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CEL PRACY

Wirus grypy typu A jest powaznym zagrozeniem dla zdrowia i1 zycia ludzi. Co roku
dotyka nas epidemia grypy sezonowej. Rocznie choruje na grype okoto miliarda osob, w tym
u 3-5 milionéw ludzi obserwuje si¢ cigzki przebieg choroby, natomiast 250-500 tysigcy
umiera z powodu infekcji lub powiktan pogrypowych. Istnieje tez ciggle zagrozenie pandemia
grypy, ktéra ma miejsce, gdy zwierzgcy wirus grypy (szczegdlnie ptasi) nabiera zdolnos$¢ do
transmisji pomigdzy ludzmi, powodujac szybkie rozprzestrzenienie si¢ choroby i gwaltowny
jej przebieg. Zmienno$¢ genomowa wirusa grypy wynika z naturalnych btedow polimerazy
wirusowej, ktoére prowadza do powstawania mutacji, a takze ze zdolnos$ci wirusa do
reasortacji genomu. Obecnie wcigz istniejag wirusy grypy o potencjale pandemicznym, na
przyklad, ptasi wirus grypy typu A (H5NI1) czy (H7N9). Powoduje to koniecznos¢
zintensyfikowania prac badawczych nad wirusem, nowymi metodami zapobiegania grypy, jak
1 poszukiwaniem nowych zwigzkéw i podejs¢ o potencjalne terapeutycznymi.

Genom wirusa grypy sktada si¢ z odmiu segmentow jednoniciowego RNA o ujemne;j
polarnosci (VRNA). Cykl zyciowy wirusa jest na kazdym jego etapie zalezny od RNA.
Ostatnie badania, takze w Zakladzie Genomiki Strukturalnej RNA, wskazuja, ze wiedza o
pofatdowaniu wirusowego RNA jest konieczna, aby lepiej zrozumie¢ biologi¢ wirusa.
Naturalna zmienno$¢ sekwencyjna RNA musi bowiem korelowaé z zachowaniem istotnych
funkcyjnie motywow strukturalnych w wirusowym RNA. Zalezno$¢ struktury i funkcji RNA
wirusa grypy moze z kolei by¢ wykorzystana w projektowaniu skutecznych inhibitoréw jego
namnazania.

Gloéwnym celem niniejszej pracy doktorskiej byto okreslenie struktury drugorzedowej
segmentu 5 VRNA wirusa grypy (VRNAS). Wiedza taka byta podstawa w projektowaniu
antysensowych oligonukleotydow majacych inhibowa¢ namnazanie wirusa. Obiektem badan

byt segment 5 VRNA szczepu A/VietNam/1203/2004 (H5N1).

Szczegotowe cele badan byty nastepujace:

1. Przeprowadzenie mapowan chemicznych metoda SHAPE oraz z zastosowaniem
DMS, CMCT i ketoksalu dla okreslenia struktury drugorzedowej vRNAS.

2. Wykorzystanie metody mapowania mikromacierzowego, z uzyciem mikromacierzy
izoenergetycznych RNA, do weryfikacji struktury drugorzgdowej i okreslenia dostgpnych dla

wigzania oligonukleotydéw miejsc w VRNAS.



3. Okreslenie struktury drugorzedowej VRNAS na podstawie danych eksperymenta-
Inych z zastosowaniem programu RNAstructure.

4. Wyznaczenie rejonow w VRNAS, ktére pod wzgledem dostegpnosci w strukturze lub
umiejscowienia w danym motywie strukturalnym stanowig dobry cel dla oligonukleotydéw
antysensowych.

5. Przeprowadzanie testow komoérkowych z wykorzystaniem oligonukleotydow
antysensowych na wybranym szczepie wirusa grypy HIN1 w linii komérkowej MDCK 1
okreslenie ich potencjalnych wlasciwosci inhibitorowych w namnazaniu wirusa.

6. Przeprowadzenie analizy bioinformatycznej nakierowanej na poszukiwanie
konserwatywnych motywow strukturalnych w vRNAS oraz okreslenie stopnia uniwersalnosci

struktury drugorzedowej VRNAS dla wirusa grypy typu A.



STRESZCZENIE

Wirus grypy typu A jest odpowiedzialny za §mier¢ prawie pot miliona oso6b rocznie.
Niebezpieczenstwo, jakie niesie powoduje, ze jest on obiektem badan wielu uczonych na
calym $wiecie.

Przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej badania miaty na celu okreslenie
struktury drugorz¢dowej pigtego segmentu wirusa grypy typu A (VRNADB). Obiektem badan
byt VRNAS szczepu A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) o dlugosci 1565 nt. Zaprezentowany w
pracy doktorskiej model struktury drugorzedowej VRNAS uwzglednia wyniki mapowania
chemicznego. Eksperymenty mapowania chemicznego zostalty wykonane z uzyciem DMS,
CMCT, ketoksalu oraz NMIA. Do przewidywania struktury drugorzedowej wirusowego RNA
wykorzystano program RNAstructure. Do programu zostalty wprowadzone wyznaczniKi
stanowigce wyniki z eksperymentdéw mapowania chemicznego. Struktura drugorzedowa
vRNAS wirusa grypy typu A zostala zaprezentowana po raz pierwszy. Struktura
drugorzgdowa VRNADS posiada trzy domeny: domene I (rejony 1-69 nt oraz 1285-1565 nt),
domeng II (70-797 nt) oraz domeng III (798-1284 nt). W obrebie domeny III znajduje si¢
wysoce ustrukturyzowany rejon 1065-1281nt wraz z stabilng spinkg 1074-1115 nt. Okreslono
takze prawdopodobienstwo wystepowania par zasad i rejonow jednoniciowych W
zaproponowanej strukturze drugorzedowej VRNAS.

W toku badan wykonano rowniez eksperymenty z zastosowaniem mikromacierzy
izoenergetycznych, ktore miaty na celu zidentyfikowa¢ w vRNAS rejony dostgpne dla
wigzania oligonukleotydow. Eksperymenty hybrydyzacyjne byly prowadzone w 37°C w
dwoch réznych buforach (sodowy i potasowy). Przeprowadzone badania hydrolizy VRNAS w
obecnos$ci rybonukleazy H pozwolity na potwierdzenie dostepnosci miejsc dla wigzania sond
mikromacierzy izoenergetycznych. Do potwierdzonych dostepnych miejsc wigzania sond
mikromacierzy izoenergetycznych naleza pozycje 469, 646, 683, 883, 1073, 1251 oraz 1330.
Otrzymane  wyniki  pozwolily réwniez  potwierdzi¢  wigzanie  antysensowych
oligonukleotydow do vRNAS wirusa grypy typu A

Dokonano analize konserwatywnosci zaproponowanej struktury drugorzedowej
VRNAS wirusa grypy typu A analizujac sekwencje 18500 szczepow. Zachowawczo$¢ par
zasad modelu zaprezentowanej w pracy doktorskiej struktury drugorzedowej VRNAS wynosi
87,1%. Struktura drugorzedowa vVRNAS jest wysoce zachowawcza, co wskazuje, ze niektore

motywy strukturalne mogg wystepowac takze u innych szczepoéw wirusa grypy typu A.



W oparciu o struktur¢ drugorzgdowa vRNAS wirusa grypy typu A zostalo
zaprojektowanych 16 antysensowych oligonukleotydow. Rejony docelowe oligonukleotydow
antysensowych uwzgledniaty takze wyniki otrzymane z mikromacierzy izoenergetycznych
Oligonukleotydy antysensowe posiadaty modyfikacje typu LNA oraz 2'-O-MeRNA. Wsrod
oligonukleotydéw znajdowaly si¢ takze gapmery, ktorych zadaniem bylo aktywowanie
komorkowej rybonukleazy H.

Oligonukleotydy antysensowe zostaly przetestowane pod katem inhibicji namnazania
wirusa grypy typu A. Badania zostaly wykonano na modyfikowanej linii komoérkowej
MDCK-HA oraz wirusie scilAV A/California/07/2009 (H1IN1), a takze na linii komérkowe;j
MDCK oraz wirusie A/California/07/2009 (H1N1). W badaniach monitorowano zaroéwno
poziom wirusowego RNA, jak i ilos¢ wirusa. Przeprowadzone badania pozwolity
wyselekcjonowaé oligonukleotydy antysensowe najefektywniej hamujace namnazanie wirusa
grypy typu A. Najlepszym oligonukleotydem antysensowym byt 7.5L powodujacy 88%
inhibicj¢ namnazania wirusa grypy A/California/07/2009 (HIN1). Oligonukleotyd ten wigze
si¢ w rejonie duzej petli (rejon 878-888 nt), ktorej dostepnos¢ byla potwierdzona
hybrydyzacja sond mikromacierzy izoenergetycznych. Do oligonukleotydow wykazujacych
znaczng inhibicj¢ namnazania wirusa grypy A/California/04/2009 (HIN1) nalezaty takze 4.5
(inhibicja na poziomie 64%), 11.5L i 11.5 (inhibicja na poziomie okolo 48%) oraz
oligonukleotydy typu gapmer 19GP i 23GP (inhibicja powyzej 36%).

Oligonukleotydy antysensowe zostaly zbadane pod katem potencjalnej
cytotoksycznosci za pomocg testu MTT. Wykazano, ze w stosowanych w eksperymentach
stezeniach (0,5 pM) oligonukleotydy nie zmniejszaty (lub tylko nieznacznie zmniejszaty)
przezywalno$¢ komorek.

W oparciu o strukture drugorzgdowa VRNAS wirusa grypy typu A zostat
wygenerowany model struktury trzeciorzgdowej w programie RNAComposer. Model
potwierdza dostgpno$¢ rejonéw w strukturze VRNAS dla wigzania skutecznych
antysensowych oligonukleotyddéw. Struktura trzeciorzedowa jest rowniez w duzej czesci
zgodna z profilem wigzania biatka NP do VRNA5 w wirionie. Zdeterminowane motywy
strukturalne mogg petnic¢ istotng role w cyklu namnazania wirusa w takich procesach, jak:
pakowanie RNA do wirionéw potomnych, replikacja, oddzialywania z biatkami wirusowymi

lub komoérkowymi czy transport komorkowy.



ABSTRACT

Every year influenza A virus causes 500 000 deaths worldwide. Influenza is important
research subject for scientists around the world because of its threat to humanity.

The main goal of conducted research presented in this PhD dissertation was
determination of secondary structure of influenza A virus segment 5 VRNA (VRNAS). The
object of the research was VRNAS of strain A/Vietnam/1203/2004 (H5N1), which length is
1565nt. Presented secondary structure of VRNAS5 was predicted with constraints from
chemical mapping. Chemical mapping experiments were conducted with DMS, CMCT,
kethoxal and NMIA. RNAstructure was used for secondary structure prediction using
experimental data. Influenza A virus VRNAS secondary structure was presented here for the
first time. Secondary structure of VRNAS has three domains: domain | (regions 1-69 nt and
1285-1565 nt), domain 11 (70-797 nt) and domain 111 (798-1284 nt). In the domain Il there is
highly structured region 1065-1281 nt with a stable hairpin 1074-1115 nt. Also, probability of
forming base pairs in presented VRNADS secondary structure was predicted.

Isoenergetic microarrays were used for determination of accessibility for
oligonucleotides binding. Hybridization experiments were performed in two different buffers
(containing either sodium or potassium) in 37°C. RNase H hydrolysis allowed to confirm
isoenergetic microarray probes binding sites. The confirmed binding sites are 469, 646, 683,
883, 1073, 1251 and 1330. Obtained results also allow to confirm binding sites of antisense
oligonucleotides to influenza virus VRNAS.

Bioinformatic analysis of proposed influenza A virus VRNAS secondary structure was
also performed toward how structural conserved are predicted base pairs, and how universal is
the structure across type A. 18500 strains of type A were used for this analysis. The base pair
conservation for the proposed model is 87,1% in average. This confirms that VRNAS structure
is highly conserved and various motifs presented in this structure may also occur in the other
strains of influenza A virus.

On the basis of influenza A virus VRNAS secondary structure, 16 antisense
oligonucleotides were designed. Results from isoenergetic microarrays experiments were also
used for decision of designed oligonucleotide target regions. Antisense oligonucleotides
contained LNA and 2'-O-MeRNA modifications. There were also gapmers within antisense
oligonucleotides, that were used to activate cellular RNase H.

Antisense oligonucleotides were tested for inhibition of influenza virus A replication.
Modified MDCK-HA cell line with scilAV A/California/07/2009 (H1N1) virus and MDCK
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cell line with A/California/07/2009 (H1N1) virus were used for experiments. In research both,
level of virus RNA and virus titer were monitored. On the basis of these experiments
antisense oligonucleotides that the most inhibit influenza A virus replication were selected.
The best inhibitory oligonucleotide 7.5L caused 88% inhibition of strain
AJ/California/07/2009 (H1N1) replication. This oligonucleotide binding site is located within
large loop (878-888nt), which availability was confirmed by the isoenergetic microarray
probes hybridization. High inhibition of A/California/04/2009 (H1N1) replication was also
measured for oligonucleotide 4.5 (inhibition of 64%), 11.5L, 11.5 (around 48%) and gapmers
19GP and 23GP (more than 36%).

MTT assay was performed to test potential cytotoxicity of antisense oligonucleotides.
It was showed that for the concentrations used in experiments the tested oligonucleotides
showed no (or low) cytotoxicity.

Tertiary structure model was generated using RNAComposer software on the basis of
influenza A virus VRNADS secondary structure. This model confirmed accessibility of effective
antisense oligonucleotides binding regions within the structure of VRNADS. Tertiary structure
is mostly in agreement with NP-vRNAS binging profile in virion. Determined structural
motifs might have important role in the virus replication cycle in such processes as RNA
packaging to progeny virions, replication, interaction with viral or cellular proteins and VRNA

transport in cell.
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

APS
ASO
ATP
AUG
BB
CCS

CMCT

CHAPS
COPI
cpm
CRNA
DMS
dNTP
DTT
EDTA

FFU

g
GFP

HA
HEPES

HPAI

IFA

IFN
1AV
IBV
ICV
IDV
IPTG
ISAV
LB

LNA

LPAI

MRNA
N

NA
NCBI

- nadsiarczan amonu

- (ang. antisense oligonucleotide) oligonukleotyd antysensowy

- adenzyno-5’-trifosforan

- kodon start

- (ang. bromophenol blue) biekit bromofenolowy

- (ang. cell culture supernatant) pobrane medium z hodowli komoérkowej
- N-Cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)carbodiimide metho-p-
toluenesulfonate

- hydrat 3-[(3-cholamidopropylo)dimetyloamoniolo]-1-propanosulfonianu
- (ang. coat protein complex I) kompleks biatek okrywajacych I

- (ang. counts per minute) ilos¢ zliczen na minutg

- (ang. complementary RNA) komplementarny RNA

- (ang. dimethyl sulfate) siarczan dimetylu

- trifosforan deoksynukleozydu

- ditiotreitol

- kwas etylenodiaminotetraoctowy

- (ang. fluorescent focus unit) jednostka wyrazajaca miano wirusa w
metodzie immunofluorescencji

- przyspieszenie grawitacyjne

- (ang. green fluorescent protein) biatko zielonej fluorescencji

- hemaglutynina

- kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynylo]etanosulfonowy

- (ang. highly pathogenic avian influenza) wysoce zjadliwy wirus grypy
ptasiej

- (ang. indirect immunofluorescence assay) metoda immunofluorescenc;ji
posrednie;j

- interferon

- (ang. influenza A virus) wirus grypy typu A

- (ang. influenza B virus) wirus grypy typu B

- (ang. influenza C virus) wirus grypy typu C

- (ang. influenza D virus) wirus grypy typu D

- izopropylo-beta-d-1-tiogalaktopiranozyd

- (ang. infectious salmon anemia virus) wirus zakaznej anemii tososi

- (z ang. lysogeny broth) bulion lizogenny

- (ang. locked nucleic acid) modyfikowane kwasy nukleinowe o
usztywnionej konformac;ji

- (ang low pathogenicity avian influenza) wirus grypy ptasiej o niskiej
zjadliwosci

- (ang. messenger RNA) informacyjny RNA

- dowolny nukleotyd

- neuraminidaza

- National Center for Biotechnology Information, baza danych
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NES
NLS
NMIA
NP

nt

MDCK

MDCK-HA

MTT
NAST
PAA

PAGE

PBS
PCR
PDB

PMO
PS
gPCR

VRNA
RNP
rpm
RT

scilAV

SHAPE

SDS
TBE
TEMED
TLC
Tris
TPCK
UTR
uv

WT

XC

- (ang. nuclear export signal) sygnat eksportu jadrowego
- (ang. nuclear localization signal) sygnat lokalizacji jadrowe;j

- (ang. N-methylisatoic anhydride) bezwodnik kwasu metyloizatoinowego

- nukleoproteina
- nukleotydy

- (ang. Madin-Darby Canine Kidney Epithelial Cells) komoérki nabtonka

nerki psa

- linia komérkowa MDCK wykazujaca konstytutywna ekspresje
hemaglutyniny

- bromek 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
-Nucleic Acid Simulation Tool, program

- poliakrylamid

- (ang. poliacrylamide gel electrophoresis) elektroforeza w zelu
poliakrylamidowym

- (ang. phosphate buffered saline) bufor fosforanowo-potasowy

- (ang. polymerase chain reaction) tancuchowa reakcja polimerazy

- Protein Data Bank baza danych

- (ang. phosphorodiamidate morpholino oligomer) oligonukleotyd
zawierajacy ugrupowania fosforoamido-morfolinowe

- (ang. phosphorothioate) wigzania tiofosforanowe

- (ang. quantitative PCR) reakcja tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym

- (ang. virial RNA) wirusowy RNA

- (ang. ribonucleoprotein complex) kompleks rybonukleoproteinowy
- (ang. revolutions per minute) obroty na minute

- (ang. reverse transcription) reakcja odwrotnej transkrypcji

- (ang. single cycle infection Influenza A Virus) jednocykliczny wirus
grypy typu A

- (ang. selective 2’ hydroxyl acylation analyzed by primer extension)
selektywna acylacja grupy 2’-hydroksylowej analizowana w reakcji
wydtuzania starterow

- dodecylosiarczan sodu

- bufor, Tris/kwas borowy/EDTA

- N,N,N’,N’-tetrametyloetyloetylenodiamina

- (ang thin- layer chromatography) chromatografia cienkowarstwowa
- tris(hydroksymetylo)aminometan

- (ang. N-tosyl phenylalanyl chloromethyl ketone)

- (ang. untranslated region) rejon niepodlegajacy translacji

- promieniowanie ultrafioletowe

- (ang. wild type) typ dziki

- (ang. xylene cyanol) cyjanol ksylenowy
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II. WSTEP TEORETYCZNY

1. Wprowadzenie
Wirusy, ktorych material genetyczny stanowi RNA s3 nazywane wirusami RNA.

Posiadanie RNA, jako materialu genetycznego wiaze si¢ z wigksza czestoSciga mutacji.
Zwigzane jest t0 z cechg polimeraz RNA wirusowych, ktore nie posiadaja aktywnosci
korekcyjnej.

Wirusy RNA mogg posiada¢ material genetyczny w postaci jednoniciowej (ang. single
stranded RNA viruses, sSRNA viruses), jak i dwuniciowej (ang. double stranded RNA viruses,
dsRNA viruses). Wirusy posiadajgce genom w postaci jednoniciowego RNA dzielg si¢ na
wirusy RNA(+) oraz wirusy RNA(-). Wirusy RNA(+), to takie wirusy, ktorych RNA moze
bezposrednio stluzy¢ do biosyntezy biatek. Do wirusow RNA(+) mozna zaliczy¢
np. pikornawirusy, ktore stanowia duzg grupe wirusow, potrafigcych atakowaé wiele
narzagdow. Do pikornawiruséw naleza miedzy innymi rinowirusy, wywotujace powszechnie
wystepujace przezigbienie.

W przypadku wirusow RNA(-), material genetyczny wirusa musi najpierw zostaé
przepisany na komplementarny do niego mRNA, ktéry nastgpnie shuzy, jako matryca
W procesie translacji.

Dodatkowo, genomowe RNA wirusow moze by¢ segmentowane, tzn. caly genom
podzielony jest na mniejsze segmenty RNA, z ktorych kazdy koduje jedno lub wigcej biatek
wirusowych. Posrod wirusow o genomie segmentowanym RNA(-) mozemy wyrdzni€ rodzing
Orthomyxoviridae. Do rodziny Orthomyxoviridae zaliczamy wirusy grypy (Influenza virus),
atakze wirusy z rodzaju Thogotovirus, Quaranjavirus oraz lIsavirus. Istniejg cztery typy
wirusa grypy: A, B, C oraz D. Obiektem badan opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej
jest wirus grypy typu A. Podtypy wirusa typu A roznig si¢ biatkami powierzchniowymi
wirionu, hemaglutyning (HA) 1 neuraminidazg (NA), stad w nazwach podtypu litera H oraz N.

2. Wirus grypy typu A

2.1. Podstawowe informacje o wirusie
Pojawienie si¢ nowych szczepow wirusa grypy typu A, skutkuje corocznym

wystepowaniem epidemii, ktora w przypadku niekontrolowanego rozprzestrzeniania sig,
moze przeksztalci¢ si¢ w pandemig. Najbardziej znang pandemia, wywotang wirusem grypy
typu A HIN1, byla tzw. grypa hiszpanka, ktéra w 1918 roku spowodowata $mier¢ okoto
50-100 milionéw ludzi [1]. Innymi przyktadem jest pandemia w roku 1957, spowodowana

przez wirus o podtypie H2N2 oraz w roku 1968, wywotana przez wirus 0 podtypie H3N2.
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Ostatnia opisana pandemia byta w 2009 i spowodowata smier¢ okoto 18000 ludzi. Wywotat
ja wirus o podtypie HIN1 [2].

Wirus grypy moze infekowaé¢ zaréwno ludzi, jak 1 ptaki, $winie oraz mate ssaki takie
jak: myszy, fretki oraz nietoperze. Za wysoka zmienno$¢ i zarazem infekcyjnos¢ wirusa grypy
odpowiadajg mechanizmy skoku antygenowego (ang. antigenic shift) oraz przesunigcia
antygenowego (ang. antigenic drift) [3].

Skok antygenowy polega na wytworzeniu nowego podtypu, posiadajgcego na swojej
powierzchni antygeny pochodzace od réznych szczepow. Skok antygenowy jest zwigzany
Z podzieleniem genomu wirusa na segmenty. Kiedy jeden organizm zostanie zakazony
dwoma roznymi podtypami wirusa, moze doj$¢ do reasortacji segmentow. W wyniku
wymiany segmentdw miedzy wirusami, moze powstaé wirus o nowych cechach
antygenowych. Organizm, w ktorym moze dojs¢ do takiego zjawiska, nazywany jest
naczyniem mieszajacym. Naczyniem mieszajagcym moze by¢, na przyktad, §winia, ktora moze
by¢ zainfekowana zaré6wno wirusem ludzkim, jak i1 grypa ptasig. Skok antygenowy jest
bardzo niebezpiecznym zjawiskiem, ktore moze odpowiada¢ za wywotanie pandemii. Wirus
HINI1, ktéry spowodowal pandemi¢ w latach 2009-2010, powstal w wyniku reasortacji
segmentoOw pomiedzy trzema réznymi podtypami wirusa tzw. grypy swinskiej, ludzkiej oraz
ptasiej [4].

Przesuniecie antygenowe polega na kumulowaniu si¢ pojedynczych mutacji w genach
kodujacych biatka powierzchniowe wirusa, neuraminidazy (NA) i hemaglutyniny (HA),
w wyniku czego zmieniaja si¢ wlasciwosci antygenow powierzchniowych. Nagromadzenie
mutacji moze prowadzi¢ do sytuacji, w ktorej przeciwciala gospodarza nie beda rozpoznawac
antygenow powierzchniowych wirusa, mimo, ze gospodarz mial wczesniej stycznosé
z wirusem w wyniku infekcji. Przesunigcie antygenowe powoduje, ze co roku konieczne jest
opracowywanie nowych szczepionek.

Procz infekcyjnych czastek wirusowych podczas paczkowania powstaja czastki
wirusowe o niekompletnym zestawie segmentow w wirionie. Procent niekompletnych czastek
wirusowych produkowanych w cyklu namnazania zalezy miedzy innymi od szczepu wirusa.
Przyktadowo, dla szczepu A/PuertoRico/8/1934 (A/PR8) wykazano, ze prawie potowa
czagstek wirusowych nie byta zdolna do produkcji przynajmniej jednego wirusowego biatka,
co prawdopodobnie wynikalo z zaburzen pakowania segmentow do wirionéw. Tylko
kompletny - posiadajacy osiem segmentow wirion jest zdolny do samodzielnego

przeprowadzenia catego cyklu replikacyjnego i wytworzenia wirionow potomnych [5].
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W badaniach opisanych w niniejszej pracy doktorskiej wykorzystywano dwa szczepy
wirusa grypy, A/Vietnam/1023/2004 (H5N1) oraz A/California/04/2009 (H1N1). W nazwie
szczepu zawarte sg podstawowe informacje na temat wirusa. W pierwszej kolejnosci
podawany jest typ wirusa (A), a nastepnie nazwa gatunkowa organizmu, z ktorego zostat
wyizolowany. W przypadku izolatow pochodzacych z organizmu czlowieka, ten etap jest
pomijany. W dalszej kolejnosci podaje si¢ miejsce izolacji (Vietnam, California), numer
izolacji (1023), rok izolacji (2004, 2009) oraz podtyp (H5N1, HIN1) [6].

2.2, Wirus ptasiej grypy
Duze zainteresowanie i obawy budzi wirus ptasiej grypy. Infekcje ptasig grypa wsrod

ludzi zdarzaja si¢ stosunkowo rzadko. Jednak ich pojawienie stanowi spory problem,
poniewaz istnieje duze ryzyko, ze w wyniku reasortacji segmentoOw wirusa grypy ptasiej
i ludzkiej stanie si¢ mozliwe przenoszenie choroby pomigdzy ludzmi. Badania wirusa ptasiej
grypy maja szczeg6élne znaczenie, gdyz spowodowana przez niego infekcja mogtaby sig¢
gwaltownie rozprzestrzenia¢ wérod populacji ludzkiej. Objawy zakazenia wirusem ptasiej
grypy moga mie¢ szerokie spektrum od tagodnych do ci¢zkich, wiacznie ze Smiercig pacjenta.
Ze wzgledu na przebieg choroby u zakazonego drobiu, wyr6ézniono dwa typy wirusa ptasiej
grypy: HPAI (highly pathogenic avian influenza), wysoce zjadliwy wirus ptasiej grypy oraz
LPAI (low pathogenic avian influenza), wirus ptasiej grypy o niskiej zjadliwosci. Najczesciej
wirusy HPAI s3a bardzo patogenne takze w przypadku zakazenia ludzi. Oprdocz czlowieka,
wirus ptasiej grypy moze infekowac takze psy, koty, $winie, foki, lamparty czy tygrysy [7].
Do wirusow HPAI nalezg miedzy innymi H5N1, H5N6, H5N2, H5N3, oraz H5N8, z czego
dwa pierwsze wymienione podtypy mogg by¢ odpowiedzialne za infekcje u ludzi. Pierwszy
przypadek zakazenia czlowieka ptasig grypa zarejestrowano w 1997 roku w Hong Kongu.
Obecno$¢ wirusa HSN1 stwierdzono wowczas U 18 osob, w wyniku czego 6 zmarto [8, 9].

Zakazenia wirusem ptasiej grypy, zaréwno ludzi jak i drobiu, dotychczas wystgpowaty
w ponad 60 krajach na catym $wiecie. Dla wirusa HPAI H5N1 do tej pory zarejestrowano
przeszto 850 przypadkow zakazen od 2003 roku. Z tego powyzej 50% przypadkow
zakonczylo si¢ $miercig [9, 10]. Sredni wiek pacjentéw chorujacych na grype wywotana
wirusem H5N1, w okresie od 1 maja 1997 do 30 kwietnia 2015, wyniost 19 lat. W kazdym
kolejnym roku odnotowuje si¢ wiecej nowych zachorowan spowodowanych wirusem H5N1
[10].
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2.3. Budowa wirionu wirusa grypy typu A
Wrion wirusa grypy typu A jest sferyczny i ma okoto 100 nm $rednicy (Rysunek 1).

Sporadycznie wystepujg takze formy filamentarne, ktorych dtugo$¢ moze wynosi¢ nawet 1
um. Formy filamentarne byly obserwowane glownie w klinicznych izolatach, natomiast
formy sferyczne u szczepdw namnazanych w warunkach laboratoryjnych. Na ostateczny
ksztalt czastek wirusowych maja wpltyw biatka wirusowe neuraminidazy (NA),

hemaglutyniny (HA), biatka M1, M2 oraz nukleoproteina (NP) [11].

HEMAGLUTYNINA

KOMPLEKS POLIMERAZY

RNP

BIALKO M2
BIALKO MACIERZY

BIALKO NEP

NEURAMINIDAZA

Rysunek 1. Model wirionu wirusa grypy typu A.

Na powierzchni wirionu wystepuje dwuwarstwa lipidowa, w ktorej umieszczone sg
biatka hemaglutynina i neuraminidaza, przy czym, tych pierwszych jest cztery razy wiece;.
Zidentyfikowano 18 typow biatka hemaglutyniny oraz 11 rodzajéw neuraminidazy. Obecnos¢
w ostonce wirusa danego rodzaju biatek HA i NA determinuje podtyp wirusa grypy typu A.
Laczna mozliwa liczba kombinacji podtypéw wynosi 198 [12]. W ostonce zakotwiczone jest
rowniez biatko M2, obecne w ilosci okoto 20 czasteczek na wirion. Stanowi ono kanat
jonowy. W ostonce wirusowej wystepuja rowniez biatka komorek gospodarza, w ktorych
nastgpita replikacja wirusa, takie jak, na przyktad, biatka cytoszkieletu, aneksyny czy enzymy
glikolityczne. Rola tych biatek w cyklu replikacyjnym wirusa nie zostala jeszcze poznana
[13].

Pod powierzchnig ostonki lipidowej znajduje si¢ warstwa biatek macierzy

(biatko M1). Ostania ona rdzen wirusa, czyli 8 segmentow wirusowego RNA (VRNA)
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zwigzanych z biatkiem NP 1 polimerazg wirusowa tworzac osiem kompleksow
rybonukleoproteinowych (ang. ribonucleoprotein complex, RNP).

2.4. Znaczenie struktury vRNP
Genom wirusa grypy sklada si¢ z o$miu segmentoéw VRNA. Segmenty wirusowe

zostaly nazwane numerami nadanymi zgodnie z wielkoscig segmentu od najdhuzszego do
najkrotszego VRNA. Kwasy nukleinowe we wnetrzu kapsydu wystepuja w  postaci
komplekséw rybonukleoproteinowych (VRNP). Oprocz biatka NP w kompleksie
rybonukleoproteinowym wystepuja takze biatka polimerazy: biatko PB1, PB2, PA [6, 14, 15].
Wirusowe kompleksy rybonukleoproteinowe réznig si¢ rozmiarami czasteczek. Najkrotszy
kompleks ma okoto 30 nm, najdhuzszy okoto 120 nm. Srednica wszystkich VRNP jest taka
sama i wynosi 12 nm [5].

VRNP sa rozmieszczone w wirionie, wedlug schematu ,,7+1”, co oznacza, ze wokot
centralnie potozonego segmentu, umieszczonych jest siedem pozostatych vRNP.
Charakterystyczne rozmieszczenie VRNP w wirionie oraz ich wspolny transport
w zainfekowanej komorce, swiadczy, ze pomiedzy poszczegdlnymi VRNA moze dochodzi¢
do oddziatywan [5, 14].

Na podstawie wynikow uzyskanych z transmisyjnej mikroskopii elektronowej
potwierdzono, ze w jednym wirionie najczg¢sciej umieszczonych jest osiem segmentow.
Wiriony niekompletne, posiadajace mniej niz 0siem segmentdw, wystepuja w mniejszosci.
Precyzyjne umieszczenie VRNP w segmentach sugeruje, Zze mechanizm pakowania nie jest
przypadkowy, a czasteczka vVRNP musi nie$¢ informacje, ktora pozawala na odroznienie od
siebie poszczegdlnych VRNP. Takg informacjg mogtaby by¢, na przyktad, struktura VRNA
tworzacego VRNP [16, 17].

\/

/

Al

/ X/
w'# ‘A

Rysunek 2. Budowa kompleksu rybonukleoproteinowego. Po lewej stronie schematyczne przedstawienie
budowy VRNP. Niebieskim kolorem zaznaczono VRNA, szarym rdzen utworzony z biatka NP. Pewne fragmenty
VRNA w wirionie sa niezwigzane z NP. Biatka PA, PB1, PB2 stanowia podjednostki wirusowej polimerazy
RNA zaleznej od RNA. Po prawej zdjgcie VRNP wykonane technika mikroskopii krioelektronowej. Zauwazy¢
mozna, ze czasteczke VRNP cechuje pewna elastyczno$é [18, 19].

18



Czasteczka VRNP ma strukture przypominajaca spinke do wlosow, w ktoérej trzon
stanowi prawoskretna anty-rownolegla podwdjna helisa zakonczona petlg [19-21]. RNA jest
nawiniete na rdzen utworzony z biatka NP, w nierbwnomierny sposob (Rysunek 2). VRNP nie
jest sztywng strukturg, ale ma mozliwos¢ zginania si¢ 1 dopasowywania do kolistego ksztattu
wirionu. Jest to mozliwe dzigki tworzeniu przez biatko NP charakterystycznych pierScieni,
ktore powstaja z 7, 6, lub 5 czasteczek nukleoproteiny. Za sprawa przerw, ktore wystepuja
mi¢dzy pierScieniami, dochodzi do relaksacji struktury VRNP. Takie nierownomierne
rozmieszczenie NP w VRNP moze przyczynié si¢ do tego, ze sg obserwowane rozne wartosci
skoku helisy vVRNP [19-21].

Profil wigzania NP jest czgSciowo podobny u szczepdéw tego samego podtypu,
co $wiadczy o tym, ze moze mie¢ charakter uniwersalny. Niezwigzane z biatkiem VRNA
moze bra¢ udzial w oddziatywaniach migdzy segmentami czy tez w obrebie segmentu,
tworzac funkcjonalne motywy strukturalne. Zarowno rejony VRNA niezwigzane
z nukleoproteing RNA, jak i te wigzace biatlko moga petni¢ istotng biologiczng funkcje.
Niektore segmenty, na przyktad vRNA3 wiaza znacznie mniej biatka NP niz inne segmenty
(np. VRNA1) co moze $wiadczy¢ o tym, ze w VRNA istniejg réznej dlugosci rejony
pozbawione NP [18].

W niektorych segmentach (np. w VRNAS) na 3’oraz 5° koncach oraz w rejonie UTR
moze by¢ rowniez wigzane biatko NP. Segmenty moga rdzni¢ si¢ miedzy sobg funkcja, jaka
pelnia podczas pakowania wiriondw. Segmenty, ktoére posiadaja nieoplaszczony
nukleoproteing 3’ 1 5° UTR, moga wzajemne oddziatywac i/lub tworzy¢ motywy strukturalne
regulujace proces pakowania. W celu zweryfikowania znaczenia réznic w dostgpnosci 3’ 1 5’
koncow segmentow dla biatka NP potrzebne sg dalsze badania [14, 18, 20, 21].

Oddzialywania RNA-RNA, biatko-biatko oraz RNA-biatko reguluja procesy
zachodzace podczas infekcji. W tych oddzialywaniach kluczowa role pelni struktura
komponentow VRNP. Poznanie struktury VRNA, oraz doktadnej organizacji w VRNP jest

istotne by zrozumie¢ lepiej funkcje VRNP w cyklu namnazania wirusa grypy.

2.5. CyKl replikacyjny wirusa grypy typu A
Cykl replikacyjny wirusa grypy jest ztozonym procesem, w ktorym biorg udziat

zaro6wno biatka wirusowe, jak i biatka gospodarza - stanowi on sie¢ wzajemnych interakcji.
W czasie infekcji dochodzi do aktywowania 128 gendéw ludzkich, ktore sg powigzane z takimi

procesami jak: inicjacja translacji, endocytoza i transport jadrowy [22]. Dla prawidlowego
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przebiegu cyklu namnazania ma znaczenie takze struktura RNA, co zostalo przyblizone

w podrozdziale ,, Znaczenie badan struktury RNA wirusa grypy”.

W cyklu replikacyjnym wirusa powstaje wiecej niz 13 biatek wirusowych (Tabela 1).

Osiem z nich to biatka strukturalne, tworzace wirion. Oprocz tego wystepuja jeszcze biatka

regulatorowe, ktore sa obecne tylko podczas trwania cyklu namnazania wirusa i nie sg

biatkami wystgpujacymi w kapsydzie [23].

Tabela 1. Biatka kodowane przez poszczegolne segmenty VRNA wirusa grypy typu A [23-30].

Segment

Nazwa bialka

Uwagi

1

PB2

Tworzy kompleks rybonukleoproteinowy. Jest podjednostka
polimerazy wirusowej. Odpowiada za hamowanie odpowiedzi
immunologicznej gospodarza poprzez wptyw na IFN typu L.

PB1

Tworzy kompleks rybonukleoproteinowy. Jest podjednostka
polimerazy wirusowej, odpowiada za synteze RNA.

PB1-F2

Regulacja odpowiedzi immunologicznej gospodarza, powstaje na
drodze zmiany ramki odczytu w mRNA segmentu 2.

PB1-N40

Oddzialuje z kompleksem polimerazy, peptyd istotny w procesie
replikacji. Powstaje na drodze zmiany ramki odczytu w mRNA PB1.

PA

Tworzy kompleks rybonukleoproteinowy. PA wchodzi w sktad
polimerazy wirusowej. Odpowiedzialne za hydroliz¢ mMRNA
gospodarza.

PA-X

Hamowanie syntezy biatek gospodarza, inhibicja IFN f.

PA-N155

Wspomaga replikacje, doktadna rola nie jest znana. Skrécone z N-
konca biatko PA.

PA-N182

Funkcja nieznana. Skrocone z N-konca biatko PA.

HA

Glikoproteina. Biatko powierzchniowe czastki wirusa. Odpowiada za
adhezj¢ i wnikanie wirusa.

NP

Tworzy kompleks rybonukleoproteinowy (RNP), taczy VRNP z
biatkiem M1. Bierze udziat w procesie replikacji, posiada sygnat
lokalizacji jadrowej (NLS) oraz sygnat eksportu jadrowego (NES).

NA

Glikoproteina. Biatko powierzchniowe czastki wirusa. Katalizuje
reakcje rozpadu wigzania a-glikozydowego w czasteczce kwasu
sialowego. Odpowiedzialne za uwalnianie wirusow potomnych z
komorki gospodarza.

M1

Biatko macierzy, tworzy wewngtrznag biatkowa otoczke wirusa.
Regulator transkrypcji. Odpowiada za eksport jadrowy oraz
pakowanie VRNP do wirionow.

M2

Biatko transbtonowe, tworzy kanat jonowy. Odpowiada za utrzymanie
odpowiedniego pH wewnatrz wirionu oraz pgcherzykow
transportujacych. Powstaje na drodze alternatywnego splicingu mRNA
M1.

M42

Biatko petnigce funkcje kanatu jonowego.

NS1

Wzmaga replikacj¢ wirusa. Powoduje inhibicje syntezy IFN typu I,
bierze udziat w splicingu wirusowego RNA. Odpowiada za
hamowanie poliadenylacji oraz eksportu jadrowego mRNA
gospodarza.

NEP (NS2)

Odpowiada za eksport VRNP. Posiada sygnat eksportu jadrowego
(NES), posiada sygnat lokalizacji jadrowej (NLS). Powstaje na drodze
alternatywnego splicingu z mRNA segmentu 8

NS3

Zwigkszenie poziomu replikacji wirusa. Inhibicja IFN
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Unoszace si¢ w powietrzu czastki wirusa grypy moga dosta¢ si¢ do gornych drog
oddechowych. Wirusy moga by¢ obecne w powietrzu np. w wyniku kaszlu zainfekowanych
0sOb, czy tez trzepotania skrzydet zakazonego drobiu. Do zakazenia moze doj$¢ takze
w wyniku kontaktu bezposredniego, ktory obejmuje dotykanie zakazonych powierzchni,
a nastgpnie przenoszenie zanieczyszczen w okolice twarzy. W przewodzie oddechowym
cztowieka panuje temperatura optymalna dla namnazania si¢ wirusa grypy, wynoszaca 33°C.
W wyniku postepujacej infekeji moze doj$¢ do rozprzestrzenienia si¢ zakazenia w dolnych
drogach oddechowych. Temperatura powietrza obecnego w oskrzelach i ptucach wynosi 37°C
i jest rowniez korzystng temperaturg dla wielu szczepdéw wirusa grypy. Zanim dojdzie do
zakazenia, wirus musi pokona¢ grubg (nawet do 50 pm) warstwe $luzu, pokrywajaca tkanki
ukladu oddechowego. Sluz jest bogaty w oligosacharydy - miedzy innymi zawiera kwas
sjalowy. Biatko NA uwalnia wiriony ze $luzu, dzigki swojej aktywnosci hydrolityczne;.
Wiriony moga przedosta¢ si¢ przez warstwe $luzu a nastepnie wigza¢ si¢ do receptoréw
nabtonka oddechowego [31].

Biatko HA bierze udziat w procesie adhezji, rozpoznajgc wigzania o-2,3 glikozydowe
(wirus grypy ptasiej) lub a-2,6 glikozydowe (wirus grypy ludzkiej) wystepujace w kwasie
sjalowym. Kwas sjalowy jest obecny na powierzchni komoérek. Wirus §winskiej grypy moze
rozpoznawac zarowno wigzania glikozydowe typu a-2,6, jak i a-2,3 [23, 32].

Wigzanie HA inicjuje proces endocytozy. Nastgpnie, w wyniku aktywowania biatka
M2 przez obecno$¢ niskiego pH w endosomie, dochodzi do fuzji ostonki wirusa z blona
pecherzyka endocytarnego. Ostabieniu ulegajg oddziatywania miedzy biatkami i w efekcie
VRNP zostaja odtagczone od biatka M1. W wyniku fuzji pgcherzyka z ostonka, VRNP zostaja
uwolnione do cytoplazmy i zostaja przetransportowane do jadra komoérkowego, gdzie
rozpoczyna si¢ replikacja materiatlu genetycznego (Rysunek 3) [23]. Biatka wchodzace
w sktad kompleksu rybonukleoproteinowego, takie jak: PB1, PB2, PA tworza razem
wirusowg polimeraz¢ RNA zalezng od RNA [23]. Wirusowy RNA stanowi matrycg do
syntezy mRNA (ang. messenger RNA) oraz cRNA (ang. complementary RNA). Czasteczka
CRNA natomiast jest matryca, na ktorej jest syntezowany potomny VRNA. Replikacja
wirusowego RNA nie wymaga obecnosci startera, ale w procesie tym niezbgdna jest obecnosé¢
biatka NP. Powstajace w wyniku replikacji vVRNA mogg stuzy¢, jako matryca dla kolejnych
MRNA lub moga by¢ transportowane do cytoplazmy w celu tworzenia nowych czgstek
wirusowych. Do syntezy bialek wirusowych w procesie translacji stuzy nie w pelni
komplementarne do VRNA - mRNA. Czasteczki mRNA dzigki traktom 5-7 reszt
urydynowych w VRNA posiadajg tzw. ogon poli(A). Natomiast czapeczke guanozynowa
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(kap) wirusowe mRNA uzyskuje w procesie tzw. cap-snatching z pre-mRNA gospodarza.
N-koncowa domena biatka PA ma aktywnos$¢ endonukleazy, co umozliwia hydrolize mRNA
gospodarza. Biatko PB2 natomiast przechwytuje kap z 5’ konca pre-mRNA, w wyniku czego
powstajg 10-15 nukleotydowe startery potrzebne do rozpoczecia syntezy wirusowego mRNA.
Pre-mRNA, wykorzystane do przechwytywania kapu, wybierane sa losowo. Za synteze
wirusowego mRNA odpowiada podjednostka polimerazy PB1. Czasteczki Wirusowe mRNA
posiada podobnie, jak mMRNA gospodarza, ogon poli(A) na 3° koncu oraz kap na koncu 5°.
Powoduje to, ze wirusowy mRNA oraz pre-mRNA gospodarza nie sg rozrézniane przez

komorke [6, 24, 33].
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Rysunek 3. Ogdlny schemat cyklu namnazania wirusa grypy typu A [34].

