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Jestem jedng z tych osob, ktore uwazajq, Ze nauka kryje w sobie wielkie pigkno.
Naukowiec w swym laboratorium jest nie tylko technikiem — jest takze dzieckiem

stojgcym twarzq w twarz ze zjawiskami natury, ktore budzq jego zachwyt niczym bajka.
- Maria Sktodowska-Curie

Dedykuje te prace Wszystkim, ktorzy byli inspiracjq i przyczynili si¢e do jej powstania.



Cel pracy

Istnieja cztery typy wirusa grypy: A, B, C 1D, z czego trzy pierwsze maja zdolnos¢
do zakazenia organizmu ludzkiego!?. Szczepy A i B cyrkuluja jako sezonowe szczepy
wirusa, a zakazenie powoduje chorobe gornych drég oddechowych o ostrym
przebiegu, zwang grypa. Zakazenie wirusem typu C u ludzi wywotuje chorobe o
fagodnym przebiegu. Natomiast odnotowano wiele przypadkow epidemii grypy
wywotanych przez typy A i B wirusa, a pandemiczny potencjal ma jedynie wirus grypy
typu A (IAV)3. Jednym z przyktadéw pandemii wirusa IAV byta wywotana przez
szczep HINI grypa zwana ,hiszpanka”, ktora w latach 1918-19 dotkneta az 1/3
owczesnej populacji ludzkiej*®. Niedawng pandemie wywolal w 2009 roku szczep
AJ/California/04/2009 (H1N1). Wedtlug szacunkéw WHO, nawet 1 miliard ludzi
rocznie choruje na grypeg, z czego u 3-5 miliondw obserwuje sie cigzki przebieg

choroby, a nawet 290-650 tysiecy zakazef konczy si¢ zgonem'.

Wirus IAV nalezy do rodziny RNA wiruséw, ktore ze wzgledu na potencjat
pandemiczny uznawane sg za jedne z najbardziej niebezpiecznych na swiecie. Genom
wirusa grypy sklada si¢ z 8 jednoniciowych czgsteczek RNA (VRNA) o0 ujemnej
polarnoécit. Oznacza to, ze w trakcie cyklu replikacyjnego wirusa czasteczki VRNA
przepisywane s3 na dwie komplementarne czasteczki — CRNA oraz mRNAS,
Czasteczki cRNA s3 matryca do powstawania nowych czasteczek vVRNA, natomiast
czasteczki mRNA shuzg jako matryca do powstawania bialek wirusowych. W czasie
cyklu replikacyjnego czasteczki wirusowego RNA wchodzg w liczne interakcje typu
RNA-RNA oraz RNA-biatko, ktore maja wptyw na strukture czasteczki. Czasteczki
genomowego RNA (VRNA) w dojrzalym wirionie tworzag kompleks
rybonukleinoproteinowy (vVRNP), na ktory, oprocz RNA, sktadajg si¢ liczne kopie

biatka nukleoproteiny (NP) oraz kompleks wirusowej polimerazy®.

Funkcjonalno$¢ czasteczki RNA warunkowana jest przez jej strukture
drugorzgdows, na ktorg skladaja si¢ motywy strukturalne. Nie inaczej jest w
przypadku RNA wirusa grypy. Przez nasza grupe zostaly przeprowadzone liczne
badania struktur drugorzgdowych vRNA w warunkach in vitro, ktore zostaly
wzbogacone w sekwencyjno-strukturalng analize bioinformatyczna'®*4. Badania te

pokazaly, ze cze$¢ motywoOw strukturalnych RNA 1AV jest zakonserwowana
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ewolucyjnie 1 jest obecna w strukturach drugorzedowych odlegltych genetycznie
podtypow wirusa grypy typu A. Oznacza to, ze pewne motywy strukturalne w
czasteczkach RNA majg znaczenie funkcjonalne, a zaburzenie w obrebie ich budowy
moze przyczyni¢ si¢ do obnizenia wirulencji wirusa, badz do jego catkowitej
niezdolno$ci do namnazania. Zaburzenia funkcjonalnosci motywow strukturalnych
RNA mozliwe jest dzigki zastosowaniu inhibitorow nacelowanych na struktur¢ RNA

— co pokazaly skuteczne strategic antysensowe!®!?

. Ze wzgledu na istnienie
konserwatywnych motywow strukturalnych w RNA wirusa grypy, najlepszym celem

uniwersalnej dla wielu szczepdw inhibicji moga by¢ wilasnie te motywy..

Badanie struktury RNA wirusa grypy w warunkach in vitro stanowi podstawowy
model do okres$lenia struktury drugorzedowe;j tej czasteczki, jednakze nie uwzglgdnia
oddziatywan typu RNA-biatko, ktore moga zachodzi¢ w komorce i majg wptyw na
ostateczng strukture. Dlatego istnieje potrzeba przeprowadzenia badan w warunkach
naturalnych lub jak najbardziej do nich zblizonych. Badanie wirusowych RNA w
warunkach in vivo stanowi wyzwanie metodologiczne i wymaga zastosowania
bardziej wszechstronnego podejScia w trakcie planowania eksperymentéw i
interpretacji wynikow. Co istotne, dotychczas nie zostata okre§lona struktura vVRNA
wirusa grypy typu A w warunkach komorkowych. W niniejszej rozprawie doktorskiej
postanowiono zbada¢ strukture drugorzedowa vRNA, ktéra tworzy si¢ w trakcie
oddzialywan z biomolekutami w réznych warunkach biologicznych: w lizacie
komorkowo-wirusowym, w wirionie (in virio) oraz w zywej komorce (in cellulo). Jako

obiekt badan wybrano pandemiczny szczep grypy A/California/04/2009 (HIN1).
W niniejszej pracy zostaly wyznaczone nastepujace cele szczegotowe:

1. Opracowanie modelu do badania struktury drugorzgdowej RNA w obecnosci innych
czasteczek biologicznych in-vivo-like poprzez stworzenie lizatu z zakazonych
wirusem grypy komérek MDCK (Madin Darby Canine Kidney). Zbadanie struktury
drugorzegdowej segmentu 8 VRNA (VRNAS8) w lizacie komodrkowo-wirusowym i
porownanie ze strukturg VRNAS in vitro. Okreslenie podobienstwa strukturalnego
oraz wptywu sktadnikow obecnych w lizacie na struktur¢ drugorzedowa vRNAS.

