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Zaskakujaco tylko 1,5 % genomu sakéw koduje biatka, pozostata cze$¢ to niekodujacy DNA.
W ostatnich latach odkryto, Zze jego cze$¢ ulega transkrypcji w wyniku, czego powstajg niekodujace
RNA. Jedna z klas takich transkryptow sa dlugie niekodujace RNA (IncRNA), ktore cechuja si¢
dhugoscig ponad 200 nukleotydow, nie kodujg biatek, natomiast podlegaja procesom dojrzewania
RNA charakterystycznym dla transkryptow kodujacych. Ponadto, oddziatuja z DNA, RNA oraz z
biatkami i petlnig wazne biologiczne funkcje takie jak regulacja transkrypcji, syntezy biatek, wycinania
intronow, transportu cytoplazmatycznego czy jadrowego. Zauwazono zmiang profilu ekspres;ji dtugich
niekodujagcych RNA w komorkach ssaczych w trakcie réznych choréb, wliczajac w to choroby
wirusowe, w tym powodowane przez wirusa grypy. Niektore diugie niekodujace RNA promuja
namnazanie si¢ wirusa grypy poprzez hamowanie komorkowej odpowiedzi immunologicznej, inne
Zmieniaja metabolizm komorki by promowac¢ replikacje wirusow. W ostatnich latach zidentyfikowano
komorkowe dtugie niekodujace RNA, ktore sg niezbedne do namnazania wirusa grypy, a przy tym nie
uczestnicza w modulacji odpowiedzi immunologicznej, a niektére z nich bezposrednio oddziatuja z
biatkami wirusa grypy.

W niniejszym projekcie badawczym planujemy wziag¢ pod uwage fakt, ze struktura dtugich
niekodujacych RNA niezbednych do namnazania wirusa grypy jest wciaz malo poznana, a motywy
strukturalne obecne w dtugich niekodujacych RNA moga petni¢ wazng rol¢ w biologii wirusa. W
zwigzku z tym, gléwnym celem naszego projektu jest zbadanie struktury wybranych dhugich
niekodujacych RNA pod katem wystepowania funkcjonalnych motywoéw RNA oraz zbadanie ich
potencjalnego wptywu na cykl replikacyjny wirusa grypy. W tym celu planujemy badania
bioinformatyczne, ktore zidentyfikuja potencjalne funkcjonalne motywy RNA wystepujace w
wybranych dtugich niekodujacych RNA. W nastgpnym etapie planujemy przeprowadzi¢ badania, w
ktérych sprawdzimy zdolno$¢ dlugich niekodujacych RNA do tworzenia struktur przewidzianych
bioinformatycznie. Mowigc doktadniej, wykonamy badania strukturalne polegajace na mapowaniu
RNA zaréwno in vitro, jaki w zainfekowanych lizatach komoérkowych, ktore odzwierciedlajg warunki
komorkowe. W kolejnej cze$ci projektu chceielibySmy okresli¢ rolg potencjalnie funkcjonalnych
motywoéw RNA dhugich niekodujacych RNA w cyklu replikacyjnym wirusa grypy. W tym celu
przeprowadzimy badania biologiczne in vitro z wykorzystaniem komorek zainfekowanych wirusem
grypy typu A. Bardziej szczegdtowo, wprowadzimy mutacje zmieniajace strukture RNA dlugich
nickodujacych RNA w potencjalnie funkcjonalnych motywach strukturalnych, a nastgpnie
sprawdzimy jak te zmiany wplywaja na cykl replikacyjny wirusa grypy. W ostatniej czesci projektu
wykorzystamy wiedz¢ o motywach RNA dlugich niekodujacych RNA do hamowania namnazania
wirusa grypy w kilku liniach komérkowych. Postuzmy si¢ narzedziami modulujacymi RNA oraz
zaleznymi od struktury takimi jak antysensowe oligonukleotydy (ASO), mate intereferujace RNA
(SiIRNA), oraz strategia CRISPR/Cas. ASO, siRNA. Komponenty systemu CRISPR/Cas, ASO oraz
SiRNA najlepiej hamujace namnazanie wirusa grypy zbadamy pod katem ewentualnego efektu
cytotoksycznego, jakie mogg wywiera¢ na komorki.

Zaproponowane badania pozwolg na poszerzenie wiedzy na temat struktury dlugich
niekodujacych RNA (IncCRNA) niezbg¢dnych do namnazania wirusa grypy. Wyniki naszych badan
dostarcza szczegotowych informacji dotyczacych wystepowania funkcjonalnych motywow RNA
dhugich niekodujacych RNA oraz ich struktury, a takze potencjalnej funkcji biologicznej, jaka moga
peié w replikacji wirusa grypy. Co wigcej, stworzymy narzedzia hamujgce namnazanie wirusa grypy
w liniach komoérkowych. Uzyskane rezultaty mogg by¢ przydatne w dalszym rozwoju nowych
strategii antywirusowych nakierowanych na dtugie niekodujace RNA wykorzystywane przez wirusa
grypy do przeprowadzania swojego cyklu replikacyjnego.