Nastepnie mRNA jest transportowany z jadra do cytoplazmy i rozpoczyna si¢ synteza
biatek. Wszystkie biatka powstajace z wirusowego RNA zostaly przedstawione w tabeli 1.
Kazdy segment koduje przynajmniej jedno biatko. Z mRNA segmentow pierwszego,
czwartego, pigtego i szostego powstaje po jednym biatku wirusowym. Pozostate segmenty
koduja wigcej biatek.

Poczatkowo uwazano, ze VRNA2 koduje tylko biatko PBI. Jednak okazuje sig,
ze mozliwa jest synteza biatka z alternatywnych miejsc inicjacji translacji w wyniku, czego

powstaja biatka PB1-F2 oraz PB1-N40 26. Bezposrednio z mRNA segmentu trzeciego
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powstaje biatko PA. W wyniku przesuni¢cia ramki odczytu mozliwa jest synteza biatka
PA-X. W mRNA segmentu trzeciego sa obecne takze dodatkowe kodony AUG, z ktérych
odbywa si¢ synteza biatek PA-N155 i PA-N182 31. Dodatkowe biatka z segmentow
sioddmego oraz Osmego powstaja na drodze alternatywnego splicingu. W procesie
alternatywnego skladania wirusowego mRNA udziat biorg biatka komorki gospodarza.
Z segmentu siddmego powstajg trzy biatka: M1, M2 oraz M42. Natomiast, z segmentu
6smego powstajg biatka NS1, NS2 oraz NS3 [34].

Postuluje si¢, ze etap splicingu moze by¢ kluczowy dla regulacji calej infekcji.
U réznych szczepdéw zaobserwowano rozne wydajnosci splicingu. W przypadku szczepu
A/Brevig Mission/1918/1 (HIN1) malo wydajny splicing prowadzi do nagromadzenia biatka
NS1, co ma wptyw na infekcyjno$¢ wirusa. Uwaza si¢, ze zaburzenia splicingu mogty by¢
przyczyng wysokiej Smiertelno$ci powodowanej przez grype¢ hiszpanke [35].

Poszczegdlne szczepy moga rézni¢ sie profilem syntezy biatek. Nie zawsze pelen
zestaw bialek jest obecny u wszystkich szczepow. Przykladowo, NS3 zaobserwowano
U szczepow, ktore przystosowaly si¢ do namnazania u myszy, natomiast nie wykryto jak
dotad tego bialka w wirusie namnazajacym si¢ u czlowieka. Obecno$¢ biatka byta zwigzana
Z pojawieniem si¢ mutacji i w efekcie nowego miejsca splicingowego [30].

Kolejnym etapem regulacji cyklu namnazania wirusa grypy sa procesy modyfikacji
bialek. W poczatkowej fazie cyklu, biatko M1 jest ubikwitynowane przy lizynie 242. W tej
samej pozycji, w fazie pdznej, biatko M1 podlega sumoilacji, co powoduje, ze zwigksza si¢
jego stabilno$¢ 1 dochodzi do jego akumulacji. Wigksza ilos¢ biatka M1 powoduje,
ze wzmagany jest proces eksportu jadrowego vRNP.

Synteza biatek HA, M2 i NA zachodzi w retikulum endoplazmatycznym szorstkim.
Hemaglutynina jest syntetyzowana w postaci prekursora HO. W wyniku dziatania enzymow
proteolitycznych, obecnych w komoérkach zainfekowanego gospodarza, dochodzi do
hydrolizy wigzania peptydowego 1 powstania dwoch podjednostek hemaglutyniny: HA1 oraz
HA2 [23]. Przedwczesnemu dojrzewaniu hemaglutyniny przeciwdziala biatko M2, ktore
kontroluje pH w pecherzyku endosomalnym. Zaréwno bialko hemaglutyniny oraz
neuraminidazy podlegaja glikozylacji [11, 23].

Biatka HA, M2, NA do apikalnej czesci blony komodrkowej sg transportowane
za pomocg kompleksu biatek optaszczajacych - COPIL. Mechanizm transportu biatek HA, NA,
M2 jest inny niz w przypadku transportu kompleksu RNP. Z jadra do cytoplazmy
transportowany jest zarowno VRNA, jak i cRNA [28].
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Biatko M1 nie posiada sygnatu, ktéry pozwolitby na kierowanie tego biatka do blony
komorkowej w czesci apikalnej komorki, dlatego prawdopodobnie jest transportowane razem
z VRNP przez pory jadrowe do cytoplazmy. Proces transportu odbywa si¢ przy udziale
eksportyn i wymaga energii z ATP. Eksportyny znajduja sygnat eksportu jadrowego NES
obecny w biatku NEP, ktore oddziatuje z biatkiem M1. vRNP sa transportowane w postaci
kompleksoéw tworzacych si¢ z trzech do czterech segmentéw. Nie zaobserwowano natomiast
transportu pojedynczych segmentéw oraz wszystkich o$miu segmentow jednocze$nie [36].

W procesie eksportu jadrowego bierze udzial biatko NP, ktore réwniez posiada NES.
W eksporcie VRNP moga uczestniczy¢ takze biatka gospodarza jak, na przyktad oddziatujace
z NP biatko NXT1 czy biatko szoku Hsc70, ktore oddzialuje z biatkiem M1 [27]. VRNP
transportowane sg w kierunku wewnetrznej powierzchni blony komorkowej. Proces zachodzi
migdzy innymi przy udziale mikrotubuli oraz pecherzykéw endocytarnych. W procesie
transportu kompleksu vVRNP biorg udziat inne biatka komérkowe takie, jak STAU1, HRB czy
Rabll1. vRNP gromadza si¢ po wewngtrznej stronie btony komoérkowej, przy czym znaczenie
ma odtaczanie si¢ od vVRNP biatka Rabl1. Biatko Rabl1 bierze takze udzial w transporcie
biatka M2 do czes$ci apikalnej komorki.

Proces pakowania segmentéw do wiriondw nie jest dokladnie znany. Wiadomo, ze
najprawdopodobniej nie jest procesem losowym oraz jest zalezny od sygnaléw pakowania
obecnych w sekwencji VRNA na koncach 5’ oraz 3’. Mutacje w sygnale pakowania jednego
segmentu powoduja uposledzenie pakowania pozostatych segmentow, gdyz w pakowaniu
istotne moze by¢ wystepujace oddziatywanie pomiedzy segmentami. Umiejscowienie sygnatu
pakowania na koncach 5’ i 3 moze mie¢ zwigzek z pakowaniem do wirionow tylko
segmentow o pelnej dlugosci. Mozliwe jest pakowanie mniejszej liczby segmentéw niz oSmiu
do wirionéw, przy czym takie wiriony nie sg zdolne do dalszej replikacji. Natomiast nie
zaobserwowano wickszej liczby segmentow niz osiem w wirionie (nawet w duzych formach
filamentarnych). W procesie pakowania VRNP duze znaczenie moga mieC interakcje
RNA-RNA. Niektore rejony w VRNA niezwigzane z biatkiem NP mogg tworzy¢ motywy
strukturalne RNA. Takie dostepne rejony RNA moglyby ze soba oddziatywaé i tworzy¢
kompleksy, ktore beda wspolnie pakowane do wirionu. Proces pakowania wirusa grypy jest
w dalszym ciggu badany [14, 16, 18].

W wyniku nagromadzenia biatek w czesci apikalnej dochodzi do powstania strefy
paczkowania i wypuklenia btony komorkowej. Biatko M2 ma znaczenie przy formowaniu
ksztattu pecherzyka i odrywaniu go od blony komorkowej [37]. Biatko NA odpowiada za

usuwanie reszty kwasu sjalowego z oligosacharydoéw bialek ostonki, dzigki czemu mozliwe
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jest uwolnienie wiruséw, a czastki wirusowe nie agreguja [31]. Wirusowe mRNA nie sg
pakowane, gdyz posiadajg kap oraz ogon poli(A) i sg traktowane jak pre-mRNA komorki.
Biatko M1 moze wigza¢ si¢ z VRNP, natomiast nie oddzialuje z cRNP. Powoduje to,
ze transport VRNP oraz cRNP w cytozolu si¢ r6zni. Oddziatywanie z M1, miedzy innymi,
odpowiada za pakowane VRNP do wiriondw. Natomiast cRNP nie wigze M1, wiec nie
podlega pakowaniu. Nowe wiriony opuszczaja komorke i cykl namnazania wirusa grypy typu

A rozpoczyna si¢ od poczatku [28].

3. Wirusy grypy pozostalych typow

Wirus grypy typu A jest najlepiej zbadanym wirusem w rodzinie Orthomyxoviridae.
Oproécz niego do tej grupy wirusow zaliczamy wirusy grypy typu B, C oraz D.

Wirus grypy typu B (ang. influenza B virus, IBV) zostal odkryty w 1940 roku.
Epidemie powodowane przez IBV wystepuja, co 2-4 lata. Choroba spowodowana infekcja
tym wirusem moze skutkowa¢ wysoka S$miertelnoscig. Za 29% wszystkich przypadkow
$miertelnych, spowodowanych przez wirusy grypy w USA w latach 1997-2009, odpowiadaty
wirusy grypy typu B [38]. Najbardziej podatne na infekcj¢ wirusem sg dzieci i miodziez
w wieku 5-19 lat [39]. Objawy sa bardzo podobne do zakazenia spowodowanego IAV.
W przypadku wirusa grypy typu B cze¢sciej dochodzi do powstania powiktan ze strony uktadu
nerwowego 1 uktadu mig$niowo- szkieletowego. U dorostych zmartych w wyniku IBV
czesciej wdawaty sie tez infekcje bakteryjne powodujace zapalenie ptuc [40, 41].

IBV posiada, podobnie jak 1AV, 8 segmentoéw VRNA, natomiast biatka wytwarzane
przez wirus grypy B roznig si¢ sekwencja i dlugosciag od bialek wirusa grypy typu A.
Segmenty 1-3 koduja PB1, PB2, PA-biatka polimerazy wirusowej. Funkcje biatek sa podobne
u obu wiruséw. Segment 4 koduje hemaglutyning, ktora uczestniczy w wigzaniu wirusa do
receptorow nabtonka oddechowego. HA wigze si¢ do kwasu sialowego z mniejsza
wydajnos$cig niz jest to obserwowane w przypadku wirusa grypy typu A. Mimo, ze sekwencja
biatka HA z IBV r6zni si¢ od sekwencji aminokwasowej biatka pochodzacego z IAV, to
struktura i funkcje sa podobne [42]. Segment 5 koduje biatko NP. Nukleoproteina wirusa
grypy typu B znacznie rozni si¢ od biatka NP wirusa grypy typu A. Bialko posiada dwie
dodatkowe domeny, dzigki ktorym biatko NP IVB moze petni¢ dodatkowe, nieznane jeszcze
funkcje. Bialko NP wirusa grypy typu B hamuje namnazanie wirusa grypy typu A, miedzy
innymi, poprzez oddziatywanie z bialkiem PB2 [43]. Z segmentu 6 powstaja biatka NB oraz
neuraminidaza. Neuraminidaza odpowiada za uwolnienie wirusow z komorki gospodarza,

a takze bierze udzial w hydrolizie kwasu sialowego 1 wnikaniu wirusa do komorek. Tym
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samym pelni funkcj¢ identyczna, jak w przypadku wirusa grypy typu A. Biatko NB jest
bialkiem charakterystycznym dla IVB. Funkcja biatka NB nie zostata poznana, jednak
obecno$¢ tego biatka w komorkach zwicksza wydajnosé replikacji IBV [44]. Segment 7
koduje biatka BM1 i BM2. Rola biatka BM1 w cyklu replikacyjnym wirusa grypy typu B nie
zostala jeszcze poznana. Biatko BM2 moze bra¢ udziat w pakowaniu VRNP do potomnych
wirionéw, ma tez wplyw na infekcyjnos¢ wirusa. [45]. Segment 8 koduje biatko NEP i NS1.
Biatko NS1 pekni istotne funkcje podczas cyklu namnazania wirusa. Zaréwno biatko NEP, jak
1 NS1 maja podobne funkcje jak u wirusa IAV. U wirusa grypy typu A dochodzi do
oddziatywania biatka NEP z vRNP poprzez biatko MI1. Natomiast, w przypadku IBV
dochodzi do bezposredniego oddziatywania vVRNP i NEP [45].

Gospodarzem dla wirusa grypy typu B jest zazwyczaj tylko cztowiek, co skutkuje tym,
ze w przypadku IBV istnieje mniejsze ryzyko pandemii niz dla IAV. Tymczasem IAV
Z powodzeniem moze namnazaé si¢ takze w organizmach ptakow czy $§win, co znacznie
utatwia rozprzestrzenianie infekcji. Chociaz istnieja przypadki infekcji innych zwierzat, na
przyktad IBV wyizolowano z organizmu foki. RNA wirusa grypy typu B byt obecny tez
w gornych drogach oddechowych $win, natomiast nie udato si¢ wyizolowaé czastek
wirusowych. Przeciwciata skierowane przeciwko wirusowi byly obecne u $winki morskiej
[46].

W przypadku wirusa grypy typu B moze takze dochodzi¢ do skoku i przesunigcia
antygenowego [39, 43]. Inhibitory neuraminidazy sa znacznie mniej skuteczne w przypadku
wirusa grypy typu B niz w przypadku wirusa grypy typu A. Stosowane w leczeniu AV
rymantadyna i amantadyna nie sg skuteczne w przypadku IBV [47].

Wirus grypy C (ang. influenza C virus, ICV), podobnie jak wirus grypy typu B atakuje
gléwnie dzieci oraz mlodziez. Wirus jest najczesciej wykrywany w organizmach osob ponizej
5 roku zycia. Wigkszo$¢ dorostych ludzi posiada przeciwciala skierowane przeciwko
wirusowi grypy typu C, co oznacza, ze infekcja powodowana przez tego wirusa nie jest
rzadko$cig. Zazwyczaj powoduje powstanie tagodnych objawdéw ze strony ukladu
oddechowego oraz goraczke. Moze powodowaé zapalenie spojowek Ilub przebiegad
bezobjawowo. Atakuje zarowno gorne, jak 1 dolne drogi oddechowe. Wirus grypy typu C
najlepiej namnaza si¢ w temperaturze 33°C, jednak moze namnaza¢ si¢ z mniejsza
wydajnoscig takze w 37°C. Material genetyczny wirusa grypy typu C stanowi siedem

segmentow wirusowego RNA.[48, 49].
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Niewiele wiadomo na temat biatek kodowanych przez ICV. Segmenty 1-3 koduja
biatka polimerazy. Wirus nie posiada biatka neuraminidazy ani hemaglutyniny. Segment 4
koduje biatko HEF, ktére odpowiada za fuzj¢ wirusa z blong komodrkowa gospodarza.
Segment 5 koduje biatko NP. Natomiast, segment 6 koduje biatka M1 oraz CM2. To ostatnie
bierze udzial w pakowaniu segmentow do wirionow potomnych oraz uwalnianiu segmentow
z kapsydu w endosomach. Fosforylacja biatka CM2 ma wptyw na wydajno$¢ namnazania
wirusa [49, 50].

Wirus moze takze atakowa¢ §winie oraz psy, jednak jego gtownym gospodarzem jest
czlowiek. Niektore szczepy wirusa moga by¢ przenoszone pomigdzy $winiami [49, 51].
Wirus podlega procesowi przesunig¢cia antygenowego. Badania japonskich naukowcow
potwierdzity, ze reasortacja segmentéw ICV moze prowadzi¢ do powstania nowego szczepu

zdolnego do powodowania epidemii [48, 51].

Wirus grypy typu D (ang. influenza D virus, IDV) zostat odkryty w 2011 roku w USA.
Wirus powoduje infekcje bydta, ktore bylo wezesniej uwazane za odporne na wirusa grypy.
Wirus ten poczatkowo pomylono z ICV, jednak istniejace rdznice, miedzy innymi,
w sekwencji spowodowaty, ze konieczne byto wyodrgbnienie nowego typu. Na temat wirusa
grypy typu D wcigz niewiele wiadomo. Wystgpowanie wirusa odnotowano we Francji,
Wtoszech oraz Chinach [51-53]. Wirus namnaza si¢ w gornych oraz dolnych drogach
oddechowych. Najwyzszy poziom replikacji wirusa zaobserwowano w temperaturze 37°C
[49].

Podobnie jak wirus grypy typu C material genetyczny wirusa IDV zbudowany jest
z siedmiu segmentéw RNA. Sekwencje koncoéw 5’ i 3’ tworzgce motyw panhandle (opisany
nizej, w rozdziale Motywy strukturalne RNA wirusa grypy) sa niemal identyczne, jak u ICV
oraz IDV. Podobnie jak w przypadku ICV, bialka wirusa nie zostaly w pelni zbadane.
Segmenty 1-3 koduja biatka tworzace wirusowa polimeraze (biatka PB1, PB2, P3). Segment
4 koduje biatko HEF, bialko esterazy hemaglutyniny, ktore odpowiada za adhezje wirusa na
powierzchni komorek nabtonka oddechowego. Biatko HEF ICV oraz IDV posiadajg
sekwencj¢ aminokwasowa identyczng w 55%. Struktura trzeciorzedowa obu bialek jest
niemal identyczna. Bialko HEF, nie wykazuje takiej zmienno$ci jak HA czy NA, stad uwaza
si¢, ze zachorowanie na grype spowodowang infekcjg wirusa grypy typu C lub D, daje
dhugotrwatg odpornos¢ [49, 51-53]. Segment 5 koduje nukleoproteing, a segment 6 koduje
biatko btonowe M1 oraz transbtonowe biatkko CM2. Natomiast segment 7 koduje biatka NS1

oraz NS2, ktére s odpowiedzialne za hamowanie odpowiedzi immunologicznej komorki
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gospodarza oraz eksport potomnych czasteczek rybonukleoproteinowych z jadra
komorkowego [49].

Wirus moze powodowa¢ infekcje u §win oraz u fretki [51-53]. Swinia moze byé
naczyniem mieszajacym dla ICV oraz IDV. Wirus moze rowniez infekowa¢ ludzi, jednak
znacznie rzadziej niz pozostate typy wiruséw grypy. Szacuje si¢, ze okoto 1,3% $Swiatowe;j
populacji ludzkiej posiada przeciwciata skierowane przeciwko hemaglutyninie wirusa grypy
typu D. Ryzyko zakazenia znacznie rosnie, wsrod ludzi pracujagcych z bydlem. Wcigz nie

wiadomo, czy wirus moze by¢ przenoszony z cztowieka na cztowieka [49].

4. Kierunki terapeutyczne w leczeniu grypy
W ponizej zostang przedstawione wybrane kierunki zwigzane z projektowaniem

nowych lekéw przeciwko wirusowi grypy. Zaprezentowane zostang takze aktualnie

stosowane, skuteczne terapie oraz zagadnienia zwigzane z profilaktyka grypy.

4.1. Leki stosowane w leczeniu grypy
Aktualnie leki zatwierdzone przez FDA do stosowania w terapii zakazen wirusem

grypy to: oseltamiwir, peramiwir oraz zanamiwir. W Polsce stosowany jest oseltamiwir
w postaci preparatu Tamiflu. W Japonii dostepny jest nowy zwigzek - laninamiwir. Wszystkie
leki sg inhibitorami neuraminidazy (Rysunek 4) [54, 55].

Oseltamiwir jest podawany doustnie. W watrobie ulega przeksztatlceniu do
karboksylanu oseltamiwiru, ktory wykazuje wlasciwosci przeciwwirusowe. Lek jest
nacelowany na neuraminidaze i dziata na szczepy wirusa grypy typu A i B. Oseltamiwir
wykazuje mniejsze podobienstwo strukturalne do kwasu sjalowego i jego analogu — DANA
niz zanamiwir. Jest to powodem, ze zanamiwir jest uwazany za skuteczniejszy lek, mniej
podatny na wytworzenie opornosci przeciwko niemu. Wykazano, ze oseltamiwir podawany w

postaci aerozolu daje lepsze efekty terapeutyczne, niz podawany w standardowy sposob [56,
57].
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Rysunek 4. Wzory strukturalne inhibitorow neuraminidazy. (1) DANA - analog stanu przej$ciowego kwasu
sjalowego wigzanego przez NA, (2) zanamiwir, (3) laninamiwir, (4) oktanian laninamiwiru i (5) oseltamiwir
[56].

Zanamiwir wykazuje skuteczne dzialanie przeciwwirusowe 1 jest powszechnie

stosowany przeciwko wirusowi grypy typu A oraz B. Nie zaobserwowano, aby inhalowany
zanamiwir byt toksyczny. Niestety lek przy doustnym podawaniu wykazuje stabg
przyswajalno$¢, gdyz wykazuje silng polarno$¢. Jedng z mozliwosci podania leku jest
stosowanie inhalacji, co jest ktopotliwe, szczegdlnie dla os6b z astma, gdyz zanamiwir
wystepuje w preparacie w postaci proszku. Dodatkowo, obserwowane jest czeste zapychanie
inhalatora. Lek nie powinien by¢ stosowany przez osoby posiadajace alergi¢ na biatko mleka,
ktore wchodzi w sktad preparatu. Trwaja badania nad alternatywnym sposobem podawania
leku, na przyktad droga dozylna [57-60].

Kolejnym lekiem jest peramiwir (Rysunek 5). Stosowany w ci¢zkich przypadkach
zakazen $winska grypa, charakteryzowat si¢ wysoka skutecznos$cia. Lek podawano, mimo, ze
badania kliniczne nie zostaty zakonczone. Peramiwir budzil kontrowersje, gdyz ostateczne
wyniki IV fazy badan nie wykazaty istotnych réznic pomiedzy proba a kontrola. Raport z
badan, jako przyczyne podal mutacje obecne w szczepach wykorzystywanych w badaniach
klinicznych. Ostatecznie peramiwir zostat jednak zatwierdzony przez FDA w 2014 roku.
Lek podawany jest dozylnie [54, 59]. Laninamiwir to inhibitor neuraminidazy, skuteczny w
walce z szczepami opornymi na oseltamiwir. Laninamiwir wykazuje podobienstwo

strukturalne do zanamiwiru. Stosowany jest w postaci proleku — oktanianu laninamiwiru.
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Rysunek 5. Strukturalny wzor peramiwiru.

Oktanian laninamiwiru jest stosowany, jako proszek do inhalacji i w przeciwienstwie
do zanamiwiru potrzebne jest tylko jednorazowe podanie, poniewaz lanamiwir ma
przedtuzong trwatos¢ w ptucach [55, 56].

Niestety stosowanie lekow przeciwwirusowych czgsto wigze si¢ z wystgpieniem
opornos$ci u szczepow wirusa grypy. Przykladowo, dzi§ nie zaleca si¢ juz stosowania
amantadyny i rymantadyny. Amantadyna oraz rymantadyna byly lekami nacelowanymi na
biatko M2 i powodowaly zaburzenia dzialania kanatu jonowego, co blokowato procesy
usunigcia otoczki i fuzji ostonki z btong pecherzyka endocytarnego [61].

W 1994 roku obserwowana oporno$¢ u podtypu H3N2 na amantadyne i rimantadyne
wynosita 1%, natomiast w roku 2005 wzrosta juz do 91% [62, 63]. Rosnie takze procent
szczepow opornych na oseltamiwir. Wystapienie mutacji skutkujgcej zastapieniem histydyny
przez tyrozyng w pozycji 274 w NA powoduje stabsze wigzanie oseltamiwiru [64]. Wiasnie
ze wzgledu na pojawiajaca si¢ oporno$é, nowe substancje o dziataniu przeciwwirusowym
musza by¢ nieustannie poszukiwane.

Kierunki poszukiwan obejmujga, miedzy innymi, inhibitory, ktore celujg w interakcje
zachodzace pomiedzy biatkami gospodarza i VRNP wirusa. Do takich inhibitorow moga
naleze¢ wielonienasycone kwasy ttuszczowe, naturalnie wystgpujace w komorce. Badania na
myszach wykazaty, ze protektyna D wykazuje inhibicj¢ namnazania wirusa grypy typu A
[65].

Jako, ze splicing jest kluczowym etapem infekcji wirusowej, duze znaczenia ma
poszukiwanie inhibitoréw tego procesu. Do zidentyfikowanych niskoczasteczkowych
zwigzkow, ktore zaburzaja proces splicingu wirusowego mRNA, nalezy TG003. Zwiazek ten
jest inhibitorem biatka CLK1, ktore uczestniczy w splicingu. Namnazanie wirusa grypy typu
A w linii komoérkowej A549 w obecnosci TG003 byto obnizone o 93%, bez zaobserwowania

efektow toksycznych [66].

30



Poza badaniami cyklu namnazania wirusa i poszukiwaniem jego nowych inhibitorow
stosowane s3 takze badania przeciwwirusowych wiasciwosci substancji pochodzacych
Z ekstraktow roslin stosowanych zwyczajowo w leczeniu grypy. Badania najczesciej majg na
celu identyfikacj¢ substancji czynnej, ktéra moglaby by¢ stosowana, jako suplement
wspomagajacy leczenie grypy. Do roslin, ktére posiadaja wlasciwosci przeciwwirusowe
nalezy miedzy innymi Jatropha multifida, ktora jest rosling z rodzaju wilczomleczowatych,
wystepujacg na terenie Republiki Zwigzku Mjanmy (dawniej Birma). Wodne oraz
chloroformowe ekstrakty z J. multifida inhibowaly namnazanie wirusa HIN1. Dodatkowo,
wodne ekstrakty zwigkszalty przezywalno§¢ komérek MDCK zakazonych wirusem grypy
typu A [67].

4.2. Nanotechnologia w walce z grypa
Trwaja prace z wykorzystaniem nanoczastek w walce z wirusem grypy. W ciagu

ostatnich 10 lat znaczenie nanotechnologii w walce z wirusami znacznie wzrosto. Poza
zastosowaniem w leczeniu, nanoczastki wykorzystywane sa w detekcji, obrazowaniu wirusa
grypy i badaniu efektywnosci szczepionek [68].

Nanoczastki stosuje si¢, miedzy innymi, w celu lepszego dostarczenia leku czy
zwigkszenia przeciwwirusowego dziatania. Przyktadowo, Lin i wspotpracownicy stworzyli
nanoczastki selenu, ktore pozwalajg na efektywne dostarczenie zanamiwiru. Selen dodatkowo
stymuluje uktad immunologiczny. Nanoczastki selenu charakteryzuje tez niska toksycznos¢.
Oprocz selenu stosowano takze nanoczastki srebra z zanamiwirem, ktére wykazuje
wlasciwosci przeciwwirusowe. W obu przypadkach przezywalno$¢ zakazonych komorek
traktowanych nanoczastkami byta wigksza niz w kontroli [58, 69].

Stosowano takze nosniki ztota, mimo, ze nanoczastki zlota nie wykazujg wlasciwosci
przeciwwirusowych.  Sametband 1  wspoOtpracownicy  pokryli  nanoczastki  ztota
merkaptoetansulfonianem (MES) oraz kwasem merkaptobursztynowym (MSA). Oba typy
nanoczgstek inhibowaly namnazanie wirusa grypy w linii  komodrkowej MDCK.
Za wlasciwos$ci  przeciwwirusowe stosowanych ~w  badaniach nanoczastek  byty
odpowiedzialne sulfoniany, polisulfoniany i polisiarczany wykazujace dziatanie
przeciwwirusowe poprzez wigzanie biatkka HA i1 zahamowanie wnikania wirusa grypy do
komorki [70, 71]. Nanoczgstki mogg by¢ tez wykorzystywane w dostarczaniu antysensowych

oligonukleotydow [72].
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4.3. Oligonukleotydy antysensowe
Trwaja prace nad wykorzystaniem kwaséw nukleinowych w walce z wirusem grypy.

Jednym z przykltadow terapeutycznych kwasow nukleinowych s3 antysensowe
oligonukleotydy (ASO). Informacje dotyczace wynikow badan inhibicji namnazania wirusa
grypy w obecnosci oligonukleotyddéw antysensowych nakierowanych na vVRNAS znajduja si¢
W rozdziale ,, Wyniki i Dyskusja”. W tej czeSci zostang przedstawione wybrane przyklady
antysensowych oligonukleotydow nacelowanych na pozostate segmenty wirusoOw grypy.
Antysensowe oligonukleotydy sa stosowane w badaniach inhibicji namnazania wirusa grypy
poczawszy od lat 90 ubiegtego wieku [73].

W badaniach wykorzystujacych ASO w inhibicji namnazania wiruséw grypy,
zastosowano dwa rozne podejscia. Antysensowe oligonukleotydy mogg by¢ nakierowane na
wirusowe mRNA lub na VRNA.

Grupa Mizuty uzywata oligonukleotyd antysensowy zawierajacy tiofosforany, ktérego
celem byt mRNA PB2. Oligonukleotyd byt 20-merem a jego rejon docelowy nachodzil na
kodon AUG. Oligonukleotyd byl dostarczany do myszy z pomoca liposoméw. Dla
oligonukleotydu antysensowgo stosowanego w dawce 40 mg/kg zaobserwowano 10-krotne
obnizenie miana wirusa w ptucach myszy infekowanych wirusem HIN1 w stosunku do
kontroli. Wynik byl poréwnywalny z préba, w ktdérej stosowano rybawiryne (stezenie
rybawiryny wynosito 40 mg/kg) [74].

Grupa Martelli’ego stosowata wektory lentiwirusowe, aby dostarczy¢ antysensowe
oligonukleotydy do linii komorkowej A23. W wyniku integracji z DNA komorki dochodzito
do konstytutywnej ekspresji 1 utrzymania statego poziomu oligonukleotydow antysensowych.
Oligonukleotydy byty nakierowane na 5’UTR w vRNAI1, vRNA2, vRNA3. Najwigkszy
poziom inhibicji namnazania wirusa grypy typu A (HINI) zaobserwowano dla
oligonukleotydu nakierowanego na vVRNA2 i wynosit on 1,2 logio [75].

Istotnym podejsciem przy projektowaniu antysensowych oligonukleotydow
nakierowanych na wirusa grypy typu A, jest uwzglednienie struktury drugorzegdowej vRNA.
Jest to metoda stosowana w macierzystym Zaktadzie Genomiki Strukturalnej RNA Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN. Dotychczas opublikowane prace prezentuja wyniki inhibicji
namnazania wirusa grypy typu A (HINI), w wyniku dziatania ASO zaprojektowanych
W oparciu o strukture drugorzedowa vRNA segmentu o6smego (VRNAS) oraz mRNA
segmentu pigtego (MRNAS). W przypadku ASO nakierowanych na vRNAS8 pieé
oligonukleotydow ze wszystkich zaprojektowanych antysensowych oligonukleotyddéw

wykazywato 5-krotne obnizenie namnazania wirusa w stosunku do kontroli. W ASO
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stosowano modyfikacje typu 2’0O-metyloRNA oraz LNA. Badane oligonukleotydy
antysensowe nie wykazywaty cytotoksycznosci [76, 77].

Chinscy naukowcy badali trzy antysensowe oligonukleotydy posiadajgce modyfikacje
typu 2°0O-metyloRNA oraz podstawnik butylowy przy 3’-koncu. Oligonukleotydy byly
nakierowane na konserwatywne rejony w mRNA segmentu 8 wirusa grypy H5N1. Jako
no$nika dla dostarczenia antysensowych oligonukleotydow uzywano lipofektaminy.
Wszystkie oligonukleotydy powodowaty obnizenie poziomu biatka HA przy stosowanym
zakresie stezen wynoszgcym od 0,2 do 2 uM. Przeprowadzono takze testy in vivo, w ktorych
oligonukleotydy byly dostarczane droga donosowsg. Najlepszy efekt uzyskano dla mieszaniny
oligonukleotydow antysensowych. Wykazano, ze 87,5% infekowanych kurczat przezyto, gdy
podano im mieszaning trzech oligonukleotydow. Prawdopodobnie wigzanie jednego
oligonukleotydu, prowadzito do zwigkszenia dostepnosci RNA dla pozostatych [78].

Opisane  powyzej przyktady dotycza  oligonukleotydow  antysensowych,
wykorzystanych w badaniach laboratoryjnych. Aby oligonukleotyd antysensowy zostat
wykorzystany, jako terapeutyk musi posiada¢ szereg cech, miedzy innymi, by¢: stabilny
w srodowisku komoérkowym, po spelnieniu swojej roli powinien zosta¢ wydalony
z organizmu (lub rozlozony), nie moze by¢ toksyczny, musi by¢ skuteczny, dostarczony
precyzyjnie i specyficznie oddziatywac z tylko z docelowym RNA.

Radavirsen jest przyktadem oligonukleotydu antysensowego, ktory moze wkrétce
znalez¢ zastosowanie w leczeniu ludzi. Dziatanie radavirsenu polega na hamowaniu translacji
biatek M2 oraz M1. Radavirsen wigze si¢ do mRNA segmentu siddmego 1 stanowi zawadg
przestrzenng w procesie translacji. Oligonukleotyd zostal zaprojektowany tak, by wigzac¢ si¢
w rejonie wykazujacym silnig konserwatywnos¢ sekwencji. Oligonukleotyd wplywa takze na
proces splicingu. Radavirsen zawiera ugrupowania fosforoamido-morfolinowe (PMO).
Lek jest w fazie badan klinicznych, natomiast wstepne wyniki sugeruja, ze jest bezpieczny,
w zakresie stosowanych, terapeutycznych dawek. Najpowszechniejszym skutkiem ubocznym
u ochotnikéw biorgcych udziat w badaniach byty bole glowy. Radavirsen jest skuteczny tylko
w przypadku wirusa grypy typu A [79].

Powyzsze przyktady pokazuja, ze antysensowe oligonukleotydy moga by¢ skuteczne
w inhibicji namnazania wirusa grypy oraz majg szans¢ zosta¢ powszechnie stosowanym

lekiem.
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4.4. Modyfikacje i dokomorkowy transport antysensowych
oligonukleotydow
Wazne zagadnienie stanowi réwniez sposob  dostarczenia antysensowych

oligonukleotydow, gdyz terapeutyczne RNA sg najczgsciej ujemnie natadowanymi (na grupie
fosforanowej) czasteczkami i ich transport przez blony jest problematyczny. Terapeutyczne
RNA wnikaja do komorki i sg transportowane w postaci pecherzykéw endocytarnych.
Oligonukleotydy antysensowe bedac zamkniete w pecherzykach nie mogg oddziatywac
Z czasteczkami obecnymi w cytozolu czy jadrze [80].

W skuteczno$ci dziatania oligonukleotydéw duze znaczenie maja modyfikacje, ktore
wptywaja na tadunek czasteczki oraz chronia ASO przed dzialaniem endonukleaz.
Przyktadowo, modyfikowane nukleotydy typu morfolinowego w PMO nie posiadajg tadunku,
przez co cechuja si¢ zwigkszong site¢ wigzania do RNA oraz tatwiej wnikaja do komorek [72].

Kolejnym  przyktadem jest zastosowanie modyfikowanych nukleotydow
tiofosforanowych (ang. phosphothioate, PS). Obecnos¢ w tancuchu wigzan tiofosforanowych,
zwigksza odporno$¢ oligonukleotydu antysensowego na degradacje powodowana przez
nukleazy. Oligonukleotydy posiadajace tiofosforany moga wigza¢ si¢ do bialek osocza, co
zapobiega szybkiemu wydaleniu z organizmu. Wigzanie do biatek osocza pozwala takze na
rozprowadzenie oligonukleotydow antysensowych w catym organizmie. Oligonukleotydy PS
moga wigzac si¢ do biatek wewnatrzkomorkowych, co powoduje, ze takie oligonukleotydy sa
stopniowo uwalniane w komorce. Kolejng zaleta oligonukleotydow zawierajacych PS jest
zdolno$¢ do samoistnego przenikania przez pgcherzyk endocytarny (gymnosis). Proces ten nie
zostat jeszcze doktadnie poznany [80-83].

Zastosowanie modyfikowanych nukleotydow, ktore zwigkszaja powinowactwo
(tworzenie termodynamicznie trwalszych dupleksow) antysensowego oligonukleotydu do
docelowego RNA, réwniez posrednio utatwia jego dostarczenie, gdyz pozwala skroci¢ jego
dtugos¢. Do modyfikacji, ktore zwiekszaja wigzanie oligonukleotydu do RNA naleza miedzy
innymi modyfikacje cukrow w pozycji 2’ jak: 2°-O-metylo, 2’-fluoro czy 2’-O-metoksyetylo
(ang. 2’-O-methoxyethyl, 2°-MOE). Oligonukleotydy te rowniez opieraja si¢ dziataniu
rybonukleaz [81, 83].

Bardzo silne wiazanie do docelowego RNA wykazuja réwniez oligonukleotydy
posiadajace LNA (ang. locked nucleic acid, LNA). Ryboza w LNA ma dodatkowe wigzanie
miedzy weglem C4’ a tlenem O2’. Oligonukleotydy antysensowe posiadajace modyfikacje
LNA charakteryzuja sie wysoka odpornoscia na dziatanie nukleaz. Dla krotkich LNA
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réwniez zaobserwowano in Vvitro zjawisko bezposredniego wnikania oligonukleotydow [83,

84].
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Rysunek 6. Rysunek przedstawia modyfikacje nukleotydéw stosowane w antysensowych oligonukleotydach
[83, 85].

W przypadku oligonukleotydow antysensowych majacych wykazywaé dziatanie
terapeutyczne waznym aspektem jest kierowanie ASO do docelowego narzadu. W przypadku
wirusa grypy beda to drogi oddechowe. Pomocne w procesie precyzyjnego dostarczania do
narzadu staje si¢ sprzgganie oligonukleotydow z czasteczkami pomocniczymi oraz stosowanie
odpowiednich no$nikow jak na przyktad lipofektamina. To czy w ogoéle oraz jakiego rodzaju
powinny by¢ zastosowane nosniki, a takze, z jakimi czgsteczkami powinien by¢ sprz¢zony
oligonukleotyd zalezy od dlugosci ASO, jego sekwencji, stosowanych modyfikacji oraz
narzadu, w ktorym oligonukleotyd ma wykazywac dziatanie [86].

W przypadku drog oddechowych precyzyjne dostarczenie moze zapewni¢ odpowiedni
sposOb podania antysensowego oligonukleotydu. Bardzo pomocne moze sta¢ si¢ suszenie
rozpylowe antysensowych oligonukleotydow oraz zastosowanie aerozolu czy inhalacji,
co pozwala na uzyskanie wysokiego stezenia terapeutyku bezposrednio w drogach
oddechowych [87]. Niestety bez zastosowania no$nika czy czgsteczek pomocniczych moze
nie by¢ obserwowany efekt terapeutyczny w plucach, co moze wynikaé, miedzy innymi, z
duzej warstwy $luzu oraz surfaktantéw plucnych obecnych w drogach oddechowych, rzgsek

obecnych na komorkach czy aktywowania przez oligonukleotydy receptorow TLR. Jezeli
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stanie si¢ mozliwe dostarczenie do docelowej komorki, pozostaje jeszcze problem uwigzienia
w endosomach [72, 88, 89].

Czasteczkami pomocniczymi w dostarczaniu oligonukleotydéw antysensowych do
komorek mogg by¢ na przyktad peptydy, lipidy czy zwigzki niskoczgsteczkowe [72]. Peptydy
majg za zadanie zmienia¢ pH wewnatrz endosomu, co ma skutkowac jego destabilizacjg i w
efekcie uwolnieniem znajdujacych sie¢ w nim oligonukleotydow. Lipidy kationowe moga
narusza¢ blon¢ endosomu. Zwigzki niskoczasteczkowe moga zwicksza¢ przepuszczalnosé
btony endosomalnej lub wzmaga¢ zdolno$¢ oligonukleotydow do samodzielnego przenikania.
Po wniknigciu do cytoplazmy jednoniciowe kwasy nukleinowe sg transportowane do jadra

komorkowego [72, 90].

5. Profilaktyka zakazen wirusem grypy

Nie mozna zapomnie¢ o profilaktyce, gdyz jest ona istotnym filarem walki z wirusem
grypy. Podczas wystepujacej pandemii najistotniejsze jest zachowanie odpowiedniej higieny
jak czeste mycie rgk czy stosowanie maseczek. Istotne sg warunki mieszkaniowe osob
zagrozonych epidemig. Generalnie powinno unika¢ si¢ mieszkania w jednym pomieszczeniu
z inwentarzem, co niestety jest czesto spotykane w Afryce czy Azji. Przyktadowo, Egipt jest
krajem, w ktorym na przestrzeni lat 2003 do 2017 zarejestrowano najwigcej na $wiecie
zachorowan na grype powodowang HS5NI1. Ponadto, 200 przypadkéw zachorowan
zarejestrowano w Indonezji, a 127 w Wietnamie. Poza utrzymywaniem odpowiedniej higieny
istotna jest takze, identyfikacja zrodta zakazenia czy monitorowanie padtego ptactwa oraz
izolacja chorych [91].

Niezbedne jest takze przeprowadzanie akcji corocznych szczepien. Aby
wyprodukowac 1 zatwierdzi¢ nowa szczepionk¢ potrzebne jest okoto od 6 do 8 miesiecy.
Poczawszy od 1972 roku WHO zatwierdza wytyczne, ktore powinny zosta¢ spetlnione dla
kolejnej szczepionki przeciwko grypie. W marcu zatwierdzane sa wymagania dotyczace
szczepionek stosowanych w krajach potkuli pdétnocnej, natomiast we wrzesniu dla krajow
potkuli potudniowej. Szczepionka taka powinna chroni¢ zaréwno przed infekcja
spowodowang szczepami wirusa grypy typu A, jak i wirusa grypy typu B. WHO wybiera
takze dopuszczalne szczepy, w oparciu, o ktore powinna powsta¢ szczepionka [92].

Danych potrzebnych do stworzenia wytycznych dostarcza Globalna Sie¢ Nadzoru nad
Grypa (Global Influenza Surveillance and Response), ktoéra polega na wspotpracy
laboratoriow z calego $wiata. Globalna Sie¢ Nadzoru nad Grypa monitoruje wystepujace

szczepy W sezonie poprzedzajagcym projektowane szczepionki i1 okresla, ktére z nich
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wystepuja najczesciej. Poza tym, ocenia oporno$¢ szczepdw na stosowane leki antywirusowe
1 szacuje ryzyko wystepowania pandemii.