Zbadanie zachowawczos$ci motywow strukturalnych vRNAS.
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2. Opracowanie metody mapowania struktury drugorzedowej VRNA w wirionie oraz
metody przygotowania biblioteki fragmentéw do sekwencjonowania nowej generacji

(NGS). Okreslenie struktur drugorzgdowych segmentow vRNA in virio.

3. Opracowanie metody mapowania struktury drugorzedowej VRNA w ludzkich
komorkach phlucnych A549. Opracowanie metody przygotowania biblioteki
fragmentéw do sekwencjonowania NGS. Zaproponowanie struktur drugorz¢gdowych

VRNA in cellulo.

4. Poroéwnanie uzyskanych struktur drugorzedowych VRNA ze strukturami
drugorzedowymi vRNA zaproponowanymi na podstawie badan w roznych warunkach
dla innych szczepéw wirusa grypy. Okreslenie konserwatywnych motywow
strukturalnych vVRNA, ktore moga stanowi¢ cel dla uniwersalnej dla wielu szczepoéw

IAV inhibicji namnazania wirusa.

5. Porownanie struktur drugorzegdowych vRNA okreslonych na podstawie badan w

r6znych uktadach biologicznych.
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Streszczenie

Na dzien dzisiejszy scharakteryzowano cztery typy wirusa grypy - A, B, C i D.
Sposrod nich za najbardziej zagrazajace czlowiekowi uznaje si¢ zoonotyczne szczepy
wirusa grypy typu A (IAV), ktére majg duzy potencjal do wywotania epidemii, a takze
pandemii. U podstaw wirulentnosci wirusa grypy leza zjawiska skoku oraz dryfu
genetycznego, ktore przyczyniaja si¢ do szybkiej ewolucji genetycznej. Szybka
ewolucja jest mozliwa dzigki niewielkiemu (13 kpz) genomowi, na ktory sktadaja si¢
jednoniciowe czasteczki RNA (VRNA) zwane réwniez segmentami. W przypadku
szczepOw wirusa typu A jest to 8 jednoniciowych segmentéw VRNA, ktore wraz z
kompleksem wirusowej polimerazy oraz wiecloma kopiami stabilizujacego je biatka
NP (nukleoproteina) tworza kompleks rybonukleoproteinowy (RNP). Sktadajace si¢
na genom wirusa czasteczki VRNA majg ujemng polarno$¢. Oznacza to, ze w czasie
cyklu replikacyjnego wirusa sg one przepisywane na komplementarne czgsteczki
cRNA, ktore sa matryca do powstawania nowych czgsteczek VRNA. Czasteczki
VvRNA s3 rowniez matryca do transkrypcji czasteczek mRNA ulegajacych translacji

na biatka wirusowe.

Funkcja czasteczek RNA jest warunkowana ich strukturg drugorzedowa oraz
mozliwosécig tworzenia oddzialywan z innymi biomolekutami, takimi jak
oddziatywania typu RNA-RNA czy RNA-biatko. W przypadku vVRNA wirusa grypy
opisano szereg motywow strukturalnych petnigcych funkcje na ré6znych etapach cyklu
zyciowego wirusa, ktorych zaburzenie przyczyniato si¢ do obnizenia namnazania
wirusa. Chociaz na dzien dzisiejszy dysponujemy wiedzg dotyczacg faldowania si¢
wybranych segmentow vVRNA wirusa grypy typu A w warunkach in vitro oraz
opublikowano dane mapowania in virio dla niektorych szczepow, to nadal brakuje
pelnej wiedzy dotyczacej formowania si¢ struktur drugorzgdowych vRNA w

warunkach naturalnych.

Celem badan opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej byto okreslenie
struktur drugorzedowych vRNA w warunkach biologicznych: w lizacie komorkowo-
wirusowym (in vivo-like), a takze w zainfekowanych wirusem grypy komorkach (in

cellulo) oraz w wirionie (in virio). Do badan wykorzystano szczep
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A/California/04/2009 (H1N1), ktéry byt odpowiedzialny za pandemi¢ w latach 2009-
2010.

W pierwszej kolejnosci okreslona zostata struktura segmentu 8 VRNA (VRNAS8) w
lizacie zainfekowanych wirusem grypy komoérek MDCK (Madin Darby Canine
Kidney). Do przewidywania struktur drugorzegdowych wykorzystano program
RNAStructure i dane eksperymentalne z mapowan chemicznych (DMS, 1M?7).
Wygenerowano strukturg globalna, a takze strukturg lokalng, w ktorej zastosowano
dystans parowania zasad. Umozliwilo to okres§lenie wplywu ograniczenia dystansu
parowania zasad w przewidywaniu na generowang struktur¢ drugorzedowa oraz
wykrycie motywow strukturalnych, ktore byly przewidziane niezaleznie od
zastosowanych parametréw. Nastepnie obliczona zostata konserwatywnos¢ parowania
zasad (na podstawie analizy sekwencyjno-strukturalnej wszystkich szczepoéw grypy
typu A) w obrgbie catej struktury vRNAS. Na podstawie analiz zostaty wytonione
motywy strukturalne, ktore maja wysokg konserwatywnos$¢ strukturalng wsrod innych

szczepow [AV.

