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Wirus grypy typu A wciz stanowi powane zagraenie dla zdrowia ycia ludzi. Co
roku dotyka nas epidemia wirusa grypy powodowangaisezonow. Rocznie choruje na
grype okoto miliarda osdb, w tym u 3-5 milionow ludzi sdywuje sj ciezki przebieg choroby,
natomiast 250-500 tysty umiera z powodu infekcji lub powildapogrypowych. Epidemia
pandemicznej gryp zwana popularnidigzpankg” panugca w latach 1918-1920 spowodowata
smier¢ blisko 20 milionéw ludzi. Umarto na siwiecej ludzi ni wskutek dziatA wojennych
podczas | wojnyswiatowej. Istnieje zaguenie pandemngi grypy, ktdra ma miejsce, gdy
zwierzcy wirus grypy (szczegélnie ptasi) nabiera zdéindo transmisji pongdzy ludzmi.
Potencjat wirusow pandemicznym ma np. ptasi wiggaitA (H5N1) czy (H7N9). Zmienrso
genomowa wirusa grypy wynika z cech RNA polimeramyusowej, ktérej mechanizm
dziatania (brak sprawdzania transkrypcji) sprzy@amwianiu s¢ mutacji. Istnieje nieustanna
potrzeba tworzenia szczepionek na nowe szczepyegammie szczepy grypy pandemicznej.

Genom wirusa grypy stanowi osiem segmentow jedimmmego RNA o0 ujemnej
polarngci. Cykl zyciowy wirusa jest na kalym jego etapie zateay od RNA. Ostatnie badania
pokazuj, ze wiedza o pofatdowaniu wirusowego RNA pozwala demrozumi€ zaleznosé
struktury i funkcji RNA wirusa grypy oraz pomagapsojektowaniu skutecznych inhibitorow
jego namnaania.

Ogoblnym celem projektu jest poréwnanie struktunygimzdowej w warunkachn vitro
i in vivo wybranych segmentow RNA wirusa grypy oraz konsg&waych motywow
strukturalnych RNA wyspujacych w tych segmentach. Na podstawie zebranychnrdoji o
strukturze i1 oddziatywaniach wirusowego RNA propenuy przeprowadzenie w liniach
komérkowych MDCK badéa dotyczcych inhibicji namnaania wirusa grypy z pomac
modyfikowanych antysensowych oligonukleotydéw (AS6&RNA oraz niskocgsteczkowych
ligandow. W szczegOlrgi planujemy: (1) odpowiedziena pytanie, jak na strukiuwybranych
segmentow RNA wirusa grypy wpitywajnne biomolekuty uczestnigge w cykluzyciowym
wirusa (szczegolnie biatko NP) oraz/i warunki watvnkomdérkowe. Proponujemy poréwnanie
struktury drugorzdowej RNA: (i) w komorkach i vivo), (i) w izolowanych z komorek
kompleksach RNP, (iii) w RNA uzyskanym po odbiaftizakompleksu RNP w warunkach
natywnych, (iv) w transkrybowanycim vitro RNA, (2) okrsli¢ struktue VRNA na r&nych
etapach cykluzyciowego wirusa, (3) zbadaudziat struktury drugorziowe] (+)RNA wirusa
grypy w regulacji procesu replikacji, dojrzewani@{mRNA oraz translacji, (4aprojektowa
efektywne ASO, siRNA i niskogsteczkowe ligandy w celu inhibicji namizia wirusa, (5)
okresli¢ molekularny mechanizm zaburzenia cykiitiowego wirusa grypy przez inhibitorowe
ASO i ligandy, (6) zaprojektowta okresli¢ wiasciwosci inhibitorowe koniugatéw powstatych z
pofaczenia najlepszych ASO i ligandow. Oczekujerny,zwikszy to specyficzni inhibiciji
oraz utatwi przenikanie takich inhibitoréw przeniwg komorkows.

Obiektami bad& projektu lgda VRNA, cRNA i mRNA segmentu 5, 7 oraz 8 wirusa
grypy, a wybranymi szczepamidy A/VietNam/1203/2004 (H5N1) (badania vitro) oraz
A/California/04/2009 (H1N1) (badania vivo i in vitro). Wybrane segmenty damazliwosé
poréwnania mRNA ulegagych (segment 8 i 7) i nieulegaych skiadaniu (segment 5) podczas
procesu dojrzewania. Proponowane do hadegmenty RNA g bardzo wane w procesie
namnaania wirusa. Segment 8 koduje niestrukturalne bhidIS1 i NS2 (NEP) niezidne dla
replikacji wirusa. Z kolei segment 7 koduje bialda i M2, ktére wymaganegsdo formowania
wirionu. Natomiast segment 5 koduje biatko NP, &t@dazem z odpowiednim VRNA oraz
trzema podjednostkami polimerazy wirusowej tworaynpleks replikacyjno-translacyjny RNP.