W sezonie epidemiologicznym jesien 2017/zima 2018 na potkuli péinocnej zalecane
jest stosowanie szczepionki trojwalentnej oraz czterowalentnej. Szczepionka trojwalentna
zawiera antygeny pochodzace z szczepow wirusa grypy typu A: Michigan/45/2015 (HIN1),
Hong Kong/4801/2014 (H3N2) i wirusa grypy typu B (szczep Brisbane/60/2008 Victoria).
Szczepionka czterowalentna oprocz powyzszych, zawiera takze antygeny dodatkowego

wirusa grypy typu B szczep Phuket/3073/2013 (YYamagata) [92].

6. Pozostale wirusy z rodziny Orthomyxoviridae
Poza wirusami grypy, do rodziny Orthomyxoviridae zaliczamy, mig¢dzy innymi,

wirusy z rodzaju Thogotovirus, Quaranjavirus, Isavirus.

Wirusy rodzaju Thogotovirus powoduja choroby odkleszczowe. W tej grupie mozemy
wyr6zni¢ wirusy: Dhori, Thogoto, Burbon Araguari, Aransas Bay, Jos czy wirus Upolu.
Wsrod wymienionych wirusow tylko trzy pierwsze powoduja choroby u ludzi [93].
Do charakterystycznych objawdéw infekcji spowodowanej przez wirusy z rodzaju Thogoto
nalezg wysypka plamkowo-grudkowa, limfadenopatia, uczucie przybicia, pojawienie si¢
objawow oponowych i piramidowych. Nieswoiste, ale czgsto wystepujace objawy to mdtosci,
oslabienie, biegunka, gorgczka [93, 94]. Segmenty 1-3 koduja biatka PB2, PB1 oraz PA.
Segment 4 koduje biatko GP, ktore jest glikoproteing odpowiedzialng za wnikanie wirusa
do komorki oraz fuzje z endosomem. Segment 5 koduje nukleoproteing, natomiast segment 6
koduje bialko macierzy oraz biatko ML, ktore hamuje odpowiedZ immunologiczna
gospodarza [95]. Pierwsze przypadki zakazeniem wirusem Thogoto odnotowano w latach 60
ubieglego wieku w KeniiZakazenia wirusem wystepowaty takze na potudniu Europy oraz
w Japonii. Wirus Thogoto, oprocz ludzi, moze roéwniez infekowaé bydlo, szczury, owce,
wielblady oraz matpy [96]. Infekcja wirusem Thogoto, oprocz gorgczki, moze takze
skutkowac¢ pojawieniem si¢ zespotu Devic’a i encefalopatii [94].

Kolejnym wirusem z rodzaju Thogotowirus jest wirus Dhori, ktérego materiat
genetyczny stanowi siedem segmentéw RNA. Jego wystepowanie odnotowano w Portugali,
Egipcie oraz w Azji. W przeciwienstwie do pozostatych togotowirusow do zakazenia
wirusem Dhori moze dojs¢ takze droga kropelkowa [95]. Przebieg infekcji wirusem Dhori
charakteryzuje si¢ bardzo wysoka goraczka i wystegpowaniem parestezji. U myszy choroba

objawia si¢ podobnie jak infekcja wirusem grypy H5N1 [97].
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Wirus Burbon jest stosunkowo niedawno (2014 rok) odkrytym wirusem. Pierwszy
przypadek wystepowania wirusa Burbon odnotowano w Stanach Zjednoczonych, we wsi
Burbon w stanie Kentacky. Dotychczas zidentyfikowano go u dwoch oséb i1 obie osoby
zmarty. Bezposrednio przed pojawieniem si¢ objawOw obie osoby miaty kontakt z kleszczem.
Do objawow wywolywanych przez zakazenie wirusem Burbon, préocz objawow
charakterystycznych dla innych przedstawicieli Thogotovirus, nalezg dodatkowo, leukopenia
trombocytopenia, hiponatremia, hipokaliemia oraz zwigkszony poziom enzymow
watrobowych. U jednej z zakazonych 0sob pojawita si¢ limfohistiocytoza hemofagocytarna
(HLH) [93].

Niestety w leczeniu chorob powodowanych przez wirusy z rodzaju Thogotovirus
stosuje si¢ tylko leczenie objawowe, gdyz dotychczas nie stworzono szczepionki ani
skutecznego leku przeciwwirusowego. Zalecana jest tez profilaktyka polegajaca na unikaniu
kontaktu z kleszczem.

Quaranjavirus jest nowym rodzajem z rodziny Orthomyxoviridae. Wirusy z rodzaju
Quaranjavirus zazwyczaj infekuja ptaki i skorupiaki. Wirus Quaranfil virus jest jedynym
przedstawicielem w rodzaju, ktéry moze infekowa¢ ludzi. Podobnie, jak u Thogotowirus,
wektorem przenoszacym wirusy w przypadku krggowcow jest kleszcz. Genom wirusow
z rodzaju Quaranjavirus sktada si¢ zazwyczaj z szesciu segmentow RNA, ktore kodujg szesé
biatek. Wyjatek stanowi wirus Wellfleet Bay, ktory ma siedem segmentow RNA. Segmenty 1,
2 oraz 3 koduja odpowiednio biatka PA, PB1 i PB2 czyli biatka polimerazy wirusowe;j.
Segment 5 koduje biatko GP, ktoére jest wystepujaca na powierzchni kapsydu glikoproteing.
Sekwencja aminokwasow biatka GP jest w 30-40% zgodna z sekwencja biatka gp64
wystepujacego u bakulowiruséw. Pozostate segmenty kodujg biatka o nieznanej funkcji [98].
Wirusy z tego rodzaju sa odpowiedzialne gtéwnie za choroby drobiu i ptactwa wodnego.
Wirusy Cygnet River i Wellfleet Bay byly odpowiedzialne za pomér wsérod kaczek w latach
2006-2010 powodujac biegunke, letarg i problemy z uktadem oddechowym [99, 100].

Wirus Quaranfil zostat po raz pierwszy wyizolowany w roku 1953 z kleszcza Argas
arboreus. Pierwsze przypadki choroby spowodowanej przez tego wirusa odnotowano
w latach 60-tych w wiosce Quaranfil w Egipcie. Poza Afryka zakazenia pojawialy si¢ takze
W Azji. Charakterystycznym objawem choroby jest gorgczka. Wirus dtugo nie mégt zostac
przypisany do odpowiedniej grupy taksonomicznej i dopiero sekwencjonowanie materiatu
genetycznego  wirusOw  pozwolito dowies¢ podobienstwo z  wirusami  rodziny
Orthomyxoviridae. U myszy wirus Quaranfil powoduje powstanie cigzkiej choroby,

natomiast w przypadku ludzi choroba ma tagodny przebieg. [98, 101].
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Do rodziny Orthomyxoviridae zalicza si¢ takze rodzaj Isavirus, ktory zawiera tylko
jeden gatunek wirusa, wywolujacego zakazng anemi¢ tososi. Wirus zakaznej anemii lososi
(ang. infectious salmon anemia virus, ISAV) zostat po raz pierwszy zidentyfikowany w latach
osiemdziesigtych ubieglego wieku w Norwegii. Na przestrzeni przeszto 30 lat wirus pojawial
si¢ w polnocnej Europie i obu Amerykach [102]. Wirus ten jest najbardziej ze wszystkich
ortomyksowiruséw podobny do wirusa grypy i tak jak 1AV posiada osiem segmentow RNA.
[103, 104]. Segmenty 1 i 2 kodujg biatka polimerazy wirusowej a segment 3 koduje biatko
NP. Segmenty 5 1 6 koduja dwa specyficzne dla wirusa biatka: fuzyjne (F) oraz biatko
esteraz¢ hemaglutyniny (HE). Segment 7 koduje biatka NSloraz NEP. Natomiast segment 8
koduje biatka macierzy M1 i M2 [105]. Wirus atakuje erytrocyty tososia. Do objawow
choroby nalezg, miedzy innymi, blednigcie skrzeli, obrzek i1 plywanie ryb tuz przy
powierzchni wody. Zarejestrowano przypadki, ktore nie dawaly Zzadnych widocznych
objawow. Smiertelno$¢ moze siegaé nawet 95% [106]. Nosicielem wirusa moze byé pstrag
teczowy 1 brunatny oraz toso$ pacyficzny. W roku 2000 w Chile wykryto wirusa w hodowli
pacyficznego tososia kizucza (Oncorhynchus kisutch) [107]. Zakazenie wirusem odbywa si¢
w wyniku kontaktu z zakazong z ryba oraz jej wydzielinami. Wirus moze by¢ przenoszony
rébwniez przez pasozytujace na rybach wszy morskie jak np. Lepeophtheirus salmonis [108].
ISAV moze powodowaé znaczne straty hodowlane siggajace milionow dolarow. Zostaty
stworzone szczepionki przeciwko ISAV, ktore sg powszechnie stosowane w USA i Kanadzie.
Jednoczes$nie wcigz trwajg prace nad ich udoskonalaniem [106]. Na wirusa najbardziej
narazone sg komercyjne hodowle tososia atlantyckiego. ISAV moze stanowié takze
zagrozenie dla dzikiego tososia. W 2009 roku wykryto u potawianego dziko zyjacego tososia
atlantyckiego obecno$¢ przeciwciata skierowanego przeciwko wirusowi ISAV [109].
Kanadyjska Agencja Inspekcji Zywno$ci oraz Centrum Bezpieczenstwa Zywno$ci oraz
Zdrowia Publicznego na Uniwersytecie Stanu lowa wydaty os$wiadczenia, Ze wirus nie
stanowi zagrozenia dla ludzi. Zainfekowane ryby, moga by¢ bez obaw spozywane, gdyz
wirus nie namnaza si¢ w temperaturze wyzszej niz 25°C [104, 110].

Poza opisanymi grupami istnieja jeszcze niesklasyfikowane ortomyksowirusy. Nalezy
do nich miedzy innymi wirus Sinu, ktory zostat wyizolowany w Kolumbii z komoérek komara.

Jego zdolno$¢ do zakazania komorek krggowcOw nie jest jeszcze znana [111].
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7. Motywy strukturalne RNA wirusa grypy

W podrozdziale ,,Znaczenie struktury RNP,, zostata juz opisana dost¢pnos¢ dla
oddziatywan VRNA w vRNP. W tej czesci zostang opisane wybrane motywy strukturalne
RNA oraz ich znaczenie dla cyklu namnazania wirusa.

Kazdy z segmentdéw RNA wirusa grypy posiada dwanascie z konca 3’ i trzynascie
Z konca 5’ konserwatywnych reszt nukleotydowych, ktére sg komplementarne. Konce paruja
ze sobg 1 mogg tworzy¢ motywy struktury drugorzedowej znane jako: panhandle, fork, hook
oraz corkscrew. Badania potwierdzaja znaczenie struktur konserwatywnych koncow
w procesach replikacji oraz transkrypcji. Konce 3’ i 5° wigzg podjednostki polimerazy

wirusowej i pelnig funkcje promotora [112, 113].
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Rysunek 7. Struktury tworzone przez konserwatywne kofice VRNA segmentow wirusa grypy. A) motyw
corkscrew, B) motyw panhandle, C) motyw fork D) motyw hook. Rysunek zmodyfikowany [114-116].

Motyw panhandle peti istotng rol¢ podczas inicjacji replikacji. Struktura motywu
panhandle zostata rozwigzana za pomoca metod NMR. Odkrycie tego motywu pozwolito
wyjasni¢, miedzy innymi, mechanizm replikacji. Motyw panhandle wystepuje rowniez
w strukturach drugorzedowych vVRNA7 oraz vRNAS, ktore zostaly okreSlone w oparciu
o0 dane eksperymentalne (mapowanie chemiczne) i program RNAstructure [112, 115, 117,
118]. Motyw fork stanowi cze$ciowo otwartg strukture panhandle. Powstal w odpowiedzi na
wyniki eksperymentow, ktore dowiodly, ze dla inicjacji transkrypcji nie jest niezbedne
parowanie si¢ koncow 5’ i 3°[112, 119]. Motyw hook, struktura spinki na koncu 5’ bierze

udziat w procesie poliadenylacji- pozwala na wigzanie polimerazy do konca 5°, co pehi
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funkcje regulatora allosterycznego dla polimerazy i umozliwia aktywacje enzymu [120, 121].
Model corkscrew, posiada struktur¢ dwoch spinek na koncach 5’ i 3°. Struktura ta jest istotna
dla silnego wigzania polimerazy oraz jej endonukleolitycznej aktywnos$ci [122, 123].

Za silnie konserwatywnymi koncami znajduje si¢ trakt charakterystycznych dla
poszczegbdlnych segmentow nukleotydow, ktore rowniez oddziatuja ze soba, tworzac helise.
W przypadku vVRNA4, utworzenie pary zasad przez nukleotyd 15 z konca 5’ i nukleotyd 14
(liczac z konca 3’) ma znaczenie dla syntezy RNA oraz produkcji biatka HA. Jezeli w pozycji
14 na koncu 5° wystepuje C i tworzy par¢ z G, t0 pakowanie wiriondbw przebiega
z maksymalng wydajnoscia [113]. Na obu koncach wszystkich segmentéw znajduje si¢ UTR
(ang. untranslated region). Diugo$s¢ UTR waha si¢ miedzy 17 a 60 nt dla r6znych segmentow.
W obrgbie UTR znajduja si¢ sygnaly pakowania oraz struktury regulujace replikacje
i transkrypcje [113].

Mimo, ze w przypadku wiruséw grypy moze dochodzi¢ do czgstych mutacji
w sekwencji RNA, struktura drugorzedowa RNA, jesli pelni funkcje biologiczne, powinna
zosta¢ zachowana. Wazna jest weryfikacja czy dane motywy strukturalne RNA s3
konserwatywne wsrod wszystkich szczepow wirusa. Zachowawcze motywy strukturalne
najprawdopodobniej pelnig istotng role biologiczng. Zdeterminowane na podstawie danych
eksperymentalnych struktury drugorzedowe VRNA7 1 VRNAS8 posiadaja wysoka
konserwatywno$¢ strukturalng odpowiednio 91,4 oraz 82,6% dla typu A, obliczong na
podstawie analizy 15946 (VRNA7) i prawie 14 000 (VRNAS) szczepow, potwierdzajac
istnienie waznych dla cyklu zyciowego wirusa grypy motywow strukturalnych [117, 118].

Niezaleznie przeprowadzona analiza konserwatywnos$ci dla vVRNA7 przez Dawson’a
I wspotpracownikow potwierdza wystepowanie konserwatywnego motywu spinki do wlosow
w strukturze drugorzgdowej vRNA7 (rejon 788-808 nt w VRNA7). Motyw analogicznej
spinki moze takze wystgpowa¢ w komplementarnym cRNA7, w rejonie 219-240 nt
(Rysunek 8) [124]. Rowniez badania RNA7 wykonane przez grupg Kobayashi potwierdzaja,
ze W okre§lonych rejonach czgsteczki CRNA7 i VRNA7 moga tworzy¢ si¢ stabilne,
konserwatywne struktury drugorzedowe [125]. Analiza konserwatywno$ci zostata
przeprowadzona dla przeszto 1800 szczepow. Znaczenie stabilnych konserwatywnych
motywow strukturalnych zostalo wykazane w badaniach namnazania wirusa zawierajgcego
mutacje synonimiczne w VRNA7. Szczegoélnie istotne dla namnazania wirusa byly stabilne
struktury drugorzedowe znajdujace si¢ W rejonie 219-240 nt oraz 967-994 nt vVRNATY. Spinki
znajduja si¢ w rejonie odpowiedzialnym za proces pakowania. Wprowadzenie mutacji

prowadzacych do destabilizacji spinek, powodowato zwigkszenie puli nieprawidtowych
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czastek wirusowych, ktore najprawdopodobniej posiadaly niewlasciwa liczbe segmentow

[124, 125].
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Rysunek 8. Rysunek A przedstawia stabilng konserwatywna spinke VRNAT7. Analogiczna spinka moze tworzy¢
si¢ takze w cRNA7. Rysunki B oraz C przedstawiajg potozenie stabilnych motywow struktury drugorzedowej w
VvRNA7 wybranych szczepéw HINI. Stabilne motywy zaznaczono kolorem niebieskim. Brak koloru oznacza

rejon niestabilny. Zielonym kolorem zaznaczono opisane w tek$cie motywy 219-240nt, 950-964nt oraz 967-
994nt w VRNAT [124, 125].

W (+)RNAS, za pomocg analiz bioinformatycznych, zostat zidentyfikowany stabilny
termodynamiczne motyw, tworzacy trzy spinki [77]. Znaczenie motywu w cyklu namnazania
wirusa zostato potwierdzone w badaniach na linii komérkowej MDCK. Zakazone komorki
transfekowano oligonukleotydami antysensowymi, ktore wigzac si¢ w docelowym rejonie,
powodowaty destabilizacje motywu. Struktura motywu zostata dodatkowo potwierdzona in
Vitro za pomocg mapowan enzymatycznych, chemicznych (DMS, CMCT, ketoksal, NMIA)
oraz mapowan z uzyciem mikromacierzy izoenergetycznych na czasteczce modelowe;.
Badania eksperymentalne catego segmentu 5 RNA(+) doprowadzily do powstania modelu
struktury drugorzedowej o wysokiej zachowawczosci strukturalnej (85%), w ktorej uprzednio
znaleziony motyw byt zachowany[77].

Badania struktury RNA wirusa grypy sa konieczne, poniewaz kazdy etap cyklu
replikacyjnego wirusa jest zalezny od RNA. Wiedza o strukturze poszczegdlnych segmentéw
RNA moze pozwoli¢ wyjasnia¢ procesy zachodzace w infekowanych komorkach oraz
interakcje wystepujace W wirionie. Informacje te, moga przystuzy¢ si¢ do projektowania

nowych, lepszych lekow, nacelowanych na wirusowe RNA.
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8. Metody przewidywania struktur RNA

8.1. Przewidywanie struktury drugorz¢dowej RNA
Struktura RNA determinuje jego funkcje, gdyz ma kluczowe znaczenie

W oddziatywaniu czasteczek, zarowno w rozpoznawaniu bialek, jak i w oddzialywaniu
z innymi kwasami nukleinowymi. Programy komputerowe do przewidywania struktur
drugorzedowych RNA wykorzystuja dwa glowne podej$cia: metode minimalizacji energii
oraz analiz¢ porownawcza z wykorzystaniem sekwencji homologicznych. Znacznie rzadziej
sa wykorzystywane inne metody takie, jak analiza kinetyki faldowania zastosowana
w programie Kinwalker [126]. Na chwile obecng istnieje ponad 50 programéw do
przewidywania struktury drugorzgdowej. Do najpopularniejszych z nich naleza:
RNAstructure, RNAfold, mfold, CentroidAlifold, RNAalifold, Pfold czy Carnac [127].
Ze wzgledu na tak znaczng liczbe programéw do przewidywania struktury drugorzedowe;j
RNA, ponizej przedstawione zostaly tylko wybrane.

Analiza pordwnawcza to metoda, ktora wykorzystuje porownanie RNA o wspdlnym
pochodzeniu. Zachowawczo$¢ struktury danej czasteczki jest znacznie wigksza niz
zachowawczo$¢ sekwencji. Jezeli w sekwencji funkcjonalnego RNA pojawita si¢ mutacja, to
z duzym prawdopodobienstwem reszta nukleotydowa tworzaca ze zmutowang reszta parg
zasad rowniez ulegta mutacji, tak, aby para zasad i struktura tego fragmentu RNA zostata
zachowana. Sg to tzw. mutacje kompensacyjne. Czgsto rowniez spotykana jest delecja dwoch
reszt nukleotydowych tworzacych pare¢ zasad, jezeli w jednej z nich wystapila mutacja
uniemozliwiajgca tworzenie tej pary zasad. Zjawisko to ma na celu zapobiega¢ rearanzacji
struktury, mogacym powodowac utrat¢ przez RNA jego funkcji. W wyniku wystgpowania
takiej ewolucji czasteczek RNA, sekwencje o zachowanej strukturze mogg si¢ znacznie r6zni¢
1 mogg zosta¢ pomini¢te w analizie, co generowaloby dodatkowe bledy.

W ostatnich latach powstato wiele programoéw 1 stron internetowych, ktore w rozny
sposob probuja rozwigza¢ problem modelowania struktury drugorzedowej z wykorzystaniem
sekwencji homologicznych. Ponizej opisane zostaty wybrane z nich.

Program Carnac [128, 129], aby wygenerowaé strukture drugorzedowa wykonuje
cztery kolejne kroki. Najpierw analizuje kazda z sekwencji w poszukiwaniu najlepszych
kandydatéw do utworzenia par zasad, nastepnie analizuje sekwencje w poszukiwaniu
regionéw o duzym podobienstwie pomiedzy sekwencjami. W kolejnym kroku wybierane sg
odpowiednie regiony na podstawie wczesniej przygotowanych danych. Ostatni krok to
stworzenie wspolnej struktury z wykorzystaniem minimalizacji energii oraz wczesniej

przygotowanych fragmentow.
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Podejscie wykorzystujace maksymalizacj¢ oczekiwanej doktadno$ci (ang. maximum
expected accuracy) jest szeroko wykorzystywane w bioinformatyce. Program CentroidAlifold
[130] stuzy do modelowania struktury drugorzegdowej RNA na bazie dostarczonego
przyrownania sekwencji. W tym celu wykorzystuje funkcje maksymalizacji sumy
oczekiwanego zysku oraz macierze prawdopodobienstwa tworzenia par zasad.

Program RNAalifold [131] wykorzystuje metod¢ maksymalnego prawdopodobienstwa
w celu przewidywania konsensusowej struktury na bazie przyréwnanych sekwencji. Program
ten, pomimo ze jest jednym z najstarszych tego typu programéw, jest ciggle rozwijany
I udoskonalany, na przyktad, poprzez wykorzystanie matryc RIBOSUM czy skuteczniejszy
model dla przerw w sekwencji nukleotydowej. Na bazie programu RNAalifold stworzono
rowniez program PhyloRNAalifold [132], ktory dodatkowo uwzglednia informacje
filogenetyczne.

Kolejnym popularnym programem jest program Pfold [133], ktory wykorzystuje
probabilistyczng gramatyke bezkontekstowg (w tym algorytm KH-99 oraz CYK). Powstata
rowniez nowa wersja algorytmu — Ppfold [134], wykorzystujaca obliczenia rownolegle i przez
to pozwalajaca na analiz¢ dluzszych sekwencji RNA.

Warto wspomnie¢ réwniez o programie Dynalign [135], ktory obecnie stanowi czgs¢
pakietu RNAstructure.

Niektore programy tacza w sobie zardwno podej$cie bazujace na minimalizacji
energii, jak i podejscie ewolucyjne. Przyktadem takiego programu jest PETfold, ktory
wykorzystuje algorytmy program6éw RNAfold i Pfold [136, 137].

Najpopularniejsza metoda przewidywania struktur drugorzedowych jest metoda
minimalizacji energii swobodnej, ktora wykorzystuje zalozenie, Zze struktura o najnizszej
energii  swobodnej, jako struktura najtrwalsza termodynamicznie, jest najbardziej
prawdopodobng. Na catkowita energi¢ swobodng czasteczki sktada si¢ suma energii
swobodnych okreslonych dla pojedynczych motywow strukturalnych. Metoda minimalizacji
energii wykorzystuje eksperymentalnie opracowany model najblizszego sasiedztwa [138,
139]. Model ten zaktada, ze na calkowitg stabilno$¢ struktury drugorzedowej majg wpltyw:
sekwencja nukleotydowa motywu (np.: pary zasad, niesparowania, petli) oraz jego najblizsze
sasiedztwo. Parametry modelu najblizszego sgsiedztwa zostaly wyznaczone dzigki
eksperymentom topnien UV, przeprowadzonych na modelowych czasteczkach RNA:
dupleksach, a takze takich motywach strukturalnych jak: spinki i wewngtrzne wybrzuszenia,
niesparowane konce. W generowaniu struktur drugorzgdowych w oparciu o model

najblizszego sgsiedztwa wykorzystywane jest miedzy innymi programowanie dynamiczne.
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Algorytm ten pozwala znalez¢ struktur¢ o najnizszej energii, nie generujac przy tym
wszystkich mozliwych struktur - co przyspiesza znacznie czas prowadzenia obliczen.
Wigkszo$¢ programow wykorzystuje wilasnie to podejécie. Przyktadem moga by¢ mfold oraz
RNAstructure. Korzystajac z analizy w programie mfold, procz przewidywania optymalne;j
struktury drugorzedowej (o najnizszej energii), roOwniez istnieje mozliwo$¢ generowania
struktur suboptymalnych, a takze uwzglednienie w analizie, ste¢zenia soli oraz temperatury.
Uzytkownicy majg takze mozliwo$¢ wprowadzenia danych z eksperymentéw mapowan
struktury RNA [140, 141].

Najwicksza uwage poswiecon0 W tym rozdziale programowi RNAstructure, gdyz
zostal wykorzystany do opisanych w pracy doktorskiej badaniach. RNAstructure to program
powstaty w laboratorium Douglasa Turner’a i Davida Mathews’a (University of Rochester,
Rochester, USA). Modelowanie struktur drugorzgdowych odbywa si¢ w oparciu
0 minimalizacj¢ energii swobodnej. Program posiada takze mozliwo$¢ przewidywania
struktur suboptymalnych oraz pseudoweztéw. Szczegdlnie ta pierwsza funkcjonalno$¢ ma
duze zastosowanie, poniewaz nie zawsze struktura o najnizszej energii jest strukturg petniaca
biologiczne funkcje. Niekiedy struktury suboptymalne, mimo, Ze nie posiadaja najnizszej
energii, mogg mie¢ rownie wysokie prawdopodobienstwo wystepowania, co struktura
optymalna [140].

Wigkszo$¢ z popularnych programéw do przewidywania struktury drugorzedowej nie
posiada mozliwo$ci przewidywania pseudoweziow. Aby rozwigza¢ ten problem stworzono
calg seri¢ dedykowanych temu problemowi programoéw. Nalezy do nich, na przyktad,
HotKnots [142], ktory wykorzystuje algorytm heurystyczny, Ipknot [143] wykorzystujacy
programowanie catkowitoliczbowe i pozwalajacy na wykorzystanie wielu sekwencji
jednocze$nie, McGenus wykorzystujacy algorytm Monte Carlo [144] oraz program ProbKnot
[145] wykorzystujacy prawdopodobienstwo tworzenia par zasad do modelowania struktur
drugorzgdowych. Ze wzgledu na to, ze ProbKnot jest w S$cistej czolowce programéw
przewidujacych pseudowezly, jezeli chodzi o Srednig dokladno$¢ predykcji, zostal on
wykorzystany podczas badan autorki tej rozprawy doktorskiej. ProbKnot zostat wykorzystany
w programie RNAstructure. Dodatkowo, program RNAstructure posiada wbudowany modut
Dynalign, ktory wykorzystuje w analizie podejScie stosujgce poréwnanie sekwencji. Dzigki
temu, program RNAstructure stanowi kompletny pakiet, pozwalajacy na przeprowadzenie
zawansowanej analizy roznymi metodami [135, 140].

Zaden program nie jest w stanie wygenerowaé rzeczywistej struktury drugorzedowej

na podstawie jedynie sekwencji z prawdopodobienstwem wynoszacym 100%. Przyktadowo,
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program RNAstructure przewiduje poprawnie $rednio 73% par zasad dla sekwencji krotszych
niz 700 reszt nukleotydowych, stad najlepszym rozwigzaniem jest wprowadzanie do
programu wyznacznikow uzyskanych dzigki eksperymentom w postaci mapowan
chemicznych, mapowan z uzyciem rybonukleaz, wykorzystanie wolnych rodnikow czy
hydrolizy z uzyciem mononukleotydu flawinowego lub jonéw otowiu. Dodatkowo, model
najblizszego sgsiedztwa nie zawsze opisuje wystarczajagco  stabilno§¢  struktur
drugorz¢dowych. Przyktadowo, obserwowane sg efekty w wybrzuszeniach jednostronnych
czy pojedynczych niesparowaniach, ktore nie sg zwigzane z najblizszym sgsiedztwem. Poza
tym, parametry najblizszego sasiedztwa pierwotnie byly ustalone w roztworze 1 M NaCl,
ktore rdznig si¢ od warunkow wystepujacych w komorkach. Dodatkowo, obecno$é biatek

i innych czgsteczek w srodowisku komoérki, moze mie¢ wptyw na strukture drugorzedowa.

8.2. Przewidywanie struktury trzeciorzedowej RNA
Intensywny rozwoj badan naukowych, sprzyjajacy odkrywaniu nowych interesujacych

RNA oraz dhugi czas potrzebny na przeprowadzenie eksperymentéw takich jak NMR czy
badania krystalograficzne, powoduja, ze niemozliwe jest dos§wiadczalne zbadanie w krotkim
czasie struktur 3D wszystkich interesujacych czasteczek RNA. W tej sytuacji konieczny jest
rozwdj metod komputerowej predykcji struktur trzeciorzedowych kwasow nukleinowych.
Istnieja rézne programy stuzace do modelowania struktury trzeciorzedowej i kazdy z nich ma
zalety, jak 1 pewne ograniczenia. Z drugiej strony, coraz szybszy w ostatnich latach rozwoj
metod bioinformatycznych powoduje, ze struktury RNA modelowane sa z coraz wigksza
doktadnoscig. Do powszechnie stosowanych programow przewidywania struktur 3D mozna
wyrozni¢: programy symulujace faldowanie, wykorzystujace analize porownawcza czy
sktadanie fragmentow RNA.

Programy symulujace zwijanie si¢ pozwalaja nie tylko generowac¢ struktury 2D 1 3D,
ale takze moga shuzy¢ do badania mechanizmow procesu zwijania si¢ czasteczek RNA.

Do programéw symulujacych zwijanie si¢ RNA mozemy zaliczy¢ miedzy innymi
NAST (Nucleic Acid Simulation Tool). Program wykorzystuje dynamike molekularng dla
uproszczonego modelu czasteczki RNA oraz pole sitowe wyznaczone na podstawie danych
doswiadczalnych. Dzigki zastosowaniu programu NAST udato si¢ z powodzeniem
wygenerowa¢ 388 nukleotydowy fragment domeny intronu grupy I z Tetrahymena
thermophila [146].

Vfold to program, ktory przewiduje struktury trzeciorzegdowe wykorzystujac znane

motywy z rozwiazanych struktur z bazy PDB. Dodatkowo, struktura jest oceniana pod katem
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energii swobodnej 1 dazy si¢ do jej minimalizacji. Oprocz mozliwosci predykcji struktury
drugo- i trzeciorzedowej, program w opcji VfoldThermal moze generowaé krzywe topnien
w oparciu o zadang sekwencje RNA [147]. iFoldRNA jest webserwerem, ktory stosuje
uproszczony model czasteczki kwasu nukleinowego opierajacy si¢ o obecnos¢
3 pseudoatoméw na reszte (ang. three-beads residue) [148]. Pierwotnie stworzony dla
krotkich czasteczek, dzigki zastosowanym uproszczeniom moze z powodzeniem przewidywaé
struktury trzeciorzedowe dla RNA o dhugosci do 300 nukleotydow. Zaleta programu jest
mozliwos¢ wprowadzenia, jako wyznacznikow wynikow eksperymentalnych uzyskanych, na
przyktad z mapowania struktury z zastosowaniem wolnych rodnikéw tlenowych.

Kolejnym podejsciem stosowanym w przewidywaniu struktur trzeciorzedowych jest
modelowanie homologiczne (ang. comparating modeling). Modelowanie homologiczne
polega na poréwnaniu sekwencji i znalezieniu homologéw a nastepnie tworzeniu struktury
3D w oparciu o strukture homologa. Podstawowym zalozeniem jest, ze czasteczki, ktore
moga mie¢ wspolne pochodzenie bedg miaty podobng strukture. Przyktadowym programem
stosujacym modelowanie homologiczne jest ModeRNA. Zaleta programu jest mozliwosé
uwzglednienia az 115 naturalnych modyfikacji RNA. Konieczne jest uprzednie poréwnanie
sekwencji, co jest mozliwe dzigki korzystaniu z pozostatych pakietdéw umieszczonych na
serwerze ModeRNA [149, 150]. Skiadanie fragmentow (ang. fragment assembly)
wykorzystuje pakiet programéw, MC-Fold/MC-Sym. Mozliwe jest przewidywanie struktur
drugo- i trzeciorzedowych. W procesie generowania struktur drugorzgdowych uwzgledniane
sg zarowno pary kanoniczne jak i niekanoniczne. Struktury drugorzedowe wygenerowane
w MC-Fold, sg nastgpnie uzywane przez program MC-Sym do przewidywania struktur 3D.
MC-Sym przeszukuje przestrzen konformacyjna dla czasteczek RNA i wybiera struktury,
ktore spetniajg zadane wigzy [151].

Podejsécie sktadania fragmentow RNA zostato zaimplementowane miedzy innymi
w RNAComposer i pakiecie Rosetta. Pakiet Rosetta RNA Denovo korzysta z algorytmu
FARNA (Automated de novo prediction of native-like RNA tertiary structures), ktory polega
na skladaniu struktury z krétkich, maksymalnie trojnukleotydowych fragmentow,
pochodzacych ze struktur zdeponowanych w PDB. Stosowang w programie metode
przewidywania struktur trzeciorzedowych stworzono pierwotnie dla bialek. Program znajduje
zastosowanie do modelowania niewielkich motywdéw RNA, jak i duzych (300 nt) czasteczek
[152]. Stosowany moze by¢ w przypadkach, kiedy dla badanych czasteczek znalezienie

homologoéw jest niemozliwe.
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W badaniach naukowych prowadzonych w ramach pracy doktorskiej wykorzystano
RNAComposer, dlatego programowi poswigcono W niniejszej pracy wigcej uwagi.
RNAComposer to program do modelownia struktury trzeciorzedowej, stworzony przez grupg
profesora Ryszarda Adamiaka z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN. Do modelowania
struktury trzeciorzedowej w RNAComposer wykorzystywana jest struktura drugorzedowa
badanego RNA. Badana czasteczka dzielona jest na mniejsze fragmenty, ktdre stanowig znane
motywy  strukturalne. Kazdemu takiemu wyodrgbnionemu motywowi struktury
drugorzedowej bedzie odpowiadata struktura przestrzenna. Jezeli w réznych czasteczkach
mamy motyw o identycznej sekwencji i strukturze drugorzedowej to réwniez struktury
trzeciorzedowe tego motywu beda identyczne lub bardzo podobne. Struktura 3D calej
czasteczki bedzie wiec generowana fragment po fragmencie z pojedynczych motywow
struktur 3D, ktore s juz rozwigzane i zdeponowane w bazie danych, jaka stanowig struktury
trzeciorzedowe, pochodzace z RNA FRABASE. RNA FRABASE to narzedzie stuzace,
miedzy innymi, do znajdywania motywoéw strukturalnych ze struktur czasteczek
zdeponowanych w bazie PDB. Z wybranych motywow struktury trzeciorzedowej najpierw
jest tworzony wstepny model struktury. Nastepnie stosowany jest proces minimalizacji
energii w przestrzeni katow torsyjnych w kartezjanskim uktadzie wspdirzednych.
Wykonywanych jest okolo 1000 cykli minimalizacji energii, zanim otrzymany zostanie
wynik. Ostatnim etapem jest udoktadnianie modelu z wykorzystaniem pola sitowego
CHARMM. Oproécz generowania struktur w oparciu o struktury 3D z RNAFRABASE
program ma mozliwos$¢ tworzenia struktur de novo. Jest to bardzo pomocne w przypadku,
jesli dany motyw obecny w strukturze drugorzedowej nie zostal jeszcze zdeponowany
W bazie danych. Analiz¢ mozna prowadzi¢ w dwoch opcjach — Interactive mode oraz Batch
mode. Opcja Interactive mode jest przewidziana dla uzytkownikow niezarejestrowanych
I polega na szybkiej, pogladowe]j analizie krotkich czasteczek. Natomiast do analizy
dhuzszych czasteczek polecany jest Batch mode, ktory pozwala wygenerowaé¢ do 1000
struktur 3D jednoczes$nie. Tryb Interactive mode pozwala wymodelowaé tylko strukture
0 najnizszej energii. Natomiast Batch mode pozwala wprowadzi¢ dane eksperymentalne
uzyskane z spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR), spektroskopii
magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR), analizy rezonansowego przeniesienia energii
w mechanizmie Forstera (FRET) czy z sieciowania RNA (ang. RNA crosslinking). W efekcie
analizy przeprowadzonej zaro6wno w Batch mode, jak i Interactive mode zostang
wygenerowane pliki w formacie log i1 pdb. Pliki log zawieraja migdzy innymi warto$ci energii

udoktadnionej struktury, jak i1 etapow posrednich. Jest tez podany procent podobienstwa
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kazdego analizowanego fragmentu struktury do struktur z PDB, poniewaz im wigksza jest
homologia badanych fragmentow, tym wyzsza doktadnos¢ przewidywania. Wypisane sg
takze motywy strukturalne, ktore byly generowane de novo, na co warto zwréci¢ szczegdlng
uwage, gdyz takie struktury zazwyczaj sa o mniejszej doktadnosci. Model wygenerowanej
struktury trzeciorzegdowej moze zosta¢ zwizualizowany i1 przeanalizowany za pomoca

programu PyMOL [153, 154].

[11. WYNIKI I DYSKUSJA

1. Badania struktury drugorzedowej vRNAS

1.1. Otrzymanie i faldowanie vRNAS
Do badan in vitro prowadzonych w Zakladzie Genomiki Strukturalnej RNA

wykorzystano RNA wirusa grypy szczep A/Vietnam/1203/2004 (H5N1). Badania zostaty
przeprowadzone dla segmentu 5 wirusowego RNA (VRNADS). Plazmid pHH21, zawierajacy
DNA odpowiadajace sekwencji segmentu piagtego, zostatl udostgpniony przez profesora Beck
Kim’a z Univeristy of Rochester (Rochester NY, USA). W celu uzyskania matrycy
niezbednej do transkrypcji in vitro vRNAS5 konieczne bylo przeprowadzenie reakcji PCR.
Zaprojektowane zostaty dwa startery PR1 i PR2, z ktorych pierwszy zawieral promotor
polimerazy T7 niezbgdny do przeprowadzenia reakcji transkrypcji in vitro. Sekwencje
starterOw zostaty przedstawione w rozdziale Materialy i Metody. Otrzymane VRNAS miato
dhugo$¢ 1565 nt, a jego homogennos$¢ sprawdzono na 1% zelu agarozowym (rysunek 9).
Przed wiasciwymi eksperymentami VRNAS bylo poddawane fatdowaniu w celu
uzyskania monomerycznej formy czasteczki. Sam proces faldowania, jak i sktad buforu,
zostaty doktadnie opisane w czeSci Materialy i Metody. Kluczowe w procesie fatdowania
VRNAS bylo zastosowanie denaturacji w 65°C przez 5 minut, a nastgpnie powolne
schtadzanie probki do temperatury pokojowej. W opisanych warunkach VRNAS
wystepowato, jako monomer, co bylo warunkiem koniecznym dla przeprowadzenia dalszych
badan. W przypadku VRNAS niepoddawanemu wczesniejszemu faldowaniu tworzyt sie
dimer, ktory stanowit okoto 20% catkowitej iloSci RNA w probie. Ustalenie warunkow

faldowania zostalo wykonane podczas pracy magisterskiej autorki tej rozprawy doktorskie;.
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Rysunek 9. Przyktadowy rozdziat vVRNAS na 1% zelu agarozowym. 1) VRNADS - dtugos¢ 1565 nt, 2) marker
wielko$ci RiboRuler RNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

1.2. Mapowanie chemiczne struktury drugorzedowej vRNAS
Mapowania chemiczne struktury drugorzedowej RNA polegaja na zastosowaniu

odczynnikow chemicznych, ktore powoduja specyficzna modyfikacje RNA. Obecno$¢
modyfikacji w okre$lonym nukleotydzie stanowi informacje¢ o dostgpnosci tego nukleotydu
dla uzytego odczynnika chemicznego. W metodach mapowania stosowanych podczas
wykonywania pracy doktorskiej modyfikacji ulegaja jednoniciowe i labilne rejony RNA,
natomiast rejony dwuniciowe sg dla uzytych odczynnikow chemicznych niedostepne, nie
ulegaja one mapowaniu chemicznemu.

W pracy zastosowano mapowanie chemiczne struktury drugorzedowej z uzyciem
siarczanu dimetylu, CMCT, ketoksalu, oraz NMIA. St¢zenia odczynnikow zostaly dobrane
tak, aby $rednio na jedng czasteczke VRNAS przypadata jedna modyfikacja.

DMS jest odczynnikiem, ktoéry powoduje modyfikacj¢ (metylacje) adenozyny (A)
w pozycji N1, cytydyny (C) w pozycji N3 oraz guanozyny (G) w pozycji N7. Modyfikacje
w A i C w tatwy sposoéb mozna zidentyfikowaé stosujac reakcje odwrotnej transkrypcji, gdyz
w wyniku metylacji reakcja zostaje zahamowana. W przypadku G, aby wykry¢ metylacje
przy azocie N7 nalezy zastosowac hydroliz¢ RNA w obecnosci borowodorku sodu i aniliny.
Guanozyna sporadycznie moze ulega¢ réwniez metylacji przy azocie N1, wowczas taka
modyfikacj¢ mozna zidentyfikowac w reakcji odwrotnej transkrypcji [155-157]. W badaniach
stosowano 1,6 mM stezenie DMS.

CMCT to odczynnik, ktoéry odpowiada za modyfikacje reszty nukleotydowej urydyny
przy azocie N3. Mozliwe jest takze wystepowanie modyfikacji przy azocie N1 guanozyny

[157]. Reakcja modyfikacji zachodzi optymalnie w pH 8, stad w celu zatrzymania reakcji
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dodaje si¢ kwas borowy, co powoduje obnizenie pH. Stezenie CMCT w reakcji mapowania
vRNAS wynosito 9,5 mM.

Ketoksal jest odczynnikiem, ktory modyfikuje niesparowane reszty guanozyny przy
azocie N1 oraz N2. W wigzaniu biorg udziat dwie grupy karbonylowe ketoksalu, a powstaty
addukt moze rozpadac si¢ w srodowisku zasadowym [158, 159]. Koncowe stezenie ketoksalu
stosowane w reakcji modyfikacji vVRNAS wyniosto 1,5 mM.

Metoda SHAPE (ang. selective 2'-hydroxyl acylation analyzed by primer extension)
pozwala na badanie lokalnej labilnos$ci tancucha badanego RNA. Metoda SHAPE polega na
ataku  nukleofilowym  grupy  2'-hydroksylowej rybozy na grupe funkcyjng
niskoczasteczkowego zwigzku, w wyniku, ktérego powstaje addukt powodujacy zatrzymanie
odwrotnej transkryptazy. W metodzie wykorzystuje si¢ zwigkszona reaktywnos$¢ grupy
2'-hydroksylowej rybozy niesparowanego nukleotydu. Nukleotydy biorace udziat
W tworzeniu par zasad, reaguja slabiej z odczynnikiem stosowanym w metodzie SHAPE,
gdyz przyjmuja mniejszg liczbe konformacji, niz nukleotydy, ktére nie s3 zaangazowane
w tworzenie struktur drugorzedowych. W niniejszych badaniach stosowano odczynnik NMIA
(bezwodnik kwasu N-metyloizatoinowego, ang. N-Methylisatoic anhydride), ktory reagujac
z grupg hydroksylowa formuje 2'-O-addukt (ester kwasu 2'-metyloaminobenzoesowego)

[155]. Zoptymalizowane stezenie NMIA w probie dla czgsteczki vRNAS wynosito 3,3 mM.