W drugiej czgsci niniejszej rozprawy doktorskiej zostaty opisane badania
skupiajace si¢ na poznaniu struktur drugorzedowych vRNA w warunkach in virio oraz
in cellulo. W pierwszej kolejnosci zostaly opracowane metody mapowania
chemicznego VRNA w wirionie oraz w zainfekowanych wirusem grypy ludzkich
komorkach plucnych (A549). Istotnym etapem bylo réwniez opracowanie metody
przygotowania bibliotek do sekwencjonowania NGS. Wyniki sekwencjonowania
umozliwilty obliczenie reaktywnosci nukleotydow wzgledem odczynnikoéw
chemicznych (NAI, DMS) dla pelnej dtugosci wszystkich segmentow VRNA w
warunkach in virio, a takze pelnej dlugosci segmentéw vRNAS, 7 i 8 w warunkach in
cellulo. Uzyskane wyniki reaktywnosci dla trzech powtorzen biologicznych wskazaty
na bardzo wysoka korelacje, co $wiadczyto o powtarzalnos$ci wynikow. Na podstawie
wynikoéw sekwencjonowania wytoniono motywy strukturalne wspolne dla struktur
drugorzedowych w warunkach in virio oraz in cellulo. Uzyskane wyniki poréwnano
réwniez do znanych struktur drugorzedowych vRNA innych szczepow wirusa grypy
uzyskanych w badaniach in virio oraz in vitro, co umozliwito wylonienie lokalnych

motywoéw strukturalnych wspolnych dla wielu szczepoéw IAV. Badania pokazaty
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rowniez istnienie nowych motywow strukturalnych dla poszczegdlnych segmentow

VRNA.

Nastepnie porownano struktury drugorzedowe VRNAS in virio, in cellulo ze
strukturg drugorzgdowa uzyskang w lizacie komdrkowo-wirusowym. Pordéwnanie
struktur drugorzgdowych wykazato, ze czgs¢ motywow byta wspolna dla wszystkich
trzech struktur vRNAS. Natomiast czes¢ motywoéw przewidzianych w vVRNAS w
lizacie komorkowo-wirusowym byta unikalna albo dla struktury drugorzedowe;j in
virio albo struktury in cellulo. To wykazato, ze struktura w lizacie jest strukturg

posrednig pomigdzy obiema strukturami.

Struktury drugorzgdowe VRNAS, 7 oraz 8 o najnizszej energii swobodnej
(MFE) w warunkach in virio oraz in cellulo r6znig si¢ od siebie w ujeciu globalnym.
Najwigce] rdéznic zaobserwowano w parowaniu zasad pomigdzy odleglymi
nukleotydami. Zmiany te sugeruja duza dynamike struktur RNA w $rodowisku
biologicznym. Jednocze$nie czgs¢ motywow strukturalnych, szczegdlnie tych

lokalnych, zostata zachowana, co prawdopodobnie ma znaczenie funkcjonalne.

Opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej badania pozwolily na bardzo
szeroka analiz¢ struktur drugorzedowych vRNA wirusa grypy typu A w roéznych
warunkach biologicznych. Po raz pierwszy okreslono struktury vRNA w warunkach
in cellulo, a takze poréwnano je ze strukturami VRNA w innych warunkach
biologicznych. Badania przyczynity si¢ do lepszego poznania biologii wirusa od
strony genomowego RNA. Opisane zachowawcze motywy strukturalne vVRNA moga
stanowi¢ idealny cel dla uniwersalnej, niezaleznej od szczepu, inhibicji wirusa grypy

typu A na poziomie RNA.
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Abstract

As of today, four types of Influenza viruses were characterized — A, B, C and D.
Due to epidemic and pandemic potential, zoonotic Influenza A virus (IAV) strains are
considered the most human-threatening. The phenomena of the antigenic shift and drift
underlie the virulence of the 1AV and contribute to rapid genetic evolution. Fast
evolution is supported by a small (13 kbp) genome, which consists of single-stranded
RNAs (VRNA) called segments. In the case of the Influenza A virus, the genome
consists of the 8 single-stranded VRNASs, which along with the viral polymerase
complex and multiple copies of stabilizing NP protein (nucleoprotein) form
ribonucleoprotein complex (RNP). The genomic VRNASs are of negative-sense. This
means that during the viral replication cycle, the VRNAs are replicated into
complementary RNAs (cRNA), which are the template for the synthesis of new
VRNAs. The VRNAs are also templates for the transcription of mMRNAs which are
translated into viral proteins.

RNA function depends on its secondary structure and the possibility of
interactions with biomolecules such as RNA-RNA or RNA-protein interactions. In the
case of influenza virus VRNA, a number of structural motifs have been described that
perform function at different stages of the 1AV lifecycle. The disturbance of these
motifs contributed to the reduction of viral proliferation. Although we have knowledge
of the in vitro folding of selected IAV VRNA segments and in virio mapping data for
some strains have been published, we still lack the full knowledge of the VRNAs
secondary structure folding in natural environment.

The main objectives of the research described in this doctoral thesis was to
determine the VRNAs secondary structures in the biological environment: in cellular
lysates (in vivo-like), in IAV-infected cells (in cellulo), and in virion (in virio). The
pandemic strain A/California/04/2009 (H1N1) responsible for pandemics in the years
2009-2010 was used for the research.

In the first place, the VRNAS structure in the lysate of 1AV-infected MDCK
(Madin Darby Canine Kidney) cells was determined. The RNAStructure program and
experimental data from chemical mapping (DMS, 1M7) were used for the secondary
structure prediction. The global structure, as well as local structure with maximum

pairing distance, were generated during the prediction. This enabled determination of
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the impact of limited base-paring distance on the secondary structure prediction and
identification of structural motifs forming regardless of the parameters used. Next, the
base-pairing conservation (based on structural-sequence analysis of all IAV strains) of
VRNABS structure was calculated. The analysis revealed structural motifs with high
structural conservation among different AV strains.

