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Grypa jest chorobg zakazng i stanowi istotne zagrozenie dla zycia cztowieka, jak rowniez pociaga za sobg
ogromne koszty finansowe. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization) szacuje,
ze kazdego roku, wirus grypy infekuje 5 — 10% $wiatowej populacji skutkujac $miercig 250 000 — 500 000
ludzi. WHO podaje, ze tylko w ciagu 2003 roku w Stanach Zjednoczonych zarejestrowano 24,7 min
przypadkow grypy, 31,4 min ludzi zglosito si¢ na wizyte lekarska z podejrzeniem tej choroby, 334 000 osob
zostato hospitalizowanych, a 41 000 ludzi zmarlo w skutek choroby lub powiktan z nig zwigzanych.
Oszacowano, ze naktady finansowe wyniosty 87,1 mld dolarow.

Chorobe wywotuje wirus grypy, ktdry po raz pierwszy zostat wyizolowany w 1933 roku przez zespot
badaczy z National Institute for Medical Research w Londynie. Od tamtej pory rozpoczety si¢ intensywne
badania nad wirusem grypy. Zwigzane one sg przede wszystkim z coraz bardziej szczegétowym poznaniem
mechanizméw jego dziatania, w celu projektowania nowych efektywniejszych szczepionek, jak réwniez
poszukiwania skutecznych strategii leczenia. Ma to na celu zmniejszenie zachorowalno$ci jak réwniez
ograniczenie powstawania epidemii, czy pandemii wywolanej wirusem grypy. Epidemig nazywa si¢
wystepowanie w okreslonym czasie i na okreslonym terenie przypadkéw zachorowan w liczbie wigkszej niz
oczekiwana. Natomiast mianem pandemii okre$la si¢ epidemie, ktora pojawia si¢ na réznych obszarach,
roéznych kontynentach w tym samym czasie i jest wysoce smiertelna.

Wirus grypy nalezy do rodziny Orthomyxoviridae. Wyrézni¢ mozna trzy typy wirusa — A, B, C.
Dodatkowo, typ A dzieli si¢ na podtypy zgodnie z odmiang biatek powierzchniowych (hemaglutyniny - H i
neuraminidazy — N) wystepujacych w otoczce wirusa. Dotychczas opisano 18 wariantow H i 9 wariantow N,
a kombinacja tych dwoch biatek stanowi nazwe podtypu, np. HIN1, H5NI1, czy H7N2. Materialem
genetycznym tego wirusa jest kwas rybonukleoproteinowy (RNA), ktory wystepuje w formie 8 pojedynczych
fragmentéw zwanych segmentami. Kazdy segment RNA (VRNA, ang. viral RNA) zawiera informacje
genetyczng kodujaca co najmniej jedno wirusowe biatko istotne na réznych etapach cyklu replikacyjnego
wirusa. Dodatkowo, kazde VRNA przez wigkszo$¢ czasu zwigzane jest z wirusowym biatkiem nukleoproteina
tworzgc kompleks rybonukleoproteinowy (VRNP, ang. viral RiboNucleoProtein comlpex). Kompleks ten
stanowi podstawowa matryce, do powstawania kolejnych wirusowych RNA, jak rowniez zostaje wbudowany
do potomne;j czastki wirusa. Aby wirus mégt infekowa¢ inne komorki musi posiada¢ wszystkie 8 vRNP.

Czasteczki RNA ogrywaja w komorce wiele istotnych rol. Biora udzial w przenoszeniu informacji
genetycznej (tak jak np. w przypadku wirusa grypy), stanowig matryce do translacji biatek tzw. mRNA (ang.
messenger RNA), stanowig czgsteczke przenoszaca aminokwasy podczas translacji biatka tzw. tRNA (ang.
transfer RNA), reguluja procesy biologiczne np. miRNA (ang. micro RNA) oraz wiele innych. Wazng czescia
RNA jest nie tylko kolejnos¢ nukleotydéw (sekwencja — struktura pierwszorzedowa), ale takze ich struktura
drugorzedowa i utozenie przestrzenne (struktura trzeciorzedowa). Przyktadem moze by¢ oddzialywanie RNA
z biatkiem, gdzie istotne jest nie tylko dopasowanie sekwencyjne, ale rdowniez dopasowanie przestrzenne.
Znajomos$¢ budowy RNA jest zatem znaczaca dla zrozumienia jego funkcji, ktore moga by¢ zaburzone poprzez
pojawiajace si¢ mutacje.

W ninigjszym projekcie badawczym glownym celem jest okreslenie struktury drugorzedowej RNA
segmentu 8 wirusa grypy typu A (VRNAS8) w naturalnym kompleksie VRNP8. Dodatkowo poszukiwane bgda
motywy strukturalne tworzace si¢ lokalnie w VRNAS, ktdre moga mie¢ znaczenie funkcjonalne podczas cyklu
replikacyjnego wirusa. Badane vRNP8 bedzie izolowane i oczyszczane z hodowli komérek MDCK, ktore
zostang zainfekowane zmodyfikowanym wirusem grypy typu A, szczep A/California/04/2009 (H1N1).
Nastepnie, VRNP8 zostanie poddane chemicznym i enzymatycznym modyfikacjom, ktére pozwola okresli¢
strukture drugorzedowa vVRNA znajdujacego si¢ w naturalnym, funkcyjnym kompleksie z biatkiem. Uzyskane
wyniki eksperymentalne postuza do wymodelowania struktury drugorzgdowej za pomocg programu
RNAstructure. W kolejnej cze$ci projektu prowadzone beda badania motywow strukturalnych
i ich funkcji podczas cyklu replikacyjnego wirusa. W tym celu wprowadzone zostang odpowiednie mutacje,
ktore beda zaburzaé strukture drugorzgdowa poszczegolnych motywodw strukturalnych. Wprowadzone zmiany
w rejonach istotnych podczas namnazania si¢ wirusa, beda skutkowaty obnizonym poziomem wzrostu wirusa,
jak réwniez bedg miaty wptyw na jego morfologig.

Badania zaproponowane w przedstawionym projekcie pozwolg na poszerzenie wiedzy na temat biologii
wirusa grypy typu A. Wyrdznione funkcjonalne motywy strukturalne moga by¢ szczeg6lnie interesujace dla
innych grup badawczych, a w szczegolnosci moga stanowi¢ nowy cel terapeutyczny.