1.3. Optymalizacja reakcji odwrotnej transkrypcji
Informacje o potozeniu okreslonej modyfikacji w badanym RNA uzyskiwano za

pomocg reakcji wydluzania starterow (ang. primer extension) z udzialem odwrotnej
transkryptazy. Obecno$¢ modyfikacji powoduje zahamowanie odwrotnej transkryptazy,
w wyniku czego powstaje produkt o skroconej dlugosci. Rozdziat produktow reakcji za
pomocy elektroforezy kapilarnej pozwala okresli¢ miejsce, w ktorym doszto do zatrzymania
reakcji itym samym zidentyfikowa¢ z doktadnoscia do jednego nukleotydu potozenie
modyfikowanego nukleotydu w badanym RNA.

W reakcjach odwrotnej transkrypcji (RT, ang. reverse transcription), stosowano
startery DNA (Tabela 2), z ktorych kazdy byt znakowany czterema barwnikami
fluorescencyjnymi w zaleznos$ci od przeznaczenia. Barwnikami JOE i FAM znakowano,
odpowiednio, startery przeznaczone dla odczytu reakcji mapowania i kontrolnej. Natomiast
barwniki TAMRA i ROX stuzyly do znakowania starterow wykorzystywanych w utworzeniu
wzorcowych drabinek dideoksy, z uzyciem dideoksynukleotydow. Zastosowanie czterech

réznych barwnikow pozwolitlo na rozdzial wszystkich produktow RT w jednej kapilarze
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elektroforetycznej, co uftatwialo przypisanie sekwencji rozdzielanym fragmentom oraz
niwelowalo btedy mogace wynika¢ z r6znej mobilnosci elektroforetycznej produktéw reakcji
odwrotnej transkrypcji.

Zoptymalizowane startery DNA: P1, 2L, 3L, P4, P5 oraz P6, zostaty zaprojektowane
tak, aby zapewni¢ odczyt mapowan catego badanego RNA (Tabela 2). Wybrane startery DNA
wiazaty si¢ do VRNAS $rednio co 300 nt. Podczas optymalizacji zaprojektowano réwniez
startery P2, P3, P7 oraz PS8, ktore nie zostaly ostatecznie wykorzystane do analizy
reaktywno$ci czasteczki VRNAS, ze wzgledu na niskg wydajnos¢ lub przedwczesng
terminacj¢ reakcji odwrotnej transkrypcji (Tabela 2).

Tabela 2.Sekwencje oraz rejony wigzania wybranych starterow komplementarnych do vRNAS5 wirusa grypy

typu A/Vietnam/1203/2004 (kolor czerwony w sekwencji starterow oznacza nukleotydy typu LNA). Wszystkie
startery byly znakowane na 5'-koncu znacznikiem fluorescencyjnym (JOE, FAM, TAMRA lub ROX).

Rejon
N wigzania _
startera | Startera Sekwencja startera Komentarz
do VRNA5
(nt)
Reakcja odwrotnej
transkrypcji ulegata

terminacji przy okoto1140
nt. Terminacja nie zaburzata
procesu analizy miejsc
modyfikacji.

Reakcja odwrotnej
transkrypcji ulegala
terminacji przy okoto 1140
nt oraz w rejonie 1074-1115
nt. Reakcja przebiegata z
matg wydajnos$cia, a
uzyskany odczyt byt krotki i
wynosit 190 nt.

Sygnat przedwczesnej
terminacji nadal pojawia si¢
w rejonie 1074 — 1115 nt,
jednak jest wyraznie
stabszy. Powstaje wlasciwy
produkt koncowy.

Reakcja odwrotnej
transkrypcji ulegala
terminacji przy okoto 860
P3 1043-1063 | CTCTCGTGCGTACTGGAATG nt. Reakcja przebiegata z
malg wydajnoscia.
Uzyskany odczyt wynosit
0k 200 nt.

Reakcja odwrotnej
transkrypcji przebiegata bez

P1 1541-1565 | AGCAAAAGCAGGGTAGATAATCAC

P2 1306-1331 | GAGAGAATGGTACTCTCTGCATTTG

2L 1306-1331 | GAGAGAATGGTACTCTCTGCATTTG

3L 1043-1063 | CTCTCGTGCGTACTGGAATG
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problemow.

Reakcja odwrotnej

P4 784-803- | GATCAAGTGCGAGAGAGCAG transkrypcji przebiegata bez
problemow.

Reakcja odwrotnej

P5 522-544 | GTCAATTAGTGTGGATGGCATG transkrypcji przebiegata bez
problemow.

Reakcja odwrotnej

P6 263-282 | GGTCCAGAGAAACCTTCCC transkrypcji przebiegata bez
problemoéw

Reakcja odwrotnej
transkrypcji ulegata czgstej
P7 1269-1287 | CCTGGAAGAACACCCCAG terminacji. Catkowite
zahamowanie RT w rejonie
1074 do 1115 nt.

Starter nie wigzat si¢. Brak
produktu RT.

P8 1092-1116 | CCTGATGATATGGCATTCCAATCTA

Warto wspomnie¢, ze dwa z zaprojektowanych starterow, 2L 1 3L, posiadaty
nukleotydy typu LNA w celu zwigkszenia stabilnosci termodynamicznej dupleksu
utworzonego przez badany RNA i starter DNA (dupleks RNA/DNA). Startery 2L i 3L
zastapity, wczesniej zaprojektowane startery P2, P3, P7 oraz P8. Wprowadzenie nukleotydoéw
typu LNA do sekwencji problematycznych starterow P2 oraz P3, pozwolito na silniejsze
wigzanie startera do VRNAS5. W konsekwencji dwuniciowe fragmenty vVRNAS, do ktérych
wigzaly si¢ startery ulegaly rozpleceniu i umozliwialy wydajniejsza rekcje odwrotnej
transkrypcji. Dodatkowo, w przypadku reakcji ze starterami P1, 2L oraz 3L stosowano
dwukrotnie wickszg ilos¢ enzymu (0,5 uL/reakcj¢) niz standardowo (0,25 plL/reakcje).
Wigksza ilo§¢ enzymu, pozwolila na zmniejszenie terminacji wystepujacej w rejonie spinki
1074 — 1115 nt. Szczegélowy opis skladu mieszanin reakcyjnych zostal przedstawiony
w rozdziale Materialy i Metody (strona).

Whioski z przebiegu reakcji odwrotnej transkrypcji z uzyciem staterow zestawionych
w tabeli 2 s3 nastepujace: (a) podczas reakcji odwrotnej transkrypcji dochodzito do
przedwczesnej terminacji w reakcjach prowadzonych z uzyciem starteréw P1, P2, P3, P7 oraz
2L. W przypadku startera P1 zatrzymanie reakcji nie mialo wptywu na odczyt wyniku
rozdziatu elektroforetycznego, gdyz nukleotyd 1140 znajdowal si¢ poza analizowanym
rejonem, (b) dla startera P2 rowniez obserwowano silny sygnat okoto 1140 nt, jednak
silniejszy sygnat wystepowat w rejonie 1100 nt, co prowadzito do catkowitego zatrzymania
odwrotnej transkrypcji, (c) do terminacji RT dochodzito takze dla reakcji prowadzonych
z zastosowaniem starterow P7 i 2L. W rejonie 1074-1115 nt formuje si¢ (jak stwierdzono

wtoku pozniejszych badan) bardzo stabilna struktura spinki, ktorej obecno$é
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najprawdopodobniej skutkowata oddysocjowaniem enzymu i przedwczesnym zatrzymaniem
odwrotnej transkrypcji, co uniemozliwiato dalszy odczyt. O niedostgpnosci tego rejonu dla
oligonukleotydow moze $wiadczy¢ rowniez fakt niezwigzania si¢ w rejonie 1092-1116 nt
startera P8. Dzigki wprowadzonym modyfikacjom startera - starter 2L (posiada trzy
nukleotydy typu LNA) oraz zastosowaniu wickszego stezenia enzymu w reakcji RT problem
przedwczesnej terminacji w tym rejonie w duzej mierze ulegt eliminacji, (d) w przypadku
startera P3 prawdopodobnie glownym problemem niemoznosci odczytania wynikow
rozdziatu elektroforetycznego bylo zbyt stabe jego wigzanie si¢ do dwuniciowego rejonu
1043-1063 nt (co stwierdzono po okresleniu struktury drugorzgdowej vRNAS), co prowadzito
do niskiej wydajnosci reakcji RT 1 w efekcie wczesniejszej terminacji. Wprowadzenie
modyfikacji LNA zniwelowato problem i pozwolito na zanalizowanie danych. Starter 3L byl
stosowany zamiast starterow P3 oraz PS.

RNA po modyfikacji oraz odwrotnej transkrypcji bylo rozdzielane za pomoca
elektroforezy kapilarnej w pracowni genomowej Centrum Badan DNA w Poznaniu.
Ze wzgledu na wigzanie si¢ startera P1 do konca 3' vRNA oraz zmniejszong rozdzielczos¢
kilkunastu poczatkowych pikéw w obrazie elektroforetycznym, nie ma mozliwos$ci okreslenia
reaktywnosci 50 koncowych nukleotydow vRNAS.

Analiza wynikow uzyskanych z elektroforezy kapilarnej zostata przeprowadzona
w programie ShapeFinder [160]. Bezposrednio przed analiza wykonano kalibracje
(ang. mobility shift), ktora uwzgledniata roznice w ruchliwosci elektroforetycznej produktow
wyznakowanych réznymi barwnikami fluorescencyjnymi. W tym celu dla starterow
znakowanych FAM oraz JOE przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji
z niemodyfikowanym VRNAS5 w obecnosci wybranego dideoksynukleotydu (ddG). Z tym
samym dideoksynukleotydem (ddG) réwnolegle przeprowadzono PCR dla starterow
znakowanych TAMRA lub ROX. Produkty reakcji przeprowadzonych dla kazdego ze
starterow zostaly potaczone, a nastgpnie rozdzielone z pomoca elektroforezy kapilarnej.
W programie ShapeFinder, korzystajac z opcji mobility shift cubic, wyznaczono roznice
W migracji produktoéw. Wartosci te zapisano w postaci pliku mobility shift i zawsze
uwzgledniano podczas wykonywanej analizy. Dla kazdego zestawu starteréw byto konieczne
wykonanie oddzielnej reakcji kalibracji gdyz w zaleznosci od sekwencji 1 dtugos$ci startera
DNA wystepowaly réznice w migracji produktow, znakowanych roéznymi barwnikami
fluorescencyjnymi.

Analiza reaktywnos$ci nukleotydow zostata przeprowadzona w programie ShapeFinder

W nastepujacy sposob: najpierw przyrownano rozdzielone produkty do linii bazowej

54



zapomoca funkcji fitted baseline adjust. Nastepnie zastosowano kalibracj¢ poprzez
wprowadzenie wybranego, wczes$niej utworzonego pliku mobility shift. Analizowano
fragmenty ¢cDNA o dlugosci okoto 300-350 nt poprzez zaznaczenie wybranego zakresu
elektroforegramu a nast¢pnie zastosowanie funkcji, signal decay correction. Funkcja miata na
celu zniwelowac efekt wygasania sygnalu, ktory jest obserwowany wraz ze wzrostem
dhugosci analizowanego produktu. Nastepnie stosowano scale factor, co pozwalato miedzy
innymi na powigkszenie poziomu sygnatu dla kontroli wzorcowych zawierajacych
dideoksynukleotydy. Etap ten mial na celu utatwienie, odczytania sekwencji analizowanych
fragmentow przez program, co zachodzilo po zastosowaniu opcji align and integrate,
Program przypisywatl sekwencje¢ vRNAS5 do analizowanych pikéw, obliczal roznice miedzy

powierzchnig piku probki z reakcji pozytywnej i kontroli, oraz tworzyt plik z wynikami.

/DMS\

AN AN AN AN AN A ANAAAANNVANAANA

Rysunek 10. Przyktadowy rozdziat kapilarny produktow reakcji odwrotnej transkrypcji po modyfikacji DMS.
Odczyt reakcji kontrolnej (oznaczona na niebiesko) posiadata znacznik fluorescencyjny FAM, natomiast reakcji
modyfikacji DMS posiadata znacznik JOE i jest oznaczona na zielono. Strzatkami zaznaczono przyktadowe
produkty zatrzymania reakcji odwrotnej transkrypcji w wyniku obecnosci modyfikacji odczynnikiem DMS.
Dolna cze$¢ wykresu przedstawia drabinke dideoksy dla cytydyny (oznaczona kolorem czerwonym) i
guanozyny (oznaczona kolorem czarnym), ktore umozliwiaty przyporzadkowanie miejsca modyfikacji do
sekwencji VRNAS. Strzatkami oznaczono przyktadowe produkty.

Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny c¢DNA analizowany w programie
ShapeFinder [160] zostat zaprezentowany na rysunku 10.

Wygenerowany plik byt nastgpnie analizowany w programie Microsoft Excel.
Przeprowadzono normalizacje danych i obliczono 2% najwyzszych reaktywnosci (pikow),
nastepnie z 8% pozostalych najwyzszych wynikéw obliczono $rednig. Znormalizowane

reaktywnosci uzyskano dzielac uzyskane dane przez warto$¢ srednig. Wartos$ci reaktywnosci

55



podzielono na niskie (warto$¢ ponizej 0,3), Srednie (warto$ci miedzy 0,3 a 0,7) oraz wysokie

(powyzej 0,7).

14. Reaktywnos¢ vRNAS wobec odczynnikow mapujacych
Przeprowadzone reakcje mapowania struktury drugorzedowej VRNAS5 z uzyciem kilku

odczynnikow chemicznych pozwolito na uzyskanie profilu reaktywnosci poszczegdlnych
nukleotydéw badanego RNA. Zidentyfikowano 134 nukleotydow o wysokiej reaktywnosci
wzgledem DMS, co razem stanowi 18,4% wszystkich adenozyn i cytydyn w VRNAS (rysunek
11). Zaobserwowano tgcznie 288 zmodyfikowanych zasad dziatajagc CMCT, co stanowi
18,4% wszystkich nukleotydow w vRNAS (rysunek 12). Na 493 obecnych w czasteczce
VRNAS urydyn stwierdzono, ze 282 (57%) z nich cechuje si¢ wysoka lub S$rednig
reaktywnos$cia. Wykryto, takze 6 modyfikacji reszty guanozyny o $redniej reaktywnosci.
W reakcji z ketoksalem stwierdzono 101 wysokich i 51 $rednich reaktywnosci dla guanozyny
(rysunek 13). Lacznie modyfikacjom ulegto 48,1% wszystkich reszt guanozyny obecnych
w VRNAS. Wysoka i1 $rednig reaktywno$¢ w obecnosci ketoksalu wykazat $rednio, co
dziesigty nukleotyd w vVRNAS5. W metodzie SHAPE silnej modyfikacji z uzyciem NMIA
uleglo 169 nukleotydow, natomiast $rednig reaktywno$¢ wykazano dla 274 nukleotydéw
(rysunek 14). Reaktywnos¢ vRNAS wzglegdem NMIA jest stosunkowo roéwnomiernie
rozlozona w calej czasteczce. Mozna jednak wyr6zni¢ rejony bardziej reaktywne takie jak:
18-30 nt, 70-85 nt, 635-690 nt, 758771 nt, 1326-1341 nt czy 1409-1425 nt. Natomiast
zmniejszong liczb¢ modyfikacji w VRNAS obserwowano dla rejonow 1090-1200 nt oraz
w 590-610 nt.

Wyniki uzyskane metoda SHAPE byly zgodne z wynikami mapowania chemicznego
DMS, CMCT oraz ketoksalem.
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Mapowanie chemiczne vVRNAS z uzyciem DMS - 37°C
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Rysunek 11. Reaktywno$¢ nukleotydow w vVRNAS5 wzgledem DMS: 0-0,3 niska, 0,3-0,7 srednia, powyzej 0,7 wysoka.
Mapowanie chemiczne vVRNAS z uzyciem CMCT - 37°C
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Rysunek 12. Reaktywno$¢ nukleotydow w vVRNAS5 wzgledem CMCT: 0-0,3 niska, 0,3-0,7 $rednia, powyzej 0,7 wysoka.



Mapowanie chemiczne VRNAS z uzyciem ketoksalu - 37°C
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Rysunek 13. Reaktywno$¢ nukleotydow w vVRNAS5 wzgledem ketoksalu: 0-0,3 niska, 0,3-0,7 $rednia, powyzej 0,7 wysoka.

Mapowanie chemiczne VRNAS metodg SHAPE - 37°C
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Rysunek 14. Reaktywno$¢ nukleotydow w vVRNAS5 w metodzie SHAPE: 0-0,3 niska, 0,3-0,7 srednia, powyzej 0,7 wysoka.



1.5. Model struktury drugorzedowej vRNAS
Wyniki uzyskane dzigki mapowaniom chemicznym poshuzyly, jako wyznaczniki

(ang. constraints) do przewidywania struktury drugorzedowej VRNAS z wykorzystaniem
programu RNAstructure. W tym celu sporzadzono liste wszystkich reszt nukleotydowych,
ktére wykazywaty wysoka reaktywno$¢ w mapowaniu chemicznym za pomocg DMS, CMCT
I ketoksalu. Dane zostaty wprowadzone za pomocg opcji chemical modification. Natomiast
dane uzyskane metodg SHAPE wprowadzano korzystajac z funkcji Read SHAPE Reactivity,
jako tak zwane Pseudo Energy Constraints. Wartosci parametrow slope i intercept
dostosowano uwzgledniajac wielkos$¢ czasteczki vVRNAS. Parametry te ustalono na 1,8 dla
slope i -0,6 dla intercept. Po wprowadzeniu danych zostaly wygenerowane struktury
drugorzedowe VRNAS zgodne z danymi eksperymentalnymi, ktére zapisano w formacie
dot-bracket i zwizualizowano za pomocg aplikacji pseudoviewer. Jako optymalny model
wybrano strukture drugorzedowa vRNAS o najnizszej energii swobodnej wynoszacej -996,5
kcal/mol (rysunek 15). Pozostate modele struktury drugorzedowej VRNAS charakteryzowaty
si¢ mniej korzystnymi termodynamicznie warto$ciami energii swobodnych. Dodatkowym
aspektem przemawiajagcym za wyborem okreslonej struktury drugorzedowej byt fakt, ze
posiadata ona szeroko opisany w literaturze motyw panhandle, ktorego struktur¢ rozwigzano
z wykorzystaniem metod NMR [115]. Nalezy podkresli¢, ze struktura drugorzedowa catego
segmentu VRNAS wirusa grypy typu A w oparciu o dane doswiadczalne zostata okreslona po
raz pierwszy.

Czasteczka VRNAS jest silnie ustrukturyzowana, w jej obrgbie wystepuje szereg
rejondw dwuniciowych. W strukturze drugorzedowej vRNAS, poczawszy od konca 5'
wyrozniono trzy gtéwne domeny. Domena | sktada si¢ z dwdch fragmentéw czasteczki RNA,
zlokalizowanych miedzy 1 i 69 nt oraz 1285 i 1565 nt. W sktad domeny Il wchodzi RNA
pomiedzy 70 i 797 nt, natomiast domena Il obejmuje VRNAS od 798 do 1284 nt. W obrebie
kazdej z domen wystgpuja takie motywy strukturalne jak: motyw spinki do wlosow, petle
wieloramienne oraz wybrzuszenia jedno- i dwustronne. Najdtuzsza helisa wystepuje
w domenie Il i jest to najbardziej ustrukturyzowana domena, co jest spdjne najmniejsza
liczbg zidentyfikowanych reaktywnych reszt nukleotydowych w tym rejonie. Natomiast
domena Il jest najbogatsza w motywy typu spinki (posiada 11 takich motywow), a takze
zawiera w sobie najbardziej reaktywne rejony VRNAS obejmujace fragmenty: 70-85 nt,
635-690 nt oraz 758-771 nt.
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1.6. Prawdopodobienstwo wystepowania par zasad i niesparowan
w strukturze drugorzedowej vRNAS wirusa grypy typu A

Prawdopodobienstwo wystepowania par zasad 1 niesparowan w strukturze
drugorzedowej VRNAS wirusa grypy typu A obliczono za pomocg modutu partition function
RNA w programie RNAstructure. Obliczenia uwzgledniajg dane eksperymentalne uzyskane
z mapowan chemicznych VRNAS5. Wynik analizy stanowita macierz, ktéra w graficzny
sposOb opisuje prawdopodobienstwo wystgpowania par zasad lub rejondéw jednoniciowych
w przewidzianej strukturze drugorzedowej VRNAS w stosunku do innych struktur
wygenerowanych przez uzyty program komputerowy. Uzyskane wyniki zostaly naniesione na
strukture  drugorzgdowa VRNAS. Prawdopodobienstwo wystepujacych par zasad
I niesparowan 0znaczono odpowiednimi kolorami i przedstawiono na rysunku 16.

Do rejondw o najwyzszym prawdopodobienstwie wystepowania w strukturze
drugorzedowej VRNAS zaliczamy motyw w rejonie 1470-1510 nt oraz spinke 1079-1110 nt.
Najwieksza liczbe motywoéw, z blisko 100% prawdopodobienstwem wystepowania, mozna
zaobserwowa¢ w domenie II. Znaczna cz¢$¢ par zasad zostala przewidziana
z prawdopodobienstwem wystepowania w strukturze drugorzedowej vVRNAS mniejszym niz
50%. Oznacza to, ze w tych rejonach struktury vVRNAS istnieje mozliwos¢ wystepowania
alternatywnych motywow strukturalnych, innych niz te zaprezentowane na rysunkach 14, 15

I 16, o mniejszej stabilnosci termodynamiczne;j.
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1.7. Analiza dostepnosci struktury vRNAS do wigzania sond
mikromacierzy izoenergetycznych
Mikromacierze izoenergetyczne RNA zostaly stworzone w zespole badawczym,

w ktorym byly realizowane niniejsze badania. Stanowig je sondy oligonukleotydowe
zwigzane do szklanych ptytek pokrytych agaroza. Moga by¢ wykorzystane do okreslania
w czasteczce RNA miejsc dostepnych do hybrydyzacji sond oligonukleotydowych. Zasada
dziatania mikromacierzy izoenergetycznych opiera si¢ na obserwacji, ze dla natywnych RNA
rejony dwuniciowe nie moga wigza¢ sondy oligonukleotydowej, natomiast fragmenty
jednoniciowe mogg tworzy¢ z sonda dupleksy. Podczas drukowania mikromacierzy, kazda
sonda ma S$cisle okreslone potozenie, jezeli wigc badany RNA zostanie wyznakowany,
na przyktad radioaktywnie to po jego hybrydyzacji, bedzie mozna zidentyfikowa¢ utworzone
dupleksy, a tym samym okresli¢ rejony jednoniciowe w badanym RNA. Mikromacierze sg
izoenergetyczne, co oznacza, ze tworzenie dupleksu RNA/sonda, odbywa si¢ ze zblizong
energig swobodng. Stworzenie sond izoenergetycznych byto mozliwe dzigki zastosowaniu
w nich modyfikacji takich, jak: 2'-O-metyloRNA, LNA czy 2,6-diaminopurynorybozydu,
ktorych odpowiednie rozmieszczenie w sekwencji sondy pozwalaja precyzyjnie kontrolowaé
energie swobodng tworzonego przez sonde dupleksu z docelowym RNA. Dodatkowo,
obecnos¢ modyfikowanych nukleotydow chroni sondy oligonukleotydowe przed ich
enzymatyczng degradacja.

Z mapowaniem mikromacierzowym, wykorzystujacym mikromacierze
izoenergetyczne, wigza si¢ pojecia: miejsce wigzania, miejsce alternatywnego wigzania oraz
prawdopodobnego miejsca wigzania. Miejsce wigzania sondy okresla srodkowy nukleotyd
w rejonie RNA komplementarny do danej sondy. Jezeli sonda moze wigzac si¢ do dwoch lub
wigcej miejsc  (poprzez oddziatywania komplementarne lub zawierajace trwale
termodynamicznie niesparowania), to nazywamy je miejscami alternatywnymi. Miejsca
alternatywne zostaly przewidziane z wykorzystaniem programu RNAstructure. Szczegoty
analizy miejsc alternatywnych z udzialem programu RNAstructure zostaly przedstawione
w rozdziale Materialy i Metody. Prawdopodobne miejsca wigzania, to miejsca wigzania, ktore
znajduja si¢ w uprzywilejowanym rejonie strukturalnym, to znaczy w rejonie jednoniciowym
lub w parze zasad graniczacg z fragmentem niesparowanym.

W eksperymentach stosowano mikromacierze uniwersalne, na ktérych tacznie
nadrukowano 877 roznych penta- i heksanukleotydowych sond. Kazda z sond byla
nadrukowana w trzech powtorzeniach. Zaleta mikromacierzy uniwersalnych jest mozliwos¢

stosowania zestawu jedynie dwoch plytek, zawierajgcych wszystkie sondy biblioteki
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izoenergetycznej, do badania struktury (hybrydyzacji) dowolnego RNA. Oprocz sond
oligonukleotydowych, na kazdej z macierzy znajdowaly si¢ roznorodne kontrole. Kontrolami
negatywnymi byly okreslone sondy oligonukleotydowe oraz bufory. Dla przyktadu, sonda
o0 sekwencji UUUUU potencjalnie moze formowa¢ dupleks z badanym RNA, ktorego jednak
w zwigzku z niskg stabilno$cig termodynamiczng nie mozna zaobserwowac. Na macierz
nanoszono takze bufor do drukowania mikromacierzy, ktéry rowniez stanowit kontrole
negatywna.

Aplikacja Probepicker (stworzona przez Waltera N. Moss’a, z lowa State University,
(Ames, USA) pozwolita okresli¢ pule sond uniwersalnej mikromacierzy izoenergetycznej
komplementarnych do vRNAS. Dla vVRNAS o dtugosci 1565 nt istnieje 1561 miejsc wigzan.
Jednak uwzgledniajac fakt, ze do przygotowania mikromacierzy izoenergetycznych
stosowano krotkie, piecionukleotydowe sondy to w konsekwencji niektore sondy sa
komplementarne do wigcej niz jednego miejsca. Sumarycznie, do VRNAS teoretycznie moglo
zwigzaé si¢ 686 roznych sond oligonukleotydowych mikromacierzy izoenergetycznej. Ponad
potowa z nich posiadata przynajmniej dwa miejsca wigzania. Eksperymenty z uzyciem
mikromacierzy izoenergetycznych zostaty juz szerzej opisane W pracy magisterskiej autorki
tej pracy doktorskiej. W pracy doktorskiej zostang przedstawione wyniki uzyskane dla
hybrydyzacji czasteczki VRNAS do mikromacierzy izoenergetycznych w buforze sodowym
(bufor 1) oraz zostang pordwnane z wynikami uzyskanymi podczas hybrydyzacji w buforze
potasowym (bufor 2). Peten sktad buforéw zostal podany w rozdziale Materialy i Metody.
W obu przypadkach hybrydyzacje byty prowadzone w temperaturze 37°C.

Badany VRNAS byl znakowany podczas transkrypcji in vitro przy uzyciu [o*?P] ATP.
Homogennoéé otrzymanego RNA oceniano na zelu agarozowym. Srednia warto$é
radioaktywnosci VRNAS5, ktore nakladano na pojedyncza mikromacierz izoenergetyczng
wynosita 300 000 cpm.

Wyrazny sygnat dla wigzania vVRNAS5 na mikromacierzy uzyskiwano w wyniku
hybrydyzacji vVRNAS5 do sond przez 18 godzin. Wyniki hybrydyzacji z mikromacierzami
izoenergetycznymi wizualizowano za pomocg aparatu Fuji Phosphoimager. Dalszg analize
przeprowadzono w programie ArrayGauge V2.0, ktory obliczat liczbe pikseli w specjalnie
zaprojektowanej siatce sktadajacej si¢ z pol o identycznej powierzchni. Uzyskane w ten
sposob wartosci liczbowe zostaly wyeksportowane do programu Microsoft Excel. Nastepnie
policzono $rednie warto$ci z trzech powtorzen dla kazdej sondy i podzielono przez najwyzsza
warto$¢ sygnatu uzyskang dla kazdej mikromacierzy. Dzigki temu mozna bylo ocenié

wzgledng intensywnos$¢ sygnatow wigzania sondy. Sonda wigzata si¢ silnie do vVRNAS, gdy
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uzyskana warto$¢ miescita si¢ w przedziale od 1 do 3, natomiast, kiedy wartos¢ ta miescita si¢

w przedziale od 3 do 9, to dana sonda wigzala si¢ z $rednig sita.

o

Macierz 1 Macierz 2 Macierz 1 Macierz 2
bufor 1 bufor 1 bufor 2 bufor 2

Rysunek 17. Przyktadowe wyniki hybrydyzacji vVRNA5 w 37°C. Mikromacierze izoenergetyczne stosowane do
badan hybrydyzacyjnych w buforze 2 zostaly wydrukowane z uwzglgdnieniem innej konfiguracji sond niz te
pokazane dla buforu 1, stad ich obrazy si¢ r6znig. Mikromacierze 1 oraz 2 sa uniwersalnymi mikromacierzami
izoenergetycznymi, ktoére moga by¢ stosowane do badania struktury dowolnej czasteczki RNA. Wiecej
informacji zostalo przedstawionych w rozdziale Materialy i Metody.

Dla wigzan oznaczonych, jako silne obliczono energie swobodne poszczegdlnych
duplekséw hybrydyzacyjnych. Okre§lono takze alternatywne miejsca wigzania si¢ sond
mikromacierzy do VRNAS5 za pomoca programu RNAStructure. Wyniki uzyskane dla
warunkow hybrydyzacji w 37°C w buforze 1 zostaly umieszczone w ponizszej tabeli
(tabela 3). Wyniki uzyskane dzigki mapowaniom mikromacierzowym przeprowadzonym
w 37°C w buforze 2 sg bardzo zblizone do wynikéw uzyskanych w buforze sodowym
(bufor 1), z tego wzgledu dalsze analizy (eksperymenty z rybonukleazg H) prowadzono dla
warunkow z buforu 1. Zestawienie tych dwoch warunkow zostato przedstawione w tabeli
w rozdziale Materialy i Metody.

Wigzania sond mikromacierzy izoenergetycznych wystepuja w kazdej z trzech domen
vRNAS. W niektorych rejonach sg obserwowane tylko prawdopodobne miejsca silnego

wigzania sondy, alternatywne miejsca wigzania sondy lub brak jakiegokolwiek wigzania.

Do takich rejonéw naleza helisa 40-69 nt/1285-1324 nt w domenie | lub helisa 811-862
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nt/1024-1064 nt w domenie III. Nie obserwuje si¢ wigzania sond w rejonie 1074-1179 nt

(domena I111).

Tabela 3. Analiza miejsc wigzania sond mikromacierzy izoenergetycznych do vRNAS (37°C, bufor 1).
W nazwach sond malymi literami oznaczono nukleotydy typu LNA, duzymi literami nukleotydy typu
2’-O-metyloRNA. Literg d oraz D oznaczono odpowiednio 2,6-diaminopurynorybozyd LNA oraz 2'O-metylo-
2,6- diaminopurynorybozyd. AG°s; obliczono na podstawie opublikowanych parametrow termodynamicznych

z publikacji [161].

Wyniki Obliczona Miei . .
Micisce winzan YKL 1 AGeg keallmol | Yelsce wigzania
iejsce wiazania | Nazwa : hybrydyzacji, wyszukane przez
sondy w VRNAS sondy S SEE (bufor 1 dlacle sy program
37°C) , hybrydyza- RNAstructure
cyjnego
1300 i 1299
22/ 184/ 355 / 883 i 882
880 / 883/ 1251/ 1250i 1251
1280 / 1300 / 33 UdUgDg s 924 35g
1429 184
22
457 | 456
256/ 457 / 469 / 11811 1180
546/814/1181 | 0 dDgDyg S 1003 69
546
677 105 DcGgDg s 110,81 81(7) 505
1330 1329
12031 1202
275/ 642 1644 | 790 789
790/ 860/ 1073 6441 643
1120371221/ | 37 dGdGdg s 1071 275
1328 / 1330 1073
2751 274
860
535 188 DgUgUg s 9,67 ggg 1534
909 417 CyGdAg s 0T e
308/ 452 531 GdCdGg s 9,41 igg
36 557 GdGUdg m/s -9,20 36
1018 579 GcDAGg s 112,45 1018 i 1017
534/ 683 751 9UgUgg s 112,70 gg;‘ 533
7221721
646 i 645
377/415/562 / fggg ?(13;0 7
646/722/862/ | 905 uGdGdg s -10,09 77
1205 / 1450 -
415
1450
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Dla sond mikromacierzy izoenergetycznych na pewno nie jest dostgpny rejon od 1331
do 1447nt oraz od 1454 do 1565nt w domenie I. Najwigcej miejsc wigzan do sond jest
obserwowanych w rejonie od 643 do 683 nt. W tym rejonie wystepuje pie¢ miejsc silnego
wigzania sond mikromacierzy.

Wyniki uzyskane z mapowania mikromacierzami izoenergetycznymi, zostaty
naniesione na struktur¢ drugorzedowa VRNAS. Na strukturze drugorzedowej zaznaczono
potwierdzone poprzez eksperymenty z udzialem rybonukleazy H (oméwione ponizej),
alternatywne oraz prawdopodobne miejsca silnego wigzania sond mikromacierzy

izoenergetycznej (Rysunek 19).

1.8. Analiza dostepnosci rejonow jednoniciowych czasteczki vRNAS dla
hybrydyzacji oligonukleotydow z wykorzystaniem rybonukleazy H
Rybonukleaza H z Escherichia coli jest enzymem, ktory rozpoznaje dupleksy

RNA/DNA, w wyniku, czego dochodzi do cigcia hydrolitycznego RNA [162]. Stanowi to
podstawe metody badawczej, ktora pozawala w sposob alternatywny okresli¢ dostepnosé
rejondOw w RNA dla wigzania komplementarnych oligonukleotydow. W tym celu
zaprojektowano krotkie oligonukleotydy DNA, ktore nastepnie uzyto do weryfikacji struktury
drugorzedowej VRNAS z uzyciem RNazy H. Werytfikacja miejsca ciecia enzymu odbyla si¢
poprzez przeprowadzenie reakcji odwrotnej transkrypcji VRNAS poddanego dziataniu RNazy
H, a nastgpnie rozdziatowi produktow za pomoca elektroforezy kapilarnej. Doktadne warunki
reakcji hydrolizy vRNAS za pomoca rybonukleazy H w obecnosci oligonukleotydow DNA
zostaty przedstawione w rozdziale Materialy i Metody.

Lacznie zaprojektowano 14 oligonukleotydow DNA. Eksperymenty przeprowadzone
z wykorzystaniem rybonukleazy H mialy na celu potwierdzenie miejsc wigzania sond
mikromacierzy izoenergetycznych i rejondw jednoniciowych w vRNAS. Poza tym, cztery
oligonukleotydy DNA posiadaly sekwencje odpowiadajace stosowanym antysenSOwym
2’0-metylo RNA (wyniki opisane w dalszej czesci), dzigki czemu mozliwa byta weryfikacja
rejonu VRNAS, ktéry mogloby by¢ dostepny 1 wigzaé zaprojektowane antysensowe
oligonukleotydy.

Obserwowane cigcia hydrolityczne pogrupowano na cigcia stabe, oznaczone jako
w i silne, oznaczone jako s. Ciecia hydrolityczne silne to takie, dla ktorych wysoko$¢ piku
w rozdziale na kapilarach $wiadczacego o wydajnos¢ hydrolizy byt porownywalny
wysokoscig do sygnatu produktu koncowego reakcji. Wszystkie pozostate obserwowane

produkty hydrolizy opisano, jako stabe cigcia.

67



Tabela 4. Tabela przedstawia wyniki uzyskane w eksperymencie wykorzystujacym rybonukleazg H.
Oznaczenia: w - staba hydroliza, s - silna hydroliza, X - brak wigzania.

Sekwencja oligonukleotydu Badany rejon w HydrolizalRINGzalhi
Nazwa (po wymienionym
DNA VRNAS (nt) .
nukleotydzie)
71 (w)
H1 CATGAATAAT 72-83 76 (w)
78 (w)
82 ()
681-683 (5)
H2 AAGAGTGG 464-472
471-472 (W)
750 (w)
H3 TTCATAAGAGGAAAGAAAGT 466-485 75715-25(3\/)(3)
470-484 (s)
i 647 (s)
H4 CTTTGAGAGAG 643-651 649-650 (s)
H5 GTGTACGG 676-684 676-684 (s)
H6 TGGACGAAGGA 878-888 880-882 (w)
883 (s)
890-891 ()
H7 GCGAAAATGG 886-895 893 (s)
895 (s)
1067-1071 (5)
H8 AGAACGAGA 1065-1073 1073 (s)
H9 ATATGGCA 1102-1109 X
1250-1253 (w)
H10 GGACCCTAAGAAA 1248-1260 1254-1260 (s)
1261 (w)
] 1261-1262 (w)
H11 GAAAGGAC 1257-1264 1264 (w)
] 1331-1332 (5)
H12 CAATAGAGAG 1336-1327 1334 (s)
] 1421-1425 (3)
H13 TGGTTAGTGG 1425-1416 1426 (w)
H14 ATGGTTAGTGGCA 1415-1427 1421-1427 ()
1428 (w)

Oligonukleotyd H9 zostat zaprojektowany tak, aby wigzat si¢ w miejscu, w ktorym
obserwowano zatrzymanie reakcji odwrotnej transkrypcji. W tym przypadku nie
zaobserwowano hydrolizy z udziatem rybonukleazy H, co stanowi dodatkowe potwierdzenie,
ze rejon ten jest niedostgpny dla oligonukleotydow.

Jak wspomniano wcze$niej, wyniki uzyskane dzieki eksperymentom z rybonukleazg H
mialy za zadanie zweryfikowa¢ dostgpno$¢ miejsc w VRNAS okre§lonych dzigki
eksperymentom wykorzystujacym mikromacierze izoenergetyczne. Cze$¢ alternatywnych
miejsc wigzania sond mikromacierzy zostalo potwierdzonych, co zostalo zaprezentowane

w tabeli 3.
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Rysunek 18. Rozdziat kapilarny produktow hydrolizy vRNAS5 z udzialem RNazy H w obecnosci
oligonukleotydu H3. Zielonym kolorem oznaczono reakcj¢ (znakowana JOE), natomiast kolorem niebieskim

kontrole, znakowana FAM. Dolny rozdzial przedstawia drabinki dideoksy U i C. Zaprezentowane cigcia
hydrolityczne znajduja w rejonie 751-755nt VRNAS.

Wykazane cigcia hydrolityczne wystepuja po nukleotydach 71, 76, 78 oraz 82. Sa to
cigcia stabe 1 wystepuja w duzej petli, w ktorej dodatkowo istniejg mapowania NMIA, DMS,
CMCT oraz ketoksalem (rysunek 19). Nukleotyd 71 to miejsce wigzania o $redniej
intensywnos$ci dla sondy mikromacierzy izoenergetycznych (patrz Materialy i Metody),
zaréwno dla buforu 1, jak i1 buforu 2. Kolejne ciecia hydrolityczne zidentyfikowano w rejonie
470-484 nt. Nie bylo natomiast cigcia w rejonie 464-469 nt, co moze $wiadczy¢ o tym, ze jest
on niedostepny.

Tabela 5. Potwierdzone za pomoca eksperymentow wykorzystujacych rybonukleaze H miejsca wiazania sond

mikromacierzy izoenergetycznych. Po prawej stronie tabeli umieszczono nazwg oligonukleotydu DNA, za
pomoca, ktérego potwierdzono miejsce wigzania w vVRNAS.

Potwierdzone miejsca wigzania sond Nazwa
mikromacierzy (nt) oligonukleotydu
469 H2, H3
646 H4
683 H5
883 H6
1073 H8
1251 H10
1330 H12
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W obecnosci oligonukleotydu H3 mozna zaobserwowac wiele sygnatow dla cie¢
hydrolitycznych, zlokalizowanych w helisie. Przypuszczalnie struktura drugorzgdowa vRNAS
w tym rejonie jest inna lub moze dochodzi¢ do tymczasowego rozplecenia helisy (struktura
jest termodynamicznie labilna). Dzieki eksperymentom wykorzystujacym rybonukleaze H,
potwierdzono wigzanie sondy komplementarnej do miejsca 469. Oligonukleotyd H3 posiada
dodatkowe miejsce wigzania, o czym $wiadczg cigcia w obecnosci rybonukleazy H
za nukleotydami 751-754, niektore w rejonie helisy.

Zaobserwowano takze silne sygnaty ciecia hydrolitycznego wystepujacego za
nukleotydami 647 oraz 649-650. Cigcia hydrolityczne pozwolily na potwierdzenie miejsca
646 wigzania sondy mikromacierzy. Kolejne ciecia hydrolityczne zaobserwowano za kazdym
nukleotydem w rejonie 676-684. Miejsca wigzania 677 i 683 sond mikromacierzy
izoenergetycznych sg dostgpne. Kolejno za nukleotydami 880-882 obserwowano stabe cigcia
hydrolityczne, natomiast za nukleotydem 883 wystepowalo silne cigcie hydrolityczne.
Hydroliza wystepuje w rejonie tatwo dostgpnej petli 1 potwierdza to miejsce wigzania sondy
883. Silne cigcia zaobserwowano takze za rejonem 890-891 nt oraz 893 i 895 nt. Ciecia
hydrolityczne czgsciowo zachodza w rejonie, w ktorym wystepuje helisa. W tym rejonie
znajduja si¢ takze silne modyfikacje NMIA, CMCT oraz DMS. Kolejne silne ciecia pojawity
si¢ kolejno za nukleotydami w rejonie 1067-1071 nt oraz 1073 nt. Wyniki te pozwolity
potwierdzi¢ silne wigzanie sondy mikromacierzy izoenergetycznych w miejscu 1073.

Natomiast H9 jest oligonukleotydem kontrolnym i zostat zaprojektowany, aby wigzaé
si¢ w miejscu, w ktérym zaobserwowano przedwczesng terminacj¢ odwrotnej transkrypcji.
Wyniki uzyskane dzigki uzyciu RNazy H potwierdzaja niedostepnos¢ rejonu 1102-1109 nt.
W tym rejonie nie wystgpowaty ani silne wigzania sond mikromacierzy ani mapowania
chemiczne.