The research focused on the secondary structure of VRNAS in virio and in
cellulo was described in the second part of this doctoral thesis. In the first place, the
methods of chemical probing of vVRNAs in virion as well as IAV-infected human lung
cells (A549) were established. Another essential step was the development of NGS
library preparation protocols. The sequencing results enabled the calculation of single-
nucleotide reactivities to chemical reagents (NAI, DMS) for the full-length of all
VRNA segments in virio as well as the full-length vVRNA5, 7, and 8 in cellulo. The
results obtained for three independent biological replicates showed a very high
correlation, which proved the reproducibility of the results. Based on the sequencing
results, common RNA structural motifs were revealed for in virioandin
cellulo structures. The obtained results were also compared to the knownin
virio and in vitro VRNA secondary structures of other IAV strains, which allowed to
indicate local structural motifs common to many 1AV strains. The research revealed
new structural motifs in certain VRNA segments as well.

Next, the VRNAS8 secondary structures determined in virio and in cellulo were
compared with the secondary structure obtained in cellular lysate. The comparison of
the secondary structures showed that some of the motifs were common to all three
analyzed VRNABS structures. Importantly, some of the vVRNA8 motifs predicted in cell
lysates were unique to either the in virio secondary structure or in cellulo structure.
This indicated that the structure in lysate was an intermediate structure between both
structures.

The MFE (Minimum Free Energy) secondary structures of vVRNADS, 7 and 8 in
in virio and in cellulo conditions differ in global folding. Most differences were
observed in the long-range base-pairing between distant nucleotides. These changes
suggest high structural dynamics of RNA in the biological environment. Still, some
structural motifs, especially local, were preserved probably due to their functional

significance.
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The research described in this doctoral thesis enables a very wide analysis of
IAV VRNA secondary structures in the different biological environments. For the first
time, VRNA structures were determined under in cellulo conditions and also compared
with VRNA structures under other biological conditions. This research contributed to
a better understanding of viral biology from the IAV genomic RNA point of view.
Described conserved VRNA structural motifs may be an ideal target for universal,

strain-independent inhibition of Influenza A virus at the RNA level.
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Wstep literaturowy

1. Wirus grypy typu A

Wirus grypy nalezy do rodziny wirusow Orthomyxoviridae. Na dzien dzisiejszy
scharakteryzowane zostaty 4 typy wirusa grypy: A, B, C! oraz D2. Wirus grypy typu
C ma zdolno$¢ do infekcji cztowieka, jednakze wywolywane przez niego choroby
uktadu oddechowego charakteryzuja si¢ tagodnym przebiegiem?. Wirus grypy typu D
ma zdolno$¢ do zakazen bydta oraz $win, dotychczas nie potwierdzono zakazen wsrod
ludzi®®. Szczepy typu A i B wystepuja jako sezonowe szczepy wirusa grypy
wywolujace dotkliwe choroby uktadu oddechowego, dosyé czesto o ostrym
przebiegu®. Budowa genetyczna wirusa grypy sprawia, ze jest on podatny na mutacje
prowadzace do powstawania nowych szczepéw. Nowopowstale szczepy moga miec
potencjal wywotania epidemii, niekiedy o charakterze globalnym — pandemii.
Epidemi¢ mogg wywota¢ zarobwno szczepy typu A jak i B, natomiast dotychczasowe
pandemie wywotane byty jedynie przez wirusy typu A3, Za najniebezpieczniejsze
uznaje si¢ szczepy zoonotyczne, ktore moga przenosic si¢ ze zwierzat na ludzi. Szacuje
si¢, ze ok. 1 miliard ludzi rocznie choruje na grype, z czego 3-5 milionéw stanowig
ciezkie przypadki zachorowan, w ktérych 290-650 tysiecy konczy sie $miercig’. W
historii wspotczesnej odnotowano Kilka przypadkow pandemii wywotanych przez
wirusa grypy typu A podtypow HIN1, H2N2 oraz H3N2*518, Pierwsza z nich byta
tzw. ,,grypa hiszpanka” (podtyp H1IN1), ktora w ciggu jednego roku, na przetomie lat
1918-19, objeta swoim zasiegiem wszystkie kontynenty. Wywotujacy ja szczep grypy
charakteryzowat si¢ wyjatkowo wysoka wirulencja i1 szacuje sie, ze dotknat az 1/3
owczesnej populacji ludzkiej, doprowadzajac do $mierci wielu milionow ludzi®.
Natomiast, ostatnia pandemia wirusa grypy nastgpita w latach 2009-10 i byta
wywolana zmutowanym szczepem A/California/04/2009 (podtyp H1N1) nazywanym

,,arypa swinska”.
1.1. Budowa wirusa grypy typu A

Wirus grypy typu A ma stosunkowo niewielki (13kpz) segmentowany genom na
ktory sktada si¢ 8 jednoniciowych czgsteczek VRNA (ang. viral RNA) o ujemnej
polarnoscil. Wszystkie segmenty VRNA maja konserwatywne sekwencje UTR (ang.

untranslated region) na 3’ oraz 5’ koncach, ktére otaczaja otwartg ramke odczytu'’. Ze
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wzgledu na to, ze wirus grypy nalezy do rodziny wiruséw RNA o ujemnej polarnosci,
to moéwigc o ramce odczytu VRNA nalezy pamigtaé, ze jest ona w orientacji
antysensowej w stosunku do sensowej czgsteczki komplementarnego (+)RNA. Oprocz
wspolnej dla wszystkich VRNA sekwencji UTR, kazdy segment VRNA posiada
specyficzng dla siebie sekwencje niekodujacego rejonu UTR!®. Sekwencje te sa
rowniez zachowawcze w obrgbie segmentow VRNA danego szczepu wirusa.
Segmenty VRNA sg ponumerowane w zaleznosci od dtugosci — najdtuzszy oznaczany
jest jako segment 1, najkrétszy zas jako segment 8. Przez dlugi czas uwazano, ze
genom wirusa grypy koduje 11 podstawowych biatek wirusowych®. Najnowsze
badania wskazuja jednak na to, ze genom wirusa zawiera informacje genetyczng o
znacznie wigkszej ilosci biatek, pelnigcych wiele, istotnych z punktu widzenia
infekcyjnosci wirusa %%, Potwierdzone eksperymentalnie biatka i izoformy biatek
wirusa grypy typu A zostaly zebrane Tabeli 1. Dlugosci vVRNA poszczegdlnych
szczepow roznig si¢, dlatego wartosci podane w tabeli odnosza si¢ do szczepu

AJ/California/04/2009 (H1N1), na podstawie bazy danych Uniprot (www.uniprot.org).

