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Grypa jest interesujgcym tematem w réznych badaniach biologicznych ze wzgledu na powazne
zagrozenie dla zdrowia publicznego na $wiecie. Ogodlnie wirus grypy jest patogenem ludzi i zwierzat,
ktéry powoduje sezonowe epidemie i1 sporadyczne pandemie. Potencjat pandemiczny wynika z duzej
zmiennos$ci jego genomu i jest skorelowany z patogennos$cia, replikacjg czy kinetykg wzrostu. Procesy
te moga by¢ kontrolowane przez struktur¢ RNA. Wirus grypy nalezy do wirusow RNA o genomie
segmentowanym, ktory jest wykorzystywany przez caly cykl replikacyjny, co podkresla jego
fundamentalng role w biologii wirusa. Ponadto, wirusowy RNA (VRNA) bierze udziat w wielu
procesach poprzez przyjmowanie drugorzedowych i trzeciorzegdowych struktur. Do tej pory
stwierdzono, ze sekwencje VRNA i mRNA tworzg ztozone struktury drugorzedowe, ktore sa
konserwatywne dla réznych szczepoéw wirusa. Dodatkowo, wykazano, ze okreslone motywy moga
peli¢ wazne funkcje podczas replikacji. Stad, poszukiwanie nowego potencjalnego celu w obrebie
vRNA wydaje si¢ by¢ dobrym kierunkiem w rozwoju alternatywnych strategii terapeutycznych infekcji
wirusowych.

Polimorficzny charakter RNA pozwala na przyjmowanie roznorodnych struktur drugorzedowych w
zaleznosci od sekwencji, lokalnego s$rodowiska, obecnosci innych czasteczek czy modyfikacji
chemicznych. Wsrod nich sg niekanoniczne struktury zwane G-kwadrupleksami (G4s), ktore tworza si¢
w sekwencjach bogatych w G i sg stabilizowane wigzaniami wodorowymi Hoogsteena. Co wazne,
ro$nie zainteresowanie tymi unikalnymi strukturami w genomach wirusowych. Obecnos¢ G4s
potwierdzono w genomach wirusow RNA, takich jak: Zair ebolavirus (EBOV), wirus Zika, takze w
koronawirusie zespotu ostrej niewydolnosci oddechowej 2 (SARS-CoV-2). Niedawno nasza grupa
opublikowata badania dotyczace G4s w wirusie grypy typu A (IAV).

Chociaz zbadano znaczng liczbg ligandow wigzacych G4s, a niektore z nich sg uwazane za
potencjalne narzedzia terapeutyczne. Nadal istnieje potrzeba projektowania i opracowywania nowych
narzedzi ukierunkowanych na dobrze zdefiniowane drugorzgdowe motywy strukturalne, na przyktad,
zwigzki specyficzne wzglgdem G4s. Odkrycia te zachecily nas do opracowania narzedzi opartych na
antysensowych oligonukleotydach (ASO) ukierunkowanych na sekwencje bogate w G z genomu [IAV i
zbadaniu ich potencjalnego wptywu na replikacj¢ wirusa.

W tym projekcie bierzemy pod uwage fakt, ze unikalne motywy strukturalne (G4s) znalezione w
vRNA moga odgrywac wazna role w replikacji wirusa i jak dotad nie byty uwazane za cel molekularny.
Dlatego, postulujemy: i) syntez¢ chemiczng szeregu ASOs, ii) okreSlenie wlasciwosci
termodynamicznych i strukturalnych ASOs/docelowych sekwencji (czg$¢ A), oraz iii) zbadanie
potencjatu biologicznego wybranych ASOs jako modulatoréw proliferacji wirusa (cz¢$¢ B).

Bardziej szczegdtowo, w pierwszym etapie naszego projektu (cze$¢ A) zsyntetyzujemy chemicznie
niezmodyfikowane i zmodyfikowane ASO zawierajace 2'-O-metoksyetylorybozg, usztywnione kwasy
nukleinowe i peptydowe kwasy nukleinowe. Zaprojektujemy réwniez i przygotujemy gapmerowe
warianty ASOs. Nastepnie, zostang okreslone wiasciwos$ci termodynamiczne i strukturalne wariantow
ASOs/docelowe sekwencje za pomocg metody topnienia UV, dichroizmu kotowego (CD) i
magnetycznej spektroskopii jadrowej (NMR). Dodatkowo, scharakteryzujemy ich powinowactwo i
specyficzno$§¢ wigzania za pomocg eksperymentéw elektroforetycznych 1  spektroskopii
fluorescencyjnej. Na podstawie tych wynikéw uzyskamy wigcej informacji na temat
stabilizacji/destabilizacji G4s indukowanej przez ASOs i1 wybierzemy ,,najbardziej obiecujgce” ASOs
do badan biologicznych. W drugiej czgsci (czgs¢ B) planujemy przeprowadzenie badan biologicznych
(in vitro) w celu zbadania wptywu wybranych ASOs na replikacje wirusa. W skrocie, zbadamy
stabilno$¢ ASOs w surowicy przez rozdziat elektroforetyczny. Na koniec okreslimy wptyw ASO na
cytotoksycznosc, ilo$¢ kopii wirusowego RNA oraz miano wirusa w komorkach zakazonych wirusem
grypy.

Wedlug naszej wiedzy, uzycie ASO nakierowanych na RNA G4s stanowi atrakcyjng, ale
niezbadang strategi¢. Zakladamy, ze badania proponowane w tym projekcie dostarcza cennych
informacji zwigzanych nie tylko z wlasciwosciami fizykochemicznymi ASOs/sekwencji docelowych,
ale takze z ich potencjalnymi zastosowaniami w walce z infekcja wirusowa. Ponadto, zdajemy sobie
sprawe, ze przedstawione tutaj podejscie mozna zastosowaé do innych RNA wirusa grypy (mRNA i
cRNA), jak rowniez do dowolnych RNA z r6znych genoméw wirusowych.

Prezentowany projekt koncentruje si¢ na genomowym RNA wirusa grypy, szczegdlnie regionach
bogatych w G, oraz zrozumieniu molekularnych mechanizmow replikacji wirusa, w ktorych posrednicza
G4s. Ponadto, projekt ten podkresla mozliwos¢ celowania w wirusowe konserwatywne motywy
strukturalne (G4s) za pomoca narzgdzi ASOs jako nowe podejscie do walki z grypa.