Stabe cigcie rybonukleazag H uzyskano po nukleotydzie 1261, 1262 i 1264. Silng
hydrolize natomiast w rejonie 1254-1260 nt. Tutaj réwniez niektore cigcia wystepuja
w obrebie helisy. Nie obserwuje si¢ natomiast silnego sygnatu w przypadku uzycia krotszego
oligonukleotydu H11. Moze to oznaczaé, ze wigzanie dhuzszego, 13-nukleotydowego
oligonukleotydu (H10), moze powodowa¢ zmiany w strukturze VRNAS5, co w efekcie
skutkuje rozpleceniem helisy. Zaobserwowano silne ciecia hydrolityczne w obecnosci
rybonukleazy H po nukleotydach 1331, 1332 oraz 1334. Potwierdza to miejsce wigzania 1330
sondy mikromacierzy izoenergetycznych. Dodatkowo, w badanej petli obecne sg takze silne

modyfikacje odczynnikami CMCT oraz NMIA. Silna hydroliza rybonukleazg H wystepuje
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takze w rejonie 1421-1427, a staba za 1428 nt. W wigkszos$ci obejmuje ona fragment petli,
potwierdzonej rowniez modyfikacjami DMS, NMIA oraz CMCT.
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2. Badania inhibicji namnazania wirusa grypy w obecnosci

oligonukleotydow antysensowych
2.1. Projektowanie oligonukleotydow antysensowych w oparciu o

strukture drugorzedowa vRNAS
W strukturze drugorzgdowej vVRNAS mozna wyrdzni¢ rejony jednoniciowe oraz

dwuniciowe. Rejony jednoniciowe moga by¢ bardziej dostgpne do wigzania niektérych
potencjalnych terapeutykow, jak np. zwigzki niskoczasteczkowe Ilub oligonukleotydy.
Znajomo$¢ struktury drugorzegdowej RNA moze postuzy¢ do zaprojektowania terapeutykow
nacelowanych na ten RNA. Dodatkowo, pomocne przy projektowaniu moga byé wyniki
mapowan chemicznych, enzymatycznych czy mikromacierzowych. Wyniki te potwierdzaja
dostepnos¢ nukleotydow do oddzialywania z oligonukleotydami.

Struktura drugorzedowa vVRNAS zostala wykorzystana do zaprojektowania
oligonukleotydéow antysensowych (ASO ang. antisense oligonucleotide). Docelowym
wirusem grypy byt szczep A/California/04/2009 (H1N1). Jakkolwiek nalezy przypuszczac,
ze dla roéznych szczepdéw wirusa grypy, pomimo roéznic w sekwencji, powinny zostac
zachowywane istotne motywy strukturalne ich struktury drugorzedowe;.

Projektujac oligonukleotydy antysensowe metoda krok za krokiem dla badanej
czasteczki tworzy si¢ pule oligonukleotydow, z ktérych kazdy rozni si¢ od poprzedniego
pojedynczym nukleotydem. W przypadku VRNAS5 Kkonieczne byloby zaprojektowanie
I synteza przeszto 1500 oligonukleotydow antysensowych. PodejScie uwzgledniajace
strukture drugorzedowa pozwala na znaczne zmniejszenie puli badanych oligonukleotydow.
Istotnym aspektem przy projektowaniu oligonukleotydow antysensowych byly wyniki
uzyskane podczas hybrydyzacji VRNAS5 do mikromacierzy izoenergetycznych. W procesie
projektowania byta takze brana pod uwage dlugo$¢ jednoniciowego docelowego fragmentu
RNA dostepnego dla hybrydyzacji oligonukleotydow antysensowych. Kolejnym kryterium
wyboru regionow docelowych byly potencjalne rejony oddziatywania pomigdzy segmentami
wirusa. W obrgbie wszystkich o§miu VRNA tworzacych genom wirusa grypy istnieje
mozliwo$¢ wystepowania oddziatywan, ktore moga mie¢ znaczenie dla cyklu replikacyjnego
wirusa, na przyktad, w pakowaniu wiriondw. Przeanalizowano sekwencje wszystkich o$miu
segmentéw szczepu A/California/04/2009 (HIN1) pod katem obecnosci rejondw do siebie
komplementarnych. Zastosowano autorski skrypt stworzony do tego celu we wspotpracy
z doktorem Tomaszem Wozniakiem. Analiza pozwolita znalez¢ w sekwencjach segmentéw

fragmenty RNA o ustalonej dlugosci wigkszej lub rownej 10- i 11-nukleotydoéw, ktore moga
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potencjalnie tworzy¢ komplementarne pary zasad pomigdzy sobg. Wsrod nich byly takze

rejony w 100% komplementarne do docelowego VRNAS (tabela 6).

Tabela 6. Rejony potencjalnego oddziatywania pomigedzy segmentami wirusa A/California/04/2009 (H1N1). Na
czerwono zaznaczono oddziatywanie pomiedzy segmentami, ktéore mogg zosta¢ zaburzone poprzez
oligonukleotydy 7.5 i 7.5L.

. . . . Rejon_ (nt)_ Sekwencja
Oddatyvnie | Feon(1) | Soowrce | potrcinie | peniame
VRNA oddzialywujacego vVRNA
256-266 CUUUCAAAAGG 1319-1329 CCUUUUGAAAG
VRNA5/VRNA1 357-366 UAUGGCCCAG 196-205 CUGGGCCAUA
721-730 CUCAGAAUGA 2173-2182 UCAUUCUGAG
6-16 AAACAAGGGUA 1961-1971 UACCCUUGUUU
388-397 GUAUUGGAGU 738-747 ACUCCAAUAC
VRNA5/VRNA2 605-614 AUUUGAAUGG 2314-2323 CCAUUCAAAU
874-883 cuuGuccuucC 25-34 GAAGGACAAG
1368-1377 AUCACUGAGU 1106-1115 ACUCAGUGAU
413-422 UCUCAUUUGA 676-685 UCAAAUGAGA
420-429 UGAAGCAAUC 140-149 GAUUGCUUCA
VRNA5/VRNA3 1390-1399 CACAUUUGGA 2082-2091 UCCAAAUGUG
1400-1409 UGAAGCAAUC 2015-2024 AGAUUCUACA
1438-1447 GAUGCUCUGA 1345-1354 UCAGAGCAUC
59-68 AAUAAGACCC 1043-1052 GGGUCUUAUU
VRNA5/VRNA4
730-739 AGUGCUGACC 1135-1144 GGUCAGCACU
425-434 CAAUCUGGAC 126-135 GUCCAGAUUG
VRNA5/VRNAG 556-566 GGGUUUUCAUU 387-397 AAUGAAAACCC
1182-1191 UUUGUCAUAA 1087-1096 UUAUGACAAA
VRNA5/VRNAT7 512-521 CAGCAGAGUG 68-77 CACUCUGCUG
VRNA5/VRNAS BRAK REJONOW KOMPLEMENTARNYCH O DEUGOSCI >10 NT

Zaprojektowano tgcznie 16 modyfikowanych antysensowych oligonukleotydow, ktore

zawieraly modyfikowane

nukleotydy majace na celu

zwigkszenie

trwato$ci

termodynamicznej dupleksu utworzonego przez VRNA i oligonukleotyd antysensowy.

Dodatkowo, obecno$¢ modyfikacji w antysensowych oligonukleotydach chroni je przed
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degradacjg rybonukleazami obecnymi w komorkach. Oligonukleotydy antysensowe
zbudowane byty w catosci z 2°-O-metyloRNA lub zawieraly dodatkowe reszty nukleotydowe
typu LNA. Oligonukleotydy typu gapmer, ktore w centralnej czgsci sekwencji zawieraty
reszty deoksynukleotydowe.

Oligonukleotydy 7.5 i 7.5L =zostaly zaprojektowane w rejonie potencjalnego
oddziatywania VRNAS z vRNA2. Analiza obecno$ci rejonéw komplementarnych wykazata,
ze rejon 874-883nt w VRNADS jest komplementarny do fragmentu 25-34 nt VRNA2.

Antysensowe oligonukleotydy mogg dziata¢ na VRNA wirusa grypy na trzy roézne
sposoby. Jeden ze sposobéw dziatania 2'-OMeRNA i 2°-OMeRNA-LNA moze polega¢ na
powstaniu zawady przestrzennej dla polimerazy wirusowej. W wyniku tego powstatby
skrocony wirusowy RNA, niezdolny do pelnienia swojej biologicznej funkcji. Inny
mechanizm moze polega¢ na zablokowaniu dostgpnosci motywu strukturalnego istotnego dla
cyklu replikacyjnego wirusa. Przyktadowo, moze dojs¢ do zaburzenia oddziatywan miedzy
segmentami, ktore maja znaczenie podczas pakowania VRNP do potomnych wirionow.
Kolejnym sposobem dzialania oligonukleotydow typu gapmer, moze by¢ aktywowanie
rybonukleazy H. W tym celu zostaty zaprojektowane ASO typu gapmer, ktére sa zbudowane
z fragmentu DNA umiejscowionego centralnie oraz modyfikowanych reszt nukleotydowych
(typu 2'-OMeRNA Iub LNA) na koncach 5'- i 3'-oligonukleotydu. Rybonukleaza H
rozpoznaje heterodupleks VRNA/DNA i powoduje hydrolize VRNA w takim dupleksie.

Jako kontrol¢ negatywna wybrano oligonukleotyd, ktory nie jest sekwencyjnie
specyficzny do VRNAS5 (oligonukleotyd NEG) oraz oligonukleotyd komplementarny do
fragmentu, ktéry w strukturze drugorzedowej VRNAS wystepuje w regionie dwuniciowym
(oligonukleotyd CV1). Sekwencja oligonukleotydu NEG zostata wybrana w oparciu o dane
literaturowe 12. Dodatkowa kontrole stanowit oligonukleotyd scrambled - MX, ktorego
sekwencja byla przypadkowa mieszaning nukleotydow, obecnych w sekwencji
oligonukleotydu 4.5.

Sekwencje oligonukleotydow antysensowych zaprojektowanych w oparciu o model
struktury drugorzedowej VRNAS zostaty przedstawione w tabeli 7, natomiast na rysunku 20
zaznaczono miejsca wigzania oligonukleotydéw antysensowych w strukturze drugorzedowe;j

VRNAS
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Tabela 7. Zaprojektowane oligonukleotydy antysensowe. Czerwonym kolorem zaznaczono nukleotydy typu
LNA, czarnym 2°O-metyloRNA, dN oznaczajg reszty deoksyrybonukleotydowe.

Rejon

Nazwa komplemen- B3]
. Sekwencja oligonukleotydu 5°—3’ oligonukleotydu
oligonukleotydu tarny w ANtYSENSOWeao
VRNAS (nt) Y 9
19GP 70-87 | CUUUJGAAJCIAdUIGAAIGAUIAAUGA gapmer
45 465-485 | UUCAUAAGAGGAAAGAAAGU 2’0OMeRNA
451 465-485 | UUCAUAAGAGGAAAGAAAGU 2’0OMeRNA-LNA
15.L 534-543 | UCAAUUGGUG 2’0OMeRNA-LNA
75 878-888 | UGGACGAAGGA 2’0OMeRNA-LNA
7.5L 878-888 | UGGACGAAGGA 2’0OMeRNA-LNA
20L 1065-1074 | GAGAACAAGA 2’0OMeRNA-LNA
23GP 1140-1157 | CAAGACIAJAJAICIAJAIUIGIGCGAA gapmer
115 1248-1260 | GGACCCUAAGAAA 2’0OMeRNA
11.5L 1248-1260 | GGACCCUAAGAAA 2’0OMeRNA
17L 1326-1341 | CAUAACAAUAGAGAGG 2’0OMeRNA-LNA
13L 1415-1427 | AUGAUUGGUGGAA 2’0OMeRNA-LNA
13GP 1415-1427 | AUGAAJUAUJGAGAUdGGAA gapmer
MX brak | GUUAAGUAAUACAGAGAAGA 2’OMeRNA typu
scrambled
NEG brak | AGACCUCUAUAGCAGCU 2’OMeRNA kontrola
negatywna
cvi 1074-1085 | GCCACAUAUCAG 2’0OMeRNA kontrola
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2.2. Wplyw oligonukleotydow antysensowych na namnazanie wirusa

grypy
Oligonukleotydy antysensowe zostaty przetestowane pod katem potencjalnej inhibicji

namnazania wirusa grypy typu A. W tym celu przeprowadzono doswiadczenia
wykorzystujace dwa roézne modele badawcze, a mianowicie z zastosowaniem wirusa
modyfikowanego oraz wirusa typu dzikiego (ang. wild type, WT). Wirus typu dzikiego byt
badany w liniit MDCK (ang. Madin-Darby Canine Kidney), wyizolowanej z komorki nerki
psa. Wirusem modyfikowanym byl wirus grypy scilAV single-cycle Influenza A virus,
AJ/California/04/2009 (H1IN1). Namnazany on byt w specjalnie wyprowadzonej do tego celu
linii komoérkowej MDCK-HA, w ktorej statej ekspresji ulegalo wirusowe biatko
hemaglutynina [163]. Wirus scilAV A/California/04//2009 (H1N1) jest modyfikowanym
wirusem, ktory zamiast genu kodujacego hemaglutyning (w segmencie czwartym) posiada
gen kodujacy biatko zielonej fluorescencji (green fluorescent protein, GFP). Genom tego
wirusa, poza segmentem czwartym, ma identyczng sekwencje z sekwencja genomu wirusa
A/California/04/2009 (H1N1). Czastki wirusa sCilAV powstale w cyklu replikacyjnym
w modyfikowanych komorkach MDCK-HA, posiadaja w swojej otoczce biatko
hemaglutyniny. Dzi¢ki temu wirus SCIIAV jest zdolny do infekcji kolejnych komorek. Jezeli
zainfekowane zostang komorki niemodyfikowane, wowczas wynikiem takiego cyklu
namnazania bedzie wirus niezdolny do kolejnych infekcji z powodu braku w otoczce biatka
hemaglutyniny. Stad w komorkach niemodyfikowanych wirus scIAV moze przeprowadzi¢
tylko jeden cykl namnazania. Zaleta takiego wirusa SCIAV jest wigc brak zdolnosci do
namnazania si¢ W naturalnym srodowisku [164]. Wirus scilAV oraz komoérki MDCK-HA
zostaly udostgpnione do badan Zaktadowi Genomiki Strukturalnej RNA przez profesora
Luisa Martinez-Sobrido z Univeristy of Rochester (Rochester NY, USA).

Modyfikowanego wirusa wykorzystano w badaniach wstepnych, natomiast do
pozostatych eksperymentow stosowano wirus grypy A/California/04/2009 (HIN1) typu
dzikiego oraz standardowa lini¢ komodrkowag MDCK. Ponizszy schemat prezentuje
poszczegblne etapy eksperymentéw wykonanych w ramach badan inhibicji namnazania

wirusa grypy (Rysunek 21).
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Rysunek 21. Uproszczony schemat badania wplywu oligonukleotydéw antysensowych na namnazanie wirusa
grypy typu A. Kolorem niebieskim zaznaczono etapy, ktore wystepowaly w eksperymentach inhibicji
namnazania wirusa grypy typu A z udzialem wirusa scilAV, jak i rowniez wirusa typu dzikiego. Kolorem
zielonym oznaczono etapy wykorzystywane wytacznie w modelu badan z zastosowaniem wirusa typu dzikiego.
Czerwonym kolorem oznaczono etap analizy wyniku po infekcji komorek MDCK-HA wirusem scilAV.

Pierwszym etapem dla wszystkich eksperymentéw byla transfekcja komorek MDCK
lub MDCK-HA oligonukleotydami antysensowymi. Warunki transfekcji byly identyczne
zarowno dla linii komdérkowej MDCK, jak 1 liniit MDCK-HA 1 zostaty szczegdtowo opisane
w rozdziale Materialy i Metody.

Nastepnie monowarstwa komorek byla poddawana infekcji odpowiednio wirusem
grypy typu dzikiego lub wirusem scilAV. Po zakonczeniu trzech cykli infekcyjnych dla obu
wirusOw zbierano roztwor znad komorek, ktory zawierat wiriony (CCS, ang Cell Culture
Supernatant). Zebrany roztwoér stuzyt do oznaczenia miana wirusa w probie. W przypadku
wirusa scilAV, zebrane roztwory stuzyly do infekcji kolejnej monowarstwy komorek, a po
jednym cyklu dokonywano bezpo$redniej analizy miana wirusa w probie. Roztwory
zawierajagce wirusa typu dzikiego byly réwniez wykorzystywane do infekcji monowarstwy
komorek, jednakze po 8 godzinach (jednym cyklu) infekcj¢ zatrzymywano, a miano wirusa
oznaczano metoda immunofluorescencji posredniej (IFA ang. Indirect Immunofluorescence
Assay). Ilos¢ wirusa wyrazano w jednostkach FFU/ml (focus forming unit per millilter), ktore
okreslaja liczbe obserwowanych ognisk wykazujacych fluorescencj¢ w przeliczeniu na
mililitry stosowanego medium. Dane prezentowano zaréwno, jako warto$ci wzglgedne (wynik
W postaci procentowej) oraz jako bezwzgledne wartosci FFU/ml przedstawione w skali
logarytmicznej. W pierwszym przypadku dane normalizowano wzglgdem kontroli L, ktorg
stanowig komorki hodowane w obecnosci lipofektaminy a nastepnie zakazane wirusem.

W eksperymentach uwzgledniano takze dodatkowe kontrole oznaczone, jako: kontrola K,
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NEG oraz CV1. Kontrole K stanowig dane uzyskane dla komoérek traktowanych wirusem
Z pominigciem etapu transfekcji. Znaczenie takiej kontroli polegato na monitorowaniu stanu
komorek na poszczegdlnych etapach do§wiadczenia oraz prawidlowego namnazania wirusa.
Wyniki pojedynczego eksperymentu nie byty brane pod uwagg, je$li warto$¢ procentowa
namnazania wirusa dla kontroli L byta nizsza niz 75% wartoSci namnazania wirusa dla
kontroli K. Oznaczato to zbyt duza $miertelno$§¢ komoérek podczas transfekcji lub/i komorki
byly na tyle ostabione podczas transfekcji, ze wptywato to negatywnie na infekcje. Pozostate
kontrole NEG, CV1, MX wskazujg na miano wirusa grypy uzyskane po transfekcji
odpowiednimi oligonukleotydami kontrolnymi (NEG, CV1 i MX).

Izolacj¢ totalnego RNA przeprowadzano tylko w przypadku wirusa grypy typu
dzikiego po 3 cyklach (24 godzinach) od pierwszej infekcji. Wyizolowane RNA byto matryca
w reakcji odwrotnej transkrypcji, a otrzymane cDNA wykorzystano w reakcji real time PCR.

Na wszystkich etapach eksperymentoéw wykonanych z wykorzystaniem linii
komorkowych prowadzono obserwacje mikroskopowa komorek. W przypadku oznak
choroby a mianowicie: apoptozy, opoznionego wzrostu czy odklejania komorek z plytki
hodowlanej eksperyment przerywano. Szczegély dotyczace warunkow hodowli linii

komorkowych, procesu transfekcji oraz infekcji opisano w rozdziale Materialy i Metody.

2.3. Okreslenie wydajnosci transfekcji komorek MDCK
oligonukleotydami antysensowymi
Pierwszym etapem eksperymentdéw, ktory wymagat optymalizacji byla transfekcja

komorek oligonukleotydami antysensowymi. W celu okre§lenia wydajnosci transfekcji
oligonukleotydami badano pomiar fluorescencji komoérek MDCK, ktéore uprzednio
transfekowano oligonukleotydem wyznakowanym znacznikiem fluorescencyjnym (TAMRA
lub FAM). Eksperymenty mialy na celu optymalizacje stezen stosowanych w transfekcji
oligonukleotydéow antysensowych. Analizie poddano oligonukleotydy antysensowe
w zakresie stezen od 4 uM do 0,1 uM. W badaniach zastosowano cytometr przeptywowy
Accuri C6 Flow Cytometer. Pomiaréw dokonata doktor Dorota Gurda z Pracowni Analiz
Struktur Subkomoérkowych IChB PAN. Eksperyment mial na celu okreSlenie catkowitej

wydajnosci transfekcji wszystkich komorek.
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Rysunek 22. Wydajno$¢ transfekcji oligonukleotydem znakowanym na 5' -koncu barwnikiem TAMRA. Wyniki
uzyskane dzigki pomiarom z uzyciem cytometru przeptywowego. K — kontrola eksperymentu, ktora stanowia
nietransfekowane komorki.

Wydajno$¢ transfekcji jest rozumiana, jako procent komorek wykazujacych
fluorescencje, co odpowiada procentowi komoérek, do ktéorych zostal dostarczony
oligonukleotyd. Linia komoérkowa MDCK byta transfekowana oligonukleotydami,
znakowanymi na 5'-koncu barwnikami TAMRA lub FAM, majagcymi maksymalng dlugosé
fali emisji odpowiednio przy 575 nm oraz 521 nm. Dla oligonukleotydu znakowanego
TAMRA uzyskano silniejszy sygnal, stad dalsze eksperymenty przeprowadzono tylko
zuzyciem tego oligonukleotydu. Kontrolg K stanowila pula komorek, ktore nie byty
traktowane oligonukleotydem i reprezentowaly autofluoresencj¢ komorek. Eksperyment
prowadzono w zakresie stgzen oligonukleotydu od 4 uM do 0,1 uM, czyli skrajne stgzenia
roznity si¢ 40-krotnie (Rysunek 22). Obliczono s$rednie wydajnosci procentowe dla
poszczegbdlnych stezen. Uzyskane dane przedstawiono na wykresie 1 zaznaczono odchylenia
standardowe. Fluorescencja komorek wynosita od 53% do 39% odpowiednio dla stezen
oligonukleotydu od 4 uM do 0,1 uM. Najwyzsza warto$¢ wydajnosci transfekcji w linii
komorkowe; MDCK zaobserwowano dla najwyzszego stezenia oligonukleotydu, nastgpnie
warto$¢ ta nieznacznie spadata wraz z obnizeniem stezenia oligonukleotydu. Najnizsza
wydajnos¢ zaobserwowano dla najnizszego (0,1 uM) stezenia dostarczanego oligonukleotydu.
Dla stezen 0,75 uM i 0,5 uM uzyskano $rednie wydajnosci transfekcji rowne odpowiednio
46% 1 48%. Stgzenia te stanowig kompromis migdzy zuzyciem oligonukleotydu

a zadowalajaca wydajnoscig transfekcji. Mozna zauwazy¢, zZe najwigksze stosowane
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w eksperymencie stezenie (4 uM) jest 8-krotnie wyzsze niz stezenie 0,5 uM, natomiast nie
obserwuje si¢ az tak znacznie zwigkszonej wydajnosci transfekcji. Wynika to
najprawdopodobniej z faktu, ze doszlo do wysycenia komodrek oligomerem. Przy danych
warunkach transfekcji nie jest mozliwe wejscie do komorek wigkszej ilosci oligonukleotydu
i przy bardzo duzym zwigkszeniu st¢zenia nastepuje tylko niewielki procentowy wzrost
stezenia oligonukleotydu antysensowego w komorkach. W przeprowadzonych badaniach nie
okreslono stezenia, ktore byloby stezeniem ograniczajacym, to znaczy st¢zeniem, ponizej
ktorego nastgpowalby znaczny spadek wydajnosci transfekcji.

Transfekcja nastegpowata przed infekcja. W celu potwierdzenia obecnosci
oligonukleotydow w komoérce dokonywano obserwacji mikroskopowej komorek
transfekowanych wyznakowanymi oligonukleotydami. Byty to oligonukleotydy NEG oraz 4.5
znakowane TAMRA, ROX lub FAM na 5'-koncu. Czas miedzy transfekcja a infekcjg byt taki
sam dla komorek MDCK, jak i komorek MDCK-HA i wynosit 18 godzin (Rysunek 23).

Rysunek 23. Kontrola procesu transfekcji. Obraz mikroskopowy komoérek MDCK 18 godzin po transfekeji
oligonukleotydem znakowanym TAMRA. Zdjgcie transfekowanej linii komorkowej MDCK po zastosowaniu
lampy UV i filtra N2.1 Leica. Obraz powickszony 400-krotnie.

2.4. Optymalizacja infekcji

MOI (ang. Multiplicity of Infection) okresla stosunek liczby czastek wirusa do liczby
infekowanych komoérek. W eksperymentach stosowano MOI wynoszace 0,001 lub 0,01. Zbyt
wysokie MOI moze powodowa¢ $mieré¢ komorek przed zakonczeniem eksperymentu. Zbyt
niskie miano powoduje niska wydajnos¢ infekcji i wymaga wydtuzenia czasu inkubacji
W celu zauwazenia zmian w morfologii komorek 1 dalszych analiz.. Infekcje mozna umownie
podzieli¢ na etap adhezji wirusow (ok. 1 godziny) oraz etap wnikania i namnazania. Pierwszy
etap infekcji przeprowadzano w temperaturze pokojowej w medium infekcyjnym stosujac

kotysanie i obracanie ptytki w celu rownomiernej infekcji komorek.
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Po pierwszym etapie infekcji dodawano medium zawierajace trypsyne z trzustki
wolowej traktowang TPCK (N-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone) w stezeniu
1 pg/mil.

Dhugo$¢ jednego cyklu namnazania wirusa scilAV wynosil okoto 22 godzin,
natomiast wirusa typu dzikiego okoto 8 godzin. Dhlugos¢ cyklu weryfikowano przez
prowadzenie obserwacji mikroskopowej infekowanych komorek. Dhuzszy czas infekcji
powodowat skupienie na niewielkim obszarze wielu zakazonych komorek, co wynikato
Z rozpoczecia kolejnego cyklu infekcyjnego przez wirusa i1 infekowania sgsiadujgcych ze sobg
komorek.

W pierwszej infekcji komorki MDCK inkubowano przez 24 godziny, natomiast
w przypadku komérek MDCK-HA czas inkubacji wynosit 66 godzin. W obu przypadkach
stanowilo to okoto trzy cykle replikacji wirusa. Nastepnie zbierano roztwory znad
infekowanej monowarstwy komorek. W roztworze znajdowaly si¢ uwolnione na drodze
paczkowania z komoérek MDCK nowo powstate wirusy. Supernatant uzyto w szeregu
10-krotnych rozcienczen do oznaczenia miana wirusa, a inkubacja trwata 22 godziny
w przypadku scilAV i 8 godzin w przypadku wirusa typu dzikiego.

W celu oznaczenia poziomu wirusowego RNA przeprowadzano infekcje wirusem
typu dzikiego, a nastepnie po 24 inkubacji izolowano catkowite RNA. Wyizolowane RNA
analizowano stosujac reakcje real time PCR.

Wszystkie eksperymenty zostaly wykonane w przynajmniej trzech powtdrzeniach

technicznych i biologicznych.

2.5. Inhibicja namnazania wirusa scilAV
Z wykorzystaniem modelu badawczego ztozonego z linii komoérkowej MDCK HA

oraz wirusa scilAV wykonano badania wstepne inhibicji namnazania wirusa grypy typu A.
Badania zostaty wykonane dla oligonukleotydow 4.5, 4.5L, 7.5, 7.5L, 11.5 1 11.5L w st¢zeniu
4 uM. Oligonukleotydy antysensowe zostaly wstepnie wyselekcjonowane podczas badan
przeprowadzonym przez profesorow Elzbiete Kierzek oraz Ryszarda Kierzka, podczas ich
stazu na uniwersyteciec w Rochester, NY. Nastepnie autorka tej rozprawy doktorskiej
kontynuowata badania w macierzystej] jednostce badawczej. Przykladowe zdjgcia
miroskopowe obrazujace eksperyment namnazania wirusa scilAV w  obecnosci
oligonukleotydéw antysensowych w linii komérkowej MDCK-HA zostaty przedstawione na

rysunku 24.
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Rysunek 24 Wynik eksperymentu monitorujagcego namnazanie wirusa scilAV w obecnosci oligonukleotydow
antysensowych. Zdjecia prezentuja obrazy mikroskopowe komorek MDCK-HA zakazonych wirusem scilAV:
A) komorki zakazone, ale niepoddane transfekcji (kontrola K), B) zainfekowane komorki traktowane
lipofektaming (kontrola L), C) zainfekowane komorki transfekowane oligonukleotydem kontrolnym NEG, D)
zainfekowane komorki transfekowane oligonukleotydem 7.5L. Wszystkie komorki byly infekowane wirusem
scilAV z MOI wynoszacym 0,001. Zdjecie wykonano w powiekszeniu 100-krotnym z zastosowaniem lampy
UV i filtru A Leica.

Zaleta wirusa scilAV byl brak potrzeby stosowania przeciwcial podczas oznaczania
miana wirusa. Dzigki ekspresji biatka GFP, mozliwa byla bezposrednia obserwacja wirusa
w linii komoérkowej w wyniku wzbudzania Sswiattem w zakresie ultrafioletu. Komorki
wykazujace fluorescencj¢ byty zliczane oraz porownywane z kontrola, jaka stanowita proba
traktowana lipofektaming. Na tej podstawie obliczano miano wirusa przedstawiajac je
w jednostkach FFU/ml. Wyniki dla namnazania wirusa scilAV w obecnosci wybranych
oligonukleotydow antysensowych zostaly przedstawione na ponizszym wykresie
(rysunek 25). Wykres przedstawia wartosci S$rednie uzyskane z trzech niezaleznych

eksperymentdw z zaznaczeniem odchylen standardowych.
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Rysunek 25. Wyniki uzyskane z eksperymentdow namnazania wirusa grypy scilAV w obecnosci
oligonukleotydoéw antysensowych. Stupki prezentuja srednie wartosci procentowe namnazania wirusa scilAV. K

oznacza kontrole namnazania wirusa scilAV w linii MDCK-HA, a L wzglgdng ilo$§¢ namnozonego wirusa
scilAV w linii komoérkowej MDCK-HA traktowanej lipofektamina.

Dla wszystkich szesciu oligonukleotydow antysensowych mozna zaobserwowac
znaczng (od 4- do 50-krotng) inhibicj¢ namnazania wirusa scilAV. Najwigksze wartos¢
namnazania (najmniejszg inhibicj¢) wirusa scilAV uzyskano dla eksperymentow
prowadzonych w obecnosci oligonukleotydu antysensowego 11.5. Najwicksza inhibicje
namnazania wirusa grypy zaobserwowano dla oligonukleotydu 7.5L. Namnazanie wirusa
scilAV byto na poziomie 2% w stosunku do kontroli L, ktorg byta ilo§¢ namnozonego wirusa
scIAV w linii komoérkowej MDCK traktowanej lipofektaming. Stwierdzono, Zze najwyzsza
aktywnos$¢ inhibicyjng wykazywaly oligonukleotydy posiadajace modyfikacje typu LNA, co

mozna thumaczy¢ wigksza trwatoscig wigzania modyfikowanego oligonukleotydu do vRNAS.

2.6. Inhibicja namnazania wirusa A/California/04/2009 (H1N1) typu
dzikiego.
Badania wstepne inhibicji namnazania wirusa grypy 2z wykorzystaniem

oligonukleotydéw zostaly przeprowadzone w uktadzie modelowym, jakim jest wirus scilAV
i komorki MDCK-HA, ktore zostaly opisane powyzej. Docelowo inhibitorowe dziatanie
zaprojektowanych oligonukleotydy antysensowych zaplanowano sprawdzi¢ stosujac wirus
grypy A/California/04/2009 (H1N1) typu dzikiego.

Jedng z metod, jaka =zastosowano do zbadania wptywu oligonukleotydow
antysensowych na namnazanie A/California/04/2009 (HIN1) w komorkach MDCK byla
reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (gPCR, ang. quantitative PCR).

Uzycie metody qPCR miato na celu weryfikacje, w jakim stopniu obecne w hodowli
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komorkowej ASO wplywaly na replikacje wirusowego materiatu genetycznego. W tym celu
linia komorkowa MDCK byla transfekowana oligonukleotydami antysensowymi
0 koncowym st¢zeniu wynoszacym 0,5 pM, a nastgpnie infekowana wirusem grypy. Po 24
godzinach od infekcji przeprowadzano izolacje totalnego RNA z hodowli komoérkowe;.
Nastepnie, przeprowadzano reakcje odwrotnej transkrypcji w celu pozyskania cDNA
I przeprowadzano reakcje qPCR, ktory pozwala okreslic ilo§¢ materialu na poczatku
amplifikacji. Reakcje odwrotnej transkrypcji oraz qPCR zostalty wykonane we wspotpracy
z doktor Ewg Biala z macierzystej grupy badawcze;.

Wyniki byly porownywane ze sporzadzong krzywa standardowa, dzieki czemu zostata
obliczona bezwzgledna liczba kopii wybranego segmentu wirusa grypy typu A. Wyniki
przeliczano na warto$ci procentowe i sporzadzono wykresy, na ktérych umieszczono $rednie
wartosci procentowe wzglednej liczby kopii wirusowego RNA oraz odchylenia standardowe.
Srednie zostaty policzone z trzech powtérzen biologicznych. Badania wykonano stosujac
podczas infekcji poczatkowe MOI wynoszace 0,001 Iub 0,01. Wiecej informacji zostato
przedstawionych w rozdziale Materialy i Metody. Ponizszy wykres (rysunek 26) przedstawia

usrednione wyniki wzglednej liczby kopii RNA wirusowego dla MOI 0,001.

Wyniki PCR w czasie rzeczywistym
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Rysunek 26. Wzgledna liczba kopii wirusowego RNA podczas badania wplywu oligonukleotydow
antysensowych na namnazanie wirusa grypy A/California/04/2009. Stupki przedstawiaja $rednie wartosci
procentowe obliczone z przynajmniej trzech powtorzen biologicznych. K oznacza kontrole dla wirusowego RNA
w komoérkach MDCK, ktore nie byly traktowane lipofektaming i byly infekowane wirusem grypy. L oznacza
wirusowe RNA w komoérkach MDCK traktowanych lipofektaming i zakazanych wirusem grypy. W analizie
danych wykorzystano test t-Student dla zmiennych niezaleznych na poziomie istotnosci p<0,05. Szczegdty
dotyczgce przebiegu eksperymentu zostaty opisane w rozdziale Materiaty i Metody.
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Dodatkowo przeprowadzono analiz¢ majgca na celu okreslenie wptywu MOI podczas
infekcji na obserwowane wyniki inhibicji namnazania wirusa grypy typu A. W tym celu
wykorzystano test t-Student. Analiza zostala przeprowadzona na poziomie istotnosci
wynoszacym p<0,05. Istotne roznice pomigdzy wynikami w dwoch réznych warunkach
zaobserwowano dla oligonukleotydu 7.5L. Wyniki $rednich warto$ci procentowych poziomu
RNA wirusowego w obecnosci tego oligonukleotydu w linii komérkowej MDCK zostaty
przedstawione na rysunku 27. Dla wyzszego poczatkowego stezenia wirusa w infekcji
obserwuje si¢ zmniejszenie zdolnosci oligonukleotydu 7.5L do obnizania poziomu
wirusowego RNA w komodrkach. Dla pozostatych badanych oligonukleotydow
antysensowych nie zaobserwowano réznic w poziomie wirusowego RNA pomiedzy

stosowanymi MOI 0,01 lub 0,001.

Wyniki PCR w czasie rzeczywistym
dla oligonukleotydu 7.5L
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Rysunek 27. Wzgledna liczba kopii RNA wirusa grypy typu A w komodrkach MDCK w obecnosci

oligonukleotydu 7.5L. Srednie poréwnano za pomoca testu rownosci $rednich t-Student przy poziomie istotnosci
p<0,05.

Rownolegle do badan poziomu wirusowego RNA zostaly wykonane badania
oznaczajace ilo§¢ namnozonego wirusa grypy typu A za pomocag przeciwciat
monoklonalnych. W celu okreSlenia miana wirusa w eksperymentach, konieczne byto
stosowanie testu immunofluorescencji posredniej IFA. Oznaczanie ilosci czastek wirusa
w metodzie IFA ma tg zalete, Ze jest bezposrednim obrazem, poprzez identyfikacje biatka NP,

skutecznej infekcji dokonanej przez wirusa.
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Zainfekowane komorki po 10 godzinnym czasie inkubacji utrwalano przez 15 minut
W mieszaninie zawierajacej Triton X-100 oraz formaldehyd. Nast¢pnie preparat inkubowano
Z przeciwciatami.  Przeciwcialo  pierwszorzgdowe bylo  kréliczym  przeciwciatem
monoklonalnym 1 bylo skierowane przeciwko biatku NP. Przeciwciato drugorzedowe,
skierowane przeciw kroliczemu, byto wyznakowane fluoresceing, co pozwalato na tatwag
identyfikacje obecno$ci wirusa w komorce.

Liczb¢ wyznakowanych komorek zliczano za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego,
a nastepnie obliczano miano wirusa podajac jest w jednostkach FFU/ml. Ponizej zostaly
przedstawione  zdjecia  mikroskopowe komoérek MDCK  zakazonych — wirusem
A/California/04/2009 (H1N1), w ktorych biatko NP zostalo wyznakowane odpowiednimi

przeciwciatami (Rysunek 28).

Rysunek 28 Wyniki eksperymentu monitorujgcego namnazanie wirusa A/California/04/2009 (H1N1)
W obecno$ci oligonukleotydow antysensowych. Zdjecia prezentujg obrazy mikroskopowe komérek MDCK
zakazonych wirusem, A) nietransfekowane komorki (kontrola K), B) komorki traktowane lipofektaming
(kontrola L), C) komorki transfekowane oligonukleotydem NEG, D) komoérki transfekowane oligonukleotydem
7.5L. Wszystkie komorki byty poddawane infekcji wirusem grypy A/California/04/2009 (HIN1) z MOI=0,001.
Zastosowano powiekszenie 100-krotne oraz filtr I3 Leica.
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Sporzadzono wykresy bezwzglednej ilosci namnazanego wirusa (wykres w skali
logarytmicznej) (rysunek 29), jak i wykres procentowej ilosci wirusa (rysunek 30), gdzie
procent obliczano wzgledem kontrolnej zainfekowanej proby (kontrola L), traktowanej

jedynie lipofektaming.
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Rysunek 29. Bezwzgledne wyniki namnazania wirusa grypy A/California/04/2009(HIN1) przedstawione
w skali logarytmicznej. Stosowane koncowe stezenie ASO wynosito 0,5 pM. Komorki zakazano wirusem grypy
typu A z zastosowaniem MOI 0,001. Wyniki uzyskano za pomocg metody IFA (opisana szerzej w Materiatach
i Metodach). W analizie wykorzystano test t-Student dla zmiennych niezaleznych. Poziom istotnosci wynosit
p<0,05.
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Rysunek 30. Wyniki namnazania wirusa grypy A/California/04/2009 (HIN1) w obecno$ci oligonukleotydéw
antysensowych. Wyniki zostaty uzyskane za pomoca metody IFA. Stosowane koncowe stezenie ASO wynosito
0,5 uM. Komorki zakazano wirusem grypy typu A z zastosowaniem MOI 0,001. Przebieg eksperymentu zostat
opisany w sekcji Materiaty i Metody. W analizie wykorzystano test t-Student dla zmiennych niezaleznych.
Poziom istotnosci wynosit p<0,05.
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Pie¢ oligonukleotydow antysensowych (7.5L, 4.5, 11.5, 11.5L, 19GP) powodowato
inhibicje namnazania wirusa grypy typu A na poziomie powyzej 40%. Najwieksza inhibicje
namnazania wirusa zaobserwowano dla oligonukleotydu antysensowego 7.5L. Poziom
namnazania Wirusa grypy byt nizszy w obecno$ci oligonukleotydu o prawie jeden logarytm
w stosunku do kontroli L. Istotng statystycznie inhibicj¢ namnazania wirusa grypy typu A
wykazano rowniez dla oligonukleotydow 19GP, 23GP, 17L, 20L, wynoszaca od 19 do 64%.
Tylko jeden z wszystkich zaprojektowanych oligonukleotydow (15L) nie wplywal na
namnazanie wirusa. Drugim, co do kolejnosci oligonukleotydem powodujacym najwicksza
inhibicje namnazania wirusa grypy typu A jest oligonukleotyd 4.5. Srednia procentowa
warto$¢ namnazania wirusa w obecnosci tego oligonukleotydu wynosi 36% i jest ponad trzy
razy wigksza niz w przypadku oligonukleotydu 7.5L. Warto zaznaczy¢, ze dla
oligonukleotydu 4.5 uzyskano znacznie wigkszy poziom inhibicji niz dla oligonukleotydu
4.5L. Natomiast, dla pary oligonukleotydéw 7.5 1 7.5L ten drugi oligonukleotyd daje wickszy
efekt inhibicji. Uzyskane wyniki mogg $wiadczy¢, ze nie istnieje prosta zalezno$¢ miedzy
liczba obecnych modyfikacji LNA, a dzialaniem inhibitorowym oligonukleotydu
antysensowego. Wprowadzenie do ASO dodatkowego nukleotydu typu LNA niekoniecznie
bedzie powodowalo, ze bedzie on wykazywatl wigkszy efekt inhibitorowy. Mozliwe,
ze obserwowany efekt ma zwigzek z czgsciowo ustrukturalizowanym miejscem docelowym
w RNA.

W przypadku pary oligonukleotydéw 7.5L i 7.5, w metodzie IFA zaobserwowano
5-krotnie wigkszy efekt inhibitorowy dla 7.5L niz dla 7.5. Rejon wigzania antysensowych
oligonukleotydow obejmuje potencjalny rejon oddziatywania vRNAS5S 1 vRNA2. Oba
oligonukleotydy wigzg si¢ w rejonie duzej petli vVRNAS co jest widoczne na rysunku 20.
Oligonukleotydy zawierajace LNA, tworza stabilniejsze dupleksy z RNA niz dupleksy
powstajace miedzy dwoma RNA. By¢ moze wytlumaczeniem wigkszej inhibicji namnazania
wirusa przez 7.5L moze by¢ jego stabilniejsze wigzanie do petli (niz to ma miejsce
w przypadku oligonukleotydu 7.5). Oligonukleotyd 7.5L mogiby konkurowaé¢ z VRNAZ2
0 oddziatywanie z VRNAS5. Aby ta hipoteze jednak zweryfikowaé¢ Kkonieczne jest
przeprowadzenie dodatkowych badan.

Wprowadzenie modyfikacji LNA ma na celu zwigkszenie stabilnosci
termodynamicznej powstajacego dupleksu miedzy docelowym RNA a oligonukleotydem
antysensowym. Wprowadzenie czterech nukleotydow LNA do oligonukleotydu 4.5 nie
poprawito zdolnos$ci czasteczki oligonukleotydu do inhibicji namnazania wirusa grypy. Moze

to by¢ spowodowane tym, ze modyfikacje LNA umiejscowione w oligomerze 4.5L, oprocz
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wigzania si¢ z docelowym fragmentem vRNAS, sprzyja takze oddzialywaniom typu off
target, co powoduje zmniejszenie puli dostepnych 4.5L do wigzania z miejscem docelowym
w VRNAS.

Podobnie jak eksperymenty qPCR, eksperymenty IFA zostaly przeprowadzone dla
dwoch warunkéw roznigeych si¢ poczatkowa wartoscig MOI (0,01 1 0,001) podczas etapu
infekcji. W celu sprawdzenia istotnych réznic pomiedzy warunkami poréwnano Srednie
warto§ci namnazania wirusa uzyskane dla MOI 0,01 oraz MOI 0,001. Do analizy
wykorzystano test t-Student roéwnosci $rednich dla zmiennych niezaleznych, na poziomie
istotnosci p<0,05 (rysunek 31). Istotne statystycznie roéznice mi¢dzy Srednimi warto$ciami
namnazania wirusa grypy typu A w warunkach MOI 0,01 i 0,001 stwierdzono dla
oligonukleotydow 4.5L, 7.5, 7.5L, 15L, 17L, 19GP oraz 23GP. Wyniki zostaty przedstawione
na rysunku 32. Dla pozostatych oligonukleotydéw réznice miedzy warunkami 0,01 a 0,001
nie sa istotne statystycznie, co wynika prawdopodobnie z nieznacznego ich wplywu na

namnazanie wirusa.
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Rysunek 31. Namnazanie wirusa grypy w obecnosci oligonukleotydow antysensowych w komoérkach MDCK
dla réznych warunkow infekcji (MOI 0,001 lub 0,01). Przedstawiono tylko wyniki, dla ktérych wykazano
istotnie r6znice w namnazaniu wirusa grypy typu A. Miano wirusa uzyskano za pomocg metody IFA. W analizie
wykorzystano test rownosci $rednich t-Student dla zmiennych niezaleznych. Poziom istotno$ci wynosi p<0,05.