Tabela 1 Zastawienie segmentow genomowego RNA wirusa grypy typu A oraz kodowane

przez nie gtdwne biatka.

Dlugosé . q
Segment VRNA Ko;l;) wane bialko i Funkcje kodowanych bialek
(nt) ugos$¢ (AA)
PB2 (759) inicjacja transkrypcji; podkradanie struktury kapu
_ i . i in21- i
Segment 1 2341 (ang. Cap-snatching); replikacja?!; regulacja

aktywnosci kompeksu vRNP; inhibicja
mitochondrialnego biatka sygnalizacyjnego MAVS?

PB1 (757), podjednostka RdRp, elongacja RNA; aktywno$¢
endonukleazy?;

PB1-F2 (87, 90) czynnik wirulencji; funkcja proapoptyczna w
Segment 2 2341 komoérkach poprzez oddzialywanie z biatkami btony
mitochondrium — VDAC-1 oraz ANT-32%3;

PB1-N40 (717) biatko regulujace balans w poziomie ekspresji biatek
PB1iPB1-F2*

PA (716) podjednostka RdRp; aktywnos¢ endonukleazy,
odcinanie struktury kapu?;
Segment 3 2933 PA-X (252) hamow_anie_ t_ranslacji bifct%ek g(g[;z);ieazrfa, inhibicja
odpowiedzi immunologicznej 194426
PA-155 (562) funkcja nieznana®*?
PA-182 (535) funkcja nieznana?*28
HA (566) biatko powierzchniowe i glowny antygen wirusa;
odpowiedzialne za fuzje wirionu z blong komérkows;
Segment 4 1778 rozpoznaje receptory na powierzchni infekowanej
komorki rozpoznajac reszty kwasu sjalowego
tworzgcego wigzania typu a-2,3/2,6-sjalowe; !
Segment 5 1565 NP (498) biatko wigzace VRNA i cRNA w kompleksie

rybonukleoproteinowym (RNP)?°9; posiada sekwencije
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lokalizacji jadrowej i bierze udziat w imporcie VRNP
do wnetrza jadra®

Segment 6 1413 NA (469) ghkopr.otelpa pow1erzchn}owa; aktywnos$¢ Sj'al‘ldarzy;25
odpowiedzialna za uwalnianie potomnych wirionow
M1 (248), bialko wyscielajace wnetrze wirionu; bierze udzial w

stabilizacji komplekséw vRNP3!; odpowiedzialne za
hamowanie cyklu replikacyjnego komorki gospodarza
poprzez interakcje z czynnikiem inicjacji replikacji
SLDS5 %;

M2 (97) transblonowe biatko budulcowe - wiroporyna o funkcji
kanatu jonowego zaleznego of pH (IAV); na etapie
poznego endosomu, pod wptywem zmiany pH,
Segment 7 1027 odpowiedzialny za odlaczenie bialek M1 od
kompleksow vRNP i ich uwolnienie z wngtrza wirionu
do cytoplazmy; stabilizuje pH w btonie Golgi
zapobiegajac cig¢ciu proteolitycznemu biatka HO i tym
samym przedwczesnemu powstaniu aktywnej formy
tego biatka®?

M42 (99) Opisane dla segmentu VRNA7 biatko niestrukturalne M-
42 jest izoforma biatka M2, ktore najprawdopodobnie;j
peni takg samg funkcje co biatko M226:2434,

NS1 (219), biatko niestrukturalne; jeden z gtdéwnych czynnikdéw
wirulencji wirusa grypy; inhibitor ekspresji genow
komorki gospodarza; inhibitor szlakéw powstawania
odpowiedzi antywirusowej, min. interferonu (IFN) oraz
RIG-I%; selektywnie pobudza translacje biatek
wirusowych; reguluje proces replikacji VRNA 26
wspomaga transport VRNP z wnetrza jadra

NEP/NS2 (121) komorkowego; zapobiega akumulacji produktow
replikacji i transkrypcji (cCRNA, mRNA, VRNA)¥;
wspomaga uwalnianie wirionéw potomnych poprzez
stymulacje komdrkowej F1FO ATPazy 38

NS3 (194) funkcja nieznana®%2426

Wirion wirusa grypy (Ryc. 1A) charakteryzuje si¢ wysokim pleomorfizmem,

Segment 8 890

jednakze po wyjsciu z komorki najczesciej przybiera ksztatt sferyczny o $rednicy 80-
120 nm®. Otoczka wirusa sktada sie z warstwy lipidowej inkrustowanej
glikoproteinami antygenowymi — hemaglutyning (ang. Hemaglutinin, HA) i
neuraminidazg (ang. Neuraminidase, NA), ktore wystepuja na powierzchni wirionu w
stosunku 4:1%. Wyrézni¢ mozna 18 réznych typow biatka HA oraz 11 typéw biatka

NA i na ich podstawie rozroznia sie poszczegdlne subtypy wirusa®.

