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Wirus grypy typu A wciaz zagraza zdrowiu i zyciu ludzi. Coroczna epidemia wirusa grypy powodowuje
zachorowania okoto miliarda osob, w tym o ciezkim przebiegu u 3-5 milionéw, hatomiast 250-500 tysiecy umiera z
powodu powiktan pogrypowych. Obecnie istnieje kilka podtypéw wirusa grypy o potencjale pandemicznym.
Wywolywane przez wirus grypy pandemie sg jeszcze cigzsze w przebiegu i leczeniu oraz powoduja wicksza
$miertelnos¢, przy czym charakteryzuja si¢ szybkim rozprzestrzenianiem choroby. Istnieje nieustanna potrzeba
tworzenia szczepionek na nowe szczepy, a szczegolnie na szczepy grypy pandemicznej. Genom wirusa grypy
sktada si¢ z osiemiu segmentow jednoniciowego RNA o ujemnej polarno$ci. Cykl zyciowy wirusa jest zalezny od
RNA praktycznie na kazdym jego etapie. Ostatnie badania pokazuja istotnos¢ zaleznos$ci struktury i funkcji RNA
wirusa grypy oraz uzyteczno$¢ tej wiedzy w projektowaniu skutecznych inhibitorow jego namnazania.

Proponowane badania beda dotyczy¢ RNA wirusa grupy typu A (szczep A/California/04/2009), a
modelowym RNA bedzie najmniejszy, 875 nukleotydowy, segment 8 tego wirusa [VRNAS(-)]. Projekt zawiera
dwa gtéwne cele badawcze: (1) opracowanie nowej metody okreslania struktury drugorzedowej RNA opartej o
mapowanie docelowego RNA z uzyciem PVP i analiz¢ danych strukturalnych z wykorzystaniem metod glgbokiego
sekwencjonowania (NGS), (2) badania kotranskrypcyjnego fatdowania wirusowego RNA w warunkach in vitro, w
lizatach wirusowo-komorkowych oraz w komorkach MDCK i wplyw na ten proces antysensowych
oligonukleotydéw. Ze wzgledu na bardzo duze réznice w predkosci transkrypcji RNA i jego sktadania w strukturg
drugorzedowsg zostalo wykazane dla szeregu duzych RNA, ze proces faldowania RNA rozpoczyna si¢ zanim
transkrypcja zostanie zakonczona. Mowimy wtedy 0 procesie kotranskrypcyjnego fatdowania si¢ RNA. Od kilku
lat zajmujemy si¢ badaniami struktury drugorzedowej wybranych segmentow VRNA oraz inhibicja namnazania
wirusa grypy w komorkach MDCK. Do inhibicji stosujemy rdéznego typu antysensowe oligonukleotydy (ASO) a
celem ich dziatania jest VRNA. Uwazamy, ze w komorkach MDCK, w obecnosci duzego nadmiary ASO,
namnazajacy si¢ VRNA ulega kotranskrypcyjnemu fatdowaniu. Proponujemy badanie tego procesu w warunkach in
vitro, lizatach wirusowo-komoérkowych i komorkach MDCK. W tym celu proponujemy szczegdtowe badania
zarowno catego VRNAS, jak 1 jego znacznie krotszych segmentowych fragmentow powstatych poprzez
indukowang terminacje¢ transkrypcji. Dla badan w komérkach MDCK proponujemy nowa metodg strukturalnego
sekwencjonowania (PVP-NGS) vRNA z wykorzystaniem glgbokiego sekwencjonowania (NGS).

Badania kotranskrypcyjnego faldowania si¢ VRNA w obecno$ci nadmiaru ASO i jego wplywu na
namnazanie si¢ wirusa grypy sa gtownym celem badawczym projektu grantowego. ASO moga prowadzi¢ to
powstawia ,,termodynamicznie trwalych stanow przejsciowych” podczas kotranskrypcyjnego fatdowania VRNA, co
w konsekwencji uniemozliwia osiagniecie przez VRNA struktury natywnej i powstania wirionu. Proponowane
badania moga doprowadzi¢ do catkowicie odmiennego i nowatorskiego sposobu projektowania ASO. Sadzimy, ze
najkorzystniej bytoby stosowaé takie ASO, ktore termodynamicznie bardzo silnie wigza si¢ do konserwatywnych
fragmentow dwuniciowych VRNA uniemozliwiajac utworzenie jego struktury natywnej i powstanie wirionu.

Jakkolwiek, wybranym obiektem badan bgdzie vVRNA segmentu 8, ale genom wirusa grypy buduje osiem
segmentow 1 proponowane badania moga by¢ rozszerzone na dowolny segment oraz na inne RNA wirusa gryp
(mRNA i cRNA). Ponadto, badania zaproponowane w tym projekcie, majace w duzej czg¢éci charakter badan
metodycznych, mogg by¢ rozszerzone na inne RNA, w tym takze na skorelowane z wieloma chorobami cztowieka.

Efektem realizacji projektu bedzie nowa i usystematyzowana wiedza o strukturze i kotranskrypcyjnym
fatdowaniu RNA wirusa grypy w warunkach in vitro, lizatach i liniach komérkowych. Jest to podstawowy problem
zwigzany u umiejetnym projektowaniem antysensowych oligonukleotydéw, nakierowanych na vRNA i inhibicja
jego namnazania. Proces kotranskrypcyjnego faldowania si¢ RNA wirusa grypy nie byt badany i oczekujemy, ze
poznanie mechanizmu kotranskrypcyjnego faldowania si¢ VRNA pozwoli zaprojektowac sposdb skutecznej
inhibicji namnazania VRNA poprzez zmiang jego struktury na etapie transkrypcji. Rezultaty przeprowadzonych
badan beda miaty fundamentalne znaczenie dla badan dotyczacych wirusa grypy i poznania biologii wirusa grypy
od strony wirusowego RNA, w tym takze jego szczepéw pandemicznych.