Nie obserwuje si¢ znaczacych roznic w wynikach namnazania wirusa grypy typu A dla
réznych warunkow infekcji. Zaréwno dla zastosowanego w infekcji MOI 0,01 jak i 0,001
oligonukleotyd 7.5L wykazuje najwigkszg inhibicj¢ namnazania wirusa sposrod wszystkich

zaprojektowanych oligonukleotydow antysensowych.
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2.7. OKkreslenie cytotoksycznosci oligonukleotydow antysensowych.
Badania cytotoksyczno$ci  oligonukleotydow  antysensowych sg  istotnym

zagadnieniem, gdyz dla oligonukleotydow, jako potencjalnych terapeutykow, ich szkodliwos¢
dla chorego powinna by¢ jak najnizsza. Poza tym, dla laboratoryjnych badan porownawczych
znaczna cytotoksycznos¢ oligonukleotydoéw, ktorej rezultatem jest $mieré komorki,
powoduje, ze wirus nie bedzie mogl si¢ namnazaé. Moze to generowac btgdne wnioski
dotyczace inhibicji namnazania wirusa przez oligonukleotydy.

Do badan cytotoksyczno$ci wykorzystano powszechnie stosowany test MTT (MTT
assay). W metodzie MTT wykorzystuje si¢ fakt, ze w wyniku dziatania NAPDH zaleznej
reduktazy cytochromowej MTT jest metabolizowany do fioletowego formazanu. Miara
zdolno$ci do przeprowadzenia tej reakcji jest zwigzana z przezywalno$ciag komorek.
W wyniku reakcji MTT dochodzi do przesunigcia widma absorpcji z 570 nm do 650 nm, co
moze by¢ monitorowane za pomoca spektrofotometru [165].

W doswiadczeniach majacych na celu okreslenie cytotoksycznosci oligonukleotydow
antysensowych badano trzy ich r6zne stezenia, a mianowicie 4 uM, 0,75 uM 1 0,5 uM. Do
eksperymentéw wykorzystano oligonukleotydy antysensowe, ktoére wykazywaty najwiekszy
stopien inhibicji namnazania wirusa grypy. Sa to oligonukleotydy 7.5L, 7.5, 4.5, 4.5L, 11.5,
11.5L, 19GP, 23GP, 13L, 20L, 23GP oraz 13GP. Wartos¢ referencyjna dla testu badania
cytotoksycznosci oligonukleotydow stanowity komorki z linii MDCK traktowane tylko
lipofektaming (kontrola L). Dane zostaly przeanalizowane za pomoca testu rownosci srednich
t-Studenta z poziomem istotnosci p<0,005. Wyniki z trzech biologicznych powtdrzen zostaty
przeliczone na warto$ci procentowe wzgledem kontroli L i zostal sporzadzone wykres dla
usrednionych wynikow (rysunek 32). Na wykresie zaznaczono odchylenia standardowe.
Kontrola K stanowi miar¢ przezywalnosci komorek, ktéore nie byly traktowane ani
lipofektaming ani ASO. Dokladny opis eksperymentu zostal przedstawiony w rozdziale
Materialy i Metody.

Dla badanych ASO w rdéznych stgzeniach zaobserwowano takie efekty jak: brak
cytotoksycznosci, cytotoksyczno$¢ lub znoszenie toksycznosci powodowanej przez
lipofektaming. Dla niektorych oligonukleotydow wraz ze wzrostem st¢zenia oligonukleotydu
uzytego do transfekcji, jego toksyczno$¢ rosta. Taka zalezno$¢ zaobserwowano dla
oligonukleotydéow 7.5L, 13GP oraz 19GP. Za oligonukleotydy wykazujace nieznaczng
cytotoksycznos¢, w badanym stezeniu 0,5 uM, mozna uzna¢ oligonukleotydy 4.5 oraz 19GP,
ktore powoduja obnizenie przezywalnosci 0 odpowiednio 13% i 10% w stosunku do kontroli

L. Pozostale testowane oligonukleotydy antysensowe nie wykazuja cytotoksycznosci
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w stosowanych w badaniach na liniach komdérkowych MDCK st¢zeniach oligonukleotydu
(stezenia 0,5 uM).

Oligonukleotydem antysensowym w obecnosci, ktérego obserwowano najnizsza
przezywalno$¢ komoérek MDCK w stezeniu 4 uM, a wigc 8-krotnie wyzszym niz stosowanym
w testach inhibicji namnazania wirusa typu dzikiego, jest oligonukleotyd 7.5L.
Oligonukleotyd 7.5L wplywa na przezywalno$¢ komoérek w tym stezeniu bardziej niz
oligonukleotyd 7.5. W przypadku dwoch pozostatych par oligonukleotydow antysensowych
(11.5L i 11.5 oraz 4.5L i 4.5L), nie zaobserwowano mniejszej przezywalnosci komorek
W obecnosci oligonukleotydow zawierajagcych LNA.

Dla oligonukleotydow 11.5L (stezenia 4 uM 1 0,5 uM), 11.5 (stgzenia 4 uM i1 0,5 uM),
4.5L (stezenie 0,5 uM), 4.5 (stezenie 4 uM), 13L (stezenia 4 uM i 0,5 uM), 20L (stezenie
0,75uM) oraz 13GP (st¢zenie 0,5 uM) zaobserwowano nieznaczne zmniejszenie
cytotoksycznosci lipofektaminy, co oznacza, ze te oligonukleotydy w wybranych stezeniach

moga wykazywac korzystne dzialanie na lini¢ komorkowa MDCK.
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3. Oligonukleotydy antysensowe w badaniach namnazania wirusa
grypy typu A- wyniki innych grup badawczych

Oligonukleotydy antysensowe s3 stosowane w badaniach inhibicji namnazania
wirusow grypy od lat 90 ubieglego wieku. VRNAS jest interesujgcym celem dla
antysensowych oligonukleotydow, gdyz koduje biatko NP, ktore petni kluczowe funkcje
w cyklu namnazania wirusa, a takze odpowiada za struktur¢ VRNP [166].

W literaturze pojawiaja si¢ przyktady zastosowania oligonukleotydow antysensowych
nakierowanych na VRNADS, jednak nie ma ich zbyt wiele. Od lat wiadomo, ze konce 3' i 5' s3
silnie konserwatywne. Zachowawcza jest nie tylko struktura, ale takze sekwencja, dlatego tez
pojawily si¢ pomysty, aby projektowaé nukleotydy antysensowe, nakierowane na te
konserwatywne konce [167].

Takie podejscie zastosowatl miedzy innymi Qing Ge wraz z wspotpracownikami.
Zaprojektowali tacznie dwa oligonukleotydy PMO nakierowane na vVRNAS. Oligonukleotydy
swoja sekwencjg zachodzity na 12- i 13-nukleotydowe zachowawcze konce. Ponizej zostata
przedstawiona sekwencja zaprojektowanych oligonukleotydow antysensowych (tabela 8)
[168].

Tabela 8. Oligonukleotydy antysensowe, stosowane przez Quing Ge i wspotpracownikow [168].

Nazwa S Rejon komplementarny w
oligonukleotydu Sekwencja oligonukleotydu VRNAS

NP-v3' AGCAAAAGCAGGGTAGATAATC 1544-1565

NP-v5' GAAAAATACCCTTGTTTCTACT 1-22

Oligonukleotyd NP-v5' byt PMO nakierowanym na 5' koniec VRNAS i mogt
cze¢sciowo wigza¢ sie¢ w jednoniciowym rejonie 16-29 nt. Oligonukleotyd NP-v3’ byt
nakierowany na koniec 3' VRNAS. Co ciekawe, jego rejon wigzania zachodzil na
konserwatywng spinke 1527-1550 nt (opisana ponizej w rozdziale Konserwatywnosé
struktury drugorzedowej vRNAS). Dziatanie oligonukleotydow testowano w linii komorkowe;j
Vero, zakazonej wirusem A/PR/8/34 (HIN1). Przy stosowanym stezeniu 10 pM
oligonukleotyd nakierowany na konserwatywny 3'koniec VRNA5 (NP-v3) wykazywat
inhibicje rzedu 3logio (PFU/mI) w teécie tysinkowym w stosunku do kontroli. W przypadku
oligonukleotydu NP-v5' zaobserwowano inhibicje o 2,5l0010. Oligonukleotyd NP-v3’ zostat
dodatkowo przetestowany pod katem inhibicji r6znych szczepdéw wirusa, miedzy innymi

wirusa  A/Thailand/1(KAN-1)/04  (H5N1). Stwierdzono, Ze inhibicja namnazania

94




A/Thailand/1(KAN-1)/04 (H5N1) przez oligonukleotyd NP-v3' zwigzana jest z 88%
zmniejszeniem poziomu biatka NP. Oba oligonukleotydy poprzez wigzanie si¢ do
konserwatywnych koncow mogly zaburza¢ prace polimerazy wirusowej. Dodatkowo,
oligonukleotyd NP-v3' mogt wptywaé na pakowanie VRNA do wirionéw, poprzez wigzanie
si¢ do konserwatywnej spinki 1527-1550 nt. W badaniach stosowano bardzo wysokie stezenia
oligonukleotydéw antysensowych; najnizsze st¢zenie wynosito 5 pM. Przy tym st¢zeniu
stosowane oligonukleotydy nie powodowaty istotne] inhibicji namnazania wirusa
w porownaniu do kontroli. [168].

Grupa Minga Duana rowniez zaprojektowata oligonukleotyd antysensowy
nakierowany na konserwatywny 5'-koniec VRNAS. Oligonukleotyd byt 13-merem i posiadat
modyfikacje tiofosforanowe (PS). Badania inhibicji prowadzono na wirusie H5N1.
Stosowano stezenia oligonukleotydu miedzy 4,4 uM a 2,2 uM. Dla tych stgzen
zaobserwowano obnizenie cytotoksycznosci w zakazonej wirusem linii komodrkowe;j
W obecnosci oligonukleotydu. Oprdocz badan przeprowadzonych na linii komérkowej MDCK,
wykonano takze testy in vivo na modelu mysim. W badaniach na myszach stosowano
donosowo dawki od 40-60 mg/kg/dzien i uzyskano zwigkszona do 60% przezywalno$¢ myszy
w stosunku do kontroli. Zaprojektowany oligonukleotyd mogt dziata¢ na wszystkie osiem
segmentOw wirusa grypy typu A [169].

Levina i wspotpracownicy stosowali DNA oligomer, ktory byt nakierowany na
konserwatywny 3'-koniec w VRNAS (tabela 9). Stezenie antysensowego oligonukleotydu
wynosito 0,1uM 1 stosowano nanoczastki jak no$niki. Badania inhibicji zostaty
przeprowadzone na wirusach H5N1, H3N2, HIN1. Obserwowano inhibicj¢ namnazania

wirusa grypy typu A do 4logio PFU/ml w tescie tysinkowym [170].

Tabela 9. Oligonukleotyd antysensowy stosowane przez Leving i wspOtpracownikow [170].

Nazwa Rejon komplementarny

oligonukleotydu Sekwencja oligonukleotydu w VRNAS (nt)

DNAv3' GCAAAAGCAGGGTAGATAATC 1544-1564

Podsumowujac dotychczas opisane badania, dotycza one oligonukleotydéw
antysensowych nakierowanych na konserwatywne konce 3' i 5 VRNAS. Celem takiego
podejscia byto zaprojektowanie uniwersalnego oligonukleotydu, ktory wykazywatby inhibicje
namnazania wigkszosci szczepow grypy typu A. Struktura panhandle, ktora jest tworzona
przez konserwatywne konce, moze ulega¢ rozplataniu i tworzy¢ inne bardziej dostgpne

motywy (np. corkscrew) podczas trwania cyklu. By¢ moze wtasnie na tym etapie dochodzi do
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przytaczenia antysensowych oligonukleotydéw opisanych w literaturze. Opisane przyktady
dowodza, ze mozliwe jest zastosowanie oligonukleotydéw antysensowych nakierowanych na
VRNAS oraz uzyskanie znaczacego efektu inhibitorowego Nie ulega jednak watpliwosci,
ze uwzglednienie struktury vVRNA moze przyczyni¢ si¢ do projektowania bardziej
efektywnych antysensowych oligonukleotydow.

Do stosowanych dotychczas modyfikacji w antysensowych oligonukleotydow
nakierowanych na vRNAS5 nalezg ich analogii morfolinowe (PMO) czy zawierajace
tiofosforany, (PS), jak analogii DNA [168-170]. W pracy doktorskiej zostaty po raz pierwszy
przedstawione wyniki badan wykorzystujace antysensowe oligonukleotydy typu 2'OMeRNA-
LNA oraz gapmery nakierowane na strukturalnie dostgpne rejony vVRNAS. Po raz pierwszy
takze wykorzystano antysensowe oligonukleotydy zaprojektowane na inne rejony niz

konserwatywne sekwencyjnie konice segmentu 5 VRNA.

4. Model struktury trzeciorzedowej vRNAS wirusa grypy typu A
W oparciu o struktur¢ drugorzedowa VRNAS5 wirusa grypy A/Vietnam/1203/2004

(H5NT) zostat stworzony model struktury trzeciorzgdowej. Model struktury trzeciorzedowej
zostal wygenerowany w programiec RNAComposer [153] we wspotpracy z doktorem
Mariuszem Popenda z Zaktadu Bioinformatyki IChB PAN. Ze wzgledu na wielkosci vVRNAS
i ograniczenia, co do wielkosci modelowanego RNA programu RNAComposer struktura
drugorzedowa vVRNAS zostata podzielona na mniejsze motywy o ditugosci catkowitej nie
przekraczajacej 400 nt (tabela 10).

Tabela 10. Dtugosci (nt) motywow struktury drugorzegdowej VRNAS analizowanej w RNAComposer.
W kolumnie domena zaznaczono z jakiej domeny pochodzil badany motyw strukturalny.

Nazwa motywu Rejon motywu Domena Dhugos$¢ motywu (nt)
ND1 1-69, 1285-1565 | 349
ND2 631-324 " 308
ND3 117-323, 632-797 ] 369
ND4 812-1062 i 250
ND5 67-118, 796-812, 1063-1287 I, i 302

Motywy struktury drugorzgdowej: NDI1, ND2, ND3, ND4, NDS5 nastgpnie
wykorzystano do analizy przeprowadzonej w programie RNAComposer. W przypadku
motywu NDS5 obszar analizy zachodzit na motyw ND1. Bylo to spowodowane koniecznoscig

potaczenia wolnych koncow 3’ i 5” petli wieloraminennej motywem helisy. W przeciwnym
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razie dlugie wolne konce duzego jednoniciowego motywu tagczacego wszystkie 3 domeny,
mogltby zakloca¢ analiz¢ w RNAComposer. Po wygenerowaniu modelu strukturalnego dla
kazdego z motywow, zduplikowane, zachodzace, na siebie pary zasad usuni¢to. Powstate
motywy struktury trzeciorzgdowej zostaty ocenione pod katem ich energii swobodne;j.
Analiza wygenerowanych przez RNAComposer plikéw log, pozwolita wyodrgbni¢ motywy
spinek przewidziane de novo przez program RNAComposer. Motywy te zostaly zastgpione
przez inne motywy strukturalne RNA, wyszukane w bazie PDB (Protein Data Bank).
Motywy struktury trzeciorzedowej ND1, ND2, ND3, ND4, ND5 zostaty potgczone, a energia
swobodna catej struktury zminimalizowana w programie X-PLOR. Koncowa energia modelu

struktury trzeciorzgdowej VRNAS (rysunek 33) wynosita -35132,569 kcal/mol.

DOMENA 1

DOMENA 2

Rysunek 33. Model struktury trzeciorzedowej VRNA5 A/Vietnam/1203/2004 (H5N1). Kolorami czerwonym
oraz niebieskim i pomaranczowym zostata przedstawiona domena 1. Domene Il 0znaczono kolorami zielonym
i niebieskim. Kolorami pomaranczowym i zottym oznaczono domene III. Rysunek modelu powstat w programie
PyMOL. Motyw panhandle jest tworzony przez niebiesko-czerwona helisg.

Model  struktury trzeciorzegdowej moze  wyjasni¢  niektére  obserwacje
eksperymentalne. Rejon od 1065 do 1281 nt wystepujacy w obrebie domeny III jest wysoce
ustrukturyzowany. W modelu struktury przestrzennej poszczegodlne petle i spinki znajduja sig
w nieduzej odleglosci od siebie tworzac trudno dostepny zwoj (rysunek 34). W tym wilasnie
rejonie dochodzilo do terminacji odwrotnej transkrypcji. Terminacje transkrypcji
obserwowano na 1140 nukleotydzie oraz w spince, w rejonie 1074-1115 nt. Najsilniejszy
sygnat terminacji obserwowano Ww sasiedztwie 1100 nukleotydu. Jednym z pierwszych

testowanych DNA starterow przy optymalizacji reakcji odwrotnej transkrypcji byt starter P3,
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ktory okazat si¢ nieskuteczny, brak byto produktéw wydtluzania startera. Prawdopodobnie P3
nie wigzat si¢ w docelowym rejonie (1092-1116 nt). Natomiast, w obecnos$ci oligonukleotydu
H9, ktorego rejon wigzania przypada na 1102-1109 nt, nie dochodzito do hydrolizy vRNAS
indukowanej przez rybonukleaz¢ H. Stabilna struktura spinki i trzeciorzedowe sttoczenie
strukturalne prawdopodobnie zapobiega hybrydyzacji H9 1 og6lnie wptywa na niedostepnos¢

tego rejonu dla réznego typu oligonukleotydow.

Rysunek 34. Fragment modelu struktury trzeciorzedowej VRNAS A/Vietnam/1203/2004 (H5N1). Kolorem
pomaranczowym zaznaczono potencjalnie trudno dostepny dla oligonukleotydéw rejon od 1065 do 128Int.
Kolorem fioletowym zaznaczono rejon docelowy dla wigzania testowanego startera dla odwrotnej transkrypcji
P3.

Struktura trzeciorzedowa ukazuje rejon docelowy oligonukleotydu antysensowego
7.5L, jako tatwo dostepny, znajdujacy sie¢ na zewnatrz pofatdowanego RNA (rysunki 35 i 36).
Oligonukleotyd  7.5L powodowal  najwigeksza  inhibicje = namnazania  wirusa
AJ/California/04/2009 (HIN1) wynoszaca 88%. Oligonukleotyd 7.5L ma sekwencj¢ oraz
miejsce wigzania identyczne jak oligonukleotyd 7.5 i jest to w rejonie 878-888 nt VRNAS.
Miejsce to na strukturze drugorzedowej znajduje si¢ w rejonie jednoniciowym. W modelu
struktury trzeciorzgdowej w tym rejonie mozna zaobserwowac tworzenie bardziej ztozonej
struktury. Wedtug modelu 3D tworzy si¢ niekanoniczna para zasad miedzy U881 a C887 oraz
kanoniczna para zasad miedzy A888 oraz U879, ktora wchodzi w oddziatywanie warstwowe
z C880. Ze wzgledu na wystgpowanie tylko nielicznych par zasad w modelu struktury

przestrzennej, mozna wnioskowac, ze struktura ta jest najprawdopodobniej mato stabilna
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imoze bez trudno$ci pozwalaé na wigzanie si¢ do tego miejsca antysensowych
oligonukleotydéw 7.5L oraz 7.5. Oligonukleotyd 7.5 powodowat znacznie mniejszg inhibicje¢
namnazania wirusa grypy typu A niz jego sekwencyjny analog (7.5L). Obecne w 7.5L
modyfikacje LNA mogg powodowa¢ efektywniejsze rozerwanie wigzan wodorowych
(parowan) tworzacych sie w duzej petli. Na rysunkach 35 i 36 zaznaczono prawdopodobne
miejsce wigzania oligonukleotydéw 7.5 1 7.5L.

Powodem, dla ktérego oligonukleotyd 7.5L wykazywal najwigksza inhibicje
namnazania wirusa grypy moze by¢ takze polozenie miejsca docelowego w rejonie
potencjalnego oddziatywania segmentow. Miejsce wigzania oligonukleotydow 7.5 i 7.5L
zostato zaprojektowane w rejonie oddziatywania segmentu VRNAS z segmentem VRNAZ.
Trzeciorzedowe utozenie tego rejonu w VRNAS jest korzystne dla oddziatywan
mig¢dzyczasteczkowych. Oligonukleotyd 7.5L tworzy silniejszy kompleks z vVRNAS niz moze
zosta¢ utworzony pomiedzy VRNA a vRNA2. Moglby, wiec zapobiega¢ oddziatywaniu

miedzy segmentami skuteczniej niz 7.5.

Rysunek 35. Model struktury trzeciorzedowej vRNAS. Czarnym kolorem zaznaczono rejon wigzania
oligonukleotydow antysensowych 7.5 7.5L.

Kolejnym oligonukleotydem, ktory wykazywat znaczng inhibicj¢ namnazania wirusa grypy
typu A jest oligonukleotyd 4.5, ktory obnizat namnazanie wirusa grypy A/California/04/2009
(HIN1) o 36%. Oligonukleotyd 4.5 posiada to samo miejsce wigzania jak antysensowy
oligonukleotyd 4.5L. Ze wzgledu na ustrukturyzowanie rejonu 464-485nt mozna sadzi¢, ze

wigzanie oligonukleotydu antysensowego mogloby by¢ utrudnione.
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Rysunek 36. Zblizenie fragmentu 878-888 nt VRNAS5 (zaznaczony na czerwono) bgdacego rejonem wigzania
oligonukleotydow antysensowych 7.5 1 7.5L.

Oproécz oddziatywan drugorzgdowych w tym rejonie A485 1 A484 oddzialujg trzeciorzedowo
odpowiednio z nukleotydami G511 i U513. W rejonie tym wystepuja jednak petle, ktore
moglyby stanowi¢ miejsce ulatwiajace inicjacje wigzania. W tym wypadku fragment
oligonukleotydu wigzacy si¢ do petli moglby spowodowaé rozplatanie stosunkowo stabych
termodynamicznie helis. Na rysunkach 37 i 38 zostalo zaznaczone miejsce wigzania

oligonukleotydow 4.5 1 4.5L.

Rysunek 37. Model struktury trzeciorzedowej VRNAS5. Czarnym kolorem zaznaczono rejon wigzania
oligonukleotydow 4.5 i 4.5L.
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Rysunek 38. Zblizenie fragmentu 464-485nt vRNAS5 (zaznaczony na czerwono) bgdacego rejonem wigzania
oligonukleotydow antysensowych 4.5 1 4.5L.

W wysoce ustrukturyzowanym rejonie 1065-1281 nt (rysunek 39) znajduja sig
fragmenty docelowe dla trzech oligonukleotydow antysensowych: 23GP (1140-1157 nt), 20L
(1065-1074 nt) oraz 11.5 i 11.5L (1248-1261 nt). Sposrod wymienionych najwicksza
inhibicj¢ namnazania wirusa grypy powodowaty oligonukleotydy 11.5L oraz 11.5. Jest to
zgodne ze strukturg trzeciorzgdowa VRNAS, w ktérej miejsce ich wigzania jest
wyeksponowane na zewnatrz zwoju tworzonego przez sttoczone helisy 1 petle (rysunek 39

i 40).

Rysunek 39. Model struktury trzeciorzedowej vRNAS5. Kolorem czarnym oznaczono miejsce wigzania
oligonukleotydow 11.51 11.5L.
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Rysunek 40. Zblizenie fragmentu 1248-1261nt vVRNAS (zaznaczony na czerwono) bedacego rejonem wigzania
oligonukleotydow antysensowych 11.51 11.5L.

5. Konserwatywnos¢ struktury drugorzedowej vRNAS
Konserwatywno$¢ zdeterminowanej struktury drugorzedowej vVRNAS wirusa grypy

typu A zostala przeanalizowana we wspolpracy z profesorem Walterem Moss’em z lowa
State University (Ames, USA). Analiza zostata wykonana na prawie 18500 szczepach wirusa
grypy typu A. Taka analiza jest istotna, poniewaz weryfikuje zaproponowana strukture
drugorzedowa VRNADS, a takze wskazuje na uniwersalnie wystepujace motywy strukturalne,
ktére moga pelni¢ wazng funkcje w cyklu namnazania wirusa grypy.

Pierwszym etapem bylo przeanalizowanie wszystkich pelnej dlugosci sekwencji RNA
segmentu 5 dostgpnych w bazie danych NCBI. Nast¢pnie odrzucono sekwencje powtarzajace
si¢ oraz sekwencje zawierajace niezidentyfikowane nukleotydy. W bazie danych umieszczone
sa sekwencje antygenomowe (+)RNA, dlatego w kolejnym etapie przeksztatcano je do
sekwencji genomowych (VRNA). Ostatecznie zbior zawieral unikalne sekwencje, ktore
zawieraty 3'-i5'-konice oraz nie zawieraly niezidentyfikowanych nukleotydow. Nastepnie,
wyselekcjonowane sekwencje wirusowego RNA zestawiono w programie MAFFT stosujac
algorytm FFT-NS-1 [171]. Przyporzadkowanie sporzadzono odnoszgc si¢ do sekwencji
badanego szczepu, jako sekwencji wzorcowej. W uzyskanym zestawieniu usuni¢to wszystkie
przerwy tak, aby zachowa¢ numeracj¢ nukleotydow vVRNA badanego szczepu. W programie
RNAfold przewidziano struktury drugorzedowe dla wszystkich wyselekcjonowanych

sekwencji. Otrzymane struktury drugorzedowe zestawiono w programie Microsoft Excel
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w postaci dot-bracket wraz z ich sekwencjami. Obliczono procent wystgpowania
poszczegbdlnych par zasad, przyjmujac, ze czgstos¢ parowania powyzej 50% determinuje
okreslona pare zasad, jako zachowawcza. Zwrdécono uwage na wystgpowanie mutacji
zachowujacych pary zasad. Takie mutacje $Swiadcza o konserwatywnos$ci danej struktury
drugorzedowe;.

Srednia konserwatywno$¢ struktury drugorzedowej VRNAS wynosi 87% (rysunek 41).
Do najbardziej zachowawczych motywow nalezy miedzy innymi motyw panhandle, ktérego
konserwatywno$¢ wynosi 98%. Analiza pozwolita takze wyodrebni¢ inne interesujace
motywy, ktére mogg bra¢ udziat w sktadaniu wirionéw lub w etapie replikacji wirusa.

Konserwatywno$¢ struktury drugorzgdowej wirusowego RNA moze by¢ istotna dla
upakowania wszystkich o$miu segmentéw VRNA w biologicznie aktywny wirion. Sktadnie
wirionow jest skomplikowanym procesem, za ktore odpowiedzialne sg, miedzy innymi,
oddziatywania wystepujace pomiedzy poszczegdlnymi segmentami VRNA. Wiadomo, ze dla
sktadania segmentow vVRNA w wirion istotne sg fragmenty na 3'- i 5-koncu vRNA, a wigc
mozliwe, ze nie tylko sekwencja tego rejonu, lecz rowniez motywy strukturalne tam
wystepujace. Dla kazdego segmentu dlugos$¢ oraz sekwencja RNA uczestniczaca w sktadaniu
poszczegolnych segmentow moze by¢ rozna [172]. Dotychczasowe badania wskazuja, ze
w przypadku VRNAS wirusa grypy typu A do efektywnego pakowania potrzebne sg rejon
105-nukleotydowy z konca 3' oraz 135-nukleotydowy z konca 5'. Oznacza to, ze w
pakowaniu VRNAS moga uczestniczy¢ motywy spinkowe: 87-115 nt, 1483 -1497 nt oraz
1527-1550 nt [14, 16, 173]. Co istotne, motyw spinki 87-115 nt wykazuje zachowawczo$¢ par
zasad bliskg 100%. Znaczenie sekwencji 87-115 nt oraz tworzona przez nig struktura zostang
przedyskutowane w nastepnym podrozdziale (,,Motyw pseudowezta w vRNAS5). W przypadku
spinki 1527-1550 nt przewidywana konserwatywnos$¢ par zasad wynosi 99,5%, a dla spinki
1483 -1497 nt wynosi ona 87,2%.

Poza motywami, w rejonach istotnych dla pakowania vVRNA do wiriondw istniejg
wysoce konserwatywne motywy strukturalne o nieznanej funkcji. Nalezy do nich, miedzy
innymi, motyw spinki 974-989 nt. Konserwatywno$¢ tej spinki jest wysoka i wynosi 96,9%.
Do innych interesujacych motywow zaliczajg si¢ takze spinki ustrukturyzowanego rejonu
1065-1281 nt.
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Zachowawczo$¢ par zasad w rejonie 1065-1281 nt moglaby stanowi¢ przestanke,
ze silnie ustrukturyzowany, trzeciorzgdowo zwarty rejon, nie jest cechg charakterystyczna
tylko dla szczepu A/Vietnam/1203/2004 (H5N1), ale moze stanowi¢ ogdlng ceche vVRNAS
wirusow grypy typu A. Srednia zachowawczo$¢ par zasad tego motywu wynosi 83,5%.
Konserwatywnos$¢ par zasad w trzonie helisy jednak rézni si¢ dla poszczegdlnych par zasad.
Zaobserwowano znacznie nizsza konserwatywno$¢ dla par zasad utworzonych w trzonie
helisy od 1080 do 1083nt. Natomiast pary zasad w fragmentach od 1084/1114 nt do
1088/1099nt moga powstawaé u prawie 100% szczepdéw. Wysoka 86,8% zachowawczo$¢
posiadajg pary zasad w rejonie od 1117/1211 do 1125/1203 nt, natomiast pary zasad
w motywie strukturalnym 1127-1173 nt cechuje 84,4% zachowawczo$¢. Konserwatywno$é
par zasad motywu spinki 460-476 nt wynosi 83,0%, a spinki 477-484 nt wynosi 95,6%. Do
tego rejonu VRNAS byly zaprojektowane komplementarne i skuteczne w inhibicji namnazania

wirusa grypy oligonukleotydy antysensowe 4.5 i 4.5L.

W zaproponowanej strukturze drugorzedowej vVRNAS istnieje kilka konserwatywnych
dla wiruséw grypy typu A motywow strukturalnych zidentyfikowanych w rownoleglej
analizie wykonanej przez grupe profesora Gultyaev’a [173]. Zastosowano w niej program
RNAalifold i reprezentacyjna, wybrang grupe szczepow wirusa grypy typu A. Szczepy zostaly
pogrupowane w klastry, a nastgpnie przewidziano struktur¢ drugorzgdowa dla sekwencji
konsensusowej. Takie podejscie pozwolito wyodrgbni¢ sze$¢ konserwatywnych motywow,
z ktorych dwa sa obecne takze w okreslonej w niniejszej pracy doktorskiej strukturze
drugorzgdowej VRNAS A/Vietnam/1203/2004 (H5N1). Autorzy stwierdzili, ze pigé
z przewidzianych motywow jest mozliwych zaréwno dla nici (-) (VRNA), jak i (+), jako ich
»lustrzana wersja”. Motywy spinkowe zaprezentowane dla sekwencji nici (+) sa
przedstawione na rysunkach 42-46.

Rysunek 42 prezentuje struktur¢ konserwatywnej spinki 974-989 nt na przyktadzie
badanego szczepu A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) i analogiczng z publikacji Gultyaeva [173],
przewidziang dla konsensusowej sekwencji nici (+). Struktura drugorzedowa obu spinek jest

identyczna mimo réznic w sekwencji.
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Rysunek 42. Po lewej stronie znajduje si¢ motyw konserwatywnej spinki 973-989nt VRNAS zidentyfikowany
przez grup¢ Gultyaev’a [173] na przyktadzie sekwencji szczepu A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) ni¢ (+), numeracja
dla nici (+). Po prawej stronie fragment struktury drugorzedowej VRNAS5 A/Vietnam/1203/2004 (H5N1),
w ktérym jest obecna analogiczna spinka w nici (-).
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Rysunek 43. Po lewej stronie znajduje si¢ struktura drugorzedowa zaproponowana przez Gultyaev’a [173] na
przyktadzie sekwencji szczepu A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) ni¢ (+), numeracja dla nici (+), po prawej stronie
struktura zidentyfikowana w modelu struktury drugorzgdowej VRNAS A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) dla tego
rejonu nici (-).

Spinka 1527-1550 nt znajduje si¢ w rejonie VRNAS odpowiedzialnym za pakowanie
VRNA do wirionéw (rysunek 43). Gultyaev dla tego rejonu sekwencji komplementarnej
(mRNAS5) przewidzial istnienie podobnej spinki. Prawdopodobnie motyw spinki
z zachowawczymi parami zasad moze si¢ tworzy¢ zarowno w nici (+), jak i nici (-).

Dla rejonu 1462-1476 nt struktury drugorzegdowej vRNAS, bedacej obiektem
prezentowanych badan, Gultyaev i wspotpracownicy przewidzieli istnienie spinki (rysunek
44) [173]. Pomimo mozliwo$ci utworzenia stabilnego trzonu spinki wynikajacej z sekwencji
VRNADS szczepu A/Vietnam/1203/2004 (H5N1), struktura drugorzedowa dla tego rejonu jest
inna, a profil mapowan wyraznie wyklucza utworzenie takiej spinki. Prawdopodobnie

struktura drugorzedowa nici (+) i (-) jest odmienna dla tego rejonu.
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Rysunek 44. Po lewej stronie znajduje si¢ struktura drugorzedowa zaproponowana przez Gultyaev’a [173] na
przyktadzie sekwencji szczepu A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) ni¢ (+), numeracja nici (+), po prawej stronie
struktura zidentyfikowana w modelu struktury drugorzgdowej vRNAS5 A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) dla
odpowiedniego rejonu nici (-) (rejon 1462-1476nt).
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Rysunek 45. Po lewej stronie znajduje sie struktura drugorzedowa zaproponowana przez Gultyaev’a [173] na
przyktadzie sekwencji szczepu A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) ni¢ (+), numeracja nici (+), po prawej stronie
struktura zidentyfikowana w modelu struktury drugorzedowej vRNAS A/VietNam/1203/2004 (H5N1) dla
odpowiedniego rejonu nici (-) (rejon 626-643nt).

Konserwatywny motyw spinki przewidziany przez grupe Gultyaev’a dla usrednione;j
sekwencji nici (+) w rejonie 922-938 (numeracja nici (+)) nie ma roéwniez Swojego
strukturalnego odzwierciedlenia VRNAS5 A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) (Rysunek 45).
Odpowiedni rejon (626-643nt) tworzy w duzej mierze jednoniciowy rejon petli
wieloramiennej, ktéry jest potwierdzony reaktywno$cig nukleotydéw 1 dostgpnoscig dla
oligonukleotydow.

Gultyaev proponuje rowniez w VRNAS obecno$¢ motywu spinki w rejonie 36-90 nt
(Rysunek 46). Taka spinka nie istnieje w strukturze drugorzedowej VRNAS
A/Vietnam/1203/2004 (H5N1), a dane z mapowan chemicznych ja wykluczaja. Nalezy

podkresli¢, ze struktury drugorzedowe przewidziane przez Gultyaev’a powstaly w oparciu
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o analizy bioinformatyczne, natomiast zdeterminowana w tej pracy doktorskiej struktura
drugorzgdowa VRNAS5 jest oparta o dane eksperymentalne 1 wsparta analiza
bioinformatyczna.

O tym, ze rzeczywiScie taki motyw w rejonie 36-90 nt nie ma znaczenia dla wirusa
grypy $wiadczg badania, w ktorych wprowadzono mutacje w pozycjach 39 nt i 87 nt oraz
85nt i 43 nt. Mutacje te mialy za cel zmieni¢ struktur¢ spinki i tym samym zaburzaé
pakowanie wirionow. Wprowadzone mutacje nie wptywaty jednak na namnazanie wirusa
A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) i najprawdopodobniej jego pakowanie [173]. Opisane
nukleotydy, ktére zostaly zmutowane wystepuja w strukturze drugorzedowej VRNAS
W pojedynczym wybrzuszeniu (nukleotyd 39) i w petli (nukleotydy 87 i 85). Wprowadzenie
mutacji w tych pozycjach nie zaburzaloby, wigc struktury drugorzgedowej i posrednio taki

wynik eksperymentu potwierdza zaproponowang strukture dla tego rejonu VRNAS.
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Rysunek 46. Motywy w rejonie 36-90nt. Po lewej, struktura spinki 30-90nt proponowanej przez grype
Gultyaev’a [173] na przyktadzie sekwencji szczepu A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) ni¢ (+) numeracja nici (+). Po
prawej, fragment struktury drugorzedowej VRNAS wirusa grypy A/Vietnam/1203/2004 (HSN1) obejmujacy
rejon nici 36-90nt.

6. Motyw pseudowezla w vRNAS

Pseudowezty wystepuja powszechnie u wiruséw i moga petic istotne funkcje takie
jak regulacja translacji czy replikacji [174]. Pseudowezly moga wystgpowaé rowniez
U wirusow grypy typu A, B oraz C. W przypadku wirusa grypy typu A pseudowe¢zet moze si¢
tworzy¢, na przyktad w VRNA7 [175, 176].

Powszechnie zastosowane programy komputerowe nie pozwalaja na przewidywanie

struktur drugorzedowych RNA zawierajacych pseudowezty. Aby to zrobi¢ nalezy zastosowaé
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specjalne algorytmy, ktore beda umozliwiaty znalezienie pseudoweztéw. Czasteczka VRNAS
jest bardzo dluga, dlatego stanowi znaczny problem przy generowaniu pseudoweziow.
Czasteczke w catoSci udato si¢ przeanalizowaé tylko w programie ProbKnot, ktory jest
zaimplementowany w pakiecie RNAstructure [140]. Z przeprowadzonej analizy wynika,
ze VRNAS nie tworzy pseudoweztow. Na strukturze kolistej linie taczace poszczegdlne
nukleotydy nie krzyzuja si¢, co $§wiadczy o tym, ze program nie wykryl pseudoweziow
(Rysunek 47).

Rysunek 47. Rysunek przedstawia w graficzny sposob strukture drugorzedowa vRNAS5 wygenerowana
Z uzyciem algorytmu ProbKnot [145].

Inne podej$cia sugeruja, ze nie mozna wykluczy¢ ich tworzenia. Obecno$é
pseudoweztdow w VRNAS postulowal, miedzy innymi, Gultyaev [173], ktory zidentyfikowal
pseudowezet w VRNAS w rejonie 90-130 nt (Rysunek 48).
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Rysunek 48. Po lewej, struktura pseudowezla zaproponowanego przez grupe Gultyaev’a [173] na przykladzie
sekwencji szezepu A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) nié (-). Po prawej, motywy struktury drugorzedowej VRNAS
AlVietnam/1203/2004 (HSN1), ktore mialyby uczestniczyé w tworzeniu motywu pseudowezta.

Stwierdzono, ze wprowadzenie mutacji A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) zaburzajacych
struktur¢ pseudowezta skutkuje obnizeniem namnazania wirusa [173]. Obserwowany efekt
inhibicji namnazania byt na poziomie okoto 1,5l0g10 PFU/ml w teScie tysinkowym. Sugeruje
sig, ze pseudowezel najprawdopodobniej bierze udzial w procesie sktadania wirionu.
W przypadku vRNAS szczepu A/Vietnam/1203/2004 (H5NT1) opisany pseudowgzel nie moze
si¢ utworzy¢, cho¢ istnieje pozwalajaca na takie oddziatywanie spinka. Obecno$¢ silnych
mapowan chemicznych w rejonie potencjalnych oddzialywan $wiadczy, ze nie tworzy sig
helisa 124-130 nt/96-102 nt. By¢ moze brak pseudowegzta w vVRNA A/Vietnam/1203/2004
(H5NT) jest cecha charakterystyczng dla tego szczepu lub dla calego podtypu HSN1. Moga
jednak istnie¢ inne oddzialywania stabilizujace struktur¢ tego rejonu. Na przyktad, dla
szczepu A/Vietnam/1203/2004 (H5N1), w oparciu o analize sekwencji mozliwe jest
tworzenie trypleksu pomigdzy helisg 87-92/109-105 a rejonem jednoniciowym 781-785 nt.
Brak mapowan chemicznych fragmentu jednoniciowego 781-785 nt czyni tg hipoteze

prawdopodobng, cho¢ potrzebne sg dodatkowe badania eksperymentalne, aby ja potwierdzic.

110



/. Potencjalne funkcje elementow strukturalnych vRNAS wirusa
grypy typu A

Okreslona w tej pracy doktorskiej struktura drugorzgdowa vRNAS, a takze jej
trzeciorzgdowy model zawiera niewatpliwie motywy strukturalne majgce znaczenie w cyklu
replikacyjnym wirusa grypy. Rejony okreslone, jako dostepne dla oddzialywan
z  oligonukleotydami w  mapowaniu  mikromacierzami izoenergetycznymi  lub
w eksperymentach z rybonukleazg H mogg naleze¢ do motywow strukturalnych bezposrednio
oddziatujacych z innymi vVRNA podczas pakowania wiruséw potomnych.

Wirusowe VRNA nie tylko wystepuje w wirionie w kompleksie osmiu VRNP, ale
podczas cyklu wirusowego w komoérce mamy do czynienia z pojedynczymi vRNP w jadrze
ulegajacymi replikacji lub przepisywaniu na mRNA. Kompleks VRNP jest dynamiczny
i stabilne termodynamicznie motywy wirusowego RNA mogg powstawac i mie¢ znaczenie na
okreslonym etapie cyklu wirusowego. Tworzenie kompleksu o$miu VRNP ma miejsce
w cytoplazmie [15] i ich wzajemne prawidlowe rozpoznawanie oraz transport
najprawdopodobniej rowniez zalezy od struktury vVRNA. Nie nalezy takze wykluczy¢, ze
niektore konserwatywne strukturalnie motywy RNA moga by¢ elementem rozpoznawalnym
przez dane biatko wirusowe lub komorkowe gospodarza.

Najnowsze doniesienia literaturowe zrewidowaly poprzedni model kompleksu vRNP,
w ktorym monomery biatka NP stosunkowo rownomiernie, co 24-32 nt wigzaty si¢ do vVRNA
[177]. Obserwowanag hydrolizg VRNA w obecnosci rybonukleaz interpretowano, jako
wylacznie efekt rozplatania VRNA przez biatko NP. Najnowszy model, oparty na badaniach
vRNP w wirionach, kltadzie nacisk na wypetlenie fragmentéw vRNA, ktore tworza
najprawdopodobniej specyficzne struktury wirusowego RNA [18]. Badania przeprowadzono
na dwoch szczepach wirusa grypy, a mianowicie A/WSN/1933 (HINI1) (gorny wykres,
rysunek 49) oraz A/California/07/2009 (H1N1). Dla obu szczepéw zauwazono duze
podobienstwa w zaangazowaniu podobnych rejondw vVRNA w oddzialywania z biatkiem NP.
(rysunek 49). Pewne cechy sg specyficzne dla obu szczepow wirusa grypy, a ,.ilosciowe”
zaangazowanie poszczegolnych rejonow VRNA w tworzenie kompleksu z NP jest
indywidualng cechg danego szczepu wirusa.

