Nr rejestracyjny: 2025/56/Q/NZ1/00465; Kierownik projektu: prof. dr hab. Elzbieta Beata Kierzek

Posrod roznych wirusow RNA, wirusy grypy, SARS (w tym SARS-CoV-2), Ebola, Zika, MERS, Denga
sg statymi zagrozeniami dla ludzi, powodujagcymi epidemie oraz globalne pandemie. Wirus grypy typu A
(IAV) powoduje sezonowe epidemie grypy. Rocznie okoto 1 miliarda ludzi choruje na grypg a z powodu
powiklan pogrypowych umiera 290000-650000 osob. Ze wzglgdu na pojawiajaca si¢ lekoopornosé, istnieje
pilna potrzeba opracowania nowych strategii wykrywania wirusa i nowych lekarstw przeciwwirusowych, a
wirusowe RNA wydaja si¢ by¢ optymalnym celem w opracowaniu lepszych biomarkeréw i dziatan
terapeutycznych. TAV nalezy do rodziny Orthomyxoviridae i posiada podzielony na osiem segmentow,
jednoniciowy genom RNA o ujemnej polarnosci. Drugorzedowe motywy strukturalne RNA do ktorych
nalezg dupleksy, regiony jednoniciowe, wiele typéw i1 rozmiardw petli wewnetrznych i wybrzuszen,
niesparowane konce, struktury spinkowe oraz wiele typow petli wieloramiennych, sg obecne w RNA wirusa
grypy. Wirusowe i komoérkowe RNA mogg réwniez zawieraC motywy wyzszego rzedu, takie jak: G-
kwadrupleksy (G4), i-motywy oraz pseudowgzty (PK). Wiele z tych motywow strukturalnych RNA zostato
juz wczesnej wybranych, jako cele terapii z wykorzystaniem roéznych narzedzi oligonukleotydowych i
niskoczasteczkowych ligandow w leczeniu réznych chorob cztowieka skorelowanych z RNA.

Ciagle poszerza si¢ wiedza na temat struktury RNA wirusa grypy i powigzania tej struktury z funkcja
biologiczng. Kilka grup badawczych, w tym nasza, poczynito duze postepy w badaniu struktury VRNA,
MRNA IAV w warunkach: in vitro, in virio i in cellulo. Wcigz jednak nowe motywy wazne dla namnazania
si¢ wirusa sg odkrywane i intensywnie badane w kierunku poznania ich struktury i funkcji biologicznej.
Genom wirusowego RNA ulega szybkim i czestym mutacjom. Badania konserwatywnych motywow
strukturalnych RNA wirusa grypy daja mozliwo$¢ modulacji lub hamowania replikacji wirusa; jednak
precyzyjne narz¢dzia do regulacji tego procesu sa nadal poszukiwane. G-kwadrupleksy i pseudowezty
zostaly takze wykryte w RNA wirusa grypy. Unikalne struktury obu tych motywow wymagaja bardziej
zaawansowanych narzedzi oligonukleotydowych i niskoczasteczkowych ligandéw dla osiagniecia wysokiej
specyficznosci i selektywnosci dziatania terapeutycznego. Z drugiej strony, G-kwadrupleksy i pseudowezty
sg znacznie trudniejsze do zbadania i nakierowania na nie ,.celowanych terapeutykow” ze wzgledu na
ztozong strukturg.

Celem projektu sg badania dynamiki konserwatywnych motywow strukturalnych RNA wirusa grypy,
gtownie pseudoweztow i G-kwadrupleksow, w celu lepszego zrozumienia ich funkcji oraz inhibicji i
modulacji replikacji wirusa z wykorzystaniem nowych peptydowych kwasow nukleinowych (PNA).
Postulowane badania sg wazne dla poznania biologii wirusa grypy i projektowania nowych, wydajnych i
uniwersalnych lekow przeciwwirusowych. Tradycyjne antysensowe peptydowe kwasy nukleinowe (asPNA)
sg przydatne jako sondy i narz¢dzia diagnostyczne ze wzgledu na lepsze zdolnoéci wigzania si¢ do
docelowych kwasoéw nukleinowych poprzez tworzenie dupleksow, a takze stabilno$¢ chemiczng oraz
odpornos¢ na dziatanie nukleaz i proteaz. Grupa badawcza Chen’a opracowata nowe, wigzace si¢ do RNA i
modyfikowane na zasadach heterocyklicznych monomery PNA (dbPNA), ktére wprowadzone do oligomeru
wigzg sie do dwuniciowych RNA wykazujac wysoka specyficznos¢ dla sekwencji i struktury dwuniciowego
RNA. Grupy Chen’a i Kierzek niedawno wykorzystaty 10-merowy koniugat dbPNA-neamina, o lepszym
wigzaniu i aktywnosci komorkowej i nakierowany na struktur¢ panhandle RNA wirusa grypy, do wysokiej
inhibicji replikacji wirusa. Sadzimy, Zze polaczenie asPNA i dbPNA (nazwane daPNA) bedzie skutkowaé
polepszeniem selektywnego wiazania si¢ do RNA, ktére dodatkowo mozna wzmocni¢ poprzez koniugacje z
SM. Proponujemy uzycie kilku daPNA nakierowanych na kilka konserwatywnych motywoéw RNA wirusa
grypy, w szczegdlnosci na pseudowezty i G-kwadrupleksy. Ponadto, badania z wykorzystaniem
przesiewowych wysokoprzepustowych analiz (HTS) bibliotek niskoczasteczkowych ligandow pozwoli na
wybor najlepszych ligandow do przygotowania koniugatow PNA-SM. Wigzanie sie PNA z wybranymi
motywami strukturalnymi RNA bedzie badane z uzyciem réznych metod biofizycznych. Na koncowym
etapie postulowanych badan, efekt hamowania i modulacji najskuteczniejszych PNA i koniugatéw PNA-SM
zostanie okreslony w hodowlach komorkowych i na modelach mysich.

Do badan wybraliSmy szczep grypy A/California/04/2009 (HIN1), ktory jest szczepem obecnie
wystepujacym i cechujacym si¢ silnym potencjalem pandemicznym. Do niektorych badan uzyte beda takze
szczepy A/WS/1933 HIN1 (WSN) oraz A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) (PRS).