Hemaglutynina jest biatkiem o duzym powinowactwie do kwasu sjalowego (kwas
N-acetyloneuraminowy) (ang. Sialic Acid, SA) obecnego na powierzchni komorek
wielu organizméw 1 odpowiada za przylaczenie si¢ czgsteczki wirusowej do
infekowanej komorki. Powinowactwo do okreslonych komorek jest podyktowane
typem wigzania, ktore tworzy kwas sjalowy obecny w glikoproteinach
powierzchniowych komorek gospodarza i zalezy rowniez od subtypu wirusa. W

przypadku komorek nabtonka goérnych droég oddechowych u ludzi, biatko HA
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rozpoznaje i wigze wiele reszt kwasu sjalowego tworzacego wigzania o-2,6-sjalowe,
tak wigc subtypy wirusa infekujace organizmy ludzkie wykazuja wigksza preferencje
do tego wlasnie typu wigzanial. W przypadku szczepéw wirusa grypy infekujacych
ptaki preferowane jest wigzanie do reszt kwasu slajowego tworzgcego wigzanie a-2,3-
sjalowe, ktore wystepuje licznie w komorkach nabtonka jelit ptasich!. Szczepy grypy
atakujacej ptaki majg rowniez zdolno$¢ do infekcji komoérek nablonka ludzkich
dolnych drog oddechowych, ktére sg bogate w kwas sjalowy tworzacy wigzania o-2,3-

sjalowel.

A. Budowa wirionu IAV B. Budowa kompleksu VRNP

T RNA

B . =S
? (HA) Hemaglutynina m
v (NA) Neuraminidaza # (NP) nukleoprotemy

{7 (RdRp) RNA-zalezna polimeraza
“ (M2) Kanat jonowy M2 RNA
(M1) biatko macierzy M1 (PA) G ¢ ol
(PB1) odjednostki polimerazy
(NEP) Biatko eksportu (PB2)
jadrowego

Ryc. 1A. Budowa wirionu IAV. Wirion wirusa grypy jest sferyczny, optaszczony warstwa
dwufosfolipidowa, pochodzaca z btony komdrki gospodarza (Samji, 2009). Na powierzchni
wystepujg biatka HA/NA w stosunku 4:1 oraz transbtonowy kanat jonowy M2. Wewnetrzna
strona wirionu pokryta jest biatkiem macierzowym M1. W $rodku wirionu wystgpuje biatko
niestrukturalne 2 (NEP/NS2) oraz 8 czasteczek kompleksu rybonukleoproteinowego vRNP.
B. B. Budowa kompleksu vRNP. Kompleks VRNP sktada si¢ z czasteczki VRNA oraz
zwigzanych z nig czterech typoéw biatek — wielu kopii nukleoproteiny (NP) oraz kompleksu
wirusowej polimerazy RNA (RdRp) sktadajacej si¢ z trzech podjednostek PB1 i PB2 oraz
podjednostki PA.

Drugim bialkiem wirusa grypy, ktore charakteryzuje si¢ duzym powinowactwem
do kwasu sjalowego jest neuraminidaza. Biatko to katalizuje cigcie wigzania kwasu
sjalowego na ostatnim etapie infekcji, podczas uwalniania potomnych wirionow z
komorki gospodarza. Odpowiedzialne jest za ciecie reszt kwasu sjalowego z
receptoréw obecnych na powierzchni zainfekowanej komorki*. Ciecie reszt kwasu
sjalowego zapobiega agregowaniu czgsteczek wirusowych, a takze ponownemu

wigzaniu czasteczek wirusa do umierajacej juz komorki gospodarza®.

Pozostate budulcowe biatka wirusowe pelnig réwnie istotne funkcje w cyklu
zyciowym wirusa grypy. Kanat jonowy zbudowany z biatka M2 obecny w otoczce

wirusowej (ang. M2 ion channel), pelni wazne, zalezne od zmiany pH, funkcje w
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czasie infekcji*!. Wnetrze wirionu jest wyscietane biatkiem macierzowym M1 (ang.
Matrix 1 protein), ktore oprécz funkcji budulcowej, zaangazowane jest w optaszczanie

genomu wirusa w czasie opuszczania zainfekowanej komorki®?.

W  $érodku wirionu znajduje si¢ genom wirusa w formie kompleksu
rybonukleoproteinowego RNP (Ryc. 1B), na ktory sktadajg si¢ wirusowe RNA (ang.
Viral RNA, VRNA) wraz z czgsteczkami biatka nukleoproteiny (ang. Nucleoprotein,
NP) oraz trzema podjednostkami RNA-zaleznej wirusowej polimerazy RNA (ang.
RNA dependent RNA polymerase, RdRp)®. Kompleks polimerazy tworza trzy
podjednostki — PB1, PB2 (ang. Polymerase basic protein 1 and 2) oraz PA (ang.
Polymerase Acidic protein), z ktorych kazda pelni istotng rolg w trakcie replikacji

wirusa®. Dokladnie funkcje petnione przez te biatka zostaty opisane w Tabeli 1.

Oprocz biatek budulcowych, wirus grypy wytwarza rowniez biatka niestrukturalne
petnigce istotne funkcje w czasie cyklu replikacyjnego, miedzy innymi regulujac
replikacje i transkrypcje wirusowego RNA. Dotychczas zidentyfikowano biatka
niestrukturalne kodowane przez segmenty VRNA2 (biatka PB1-N40, PB1-F2),
VRNA3 (biatka PA-X, PA-N155, PA-N182), vRNA7 (biatkko M42) oraz VRNA8
(biatka NS1, NS2 (NEP) oraz NS3)%2,

1.2. Budowa kompleksu rybonukleinowego VRNP

Jak juz wspomniano, na kompleks VRNP, oprécz czasteczki wirusowego RNA,
skladaja si¢ trzy podjednostki wirusowej polimerazy RNA-zaleznej — PB1, PB2 oraz
PA, a takze wielu kopii biatka NP. Dotychczas zaproponowanych zostato kilka modeli
budowy kompleksu rybonukleinowego (VRNP). Jeden z modeli budowy vRNP
zakltadat, Ze VRNA jest nawinigte na rdzen zbudowany z biatek NP w czestotliwosci
jednego biatka NP na 24 nukleotydy VRNA®. Wedtug tego schematu, wigzanie NP-
VRNA jest niezalezne od sekwencji, a do oddzialywania dochodzi migedzy biatkiem a
resztami fosforanowymi RNA. Niemniej jednak, natura wigzania biatka NP do vRNA
w tym kompleksie sprawia, ze RNA ma zdolno$¢ do oddziatywan z innymi
czasteczkami. Co wiecej, RNA w kompleksie moze réwniez tworzy¢ struktury

wyzszego rzedu.