Co ciekawe, przedstawiony przez autoréw profil wigzania NP do vVRNAS jest w duzej
czesci zbiezny z modelem struktury trzeciorzegdowej VRNAS zaprezentowanym w tej pracy
doktorskiej i1 opisanymi badaniami inhibicji namnaZania wirusa na linii komodrkowe;.
Rejonami praktycznie wolnymi od oddzialywan z NP sa fragmenty 760-920 nt i 1140-1340

nt. Miejsce wigzania si¢ oligonukleotydow antysensowych 7.5 i 7.5L, ktére najmocniej
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inhibuja namnazanie wirusa przypada wlasnie w tym fragmencie (rejon 878-888 nt). Z kolei
miejsce wigzania antysensowych oligonukleotydow 4.5 i 4.5L (rejon 465-485 nt) znajduje si¢

pomiedzy dwoma rejonami oddziatujgcymi z NP.

A/WSN/1933 (HIN1)

A/California/07/2009 (HINTI)

o el ol el ol ol el o e el e el el o el o el
LOONTIDNONTIO®DO
ELET:

o SN W

Rysunek 49. Profil wigzania biatka NP w wirionie okreslony metodg HITS-CLIP dla dwoch szczepow:
A/WSN/1933 (HIN1) (gérny wykres) oraz A/California/07/2009 (HIN1) (dolny wykres). Czgstotliwosc
wystepowania kompleksow VRNA/NP w danym rejonie VRNA jest znormalizowana w Stosunku do najwyzszej
wartosci, ktora jest najwyzszy pik profilu. Na osi Y umieszczono numeracje nukleotydow vRNAS od 5'-konca.

Najdtuzszy niezwigzany z NP rejon w VRNAS, a mianowicie rejon 1140-1340 nt to
fragment, ktory w duzej czeSci obejmuje wysoce ustrukturyzowany w modelu
trzeciorzedowym vVRNAS obszar od 1065 do 1281 nt, ktory wystepuje w obrgbie domeny III
(rysunek 34). Zwraca rowniez uwagg rejon silnego wigzania biatka NP, fragment 640-760 nt.
Podczas mapowania struktury drugorzgdowej vVRNAS fragment ten najsilniej wigzat si¢ do
sond mikromacierzy izoenergetycznej oraz byt dostepny dla RNazy H 1 podczas mapowan
chemicznych (nalezy pamicta¢, ze w badaniach opisanych w pracy doktorskiej okreslono
struktur¢ VRNAS w warunkach in vitro). Biatko NP wiaze si¢ rowniez w rejonach koncow 5'
i 3" VRNAS, a wiec w rejonach wplywajacych na pakowanie wiriondéw. Konserwatywne
motywy strukturalne tych fragmentéw maja wigc prawdopodobnie tez znaczenie

w oddziatywaniu VRNA z biatkiem NP.
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Zauwazono rowniez pewng preferencje sekwencyjng, a mianowicie rejony VRNA

uwiklane w wigzanie NP sa bogate w guanozyny i ubogie w urydyny [18]. Mozna

przypuszczaé, ze struktura VRNA réwniez determinuje oddziatywania z NP a wzajemne

relacje obu czasteczek sg kluczowe na roznych etapach cyklu namnazania wirusa grypy.

IV. MATERIALY I METODY

1. Wykaz stosowanego sprzetu laboratoryjnego

1.

© o N o gk~ w DN

e T e e L o o e
0o N O U1 W N B O

19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.

Wiréwka 5430R — Eppendorf.

Wiréwka Eppendorf, Mini Spin — Eppendorf.

Wytrzgsarka do hodowli komorek bakteryjnych — Eppendorf.

Syntezator oligonukleotydow MerMade 12 — Bioautomation Corporation.
Nanodrop — ThermoFisher Scientific.

Lampa UV.

Aparat do PCR — BioRad.

Termoblok, termomikser — Eppendorf.

Aparaty do elektroforezy — na zamowienie.

. pH — metr — Mettler Toledo.

. Waga — Denver Instruments.

. Kotyska laboratoryjna Ultra Rocker — BioRad.

. Inkubator do hodowli komoérek — Memmert.

. Ptytki do liczenia komorek — BioRad.

. Licznik komoérek TC20 —BioRad.

. Komora laminarna — Holten.

. Laznia wodna — Polyscience.

. Aparat do Real Time PCR-CFX96 Real-Time System C1000 Touch Thermal

Cycler — BioRad.

Mikroskop — Leica.

Pompa Vacusafe — Integra.

Czytnik absorbancji ptytek xMark Microplate Spectrophotometer —BioRad.
Aparat do obrazowania mikromacierzy FLA5100 Phosphoimager- FUJI.
Maszyna do drukowania mikromacierzy izoenergetycznych Nanoprint — Arrayit.
Fosfoimager FLA 5100 Fuji

Licznik scyntylacyjny L55000TA Beckman
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2. Materialy

2.1.
2.1.1.

2.1.2.

2.1.3.

2.14.

2.15.

Badania struktury RNA
Enzymy

Inhibitor Rybonukleaz — RNasin, Odwrotna transkryptaza — SSIII, Thermo
Fisher Scientific.

Rybonukleaza H, rybonukleaza A, polimeraza DNA z Pyrococcus furiosus
(Pfu), EURX.

Dezoksyrybonukleaza — DNAza I- Thermo Fisher Scientific (Ambion).

Komercyjne zestawy
Komecyjny zestawy do transkrypcji: Epicentre: AmpliScribe T7 — Flash Kit.

. Komercyjny zestaw do sekwencjonowania USB Kit — Thermo Fisher

Scientific.

Zestawy do oczyszczania kwasow nukleinowych
RNeasy MinElute Cleanup Kit (50) — Qiagen.
NucAway Spin Columns — Thermo Fisher Scientific (Ambion).
PCR Mini Kit — Syngen.

Antybiotyki do hodowli komorek bakterii
Ampicylina — Sigma-Aldrich.

Bufory

Bufor ALM (do lizy komorek bakteryjnych).
50 mM D- glukoza
25 mM  Tris-HCI, pH 8,0
10 mM NaEDTA

. Bufor do znakowania oligonukleotydéw barwnikami fluoresencyjnymi — 0,1M

tetraboran sodu, pH 8.5
Bufor 1.

300 mM NacCl
50 mM HEPES pH 7.5
5mM MgCl>
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d. Bufor 2.

300 mM NaCl
50mM HEPESpH 7.5
5mM MgCl;

e. Bufor do drukowania mikromacierzy izoenergetycznych.

3x SSC
0,05% SDS
0,001% CHAPS

f.  Bufor SSC (3x stezony).

450 mM  NacCl
45 mM cytrynian sodu pH 7.0

g. Bufor redukujacy ptytki mikromacierzy izoenergetycznych.
37mM NaBHg4
72 % bufor PBS
28 % etanol

2.1.6. Pozywki
a. Pozywka stata LB
1,259 NaCl
3,759 agar
1,259 wyciag drozdzowy
29 pepton
do 250 ml  woda
Pozywke wysterylizowano w autoklawie, po obnizeniu temperatury roztworu do
55°C, dodano 500p1 ampicyliny, nastgpnie pozywke wylewano na szalki Petiego

pod komorg laminarng.
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b.

2.1.7.

2.1.8.

b.

2.1.9.

Pozywka ptynna LB — pozywka byta autoklawowana
59 NaCl
3,759 agar
59 wyciag drozdzowy
10g pepton
do 1000 ml  woda

Elektroforeza

Zel poliakrylamidowy — 12% roztwor akrylamidu i N,N’- metylenobis-
akrylamidu (BioShop, Kanada) zmieszanych w stosunku 29 :1. Stosowano zel
denaturujacy z 8M mocznikiem. Sktad buforu do elektroforezy przedstawiat
si¢ nastepujaco:

bufor TBE (1x st¢zony) pH 8,3

50 mM kwas borowy
50 mM  Tris
0,5mM NaEDTA

-bufor obcigzajacy (2x stezony).
8 M mocznik
2x TBEpHS8,3
0,2% w/v barwnik (BB lub XC)

Zel agarozowy — standardowy (Bioshop, Kanada). Do analiz wykorzystano
1% zel agarozowy. Buforem do elektroforezy w zelu agarozowym byt 1xTBE

pH 8,3.

Markery wielkosci kwasow nukleinowych
DNA — Perfect Plus 2 kb DNA Ladder — EURX.
RNA — RiboRuler — Fermentas.

Odczynniki do modyfikacji RNA

NMIA (N-methylsatoic anhydride)— Applied Biosystem

DMS (siarczan dimetylu), CMCT (N-Cyclohexyl-N'-(2-
morpholinoethyl)carbodiimide metho-p-toluenesulfonate)— Sigma—Aldrich

Ketoksal (3-ethoxy-1,1-dihydroxy-2-butanone) — MP Biomedicals
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2.1.10.

2.1.11.

2.2,
2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

o o T

I

I

Pozostale odczynniki
CH3COONa, Na2EDTA, MgClz, KH2PO4, SDS, agar, HEPES, mocznik,
IPTG, pepton, Xgal, Tris-HCI, octan amonu, octan sodu, wyciagg drozdzowy —
BioShop.
Bromek etydyny, glicerol, NaCl, KCI, NalO4, NaBHa, glukoza, CHAPS,
bezwodny DMSO, cytrynian sodu, NaClO4, TEMED (N,N,N’,N -
Tetramethylethylenediamine) — Sigma-Aldrich.
H3:BO3, NaOH, KOH, amoniak, etanol, HCI - Polskie Odczynniki Chemiczne
FAM, ROX, JOE, TAMRA — AnaSpec.
HiDi Formamide —Thermo Fisher Scientific.

Akcesoria
Ptytki do mikromacierzy- Silane-Prep Slides — Sigma—Aldrich.
Komory hybrydyzacyjne — na zamowienie.
Szkietka nakrywkowe — HybriSlip.
Ekrany (ang. imaging plate, IP) — FujiFilm.

Hodowla linii komérkowej MDCK
Linie komorkowe

MDCK (ang. Madin Darby Canine Kidney) — Sigma Aldrich.
Linia komorkowa MDCK - HA — dzigki uprzejmosci prof. Luis’a Martineza-

Sobrido z Uniwersytetu Rochester.

Odczynniki do hodowli komorkowej

Bufor PBS pH 7.4 (10x st¢zony) — BioShop.

FBS, OptiMEM, DMEM - Gibco.

BSA 35%, penicylina/streprtomycyna (100x), trypsyna z trzustki wotowej,
roztwor trypsyny z trzustki wotowej (100x) traktowanej TPCK, glutamina —
Sigma-Aldrich.

Czynnik transfekcyjny — Lipofectamine® 2000 — ThermoFisher Scientific.

Plastiki do hodowli komorkowej
Szalki 10 cm?, butelki T-ksztaltne — Greiner Bio — One.
Pipety serologiczne 5 ml, 10 ml, 25 ml — HTL.
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2.2.4. Media hodowlane

a. Medium hodowlane dla linii komérkowej MDCK.

10%

20 mM
100 u

100 pg/ml
do 50 ml

2.3.
2.3.1.

Namnazanie wirusa grypy typu A
Stosowane szczepy wirusa grypy typu A

FBS
L-glutamina
Penicylina
Streptomycyna
DMEM

a. Wirus scilAV A/California/04/2009 (H1N1).
b. Wirus WT (ang. wild type) A/California/04/2009 (H1N1).

2.3.2.
a. Medium infekcyjne.
0,3%
100 u
100 pg/ml
do 50 ml
b. Medium postinfekcyjne.
0,3%
1 pg/mi
2 mM
100 u
100 pg/ml
do 50 ml

Media stosowane podczas infekcji

BSA
Penicylina
Streptomycyna
PBS 1X

BSA

Trypsyna
L-glutamina
Penicylina
Streptomycyna
DMEM

C. Roztwor utrwalajacy komorki (test immunofluorescencji posrednie;).

1x

0,5%
4%

do 50 ml

PBS
Tryton-X-100
Formaldehyd
1x PBS

d. Roztwor blokujacy (test immunofluorescencji posrednie;j).

3%
do 50 ml

BSA
1x PBS
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2.3.3. Odczynniki do izolacji RNA
a. Trizol.
b. Na:EDTA — BioShop.

c. n-laurylosarkozynian sodu — Sigma—Aldrich.

2.3.4. Przeciwciata-Merck Millipore
a. Przeciwciato pierwszorzgdowe — mysie monoklonalne przeciwciato
skierowane przeciwko biatku NP (anti-influenza A antibody nucleoprotein,
clone al).
b. Przeciwciato drugorzedowe - przeciwciato znakowane fluoresceing,
skierowane przeciwko biatku mysiemu (rabbit anti mouse IgG antibody,
FITC).

2.3.5. Pozostale odczynniki

a. Fenol - Roti Aqua Phenol — Carl Roth.
b. chloroform/alkohol izoamylowy (24:1 v/v), MTT — Sigma—Aldrich.
c. Hoechst 33342, DAPI — ThermoFisher Scientific.

d. Tryton-X-100 — BioShop.

e. Formaldehyd — Polyscience.

2.3.6. Akcesoria
a. filtry do sterylizacji 0,4 uM — Millipore.
b. strzykawki LUER LOCK, 50 ml — Polfa.

3. Metody

3.1. Badania struktury RNA
3.1.1. Transformacja komdrek oraz izolacja plazmidow

Celem transformacji komorek bytlo namnozenie materiatu potrzebnego do transkrypcji
in vitro, niezb¢dnej do otrzymania VRNAS Do transformacji wykorzystano bakterie —
Escherichia coli DH5Ga. Po rozmrozeniu do bakterii dodano 10 ng plazmidu z sekwencja
segmentu piatego A/Vietnam/1203/2004 (HS5N1). Bakterie i plazmid zawierajacy interesujacy
insert inkubowano przez 45 minut na lodzie. Nast¢pnie proby przez 45 sekund ogrzewano w
42°C, a pozniej schlodzono na lodzie. Dodano 1ml pozywki LB (bez ampicyliny)
I wytrzgsano 45 minut w 37°C, po czym dodano XGal (koncowe st¢zenie 13 mM) i IPTG
(koncowe stezenie 6 mM). Roztwory naniesiono na ptytki Petriego z pozywka stala LB.
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Plytki inkubowano przez noc w 37°C. Do 2ml pozywki LB z ampicyling dodano pojedyncza
bialg koloni¢ 1 inkubowano przez noc w 37°C, wytrzasajac (1 400 rpm). Stezenie ampicyliny
w pozywce LB wynosito 0,1 g/ml. Odwirowano zawiesing bakteryjng (1000 rpm, 1 minuta),
a do osadu dodano buforu do lizy (ALM). Inkubacj¢ prowadzono przez 5 minut, po czym
dodano roztwor 1% SDS w 0,2 M NaOH (200 pl) i mieszano przez kolejne 5 minut.
Nastepnie dodawano 7,5 M octan amonu (150 pl) i zostawiono na lodzie przez 20 minut, po
czym zwirowano (11000 rpm, 15 minut, 4°C). Zebrano supernatant i strgcono w etanolu.
Osad wysuszono, rozpuszczono w wodzie i dodano RNazy A (2,5ng/ul). W celu
potwierdzenia obecno$ci plazmidow wykonano elektroforez¢ w zelu agarozowym. Przed
wykorzystaniem materialu w dalszych etapach badan przeprowadzono sekwencjonowanie

obecnego w plazmidzie insertu.

3.1.2. Synteza oligonukleotydow
Synteze wszystkich oligonukleotydow przeprowadzono na syntezatorze MerMadel2
metoda amidofosforynowa na podtozu statym. Synteza oligonukleotydéw zostata wykonana
w Zaktadzie Chemii i Biologii Strukturalnej Kwaséow Nukleinowych (Instytucie Chemii

Bioorganicznej PAN).

3.1.3. Odblokowywanie oligonukleotydow

Odblokowywano oligonukleotydy DNA, DNA-LNA, 2’0OMeRNA, 2’0OMeRNA-LNA,
gapmery oraz DNA i DNA z C6-aminolinkerami.

Do silikazelu dodano 1,5 ml wodnego roztworu amoniaku (32%) i inkubowano
12 godzin w temperaturze 55°C, a nastepnie schtodzono w zamrazarce (-25°C). Roztwor
znad ztoza przeniesiono do falkonéw i odparowano.

W przypadku oligonukleotydow posiadajacych na 5’-koncu Cé6-aminolinker,
dodatkowo stosowano 3 godzinng inkubacj¢ z 900 ul 80% kwasem octowym W temperaturze
pokojowej. Nastepnie roztwory oligonukleotydow odparowywano do sucha na suszarce
prozniowej i po rozpuszczeniu w wodzie (200 pl) strgcano w 10 ml 1% nadchloranu sodu w
acetonie. Wirowano przy 4 000 rpm 15 minut. Osad przeptukano 2x 3 ml acetonu (—20°C),
a nastgpnie wysuszono i rozpuszczono w 500 pl H20. Tak przygotowane oligonukleotydy
z aminolinkerem byly gotowe do znakowania.

Pozostate oligonukleotydy oczyszczano za pomoca chromatografii cienkowarstwowej
(ang. thin- layer chromatography, TLC) Ilub =za pomocg elektroforezy w zelu

poliakrylamidowym.
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3.1.4. Znakowanie starterow barwnikami fluorescencyjnymi

Startery DNA posiadajagce C6-aminolinker na 5’-koncu byly znakowane barwnikami
FAM, JOE, TAMRA oraz ROX. Odparowano roztwor danego oligonukleotydu (300 pg).
Nastepnie, 0sad rozpuszczono w 11 pl wody, dodano 75 ul buforu do znakowania (0,1M
tetraboran sodu, pH 8.5). Barwniki rozpuszczono w bezwodnym DMSO. Na 140 ul DMSO
dodawano 2 mg barwnika FAM lub TAMRA oraz 2,5 mg JOE lub ROX. Do probowki ze
znakowanym oligonukleotydem dodano 14 ul roztworu barwnika. Mieszaning reakcyjng
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 18 godzin, lekko wytrzasajac (150 rpm)
I chronigc przed $wiattem. Nastepnie oligonukleotydy stragcano w etanolu. Precypitat

rozpuszczano w wodzie i oczyszczano stosujac elektroforeze w zelu poliakrylamidowym.

3.15. Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Roztwor oligonukleotydow (150 ul) nanoszono na plytke z zelem krzemionkowym
60 F2s4. Plytke wysuszono a nastgpnie rozwijano w uktadzie n-propanol/amoniak/woda
(52/35/13). Prazek z interesujacym oligonukleotydem byt z izolowany z ptytki, po czym
dokonywano jego elucji z zelu krzemionkowego, przez przemycie 2 ml wody MQ. Przemycie

woda powtorzono dwukrotnie, a roztwor oligonukleotydu odparowano do sucha.

3.1.6. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (PAGE)

Procentowos$¢ zelu byta dostosowana do dtugosci oczyszczanych oligonukleotydow.
Najczgsciej stosowano preparatywny 12% zel poliakrylamidowy (PAA) z 8 M mocznikiem.
Do zelu dodawano TEMED (0,04% v/v) 1 APS (0,7% v/v). Elektroforeze prowadzono przy
50W w buforze 1XxTBE, przez minimum 3,5 godziny. Elektroforez¢ przerywano, gdy barwnik
doszedt do 4/5 dhlugosci szyby 40-centymetrowej. Oligonukleotydy wycinano z Zzelu
weczesniej wizualizujac je pod lampa UV (254 nm) i eluowano roztworem 0,3 M octanu sodu

pH 5.5.

3.1.7. Strgcanie
Do przygotowanego wodnego roztworu RNA zawierajacego 0,3M octanu sodu pH 5.5
dodano 96% etanol (3 objetosci uzyskanej mieszaniny). Stracanie prowadzono, co najmniej
2 godziny lub przez noc w temperaturze (—20°C). Nastepnie proby wirowano przez 30 minut
przy 12 000 rpm. Supernatant usuwano, a osad suszono, rozpuszczano w autoklawowanej

wodzie MQ i1 dokonywano pomiaru st¢zen.
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3.1.8. Spektrometria mas
Masy atomowe oligonukleotydow oznaczano za pomoca spektrometrii mas

(MALDI-TOF). Wyniki porownano z obliczonymi warto$ciami mas czgsteczkowych.

3.1.9. PCR - otrzymanie matrycy do transkrypcji in vitro VRNA5
W PCR stosowano enzym Pfu. Matryce do reakcji stanowil wyizolowany we
wczesniejszych etapach plazmid z insertem badanego segmentu. Profil PCR przedstawiat si¢
nastepujaco: denaturacje wstepng prowadzono w temperaturze 95°C przez 2 minuty,
natomiast w kazdym cyklu reakcji denaturacja trwala przez 30 sekund. Wigzanie starterow
nastepowato w temperaturze 50°C przez 30 sekund. Synteza produktu byta prowadzona przez
3 minuty w 72°C. Lacznie prowadzono 40 cykli reakcji, po czym zachodzita synteza koncowa

przez 7 minut.

Reagenty Stezenie
Bufor Pfu 1x
dNTP 0,2mM
Startery do PCR 15 pmol (kazdego)
Matryca (plazmid) 100 ng
Polimeraza Pfu 25U
woda Do 50 pl

Startery uzyte do PCR w celu otrzymania matrycy do transkrypcji in vitro VRNAS
zestawione sg w tabeli 11 Produkt PCR oczyszczano z pomocg zestawu do frakcjonowania
Syngen PCR Mini Kit zgodnie z procedurg producenta. Produkt PCR oceniano na zelu

agarozowym.

3.1.10.  Elektroforeza w Zelu agarozowym

Do elektroforezy stosowano standardowy 1% natywny zel agarozowy z bromkiem
etydyny (0,5 pg/ml). Bromku etydyny dodawano do agarozy przed zestaleniem. Zel zalewano
buforem IxTBE. Do prob dodawano buforu obcigzajacego i nanoszono na zel (koncowa
objeto$¢ proby wynosita 10 lub 12 pl). Elektroforeze dla DNA prowadzono przy napigciu
130V. W przypadku RNA napigcie wyniosto 70V. Produkt oceniano stosujac odpowiednie
drabinki (DNA lub RNA). Zel obrazowano za pomoca lampy UV (254nm). W przypadku
RNA znakowanego radioaktywnie, zel agarozowy suszono w suszarce do zeli, pod pro6znig

I obrazowano stosujgc fosfoimager 5100 FUJI.
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3.1.11. Transkrypcja in vitro
VRNADS szczepu A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) otrzymano drogg transkrypcji in vitro.
Proces przeprowadzano stosujgc Epicentre®: AmpliScribeTM T7 — FlashTM Kit- zestaw do
transkrypcji in vitro. Reakcje prowadzono zgodnie z protokotem przez dwie godziny.
Stosowano przynajmniej 700 ng matrycy w pojedynczej reakcji transkrypcji in vitro. Matryce
stanowil produkt PCR, zawierajacy sekwencj¢ DNA segmentu pigtego A/Vietnam/1203/2004
(H5N1).

3.1.12.  Znakowanie VRNAS5 [a®’P] ATP
vRNAS byl znakowany [a®2P] ATP podczas reakcji transkrypcji in vitro. W tym celu
wprowadzano modyfikacje do standardowego protokotu transkrypcji in vitro dodajac, jako
dodatkowy substrat reakcji [a*2P] ATP (5 pl). Jednocze$nie zmniejszono stezenie ATP o 50%
w stosunku do stezenia pozostatych rybonukleotydow.
3.1.13.  Oczyszczanie RNA po transkrypcji
W celu oczyszczenia VRNAS5 szczepu A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) (1565nt)
stosowano kolumienki RNeasy® MinElute™ Cleanup Kit — Qiagen’u, zgodnie z protokotem

producenta. Stezenie oznaczono za pomocg spektrofotometru Nanodrop.

3.1.14.  Sekwencjonowanie oraz analiza kapilarna
Sekwencjonowanie plazmidu z insertem przeprowadzono na wydziale Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Wydzialowej Pracowni Technik Biologii
Molekularnej. Proby po odwrotnej transkrypcji zostaty rozdzielane za pomoca elektroforezy
kapilarnej w Centrum Badan DNA w Poznaniu oraz w Wydzialowej Pracowni Technik

Biologii Molekularnej (UAM).

3.1.15.  Faldowanie czgsteczki vRNAS

Reakcja mapowania chemicznego oraz hybrydyzacja do mikromacierzy
izoenergetycznych byly poprzedzone faldowaniem VRNAS. Probe ogrzewano przez pigé
minut na bloku grzewczym w 65°C (bufor 1 lub 2). Nastepnie wolno schladzano
(ok 1°C/min) do temperatury pokojowej. W przypadku nieznakowanego RNA, przed reakcja
modyfikacji, stosowano 1 pmol RNA dla jednej proby. Faldowanie przeprowadzono w
buforze 1, a objgtos¢ przypadajaca na 1 pmol VRNAS wynosita 5 pl. Dla RNA znakowanego
(do hybrydyzacji na mikromacierzach izoenergetycznych) pobierano ilos¢ RNA,
0 radioaktywnos¢ rownej 300 000 cpm. Fatdowanie prowadzono w buforze 1 oraz buforze 2

w objetosci 250 ul.
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3.1.16. Reakcja mapowania chemicznego
Przed reakcja mapowania chemicznego VRNAS zostat poddany faldowaniu. Nastepnie
wykonano reakcje modyfikacji odpowiednim reagentem mapujacym strukture drugorzedowa
RNA. Wszystkie reakcje modyfikacji VRNAS zostaty przeprowadzone w temperaturze 37°C

w buforze 1. Po reakcji modyfikacji proby strgcano.

DMS

Przed dodaniem DMS do préby, rozcienczano go w 96% etanolu do 16 mM. Do 4,5 ul
proby dodano 0,5 pl roztworu DMS otrzymujgc koncowe st¢zenic DMS w probie 1,6 mM.
Reakcje prowadzono przez 15 minut.
CMCT

CMCT odwazano, a nastgpnie rozpuszczono w odpowiedniej ilosci buforu do
fatdowania aby otrzymac¢ 19 mM roztwoér. Do proby (5 ul) z vVRNAS dodawano 5 pl roztworu
odczynnika modyfikujacego. Stezenie CMCT w reakcji wynosito 9,5 mM. Czas reakcji
modyfikacji wynosit 30 minut.

Ketoksal

Proba byta traktowana roztworem ketoksalu w 80% etanolu o stezeniu 15 mM. Do 4,5
ul proby dodano 0,5 ul roztworu ketoksalu, uzyskujac koncowe stezenie 1,5 mM. Reakcja
byla przeprowadzana przez 20 minut, po czym do proby dodawano 1 pl 0,35 M boranu potasu

dla stabilizacji produktu reakcji.

SHAPE

W reakcji SHAPE stosowano odczynnik NMIA. W tym celu sporzadzano roztwoér
odczynnika w DMSO tak by koncowe stezenie w reakcji wynosito 3,3 mM. Do proby (4,5 ul)
dodawano 0,5 pl odczynnika modyfikujacego. Modyfikacje prowadzono 40 minut.

3.1.17. Reakcja odwrotnej transkrypcji
Kazda reakcja odwrotnej transkrypcji zostata przeprowadzona z odpowiednio
wyznakowanymi starterami. Startery wyznakowane FAM byly stosowane dla kontroli.
Startery wyznakowane JOE stosowano dla reakcji. Aby odczytaé reaktywnosé nukleotydow
catego VRNAS (1565nt) zastosowano szes$¢ starterow komplementarnych do réznych rejonow
VRNAS (tabela 2). Kazdy ze starterow byt wyznakowany barwnikami JOE, FAM, TAMRA
i ROX.

124



Pierwszym etapem odwrotnej transkrypcji byto przytaczenie startera do RNA. W tym
celu badane RNA (1 pmol/reakcje) po rozpuszczeniu, inkubowano przez 3 minuty w 90°C
z1pmol wybranego startera w buforze FS (dolagczony w zestawie do odwrotnej
transkryptazy). Objeto$¢ reakcji na tym etapie wynosita 5 pul/l pmol RNA. Nastepnie proby
inkubowano 10 minut w 55°C. Mieszaning nastepnie chlodzono przez 3 minuty w 4°C
I dodawano 5 ul mieszaniny MIX1 lub MIX2. Reakcj¢ przeprowadzano przez 50 minut
w 55°C. Ponizej przedstawiono sktady mieszanin reakcyjnych:

a. Mieszanina - MIX1 na jedng reakcje - stosowana dla reakcji ze starterami P4,

P5, P6.
Reagenty Stezenie
dNTP 8mM 1,5 ul
SuperScriptlll 50 u
bufor FS 1x
RNAsiIn 5u
DTT 100mM 0,6 ul
woda 1,4 ul
5 ul

b. Mieszanina- MIX2- stosowana dla reakcji ze starterami P1, 2L, 3L.

Reagenty Stezenie
dNTP 8mM 1,75 ul
SuperScriptlll 100 u
bufor FS 1x
RNAsin 5u
DTT 100mM 0,6 ul
woda 0,9 ul

5ul

Koncowa objetos¢ dla jednej reakcji wynosita 10 pl. Po zakonczeniu reakcji odwrotne;j
transkrypcji taczono probe kontroli z probag reakcji, a nastgpnie calo$¢ stragcano. Po 12
godzinach proby wirowano i dwukrotnie przemywano 70% etanolem. Nastgpnie suszono

W suszarce prozniowej i rozpuszczano w formamidzie w objgtosci 15 pl

3.1.18.  Przygotowanie plytek do drukowania mikromacierzy izoenergetycznych
Przed  nadrukowaniem  sond  przygotowano  ptytki. W tym  celu

aminoalkilosilanizowane ptytki (7,5 x 2,5cm, Silane-Prep Slides - Sigma-Aldrich) pokryto 2,5
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ml agarozy z 20 mM NalOs. Po zastygni¢ciu agarozy (godzina) ptytki trzykrotnie plukano

w wodzie i pozostawiono do wyschnigcia.

3.1.19. Drukowanie mikromacierzy izoenergetycznych

Drukowanie mikromacierzy izoenergetycznych przeprowadzono za pomocg drukarki
Nanoprint. Sondy rozpuszczono w buforze do drukowania (patrz Bufory), tak, ze st¢zenie
kazdej sondy wynosito 0,1 mM. Roztwér kazdej z sond zostal umieszczony w plytce
wielodotkowej. W procesie drukowania wykorzystano cztery igly. Wilgotnos¢ powietrza
w komorze drukarki wynosita 50%, natomiast po wydrukowaniu mikromacierze zostaty
umieszczone w komorze o wysokiej (100%) wilgotnosci na 12 godzin w temperaturze 37 °C.
Mikromacierze izoenergetyczne zostaly wydrukowane w  Europejskim  Centrum

Bioinformatyki i Genomiki (ECBIG).

3.1.20.  Redukcja mikromacierzy izoenergetycznych
Wydrukowane mikromacierze izoenergetycznych zostaty poddane dziataniu buforu
redukujacego, w celu stabilizacji wigzania sondy do agarozy. Redukcj¢ wykonano
W nastgpujacy sposob: kazda z mikromacierzy zostata pokryta 1,5 ml buforu redukujacego na
15 minut. Nastepnie mikromacierze ptukano trzykrotnie przez 15 minut, w wodzie, po czym
inkubowano godzing w 1 % roztworze SDS w temperaturze 55°C. W celu wyptukania
pozostatosci SDS, mikromacierze ponownie ptukano w wodzie MQ (3 razy przez 15 minut),

a nastepnie wysuszono.

3.1.21.  Hybrydyzacja VRNA5 do sond mikromacierzy izoenergetycznych

Na pojedyncza mikromacierz nanoszono 250 ul roztworu zawierajagcego vRNAS (300
000 cpm) w odpowiednim buforze (bufor 1 lub bufor 2). Przed natozeniem na mikromacierz
vRNAS byt poddany procesowi fatdowania, zgodnie z procedurg opisang wyzej (Faldowanie
czgsteczki RNA). Kazda mikromacierz izoenergetyczna zostata nastepnie przykryta nakrywka
HybriSlip i umieszczona w komorze hybrydyzacyjnej. Tak przygotowane mikromacierze
inkubowano przez 18 godzin w 37°C, po czym mikromacierze ptukano przez 3 minuty w 40
ml buforu o sktadzie identycznym jak bufor zastosowany do hybrydyzacji. W celu usunigcia
pozostatosci buforu, ptytki wirowano przez 2 minuty (2 000 rpm) i zawijano w foli¢
celofanows. Mikromacierze zostaly utozone na ekranie (ang. imaging plate, IP) wraz
z markerem radioaktywnosci (0,1 ul [a®2P] ATP), i po okoto 18 godzinach zobrazowane na

aparacie FLA5100 Phosphoimager, FUJI.
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3.1.22.  Analiza wynikow uzyskanych 7 mikromacierzy izoenergetycznych

Analize wynikow hybrydyzacji vVRNAS do sond mikromacierzy izoenergetycznych
przeprowadzono za pomocg programéw ArrayGauge V 2.0 oraz MultiGauge V 3.0.
W programie MultiGauge V 3.0 ustawiono odpowiedni kontrast i wyselekcjonowano pole
przeznaczone do dalszej analizy. Natomiast za pomocg programu ArrayGauge V 2.0 na obraz
mikromacierzy zostata nalozona wczesniej przygotowana siatka. Siatka pozwalata
na obliczenie zaciemnienia obszarow o identycznej powierzchni (w pikselach), co
reprezentowato sile wigzania VRNAS do sondy. Marker radioaktywnosci oraz rownomiernie
rozmieszczone kontrolne bufory pozwolily na precyzyjne utozenie siatki na mikromacierzy.
Plik wygenerowany przez ArrayGauge, byt nastepnie analizowany w programie Microsoft
Excel. Wyselekcjonowano sondy, dla ktorych zidentyfikowano silne ,,s”(ang. strong) lub
srednie ,,m” (ang. medium) sygnaty. Normalizacj¢ wynikow przeprowadzono wzgledem
najsilniejszego sygnatu.

Za pomoca aplikacji ProbePicker ustalono kolejnos¢ wigzania si¢ sond w czasteczce
VRNAJS. Obliczono energie swobodne dupleksow modyfikowana sonda/vRNAS. Nastepnie,
przy pomocy programu RNAstructure wykonano analizg, ktéra pozwolita dodatkowo
porownac energie swobodng dla utworzonego wigzania vVRNAS5/sonda z energia swobodng
dla ewentualnych wigzan alternatywnych. W tym celu skorzystano z funkcji fold RNA
bimolecular, przy czym zaznaczono opcj¢ forbid unimolecular pairs i wykonano wspolne
faldowanie czasteczki VRNAS wraz z sondg. Z wygenerowanego pliku wypisano wszystkie

miejsca wigzania sond, dla ktorych energia swobodna byta korzystniejsza niz - 4 kcal/mol.

3.1.23.  Hpydroliza RNA rybonukleazqg H
VRNAS zostat poddany faldowaniu w buforze 1, nastgpnie dodano oligonukleotyd w
stosunku 3 pmol oligonukleotydu na 6 pmol RNA oraz rybonukleaze H (5U). Proba kontrolna
nie zawierala oligonukleotydu. Reakcje prowadzono w catkowitej objetosci reakcji 20 pl
przez 30 minut w 37°C. Nastepnie przez 10 minut probe ogrzewano w 65°C, aby
dezaktywowac enzym 1 stragcono. Po 12 godzinach proby zwirowano i osuszony osad RNA

zostal uzyty w reakcji odwrotnej transkrypcji.

3.1.24.  Kontrole wzorcowe wielkosci rozdzielanych w elektroforezie kapilarnej
produktow
Kontrole wzorcowe zawierajace dideoksynukleotydy (ddNTP) (drabinki dideoksy)

zostalty wykonane z uzyciem sekwenazy z komercyjnego zestawu USB Kit. W reakcji
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stosowano 90 ng DNA (matrycy VRNAS5) oraz 5 pmol startera znakowanego ROX lub
TAMRA. Koncowa objetos¢ mieszaniny wynosita 40,5 ul. Produkt PCR stragcano w etanolu,
wirowano, dwukrotnie przemywano 70% etanolem 1 suszono na suszarce prozniowej,
a nastepnie rozpuszczano w formamidzie w objetosci 10 pl

Kontrole wzorcowe byty dodawane do proby zawierajacej produkty reakcji odwrotnej
transkrypcji dla reakcji mapowania i kontroli, lub reakcji z RNazg H i kontroli. Po potaczeniu
tych produktéw ich wyznakowanie czterema barwnikami umozliwialo rozdzielenie poprzez

elektroforeze kapilarng i przypisanie sygnatow do odpowiednich miejsc w vRNAS.

3.1.25.  Generowanie struktur drugorzedowych

Do generowania struktur drugorzedowych postuzyt program RNAstructure. W tym
celu do programu wprowadzono sekwencje VRNAS, a w zaktadce RNA zaznaczono opcje
Fold RNA Single Strand. W celu wprowadzenia wynikow z mapowan chemicznych
zaznaczono zaktadke force i restore constraints, co pozwolito na zaladowanie pliku *.txt
z wypisanymi nukleotydami, ktore ulegly modyfikacji. W przypadku wynikoéw z NMIA
w zaktadce force wybierano opcj¢ read SHAPE-reactivity pseudo-energy constraints.
Parametry slope oraz intercept wynosity odpowiednio 1,8 kcal/mol oraz -0,6 kcal/mol.

Struktura drugorzedowa byta wizualizowana za pomoca aplikacji PseudoViewer 2.5.

3.1.26.  Okreslenie prawdopodobienstwa wystgpowania par zasad oraz rejonow
jednoniciowych w modelu struktury drugorzedowej vRNAS
Prawdopodobienstwo wystepowania par zasad oraz rejonéw jednoniciowych
w modelu struktury drugorzedowej vRNAS =zostatlo okreslone dzigki wygenerowaniu
macierzy DotPlot w programie RNAstructure. W analizie uwzgledniono wyniki z mapowan
chemicznych. Wyniki z macierzy ukazujacej czestos¢ wystepowania danych par zasad we
wszystkich wygenerowanych strukturach (o najnizszej 1 wyzszej energii swobodnej, wcigz
zgodnych
z danymi eksperymentalnymi) zostaly przypisane poszczegdélnym nukleotydom
zdeterminowanej struktury VRNAS poprzez zastosowanie opcji add probability color

adnotations.

3.1.27.  Przewidywanie obecnosci pseudoweztow w vRNAS
W celu przewidzenia potencjalnych pseudowegziow w strukturze VRNAS skorzystano
z opcji dostgpnej w programie RNAstructure 5.6. W pierwszej kolejno$ci wygenerowano

funkcje partycji dla vVRNAS uwzgledniajagc mapowania chemiczne. W tym celu z zaktadki
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RNA wybrano Partition Function RNA. Nastepnie wybrano opcje ProbKnot Predict RNA
Structure Including Pseudoknots i zatadowano plik funkcji partycji. Wygenerowang strukturg
narysowano w postaci struktury kolistej poprzez zaznaczenie opcji Draw: Render Circular

Structure.

3.2. Hodowla linii komorkowej MDCK
3.2.1. Hodowla linii komorkowej MDCK i MDCK-HA

Linie komérkowe MDCK oraz MDCK-HA hodowano w 37°C w inkubatorze
zawierajagcym 5% CO2. Wilgotno$¢ wynosita 96%. Obie linie komdrkowe hodowano na
szalkach 10 cm? oraz w T-butelkach. Pasaze przeprowadzano przy konfluencji 70-95%.
W tym celu komoérki przemywano dwukrotnie roztworem PBS i dodawano 1 ml trypsyny
(0,25% roztwor). Gdy doszto do odklejenia komorek (po czasie okoto 5 minut) dodawano
medium hodowlane, komorki zbierano i wirowano (1000 rpm, 3 minuty). Supernatant
wylewano, dodawano $§wiezej pozywki hodowlanej i po doktadnym zmieszaniu wysiewano
komorki na nowe szalki. Przeprowadzano pasaze 1:10. W przypadku linii MDCK-HA co
trzeci pasaz dodawano higromycyne, by konstytutywna ekspresja hemaglutyniny zostata

zachowana. Eksperymenty na liniach komérkowych wykonywano do 20 pasazy.

3.2.2. Transfekcja komorek MDCK WT oraz MDCK-HA

24 godziny przed infekcja wysiewano komorki MDCK lub MDCK-HA na szalke 10
cm? w iloéci 2,5 min. Nastepnego dnia przygotowano odpowiednig ilo$¢ oligonukleotydu
antysensowego, odparowywano, a nastgpnie rozpuszczano w pozywce OptiMEM.
Przyktadowo bylo to dla plytki 24-dotkowej 33,5ul/dotek W migdzyczasie przygotowano
mieszaning lipofektaminy 2000 i OptiMEM (dla dotka z plyki 24-dotkowej bylo to
odpowiednio to 2 i 98pul), ktorg inkubowano 10 minut. Nastgpnie taczono obie mieszaniny
I inkubowano 25 minut. W tym czasie przygotowywano komoérki MDCK. Komorki $ciggano
z szalki i po przemyciu PBS zawieszano w medium hodowlanym (10ml). Nastepnie mierzono
ilo§¢ komorek i przygotowywano ich odpowiednie rozcieficzenie (2,5*10° komorek/ml).
Po zakonczeniu 25 minutowej inkubacji dodawano roztwdér komoérek do mieszaniny
lipofektaminy i oligomeru (stosunek objetosci w dotku 24-dotkowej ptytki to 4/1 viv).
Nastepnie wysiewano komoérki wraz z roztworem oligonukleotydu z lipofektaming.
W przypadku ptytek 96-dotkowych wysiewano 20 000 komorek na dotek. Koncowe stezenie
lipofektaminy wynosito 0,4 pl/dotek. W przypadku ptytek 24 dotkowych wysiewano 180 000

komorek na dotek i1 stosowano 2 pl lipofektaminy na dolek. Transfekowane komorki byly
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inkubowane przez 6 godzin. Nastepnie zmieniano pozywke i komodrki inkubowano przez
nastepne 6 godzin, po czym dokonywano infekcji.

Przy badaniu wydajno$ci transfekcji stosowano oligonukleotydy znakowane TAMRA
na 5’-koncu. Stosowane stezenia oligonukleotydow byty 0,1uM, 0,25uM, 0,5uM, 0,75uM,
1uM, 2uM, 4uM. Transfekcj¢ przeprowadzono na ptytce 24 dotkowej. Po 6 godzinach
transfekcji komorki przemyto i wymieniono pozywke. Po nastepnych 6 godzinach na kazdy
dotek dodano po 300 ul trypsyny, a nastgpnie 600 ul medium hodowlanego. Zawiesing
komorek przeniesiono do probowek typu eppendorf i nastgpnie wirowano przy 1500 rpm
przez 3 minuty. Dodano 800 ul DPBS i ponownie zwirowano. Czynno$¢ powtoérzono dwu
krotnie. Nastepnie dodano 500 pl DPBS. Analize na cytometrze przeptywowym zostata
wykonana przez dr Dorot¢ Gurde z Zakladu Epigenetyki, Pracowni Analiz Struktur

Subkomorkowych.
3.3. Namnazanie wirusa grypy typu A
3.3.1. Infekcja wirusowa

Komorki MDCK lub MDCK-HA przemyto roztworem PBS. Nast¢pnie zainfekowano,
odpowiednio, wirusem typu dzikiego A/California/04/2009 (H1N1) Ilub wirusem
jednocyklicznym scilAV A/California/04/2009 (HIN1) stosujac MOI 0,001 lub 0,01. Infekcje
prowadzono w medium infekcyjnym. Po 30 minutach ptytke obrocono o 90° Po godzinie od
infekcji roztwor wirusa odciggnigto znad komorek, dodano medium postinfekcyjne
I inkubowano w 33°C w inkubatorze z 5% CO>. Dla wirusa typu dzikiego czas inkubacji
wynosit 24 godziny natomiast dla wirusa scilAV wynosit 66 godzin, co w obu przypadkach
odpowiadato trzem cyklom namnazania wirusa. Nastgpnie zebrano supernatanty znad
monowarstwy i zmrozono.

