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Modyfikowane siRNA, rybozymy i system CRISPR/Cas jako strategie inhibicji namnazania wirusa grypy typu A.
Zastosowanie i poréwnanie metod inhibicji nakierowanych na wirusowe RNA.

Wirus grypy typu A jest ludzkim patogenem stanowigcym powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego,
wywolujacym sezonowe epidemie i sporadyczne pandemie. Zgodnie z danymi Swiatowej Organizacji Zdrowia
zakazna choroba uktadu oddechowego wywotywana przez wirusa grypy typu A rocznie powoduje 3-5 milionéw
cigzkich zachorowan oraz 250-300 przypadkéw $miertelnych na $wiecie. Patogen tatwo rozprzestrzenia sig
i kazdego roku dotyka okoto 5-10% populacji ludzkiej. Stanowi szczegdlne zagrozenie dla noworodkéw, matych
dzieci, 0sob starszych oraz cierpiacych z powodu innych powaznych zdrowotnych problemow. W tych przypadkach
infekcja moze prowadzi¢ do cigezkich komplikacji, a nawet $mierci. Wirus stanowi takze powazne zagrozenie dla
przemystu hodowlanego i spozywczego. Aktualnie istnieja dwie strategie zwalczania patogenu - profilaktyczne
szczepienia oraz leki przeciwwirusowe, obie maja znaczace ograniczenia. Zmiany antygenowe wirusa oraz
pojawienie si¢ nowych szczepow zmniejsza efektywno$¢ szczepionek, a przygotowanie nowych, ulepszonych ich
wariantOw wymaga czasu. Terapia przeciwwirusowa opiera si¢ gltownie na inhibitorach biatek wirusowych,
jednakze ich zastosowanie jest limitowane przez mutacje wirusa powodujace opornos¢ na leki. W ciagu ostatnich
kilku lat opracowywane sa nowe podej$cia do terapii przeciwwirusowej oparte na inhibicji RNA, jednak zadne
z nich nie jest bliskie zatwierdzenia przez U.S. Food and Drug Administration (FDA).

Badania podstawowe potencjalnych inhibitorow wirusa grypy sa konieczno$cia. Glownym celem
proponowanych badan jest opracowanie, optymalizacja i porownanie roznych strategii inhibicji namnazania wirusa
grypy, z uzyciem metod nakierowanych na wirusowe RNA. W szczegdlnosci cheielibySmy zaja¢ si¢ nastgpujacymi
zagadnieniami:

1. Inhibicjg wirusa grypy za posrednictwem siRNA oraz wptywem modyfikacji chemicznych wprowadzanych
do siRNA na ten proces,

2. Zastosowaniem rybozymdw do inhibicji wirusa grypy oraz poznanie zalezno$ci pomigdzy sekwencja/strukturg
rybozymu typu hammerhead, a sekwencjg docelowego fragmentu, jak réwniez efektywnoscig degradacii
wirusowego RNA przez rybozymy,

3. Oceng aktywnosci przeciwwirusowej strategii zaktadajacej jednoczesne stosowanie siRNA oraz rybozymu
typu hammerhead (chimerycznego koniugatu shRNA-rybozym hammerhead),

4. Uzytecznosciag systemu CRISPR/Cas nakierowanego na wirusowe RNA do inhibicji namnazania wirusa

arypy.

W proponowanych badaniach stosowany bedzie szczep pandemiczny A/California/04/2009 (HINT1),
reprezentatywny dla szczepéw podtypow (HINI) aktualnie cyrkulujacych wsrod ludzi. Do zaprojektowania
odpowiednich czynnikoéw inhibitorowych wdrazamy staranny dobor miejsc docelowych w (+)RNA segmentu 5
wirusa grypy, bazujacy na strukturze drugorzgdowej wirusowego RNA przewidywanej w analizach
bioinformatycznych oraz okreslonej eksperymentalnie przez nasza grupe badawcza. Wyselekcjonowane rejony sa
wysoce strukturalnie konserwatywne posrod szczepdw wirusa grypy typu A oraz szczegdlnie istotne z punktu
widzenia jego namnazania. Wstgpne wyniki naszych badan wskazuja, ze stanowia one optymalne miejsca
odziatywania wybranych czynnikéw inhibitorowych. Ograniczenie rejonéw docelowych do jednego segmentu RNA
oraz wybor trzech konserwatywnych i funkcjonalnie istotnych motywéw daje szanse na osiggniecie znacznego
efektu inhibicji i wartoSciowych poréwnan. Jesli wszystkie zastosowane strategie nakierowane na te same motywy
strukturalne wirusowego RNA wywotajg efekt inhibicji namnazania wirusa bedzie to stanowilo niepodwazalny
dowdd ich waznej funkcjonalnej roli w procesie namnazania wirusa.

Wszystkie zaproponowane badania podstawowe maja potencjat stanowienia fundamentu dla dalszych analiz
pozwalajacych na projektowanie przez innych badaczy narzedzi o ulepszonych cechach dla celow terapeutycznych.
Zaproponowane metody nie byty dotad stosowane do inhibicji namnazania wirusa grypy. Uzyskane wyniki pozwola
na zwigkszenie potencjatu strategii nakierowanych na wirusowe RNA oraz rozwinigcie wiedzy na temat czynnikow
determinujacych ich efektywno$¢. Ponadto, zastosowanie kilku réznych strategii nakierowanych na te same regiony
RNA wirusowego pozwoli na poroéwnanie wydajno$ci inhibicji RNA tymi metodami. Przeprowadzone badania
dostarcza informacji, ktora z zastosowanych strategii jest bardziej efektywna (wywotuje wydajniejsza degradacje
RNA), specyficzna i przynosi dlugotrwale efekty ich dziatania. A takze, ktora z metod jest bardziej podatna na
wprowadzenie chemicznych modyfikacji i poprawe wlasciwosci, a ktora bardziej zalezy od wyboru odpowiedniego
miejsca docelowego w wirusowym RNA. Celowanie w konserwatywne strukturalnie i funkcjonalne motywy
wirusowego RNA stanowi nowa strategie, w szczegélnosci istotng dla niebezpiecznych i szybko
rozprzestrzeniajagcych si¢ pandemicznych szczepow wirusa grypy. Wyniki eksperymentow beda miaty znaczacy
wplyw na zrozumienie biologii patogenu z punktu widzenia RNA i roli wybranych motywéw strukturalnych RNA
segmentu 5. Uzyskana wiedza bedzie stanowita istotny wklad w badania nad inhibicja namnazania wirusa grypy.



