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STRESZCZENIE

Grypa jest wysoce zarazliwg choroba, ktora wystepuje sezonowo jako epidemia, a czasami
jako pandemia. Kazdego roku Swiatowa Organizacja Zdrowia rejestruje 3-5 milionéw przypadkow
cigzkich zachorowan i okoto 290 000-650 000 zgondéw. Potencjal pandemiczny wirusa grypy jest
wynikiem duzej zmienno$ci jego genomu i jest skorelowany z jego patogennoscia, replikacja, kinetyka
wzrostu, a takze cyklem zyciowym, w tym wewnatrzkomoérkowa dynamika replikacji, pakowaniem
RNA, edytowaniem RNA i sktadaniem mRNA. Procesy te moga by¢ kontrolowane przez strukturg
RNA.

Wirus grypy typu A reprezentuje wirusa otoczkowego, ktorego genom sktada si¢ z osmiu
segmentdow RNA o ujemnej polarnosci. RNA wirusowy (ang. viral RNA, vVRNA) jest przepisywany
podczas transkrypcji na komplementarny RNA o dodatniej polarnosci (ang. complementary RNA,
cRNA) oraz informacyjny RNA (ang. messenger RNA, mRNA) wewnatrz zainfekowanych komorek
gospodarza. RNA wirusowy wraz z nukleoproteing i trzema podjednostkami polimerazy tworzy
kompleks rybonukleoproteinowy (ang. ribonucleoprotein complex, vVRNP), ktdry stanowi niezalezng
jednostke replikacyjng i transkrypcyjng. RNA jest wykorzystywany przez caly cykl zyciowy wirusa, co
podkresla jego fundamentalng rol¢ w biologii wirusa. Ponadto, RNA bierze udzial w wielu procesach
wirusa poprzez aktywnos$¢ zwigzang ze swojg strukturg drugo- i trzeciorzedowsg. Wiadomo, ze
sekwencje VRNA 1 mRNA przyjmujg zloZzone struktury drugorzedowe, ktore sa konserwatywne dla
roznych szczepow wirusa. Co wigcej, wykazano, ze regiony bogate w reszty G sa obecne w genomie
roznych wiruséw (np. wirus Zika) i tworza niekanoniczne struktury, takie jak G-kwadrupleksy (G4),
ktére mogg peli¢ wazne funkcje biologiczne. Dlatego wiedza na temat zaleznosci struktury i funkcji
RNA wirusowego jest istotna i badania na ten temat powinny by¢ kontynuowane.

W niniejszym projekcie badawczym planujemy wzig¢ pod uwage fakt, ze struktura RNA
genomu wirusa grypy jest wcigz malo poznana, a nietypowe motywy strukturalne obecne w RNA
wirusowym mogg petni¢ wazng rolg w biologii wirusa. W zwigzku z tym, glownym celem naszego
projektu jest zbadanie genomu wirusa grypy typu A pod katem wystepowania sekwencji bogatych w
reszty G, ktore moga tworzy¢ strukture G-kwadrupleksow RNA oraz zbadanie ich potencjalnego
wpltywu na cykl replikacyjny tego wirusa. W tym celu, postulujemy badania bioinformatyczne, w
ktorych zidentyfikujemy sekwencje potencjalnie tworzace struktury G4 (ang. potential quadruplex-
forming sequences, PQSs). Nastepnie, chcielibySmy odpowiedzie¢ na pytanie: Czy te sekwencje PQSs
sg konserwatywne wsrod szczepdw wirusa grypy typu A ? Wystepowanie konserwatywnych regionow
PQS w genomie wirusow grypy potwierdzitoby prawdopodobng istotng role struktury, ktdéra moga
przyjmowac te sekwencje, w kontekscie biologii wirusa. W nastepnym etapie planujemy przeprowadzié¢
badania biofizyczne, w ktorych sprawdzimy zdolnos¢ sekwencji PQS do tworzenia struktury G4 RNA.
Mowiac doktadniej, wykonamy badania termodynamiczne i strukturalne z wykorzystaniem roznych
typow spektroskopii (w zakresie ultrafioletu-Swiatta widzialnego, dichroizmu kotowego i
magnetycznego rezonansu jagdrowego) oraz technik elektroforetycznych w celu okreslenie stabilnosci
struktur G-kwadrupleksow RNA, ich dynamiki, a takze oddzialywania mi¢dzyczasteczkowego. W
ostatniej czesci projektu chcielibysmy zbadaé potencjat sekwencji PQS z punktu widzenia biologii
wirusa grypy. W tym celu przeprowadzimy badania biologiczne in vitro z wykorzystaniem komorek
zainfekowanych wirusem grypy typu A. Bardziej szczegdtowo, wprowadzimy mutacje zmieniajgce
struktur¢ RNA w regionach PQS, a nast¢gpnie sprawdzimy jak te zmiany wplywajg na aktywnosc
kompleksu rybonukleoproteinowego oraz na cykl replikacyjny wirusa.

Zaproponowane badania pozwolg na poszerzenie wiedzy na temat struktury RNA wirusowego.
Wyniki naszych badan dostarczag szczegdélowych informacji dotyczacych wystepowania sekwencji
bogatych w reszty G w genomie wirusa grypy oraz ich strukturze, a takze potencjalnej roli biologicznej,
jaka moga pemli¢ w replikacji wirusa. Ponadto, uzyskane rezultaty moga by¢ przydatne w
opracowywaniu nowych strategii antywirusowych nakierowanych na konserwatywne motywy
strukturalne w RNA wirusowym.



