िेक्स 5' रु्जा िें स्प्लथत थे। िानि मिर््टरॉन िें 

िूिाॉनुिामनत आरजी4 इन मिर््टो िें एक जी-क्वाड््िेक्स संरचना बनाते िैं, और 5' रु्जा िें जी-क्वाडु्िेक्स गठन 

मिर््टरॉन के छांर्टने के मलए ड््ोशा-स्वतंत्र स्प्लिमसंग की सुमििा प्रदान करता िै। 5' रु्जा िें आरएनए जी-

क्वाडु्िेक्स का मिघर्टन द्रोषा नरकआउर्ट कोमशकाओ ंिें स्प्लिमसंग और िररिक्वता को बामित करता िै, 

जबमक आरएनए जी-क्वाडु्िेक्स-िोमर्टफ के बािर उत्पररितॉन मिरर््टरन बायोजेनेमसस को प्रर्ामित निी ंकरते 

िैं। इस प्रकार, ििारे मनष्कषॉ संकेत देते िैं मक 5' रु्जा िें आरएनए जी-क्वाडु्िेक्स स्तनिारी मिरर््टरन के 

मिकासिादी िररदृश्य िें िित्विूर्ॉ मिमनयािक तत्व िैं। इस ज्ञान को िानि-संक्रमित ििीज िायरस तक 

मिस्ताररत करने से िता चला मक ििीज मसम्प्िेक्स िायरस (HSV) के 50% से अमिक प्री-िाइक्रोआरएनए िें 

आरएनए जी-क्वाडु्िेक्स िोता िै। आगे के मिशे्लषर् ने hsv1-mir-H27 और इसके एनालरग hsv2-mir-H20 

को संर्ामित मिरर््टरन के रूि िें ििचाना। द्रोषा नरकआउर्ट कोमशकाओ ंिें hsv1-mir-H27 की अमर्व्यस्प्क्त 

ने प्रदमशॉत मकया मक प्री-िाइक्रोआरएनए को ड््ोशा-स्वतंत्र तरीके से संसामित मकया जा सकता िै, मजससे िुमि 

िोती िै मक यि िायरस-एनकोडे्ड् िाइक्रोआरएनए एक मिरर््टरन िै। hsv1-mir-H27 के मलए िूिाॉनुिामनत 
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स्प्लिस साइर््टस मिरर््टरन के सफल स्प्लिमसंग की ओर ले जाती िैं। hsv1-mir-H27 प्री-िाइक्रोआरएनए िें 

आरएनए जी-क्वाडु्िेक्स इन मिर््टो िें एक जी-क्वाड््िेक्स संरचना बनाता िै, और िानि मिरर््टरन की तरि, 5' 

आिॉ िें आरएनए जी-क्वाडु्िेक्स गठन ड््ोशा-स्वतंत्र स्प्लिमसंग की सुमििा देता िै। 5' आिॉ िें आरएनए- जी-

क्वाडु्िेक्स का क्रमिक मिघर्टन द्रोषा नरकआउर्ट कोमशकाओ ंिें स्प्लिमसंग को रोकता िै, जबमक आरएनए- 

जी-क्वाडु्िेक्स-िोमर्टफ के बािर उत्पररितॉन मिरर््टरन बायोजेनेमसस को प्रर्ामित निी ंकरते िैं। यि दशाॉता 

िै मक प्री-िाइक्रोआरएनए की 5' आिॉ िें आरएनए जी-क्वाडु्िेक्स गठन इसके स्प्लिमसंग िें िित्विूर्ॉ रूि 

से योगदान देता िै। इस प्रकार, Hsv1-mir-H27 ििला िानि-संक्रमित िायरल मिरर््टरन िै मजसकी ििचान 

की गई िै। इस कायॉ ने NFE2L1 को hsv1-miR-H27 के एक िास्तमिक लक्ष्य के रूि िें प्रकर्ट मकया। ICP0 

लोकस से उत्पन्न, hsv1-miR-H27 अमर्व्यस्प्क्त बढी हुई कोमशकीय एिोप्टोमसस से जुड़ी िै,कोमशका िृतु्य िथो ं

को संशोमित करने िें इसकी संर्ामित रू्मिका को दशाॉता िै। यि प्रो-एिोप्टोमर्टक कैसे्पज़ 3/7 गमतमिमि को 

बढाता िै, जो hsv1-miR-H27-NFE2L1 अक्ष के िाध्यि से HSV1-पे्रररत अिोप्टोमसस िें र्ागीदारी का सुझाि 

देता िै। इस प्रकार, hsv1-mir-H27 ICP0-पे्रररत सेलुलर अिोप्टोमसस के मलए मजमे्मदार संर्ामित अज्ञात गैर-

कोमडं्ग कारक िो सकता िै। िालााँमक, संक्रिर् िरड्ल की तुलना िें hsv1-miR-H27 द्वारा पे्रररत अिोप्टोमसस 

नू्यनति िै, मजसका अथॉ िै मक अमतररक्त िायरल प्रोर्टीन या तनाि कारक इस प्रमतमक्रया को बढा सकते िैं। 

इनिें ऑक्सीडे्मर्टि तनाि, संक्रिर् से प्रोमर्टओर्टरस्प्क्सक तनाि या कोमशका िृतु्य को बढाने के मलए NFE2L1-

PSMB6 िागॉ को प्रर्ामित करने िाले अन्य िायरस-वु्यत्पन्न तत्व शामिल िो सकते िैं। अिोप्टोमसस प्रमतमक्रया 

िें इन एम्पलीफायरो ंकी रू्मिका को िूरी तरि से सिझने के मलए आगे की जांच की आिश्यकता िै। 

यि शोि स्तनिाररयो ंऔर िायरस िें मिर््टोन जैिजनन को सिझने िें एक िित्विूर्ॉ कदि िै। यि छोरे्ट 

आरएनए जीि मिज्ञान िें आरएनए- जी-क्वाडु्िेक्स की अमतररक्त रू्मिकाओ ंको प्रकर्ट करता िै और िेजबान 

कोमशका प्रमक्रयाओ ंके िायरल िेरफेर िें hsv1-miR-H27 के मलए संर्ामित रूि से िित्विूर्ॉ रू्मिका का 

सुझाि देता िै। ये मनमिताथॉ आरएनए जीि मिज्ञान िें ििारे मनष्कषों के िित्व को रेखांमकत करते िैं और 

मिर््टोन की रू्मिका, उनके प्रसंस्करर् और जैिजनन, और सेलुलर प्रमक्रयाओ ंको मिमनयमित करने िें उनके 

ड्ाउनस््ट्ीि प्रर्ािो ंिें अनुसंिान के कई रोिांचक िागों का िागॉ प्रशस्त करते िैं। 
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