Wysokorozdzielcze analizy kompleksoOw za pomoca mikroskopii elektronowej

cryo-EM wskazaty ztozono$é oddziatywan NP-RNA oraz NP-NP w kompleksie**5,
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Wyloniony model strukturalny wskazal, ze czasteczka podzielona jest na trzy
fragmenty: rejon sparowanych koncoéw 3’ oraz 5° czasteczki VRNA zwigzanych z
kompleksem polimerazy, rejon centralny przybierajacy strukture helikalng oraz rejon

drugiego konca przybierajacy forme *44°,

Wraz z rozwojem metod sekwencjonowania nowej generacji (ang. Next
Generation Sequencing, NGS) otworzyta si¢ mozliwos¢ badania oddziatywan RNA w
kompleksie biatkowym bezposrednio w warunkach komorkowych in cellulo. Tak
wiec, drugi zaproponowany model, ktory uzyskano na podstawie badan VRNP za
pomoca metody immunofotozszywania (HITS-CLIP) sprzezonego z NGS, potwierdzit
czesciowe wypetlanie sie VRNA poza obreb kompleksu VRNP*6, Ponadto, badania
przeprowadzone przez Lee et al. potwierdzity, ze model wigzania RNA w kompleksie
VRNP dla réznych szczepoéw wirusa typu A — A/California/07/2009 oraz A/WSN/1933
jest odmienny. Kolejne eksperymenty potwierdzily, ze wigzanie VRNA-NP jest
niezalezne od sekwencji VRNA, jednakze rejony wykazujace niski poziom wigzania,
w szczegbOlnosci w segmentach 1, 2 oraz 8 maja duze znaczenie w czasie cyklu

replikacyjnego wirusa*’.
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1.3. Cykl replikacyjny wirusa grypy

CykKl replikacyjny wirusa rozpoczyna si¢ od wnikni¢cia do komorki gospodarza
(Ryc. 2). W zainfekowanym organizmie dochodzi do rozwijania si¢ infekcji gornych
drog oddechowych, ktora moze przeksztalci¢ si¢ w infekcje dolnych drog
oddechowych wywolujac zagrazajace zyciu zapalenie ptuc. Do zarazenia wirusem
moze dojs$¢ na trzy sposoby: 1) drogg kropelkowa, poprzez bezposredni kontakt z
osobg zarazong, 2) poprzez kontakt ze skazong powierzchnig oraz 3) przez wdychanie
powietrza, w ktorym znajduja sie czasteczki wirusa®®. Cykl replikacyjny wirusa grypy
mozna podzieli¢ na etapy: 1) rozpoznanie i wniknigcie do wnetrza komorki
gospodarza; 2) transkrypcja i replikacja genomu wirusa oraz translacja biatek
wirusowych; 3) ztozenie nowopowstatych czasteczek VRNP i ich optaszczenie, a

nastepnie opuszczenie komorki gospodarza przez potomne wiriony.
Whikanie wirionu do wnetrza komorki

Infekcja rozpoczyna si¢ od rozpoznania receptorow kwasu sjalowego na
powierzchni komorki gospodarza. Dochodzi do wigzania a-2,3 lub a-2,6-sjalowego

pomiedzy czasteczka wirionu a terminalng grupa kwasu sjalowego obecnego w
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Ryc. 2 Uproszczony schemat przedstawiajacy najwazniejsze etapy cyklu replikacyjnego wirusa

arypy typu A
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receptorze powierzchniowym (Ryc. 2A). Proces ten jest katalizowany przez biatko
HA. Podczas tego etapu infekcji dochodzi do utworzenia wielu interakcji HA-SA, co
znacznie wplywa na stabilno$¢ utworzonych wigzan*®. Biatko HA jest homotrimerem,
a kazda podjednostka zbudowana jest z dwoch polipeptydoéw potgczonych wigzaniem
disiarczkowym: podjednostka HAL1 posiadajaca domen¢ wiazaca receptor (ang.
Receptor Binding Site, RBS) specjalizujaca si¢ w rozpoznawaniu kwasu sjalowego
oraz podjednostka HA2, w sktad ktorej wchodzi peptyd fuzyjny®. Jednym z procesow
decydujacych o infekcyjnosci wirusa jest aktywacja prototypu biatka HA. W procesie
cigcia proteolitycznego, biatko HA ulega aktywacji z nieaktywnej formy (HAO) do
formy aktywnej, zdolnej do fuzji z btong komorkows, skladajacej sie z dwoch
podjednostek H1 oraz H2%. W zaleznosci od momentu cyklu, do aktywacji biatka HA
dochodzi podczas opuszczania potomnego wirionu badz przed endocytozg wirionu do
wnetrza komorki. Proces cigcia jest katalizowany przez ludzkie proteazy transbtonowe
HAT (ang. Human Airway Trypsin-like Protease) oraz TMPRSS2 (ang.
Transmembrane protease serine S1 member 2), z czego tylko ta pierwsza ma zdolno$§¢
do cigcia zarowno podczas wejscia jak 1 wyjsScia wirionu z komorki, z kolei aktywno$¢
TMPRSS2 ograniczona jest do ciecia nowopowstatych biatek HO*®. W przypadku
szczepOw grypy ptasiej biatko HA ulega aktywacji w obrgbie aparaty Golgiego, a za

ciecie odpowiedzialna jest furyna®.