Ponownie wysiano komorki na plytkach 96-dotkowych w celu oznaczenia miana
wirusa w tescie immunofluorescencji posredniej (ang. indirect immunofluorescence assay,
IFA) w przypadku A/California/04/2009 (H1IN1) Iub bezposrednio dla scilAV. Konfluentne
komorki na plytce 96-dotkowej zainfekowano supernatantami w  10-krotnych
rozcienczeniach. Infekcja zostata zakonczona po 1 cyklu, czyli 8 godzinach dla wirusa typu
dzikiego i po 22 godzinach dla sclAV. W przypadku wirusa typu dzikiego dodano roztworu
utrwalajagcego komorki. W przypadku wirusa sclAV przeprowadzono obserwacje
mikroskopowg 1 obliczono foci GFP. Podczas obserwacji stosowano lampe UV 1 filtr Cube A

firmy Leica. Nastgpnie obliczono ilo§¢ wirusa w FFU/ml.
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3.3.2. Znakowanie z uiyciem przeciwcial

W przypadku wirusa typu dzikiego po 8 godzinach od infekcji supernatantami w
10-krotnych rozcienczeniach dodano roztworu utrwalajacego komorki, ktory powodowat
zatrzymanie infekcji. Inkubacje¢ prowadzono w temperaturze pokojowej przez 15 minut.
Nastepnie, po przemyciu 1xPBS, dodawano roztworu blokujacego i prowadzono inkubacje
przez 12 godzin w 4°C. Po aspiracji roztworu blokujacego dodano 45 pl przeciwciata
pierwszorzgdowego, rozcienczonego 1000 razy w roztworze blokujacym. Przeprowadzono
inkubacj¢ przez 2 godziny, po czym roztwér zdjeto i 3-krotnie przeptukano monowarstwe
roztworem PBS. Sporzadzono wyjsciowy wodny roztwér przeciwciata drugorzedowego
(Img/ml). Dodano przeciwciato drugorzedowe (roztwor wyjSciowy rozcienczono 150 razy)
oraz DAPI (koncowe stgzenie 300 nM) i przeprowadzono inkubacj¢ przez godzing, nastepnie
3-krotnie przeptukano 1xPBS i pozostawiono w 1xPBS. Wyznakowane jadra komorkowe

policzono wyznaczajac ilo$¢ wirusa w FFU/ml.

3.3.3. Izolacja RNA

Przed izolacja przygotowano Trizol. W tym celu uwodniony fenol zalano taka sama
objetoscig 100 mM octanu sodu pH 5.0, a nastepnie wytrzasano przy 100 rpm w temperaturze
4°C, w ciemnej butelce przez noc. Nastepnie fenol ogrzano do temperatury pokojowej
i usuni¢to faz¢ wodng. Do 500ml roztworu dodano 50 pl PB-merkaptoetanolu. Tak
zbuforowany fenol (38 ml) wymieszano z 3M octanem sodu pH 5 (3,34 ml). W miedzyczasie
rozpuszczano w 50 ml wody 11,816 g tiocyjanianu guanidyny oraz 7,612 g tiocyjanianu
amonowego. Nastepnie zmieszano ze sobg tak przygotowane roztwory i dodano 10 ml 50%
glicerolu i dopetniono woda do 100 ml. Trizol bezposrednio przed uzyciem aktywowano
poprzez dodanie Na;EDTA (stezenie koncowe 5mM) oraz laurylosarkozynianu (st¢zenie
koncowe 0,5%). Na kazdy dolek ptytki 24-dotkowej dawano 0,5ml Trizolu. Komorki
zamrazano w -20°C. Po 12 godzinach komorki rozmrazano i przeprowadzano izolacje

totalnego RNA, zgodnie z metodg Chomczynskiego [178].

3.34. gPCR
Po izolacji totalnego RNA zdegradowano enzymatycznie DNA. W tym celu pobrano
500 ng RNA i inkubowano przez 30 minut w 37°C w obecnosci 2u DNazy I oraz buforu
producenta. Nast¢pnie sprawdzano homogenicznos¢ RNA poprzez wykonanie elektroforezy
w zelu agarozowym. W kolejnym kroku przeprowadzono odwrotng transkrypcje. Do reakcji

odwrotnej transkrypcji pobrano 2 pl mieszaniny otrzymanej po traktowaniu DNAza I oraz
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1 pmol startera RT (tabela 13). Odwrotng transkrypcje wykonano wedlug procedury opisanej
w protokole dla odwrotnej transkryptazy SSIII, Invitrogen. Koncowa objeto$¢ mieszaniny
wynosita 10 pl. Po reakcji pobrano 1 pl z produktu ¢cDNA i wykonano qPCR W celu
przeprowadzenia qPCR zastosowano komercyjny zestaw do gPCR firmy BioRad. Reakcja
zostala przeprowadzona z uzyciem starterow QR i QF (tabela 13). Sonde TagMan stanowit
oligonukleotyd Q. Reakcj¢ przeprowadzono zgodnie z protokotem firmowym. Jednoczes$nie
wykonano reakcje dla standardéw, ktorymi byly 10 krotnie rozcienczenia VRNA?7,

przepisanego na cDNA.

34. Badanie cytotoksycznosci antysensowych oligonukleotydow w linii
komorkowej MDCK

Cytotoksyczno$¢ oligonukleotydow antysensowych badano za pomocg testu MTT.
Eksperyment przebiegal nastepujgco: dzien przed transfekcja wysiano komorki na szalke
10cm?. Nastepnego przeprowadzono transfekcje komorek oligonukleotydami (w réznych
stezeniach) i wysiano je na ptytke 96-dotkowa. Nastepnie, 6 godzin po transfekcji zmieniono
pozywke, 1 komorki ponownie inkubowano przez 6 godzin. Nastepnie dodano odczynnika
MTT w stezeniu 5 mg/ml i inkubowano komorki przez kolejne 2 godziny. Po tym czasie
odessano pozywke z MTT i dodano 100 ul DMSO. Plytki kotysano przez 15 minut, aby
powstate krysztaly formazanu dobrze si¢ rozpuscily. Nastepnie dokonano pomiaru
absorbancji na czytniku absorbancji ptytek przy dtugosci fali A=570nm W eksperymentach
badano st¢zenia 4uM, 0,75puM oraz 0,5uM. Kontrole stanowita proba traktowana
lipofektaming.

4. Wykaz sekwencji
4.1. Sekwencja segmentu S vVRNA wirusa grypy szczepu

A/Vietnam/1203/2004 (H5N1)
5’ AGUAGAAACAAGGGUAUUUUUCUUUAAUUGUCAUACUCCUCUGCAUUGUCUCCGAAGAAAUA
AGAUCCUUCAUUAUUCAUGUCAAAGGAAGGCACGAUCGGGUUCGUUGCCUUUUCGUCCGAGAG
CUCGAAGACUCCCCGCCCCUGGAAUGACACAUCUUCUGGUCUGGCACUUUCCAUCAUUCUUAUG
AUUUCAGUCCUCAUGUCAGACGUUCUGCCCUCAGUAUUUCCUGUAAAUGCUGCCAUAAUGGUCG
CUCUUUCGAAGGGAAGGUUUCUCUGGACCGAGAAAGUGGGCUGAACGCUGAUCUGUCCUGCAG
AUGCCCUCUGCUGGUUGGUGUUUCCUCCGCUUCUGGUUCUUAUAGCCCAAUAUCUGCUUCUCAG
UUCAAGAGUGUUGGAGUCCAUUGCCUCCAUGUUCUCAUUUGAAGCAAUUUGAACCCCUCUGGU
GGAUAGCUGUCCUCUUGGGACCACUCUUGUCCCUCUGAUGAAACUUGAGACUCUAAGGUCCUCA
AAUGCUGCAGAGUGGCAUGCCAUCCACACUAAUUGACUCUUAUGUGCUGGAUUCUCAUUUGGU
CUAAUGAGACUAAAGACCUGGCUGUUUUGAAGCAGGCGGAAAGGAUCUAUUCCAACCAGAGAG
UACCCUUCUCUCUCAAAGUCAUAUCCACUGGCCACUGCAAGUCCGUACACACAAGCAGGCAAGC
AGGACUUAUGGGCCACUGAUCCUCUCAGGAUGAGUGCAGACCGUGCCAGAAAAAUGAGAUCUU
CAAUUUCAGCAUUCCCAGGAUUUCUGCUCUCUCGCACUUGAUCCAUCAUUGCUCUUUGUGCUGC
UGUUUGGAAUUUCCCUUUGAGGAUGUUGCACAUUCUCUCAUAUGCAAUCCUUGUUCUUCUUCC
AUUUUCGCCUCUCCAGAAAUUCCGGUCGUUGAUCCCUCGUUUUAUCAUCCGAAUCAGCUCCAUC
ACCAUUGUCCCUACCCCCUUUACUGCUGCACCGGCAGCUCCAGAUCUCCUCGGGAGAGUUGACC
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CUUGCAUCAGAGAGCACAUCCUUGGGUCCAUUCCAGUACGCACGAGAGCUCUCGUUCUCUGAUA
UGUGGCAUCAUUUAGAUUGGAAUGCCAUAUCAUCAGGUGGGUAAGACCAGCAGUUGCGUCcUC
UCCAUUGUUCGCUUGACGCCAAAUCCUCCUGAUCUCCUCUUUGUCGUACAGAAUUAGCUCUCUC
ACCCAUUUCCCGUCUCUCCUCCGAUAAAUUGGACCUCCAGUCUUCUUCGGGUCCUUUCCCGCAC
UGGGGUGUUCUUCCAGGUAUCUGUUCCUUCUUUCAUCAAAUGCAGAGAGUACCAUUCUCUCUA
UUGUUAUGCUGUUCUGGAUCAGCCUCCCUUCAUAGUCACUGAGUUUGAGUUCUGUGCACAUCU
GUAUGUAGAACCUCCCAAUGCCACUAACCAUUCUUCCAACAGAUGCCCUGAUCUCAGUAGCAUU
CUGGCGUUCCCCACCAGUUUCCAUCUGUUCAUAAGAUCGUUUGGUGCCUUGAGACGCCAUGAUG
UUGAUGUCACUCGGUGAGUGAUUAUCUACCCUGCUUUUGCU’3

4.2. Sekwencja segmentu S vVRNA wirusa grypy szczepu

A/California/04/2009 (HIN1)
5’AGUAGAAACAAGGGUGUUUUUUAUCAUUAAAUAAGCUGAAACGAGAAAGCUCUUAUCUCUUG
UUCUACUUCAAGCAGUAGUUGUAAGGCUUGCAUAAAUGUUAUUUGUUCGAAACUAUUCUCUGU
CGCUUUCAAUCUGUGCCGCAUUUCUUCAAUUAACCACCUUAUUUCCUCAAAUUUCUGUCCCAAU
UGCUCUCGCCACUUUUCAUUUCUGCUCUGGAGGUAGUGAAGGUCUCCCAUUCUCAUCACAGUUU
CUCCAAGCGAAUCUCUGUAUAUUUUCAGAGACUCGAACCGUGUUACCAUUCCAUUCAAGUCCUC
CGAUGAGGACCCCAACUGCAUUUUUGACAUCCUCAUAAGUAUGUCCUGGAAGAGAAGGUAAUG
GUGAAAUUUCUCCAACUAUUGCUCCCUCCUCAGUGAAAGCCCUUAGUAGUAUCAAGGUCUCUAA
UCGGUUAAAGAUUACACUGAAGUUCGCUUUCAGUACUAUGUUCUUUUCCAUGAUCGCCUGGUC
CAAUCGCACGCAAAGAGGGCCUAUUAUCUUUUGCCUAGGCAUGAGCAUGAACCAGUCUCGUGAC
AUUUCCUCGAGGGUCAUGUCAGAAAGGUAGCGCGAAGUAGGUACAGAUGCAAUUGUCAUUCUA
AGUGUCUCGCUGGAUUCCUCUUUCAAGAUCCAUUCCACGAUUUGUUUCCCAACAAGAGUGGCUG
UUUCGAUAUCGAGGCCAAGGGUGUUGCCUCUUCCUUUUAAGGACUUUUGAUCUCGGCGGAGCC
GAUCAAGGAAUGGGGCAUCACCCAAUCCAUUGUCUGCAAAUCGCUUGCGGAUAUGCCAAAGGA
AACAGUCUACCUGAAAGCUUGACAUGGUGUUGGAGUCCAUUAUGUUUUUGUCACCCUGCUUUU
GCU3’

4.3. Sekwencja plazmidu— PHH21 (bez insertu)
5’GGCGGCCCAAAATGCCGACTCGGAGCGAAAGATATACCTCCCCCGGGGCCGGGAGGTCGCGTCACCGACCA
CGCCGCCGGCCCAGGCGACGCGCGACACGGACACCTGTCCCCAAAAACGCCACCATCGCAGCCACACACGGA
GCGCCCGGGGCCCTCTGGTCAACCCCAGGACACACGCGGGAGCAGCGCCGGGCCGGGGACGCCCTCCCGGCT
GCCCGTGCCACACGCAGGGGGCCGGCCCGTGTCTCCAGAGCGGGAGCCGGAAGCATTTTCGGCCGGCCCCTCC
TACGACCGGGACACACGAGGGACCGAAGGCCGGCCAGGCGCGACCTCTCGGGCCGCACGCGCGCTCAGGGAG
CGCTCTCCGACTCCGCACGGGGACTCGCCAGAAAGGATCGTGATCTGCATTAATGAATCAGGGGATAACGCAG
GAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCC
ATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGAC
TATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGA
TACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTG
TAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAA
CTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGC
AGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAG
TATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAA
ACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAG
ATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGA
TTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGA
GTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATC
CATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAA
TGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCG
CAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTT
CGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATG
GCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAG
CTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGC
ATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAG
AATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAAC
TTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCA
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GTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAA
AAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCC
TTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAA
ATAAACAAAAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCCTTCTGCTTAATTTGATGCCTGG
CAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCGCAACGTTCAAATCCGCTCCCGGCGGA
TTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTTCGACTGAGCCT
TTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTCGCATGGGGAGACCCCACACTACCATCGGCGCTACGGCG
TTTCACTTCTGAGTTCGGCATGGGGTCAGGTGGGACCACCGCGCTACTGCCGCCAGGCAAATTCTGTTTTATCA
GACCGCTTCTGCGTTCTGATTTAATCTGTATCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCCAAAACAGCCAAGCTAG
CGGCCGATCCCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAGTCCAGAGTGGCCCCGCCGCTCCGCGCCGGGGGGGGGG
GGGGGGGGGGACACTTTCGGACATCTGGTCGACCTCCAGCATCGGGGGAAAAAAAAAAACAAAGTGTCGCCC

GGAGTACTGGTCGACCTCCGAAGTTGGGGGGGAGGAGACGGTACCGTCTCCAATAACCC3’

4.4.

Pozostale sekwencje

Tabela 11. Sekwencje starterow wykorzystanych w PCR. Temperatury topnienia (Tm) obliczono za pomoca
OligoAnalyzer 3.1 [179].

. Liczba Tm
N kw
azwa Sekwencja nukleotydow | [°C]
Forward | GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGTAGAAACAAGGG 45 628
(PR1) TATTTTTC '
'gf;;;se AGCAAAAGCAGGGTAGATAATC 22 52.7
Tabela 12. Sekwencje starterow wykorzystanych do sekwencjonowania matrycy (DNA) piagtego segmentu
wirusa grypy typu A. Temperatury topnienia (Tm) obliczono za pomoca OligoAnalyzer 3.1 [179].
. Liczba Tm
Nazwa Sekwencja nukleotydow | [°C]
AG1 CCTCTTGGGACCACTCTTG 19 55
AG3 CCTTGCATCAGAGAGCACATCC 22 55,9
Revseg5 | GACAGGTGTCCGTGTCG 17 55,6

Tabela 13. Sekwencje starterow wykorzystanych do qPCR. Temperatury topnienia (Tm) obliczono za pomocg
OligoAnalyzer 3.1 [179].

Nazwa Sekwencja Illlll(_lie(i)ztt;zéw [-I; Cn;]
QF AGACCAATCTTGTCACCTCTGAC 23 56,4
QR AGGGCATTTTGGACAAAGCGTCTACG 26 61,4
QP TCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCA 27 69,9
RT ATGAGTCTTCTAACCGAGGTCG 22 55,9
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Tabela 14. Wyniki hybrydyzacji vVRNAS do sond mikromacierzy izoenergetycznych. Litera s oznaczono silne
wigzanie, m - $rednie wigzanie, A - oznacza adenozyng, d-LNA-2,6-diaminopurynorybozyd, C - cytydyng, ¢ -
cytydyne LNA, G - guanozyng, g - guanozyng LNA, m - dodatkowa guanozyne-LNA, D- 2’0O-metylo-2,6-
diaminopurynorybozyd.

AG®y; (kcal/mol)

Mis\jlsce Nazwa Sekwencja n?ciz dflijlfcl)?/vk;#a uliuls h t:N{ini;ac'i
czastecz AIETTETRTTS 0L e ki sondy s:ondyJ sor?/da/RNA I;{l[}?r/dlyé%fjcl ysﬁﬁ 2, :
-ce ’ 37°C
20 20/114/891 513 GdDdDm -1,79 m
21 21/273/783 129 dGdDdm -9,00
22/184/355/880/883/1251/
22| 1980/1300/1429 33 | dbgDdm 9,24 s
23 23/257/815/1182/1301 9 dDdGam -8,39 m S
30 30/48/472/958/1185 529 GdCdDm -8,62 m
33 33/654/864/1365/1491 825 UdUgDm -8,47 m
36 557 GdGUdm -9,20 m
37 37/135 652 GgDgUm -10,82 m
38 38/999/1170/1178/1224 163 DgGdG -9,46 m
41 41/276/324/439/478/1074 291 CdGdGg -12,44 m m
48 30/48/472/958/1185 529 GdCdDm -8,62 m
50 50/1220 546 GdGdCm -9,84 m
51 51/899/998/1143/1177/1223 649 GgDgAm -10,72 m m
52 52/343/1227 419 CgGdG -9,52 m m
53 53/120/937/1228 873 UCgGdg -12,36 m
54 54/938 987 uUcGgm -9,28 m
68 68/874/1036/1260/1297 41 dDgGdm -10,59 m m
69 69/639/1298/1362 523 GdAgGm -9,41 m m
70 70/760/1363 899 uGdDgg -12,1 m
71 71/78/1304/1364/1490 225 dUgDdg -11,24 m m
78 71/78/1304/1364/1490 225 dUgDdm -9,11 m m
105 105/116 97 DcGdDm -9,22 m
106 106/915/926/1069/1499 25 dDcGam -9,03 m m
112 112/840/970/1261 11 dDdGgm -9,43 m
113 113/1560 3 dDdDgg -11,01 m
114 20/114/891 513 GdDdDg -9,81 m
116 105/116 97 DcGdDm -9,22 m
117 537 GDcGDm -8,80 m
120 53/120/937/1228 873 UCgGdm -10,23 m
135 37/135 652 GgDgUm -10,82 m
136 136/1359/1410 675 GGgDg -9,91 m
157 157/1394/1484 143 dGdUgm -9,66 m S
158 158/758 36 DdGdUg -10,47 m
159/759/881/884/1249/1252/
159 1281/1430 521 GdDgDm -9,74 m
160 1(2582)348/375/640/882/1250/ 131 DgDAGM 961 m m
161 12(15/1214/349/784/1347/1385/ 289 CdGdDg 11,09 m
171 171/796/1269 186 DgUgCm -10,74 m
172 172/797 47 dDgUgm -9,44 m
174 174/258/1262/1302 515 GdDdGm -8,58 m m
175 ﬂggz28/339/836/1214/1263/ 641 9GdDdg 11,69 m
176 | 1 10 0R2IO80H0481283) 929 | uGgDdm 9,07 m
177 177/399/408/804/887/948/ 233 dUgGdm -10,46 m S
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1044/1145/1482

178 | 178/529/805/949/1483 571 | GdUgGm -10,04 m
179/806/950/1022/1087/

179 | 111911308 911 | uGdUgg -11,97 m
22/184/355/880/883/1251/

184 1280/1300/1429 33 dDgDdm -9,24 S m

185 | 185/356/547 777 | uDdGdm 878 m

201 | 201/416/563/863 227 | dUgDgg 12,83 m

214 12(15/1214/349/784/1347/1385/ 289 | cdedom 0,07 -

216 | 216/241 659 | GGCAGm 20,64 m

218 | 218/321/1443 170 | AgGgC -10,01 m

220 | 200/220/505 907 | UGdGgg 12,92 m

221 | 221/378/723/1451 483 | CuGdGg 12,20 m

228 ﬂggz28/339/836/1214/1263/ 641 | godDdm 056

229 | 229/340/1296 161 | DgGdDm 1017 m

230 | 230/311/171 297 | CdGgAm -10,05 m m

241 | 216/241 659 | GGCAGm -0,64 m

244 | 244]1106 827 | UdUgGm -8,90 m

256 | 256/457/469/546/814/1181 35 | dDgDgm -10,03 s m

257 | 23/257/815/1182/1301 9 | dDdGag 10,19 s

258 | 174/258/1262/1302 515 | GdDdGm 8,58 m m

265 856 | UcCcUm 10,47 s

266 982 UUcCcm -9,17 S

272 | 272/338/1479 514 | GdDACm 8,13 m

273 | 21/273/783 129 | dGdDdm -9,00 m
274/376/414/561/641/859/10

274 | 50307 545 | GdGdDm -9,50 m m
275/642/644/790/860/1073/

275 | 1203/1221/1328/1330 137 | dGdGdm -1071 s m

276 | 41/276/324/439/478/1074 291 | CdGdGm -9.,86 m m

291 | 291/1118 338 | CCcDC 772 m

307 | 307/1292/1386/1396/1486 73 | dCdGdm -9,83 m

308 | 308/452 531 | GACdGm -9,41 s m

311 | 230/311/171 297 | CdGgAm -10,05 m m

321 | 218/321/1443 170 | AgGgC -10,01 m

324 | 41/276/324/439/478/1074 291 | CdGdGg 12,44 m m

338 | 272/338/1479 514 | GdDACm 813 m

239 ﬂgéz28/339/836/1214/1263/ 641 | gGdDdm 056 -

343 | 52/343/1227 419 | CgGdG 9,52 m

218 1(2582)348/375/640/882/1250/ 131 | DgpdGm 061 - -

219 12(13/1214/349/784/1347/1385/ 289 | CdGdDg 11,00 -
22/184/355/880/883/1251/12

355 | 80/1300/1429 33 | dDgDdm 9,24 s m

356 | 185/356/547 777 | uDdGdm 878 m

a7 128@348/375/640/882/1250/ 131 | DgbdGm 061 - -
274/376/414/561/641/859/

376 | Jo79/1307 545 | GdGdDg 11,52 m m
377/415/562/646/722/862/

377 | Joos/1ac0 905 | uGdGdm -10,09 s s

378 | 221/378/723/1451 483 | CuGdGm 29,62 m

395 118 DcUcCm -10,04 S

136




177/399/408/804/887/948/

399 1044/1145/1482 233 dUgGdm -10,46 m S
400/888/955/1045/1146/

400 1211/1324/1426 59 DdUgGm -9,12 m
177/399/408/804/887/948/

408 1044/1145/1482 233 dUgGdg -12,59 m S

411 411/849/1524 20 dDcDug -10,3 m
274/376/414/561/641/859/

414 1072/1327 545 GdGdDm -9,50 m

415 gg/sﬂ;izlso62/646/722/862/ 905 uGdGdm -10,09 S S

416 201/416/563/863 227 dUgDgm -9,90 m

418 418/565/889/1090/1212 15 dDdUgm -7,95 m

439 41/276/324/439/478/1074 291 CdGdGg -12,44 m m

452 308/452 531 GdCdGm -9,41 S m

457 256/457/469/546/814/1181 35 dDgDgg -12,96 S m

458 458/470 265 cDdGdg -11,62 m m

461 853 uCcCa -8,86 S

468 | 468/495 140 DgbgUg -12,2 m m

469 256/457/469/546/814/1181 35 dDgDgm -10,03 S m

470 458/470 265 cDdGdg -11,62 m m

471 471/876 67 DcDdGm -8,73 m

472 30/48/472/958/1185 529 GdCdDg -10,64 m

478 41/276/324/439/478/1074 291 CdGdGg -12,44 m

492 492/578/1513 734 gUcUcG -10,83 m

493 133/493/580 184 DgUcUm -9,59

494 134/494/544 558 GdGUcm -9,53

495 468/495 140 DgDgUm -10,26 m m

496 496/1331 803 UdGdGm -9,15 m

529 178/529/805/949/1483 571 GdUgGm -10,04 m

530 530/935/1034 655 GGdUgg -12,62 m

532 532/659 745 GUgGdm -10,39 m m

533 955 uGuGgm -9,87 m

534 | 534/683 751 | gUgUgg -12,70 s

535 188 DgUgUm -9,67 S

545 140 DgDgUm -10,26 m m

546 256/457/469/546/814/1181 35 dDgDgm -10,03 S m

547 185/356/547 777 uDdGdg -10,91 m
274/376/1414/561/641/859/

561 1072/1327 545 GdGdDm -9,50 m m

562 | 51111 on02/640/7220862 - g05 | uGdadm 110,09 s s

563 201/416/563/863 227 dUgDgm -9,90 m

565 418/565/889/1090/1212 15 dDdUgm -7,95 m

578 492/578/1513 734 gUcUcG -10,83 m

622 112/2%%8186/1048/1283/ 929 uGgDdm -9,97 m

623 623/1433 1001 | uUgGdm -9,41 m

636 435/966/639/965/1553 685 GgGuAm -9,79 m

637 | 637/1015/1554 172 | AgGgum -10,44

638 638/839/969/1016/1361 43 dDgGg -9,52 m

639 69/639/1298/1362 523 GdAgGy -11,99 m m

640 128548/375/640/882/1250/ 131 DgDAGy 12,19 m m
274/376/1414/561/641/859/

641 1072/1327 545 GdGdDg -11,52 m m

642 275/642/644/790/860/1073/ 137 dGdGdm -10,71 S S
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1203/1221/1328/1330

643/645/721/789/791/861/

643 | 898/1066/1142/1202/1204/ 547 | GAGAGm -10,29 m
1222/1329
275/642/6441790/860/1073]
644 | 1203/1221/1328/1330/ 137 | dGdGdg -12,84 S S
643/645/721/789/791/861/
645 | 898/1066/1142/1202/1204/ 547 | GAGAGm -10,29 m
1222/1329
646 f;gg‘ﬁigz’ 646/722/862/ 905 | uGdGdg 12,22 s s
654 | 33/654/864/1365/1491 825 | UdUgDm 847 m
657 653 | gGdudm 29,83 m
659 | 532/659 745 | GUgGdm 210,39 m m
669 588 | GCdGug 11,92 m
677 105 DcGgDm -10,81 S S
679 | 679/1189 711 | GUdCgg 11,61 m
683 534/683 751 gUgUgm -9,77 m
643/645/721/789/791/861/
721 | 898/1066/1142/1202/1204/ 547 | GAGAGg -12,87 m s
1222/1329
722 gggﬁgﬁl 646/722/862/ 905 | uGdGdg 212,22 s s
723 | 221/378/723/1451 483 | CuGdGm 29,62 m
726 | 614/726/779/846 216 | ducCug 11,82 m
758 | 158/758 36 | DdGAUm 8,53 m
159/759/881/884/1249/1252]
759 | 1oa1114%0 521 | GdDgDm -9,74 m
760 | 70/760/1364 899 | uGdDgm 9,17 m
775 | 775/1411 937 | UgGgAm 210,53 m
779 | 614/726/779/846 216 | dUcCug 11,82 m
783 | 21/273/783 129 | dGdDdm 29,00 m
_ 12613/1214/349/784/1347/1385/ 289 | CdGddm 0,07
785 | 42/215/325/371/785 585 | GCdGdm 210,44 m
787 | 787/812 549 | GAGCdg 12,57 m
643/645/721/789/791/861/
789 | 898/1066/1142/1202/1204/ 547 | GAGAGm 410,29 m s
1222/1329
275/642/6441790/860/1073]
7901 1503/1221/1328/1330 137 | dGdGdg -12,84 s
643/645/721/789/791/861/
791 | 898/1066/1142/1202/1204/ 547 | GAGAGm 410,29 m
1222/1329
792 | 792/1067 393 | CGAGdg 12,37 m
796 | 171/796/1269/ 186 | DgUgCg 12,82 m
797 | 172/797 47 | dDgUgm -9,44 m
177/399/408/804/887/948]
804 1044/1145/1482 233 dUgGdm -10,46 m S
805 | 178/529/805/949/1483 571 | GdUgGm -10,04 m
806 ﬂigggg’w 1022/1087/ 911 | uGdugg 411,97 m
812 | 787/812 549 | GdGCdm 210,44 m
814 | 256/457/469/546/814/1181 35 | dDgDgm 210,03 s m
815 | 23/257/815/1182/1301 9 | dDdGag 210,19 s
816 | 816/841/1183 259 | CdDAGmM 8,15 m m
g3 | L/5/220/339/836/1214712637 | ¢\ | canam 056 -
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840 112/840/970/1261 11 dDdGgg -12,36 m

841 816/841/1183 259 CdDdGg -10,73 m m

846 614/726/779/846 216 dUcCum -8,74 m
274/376/414/561/641/859/

859 1072/1327 545 GdGdDm -9,50 m
275/642/644/790/860/1073/

860 | 1503/11221/1328/1330/ 137 | dGdGdm -10.71 s
643/645/721/789/791/861/

861 898/1066/1142/1202/1204/ 547 GdGdGm -10,29 m S
1222/1329
377/415/562/646/722/862/

862 1205/1450/ 905 uGdGdg -12,22 S S

864 33/654/864/1365/1491 825 UdUgDg -10,49 m

874 68/874/1036/1260/1297 41 dDgGdm -10,59 m m

875 875/1017/1037/1509 267 CDdGgm -9,39 m m

876 471/876 67 DcDdGg -11,31 m m
22/184/355/880/883/1251/

880 1280/1300/1429 33 dDgDdm -9,24 S m
159/759/881/884/1249/1252/

881 1281/1430 521 GdDgDm -9,74 m

882 128548/375/640/882/1250/ 131 DgDAGM 9,61 m
22/184/355/880/883/1251/

883 1280/1300/1429 33 dDgDdg -11,37 S m
159/759/881/884/1249/1252/

884 1281/1430 521 GdDgDm -9,74 m

885 885/1282/1431 643 GgDdGm -10,17 m
176/622/886/1048/1283/

886 1432/1481 929 uGgDdg -12,10 m
177/399/408/804/887/948/

887 1044/1145/1482 233 dUgGdg -12,59 m S
400/888/955/1045/1146/

888 | 1511/1304/1426 59 | DdUgGm 9,12

889 418/565/889/1090/1212 15 dDdUgg -10,88

891 20/114/891 513 GdDdDm -7,79 m
643/645/721/789/791/861/

898 898/1066/1142/1202/1204/ 547 GdGdGg -12,87 m S
1222/1329

899 | 51/899/998/1143/1177/1223/ | 649 | GgDgAg -12,47 m m

901 901/992/1049/1244/1284 489 CUgGdg -12,50 m

909 417 CgGdAm -9,74 S

915 106/915/926/1069/1499 25 dDcGam -9,03 m m

920 66/717/802/920 654 GGdUcm -9,63 m

924 924/1001 395 CgDgG -9,76 m

925 925/1068 99 DcGdGg -12,59 m m

926 106/915/926/1069/1499 25 dDcGag -10,83 m m

935 530/935/1034 655 GGdUgm -9,69 m

936 420 CgGdUg -12,12 m

937 53/120/937/1228 873 UCgGdm -10,23 m

938 54/938 987 uUcGgm -9,28 m
177/399/408/804/887/948/

948 1044/1145/1482 233 dUgGdg -12,59 m S

949 178/529/805/949/1483 571 GdUgGm -10,04 m
179/806/950/1022/1087/

950 1112/1306 911 uGdUgg -11,97 m

952 | 952/1207 697 GgUgDm -10,74 m
400/888/955/1045/1146/

955 1211/1324/1426 59 DdUgGm -9,12 m
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958 | 30/48/472/958/1185 529 | GdCdDm 8,62 m

961 | 475/838/922/961/1360 169 | AgGgAm -10,34 s

963 715 | gUdGgg -13,09 m

965 | 435/966/639/965/1553 685 | GgGUAg 11,54 m

970 | 112/840/970/1261 11 | dDdGgg 12,36 m

975 | 975/1556 588 | GCdGum 8,84 m

982 431 | CgGuGm -10,37 m

992 | 901/992/1049/1244/1284 489 | CUgGdg 12,50 m

998 | 51/899/998/1143/1177/1223 | 649 | GgDgAm 110,72 m m

999 | 38/999/1170/1178/1224/ 163 | DgGdG 29,46 m

1001 | 924/1001 395 | CgDgG 9,76 m

1013 693 | GgUcDm -10,25 m

1017 | 875/1017/1037/1509 267 | CDdGgg 12,32 m

1018 579 | GeDdGy 12,45 s

1022 ﬂslzgggg%sw 10221087/ 911 | uGdUgm -9,04 m

1034 | 530/935/1034 655 | GGdUgm 29,69 m

1036 | 68/874/1036/1260/1297 41 | dDgGdm -10,59 m m

1037 | 875/1017/1037/1509 267 | CDdGgm 9,39 m
177/399/408/804/887/948/

1044 1044/1145/1482 233 dUgGdm -10,46 m S
400/888/955/1045/1146/

1045 | oo oo 50 | DdUgGm 9,12 m

1048 14713/2%21;38186/ 1048/1283/ 929 | uGgDdm 9,97

1049 | 901/992/1049/1244/1284 489 | CUgGdm -10,37
643/645/721/789/791/861/89

1066 | 8/1066/1142/1202/1204/ 547 | GGAGmM -10,29 m s
1222/1329

1067 | 792/1067 393 | CGdGdg 12,37 m

1068 | 925/1068 99 | DcGAGm -10,01 m m

1069 | 106/915/926/1069/1499 25 | dDcGag -10,83 m m
274/376/414/561/641/859/

1072 | 07011307 545 | GdGADm 95 m m
275/642/644/790/860/1073/

1073 | 1203/1221/1328/1330 137 | dGdGdm i °

1074 | 41/276/3241439/478/1074 201 | CdGdGm 9,86 m m

1077 821 UdUcDg -10,00 m

1087 112’28/2%%50/ 102271087/ 911 | uGdUgm -9,04 m

1090 | 418/565/889/1090/1212 15 | dDdUgm 7,95 m

1106 | 244/1106 827 | UdUgGm 8,90 m

1112 ﬂigggg%m/ 102211087/ 911 | uGdugm -9,04 m

1118 | 291/1118 338 | CCcDC 7,72 m
643/645/721/789/791/861/89

1142 | 8/1066/1142/1202/1204/122 | 547 | GdGdGg 12,87 m s
2/1329

1143 | 51/899/998/1143/1177/1223 | 649 | GgDgAg 12,47 m m
177/399/408/804/887/948/

1145 1044/1145/1482 233 dUgGdg -12,59 m S
400/888/955/1045/1146/

1146 | 1511 1195411426 50 | DdUgGm 9,12 m

1170 | 38/999/1170/1178/1224 163 | DgGAG -9,46 m

1171 | 230/311/1171 297 | CdGgAg 711,80 m m

1172 | 1172/1445 843 | UCAGgm 29,50 m

1177 | 51/899/998/1143/1177/1223 | 649 | GgDgAm 110,72 m m
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1178 | 38/999/1170/1178/1224 163 | DgGdG 9,46 m

1181 | 256/457/469/546/814/1181 35 | dDgDgg 12,96 s m

1182 | 23/257/815/1182/1301 9 | dDdGag 10,19 s

1183 | 816/841/1183 259 | CdDAGm 8,15 m m

1185 | 30/48/472/958/1185 529 | GAdCdDm 8,62 m

1189 | 679/1189 711 | GUdCgm 8,68 m
643/645/721/789/791/861/

1202 | 898/1066/1142/1202/ 547 | GdGdGm -10,29 m s
1204/1222/1329
275/642/644/790/860/1073/

1203 1 1903/1221/1328/1330 137 | dGdGag -12,84 S S
643/645/721/789/791/861/

1204 | 898/1066/1142/1202/1204/ 547 | GAGAGM -10,29 m s
1222/1329
377/415/562/646/722/862/12

1205 | 011450 905 | uGdGdm -10,09 s

1207 | 952/1207 697 | GgUgDm 10,74 m

1212 | 418/565/889/1090/1212 15 | dbdUgg -10,88 m

1215 | 774/837/1215/1264/1469 673 | GgGdAm -10,24 m

1220 | 50/1220 546 | GAGdCg 11,92 m
275/642/644/790/860/1073/

1221 1 1903/1221/1328/1330 137 | dGdGdm -10.71 s
643/645/721/789/791/861/

1222 | 898/1066/1142/1202/1204/ 547 | GdGdGm -10,29 m s
1222/1329

1223 | 51/899/998/1143/1177/1223 | 649 | GgDgAg 1247 m m

1224 | 38/999/1170/1178/1224 163 | DgGAG 9,46 m

1227 | 52/343/1227 419 | CgGdG 9,52 m m

1228 | 53/120/937/1228 873 | UCgGdg 1236 m

1241 | 1241/1408 556 | GDgGUm 9,24 m

1244 | 901/992/1049/1244/1284 489 | CUgGdg 125 m
159/759/881/884/1249/1252/

1249 1281/1430 521 GdDgDm -9,74 m

1950 128648/375/640/882/1250/ 131 | Dgodom 061 - -
22/184/355/880/883/1251/

1251 | 1580/1300/1429 33 | dDgDdg 11,37 s m
159/759/881/884/1249/1252/

1252 | 10a1/14%0 521 | GdDgDm -9,74 m

1253 387 | CGdDgm 9,32 m

1260 | 68/874/1036/1260/1297 41 | dDgGdm 10,59 m m

1261 | 112/840/970/1261 11 | dDdGgm 9,43 m

1262 | 174/258/1262/1302 515 | GADdGg 11,16 m

1963 526228/339/836/1214/1263/ 641 | godDdg 1169 -

1268 | 795/1056/1270 743 | gUgCyg -9,48 m

1272 339 | CCcDG 8,17 m

1273 341 CcCcA -9,88 m
22/184/355/880/883/1251/

1280 1280/1300/1429 33 dDgDdm -9,24 S
159/759/881/884/1249/1252/

1281 1281/1430 521 GdDgDm -9,74 m

1983 ;/7164{252/886/1048/1283/143 029 | uogDdg 12.10 -

1284 | 901/992/1049/1244/1284 489 | CUgGdm 10,37 m

1297 | 68/874/1036/1260/1297 41 | dDgGdm -10,59 m m

1298 | 69/639/1298/1362 523 | GdAgGm 9.41 m m

1299 | 160/348/375/640/882/1250/ | 131 | DgDdGg 1219 m m
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1299

22/184/355/880/883/1251/

1300 1280/1300/1429 33 dDgDdm -9,24 S m

1301 | 23/257/815/1182/1301 9 | dDdGam 8,39 s

1302 | 174/258/1262/1302 515 | GdDdGm 8,58 m m

1304 | 71/78/1304/1364/1490 225 | dUgDdm 9,11 m m
179/806/950/1022/1087/

1306 | 11191130 911 | uGduUgm -9,04 m

1322 941 | UgGUdm -9,25 m

1323 | 954/1323/1392 236 | dUgGum 8,86 w
274/376/414/561/641/859/

1327 | J070/1307 545 | GdGdDm -9,50 m m
275/642/644/790/860/1073/

1328 1 1503/1221/1328/1330/ 137 | dGdGdm -10.71 s
643/645/721/789/791/861/

1329 | 898/1066/1142/1202/1204/ 547 | GdGdGm -10,29 m s
1222/1329
275/642/644/790/860/1073/

1330 1 1903/1221/1328/1330/ 137 | dGdGdg -12,84 s

1331 | 496/1331 803 | UdGdGm 9,15 m

1347 12613/1214/349/784/1347/1385/ 285 | cdedom 0,07 -

1359 | 136/1359/1410 675 | GGgDg 9,91 m

1362 | 69/639/1298/1362 523 | GdAgGg 11,99 m m

1363 | 70/760/1365 899 | uGdDgg 12,10 m

1364 | 71/78/1304/1364/1490 225 | dugDdg 11,24 m m

1365 | 33/654/864/1365/1491 825 | UdUgDm 8,47 m

1371 | 1371/1533 185 | dGuGdm -10,06 m

1374 467 CUcDgm -9,32 m

1385 12(15/1214/349/784/1347/1385/ 289 | cdedbm 0,07 -

1386 | 307/1292/1386/1396/1486 73 | dCdGdm 29,83 m

1394 | 157/1394/1484 143 | dGdUgm 29,66 m s

1396 | 307/1292/1386/1396/1486 73 | dCdGdm 29,83 m m

1408 | 1241/1408 556 | GDgGUM -9,24 m

1410 | 136/1359/1410 675 | GGgDg 9,91 m

1411 | 775/1411 937 | UgGgAg 12,28 m

1420 | 536/ 1420 815 | UdGuGg 11,08 m
400/888/955/1045/1146/

1426 1211/1324/1426 59 DdUgGm -9,12 m
22/184/355/880/883/1251/

1429 1280/1300/1429 33 dDgDdm -9,24 S m
159/759/881/884/1249/1252/

1430 1281/1430 521 GdDgDm -9,74 m

1431 | 885/1282/1431 643 | GgDdGm 1017 m
176/622/886/1048/1283/

1432 | Jp2oii4a) 929 | uGgDdg -12,10 m

1433 | 623/1433 1001 | uUgGdm -9.41 m

1443 | 218/321/1443 170 | AgGgC 10,01 m

1445 | 1172/1445 843 | UCdGgg 12,43 m
377/415/562/646/722/862/12

1450 | erraeo 905 | uGdGdm -10,09 s s

1451 | 221/378/723/1451 483 | CuGdGm 29,62 m

1461 iié/lz14/349/784/1347/1385/ 289 | cdedom 0,07 -

1479 | 272/338/1479 514 | GdDACm 8,13 m

Jago | L75/228/339/836/121471263] | 1 | capam 056 -
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1481 ﬂg/zfiﬁg8186/1048/1283/ 929 uGgbDdm -9,97 m
177/399/408/804/887/948/
1482 1044/1145/1482 233 dUgGdm -10,46 m S
1483 | 178/529/805/949/1483 571 GdUgGm -10,04 m
1484 | 157/1394/1484 143 dGdUgg -12,59 m S
1486 | 307/1292/1386/1396/1486 73 dCdGdm -9,83 m m
1490 | 71/78/1304/1364/1490 225 dUgDdm -9,11 m m
1491 | 33/654/864/1365/1491 825 UdUgDm -8,47 m
1499 | 106/915/926/1069/1499 25 dDcGam -9,03 m m
1509 | 875/1017/1037/1509 267 CDdGgm -9,39 m
1513 | 492/578/1513 734 gUcUcG -10,83 m
1533 185 dGuGdm -10,06 m
1552 | 964/1552 691 GgudGm -9,98 m
1553 | 435/966/639/965/1553 685 GgGuAg -11,54 m
1560 | 113/1560 3 dDdDgm -8,08 m
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