Whikanie czastki wirusowej odbywa si¢ na drodze endocytozy (Ryc. 2B) . W
srodku pecherzyka endocytotycznego jest srodowisko o kwasnym odczynie pH (5-6).
Dzigki temu dochodzi do zaleznej od pH zmiany konformacyjnej biatka HA i
wyeksponowany zostaje peptyd fuzyjny. Peptyd fuzyjny wchodzi nastepnie w
interakcj¢ z blong infekowanej komorki inicjujagc tym samym fuzje czasteczki
wirusowej 8! (Ryc. 2C). Kwasne $rodowisko endosomu umozliwia oddzielenie
komplekséw vRNP od stabilizujacych je biatek M1 (Ryc. 2D), a nastgpnie ich
uwolnienie do wnetrza cytoplazmy. Proces ten katalizowany jest przez kanat jonowy
M252 (Ryc. 2E).

Replikacja genomu oraz transkrypcja wirusowych mRNA

Czasteczki VRNP sa nastepnie transportowane do jadra komorkowego (Ryc. 2F),

w ktéorym nastgpuje transkrypcja i1 replikacja genomu wirusa. Transport do jadra
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odbywa si¢ z wykorzystaniem jadrowego szlaku transportowego skladajacego si¢ z
wzajemnie kooperujacych biatek importyn-a oraz -B, a proces ten zapoczatkowuje
rozpoznanie przez importyne-a sekwencji lokalizacji jadrowej (ang. Nuclear

Localization Signal, NLS) obecnej licznie w biatku NP8,

Genom wirusa grypy to jednoniciowy RNA o ujemnej polarnosci. Oznacza to, ze
proces replikacji genomu w pierwszej kolejno$ci wymaga przepisania VRNA w pelne;j
dhugosci komplementarng czgsteczke RNA (ang. complementary RNA, cRNA), ktora
nastepnie poshuzy jako matryca do syntezy potomnych czasteczek VRNA (Ryc. 2G)8.
Synteza cRNA katalizowana przez wirusowa polimeraz¢ RNA RdRp obecng w
kompleksie VRNP i jest niezalezna od starterow?. Inicjacja transkrypcji VRNA jest
mozliwa dzigki strukturze promotora znajdujacej si¢ na sparowanych 3’ 1 5° koncach
czasteczek VRNA®S, W wyniku transkrypcji VRNA powstaje réwniez drugi rodzaj
czasteczek — matrycowy RNA (ang. Messenger RNA, mMRNA), ktory stanowi matryce
do syntezy biatek wirusowych. Proces ten jest rowniez katalizowany przez wirusowa
polimerazg (Ryc. 2H). Wobec tego, ze RARp nie ma zdolnosci do wytworzenia
struktury kapu, wykorzystuje ona struktury kapu dostepne w komorkowych mRNA,
tzw. cap-snatching (Ryc. 21a)8. Proces ten jest mozliwy dzieki budowie wirusowe;j
polimerazy, ktora sktada si¢ z trzech biatek: PB1, PB2 oraz PA. Kazde biatko
katalizuje inny proces: biatko PB1 ma domene wigzaca vRNA, biatko PB2 ma domeng
wiazaca strukture kapu, z kolei biatkko PA ma domeng¢ o wlasciwosciach
endonukleazy®®*. RdRp jest réowniez odpowiedzialna za synteze ogondéw poli(A) na 3’
koncu czasteczki mRNA, a badania wykazaly, Zze sygnat do poliadenylacji znajduje

si¢ na matrycy vRNA i ma forme ogonéw poli(U) (Ryc. 210)%°.
Translacja biatek wirusowych

Po wytworzeniu dojrzatych czasteczek wirusowych mRNA, sg one transportowane
do cytoplazmy, gdzie nastepuje ich translacja przy uzyciu maszynerii dost¢pnej w
komorce gospodarza (Ryc. 2J) . Biatka HA, NA oraz M2 ulegajg translacji
katalizowanej przez rybosomy obecne w retikulum endoplazmatycznym (ER) (Ryc.
2Jb), natomiast biatka PB1, PB2, PA, NP, NS1, NEP oraz M1 ulegaja translacji w
rybosomach cytoplazmatycznych (Ryc. 2Ja)®. Biatka wirusowe ulegajg nastgpnie

obrobce potranslacyjnej w aparacie Golgiego (Ryc. 2K) Biatko NP oraz trzy
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podjednostki polimerazy wirusowej posiadajace sekwencje lokalizacji jadrowej (ang.
Nuclear Localization Signal, NLS) sg nast¢pnie kierowane z powrotem do jadra
komorkowego, gdzie uczestnicza w procesie transkrypcji oraz replikacji (Ryc. 2La)%.
Biatko NS1 jest kierowane do jadra komodrkowego, gdzie uczestniczy w inhibicji
szlakow sygnalizacyjnych interferonu?®. Biatka NEP oraz M2 réwniez sg kierowane
do $rodka jadra komorkowego i uwaza si¢, ze moga one uczestniczy¢ w eksporcie

kompleksow VRNP z jadra do cytoplazmy komorkowe;j?>.

Biatka HA, NA oraz M2 kierowane sg w stron¢ btony komorkowej (Ryc. 2Lb),
gdzie nastapi pakowanie nowopowstatej czasteczki wirusal®® (Ryc. 2Lb).
Wyscielajace wewnetrzng strone wirionu biatko M1 uktada sie po jej wewnetrznej
stronie btony komorkowej i petni funkcje w koncowym etapie sktadania czgsteczki

wirusowej podczas jej zamykania i ostatecznego opuszczenia komorki®,

Lqczenie wszystkich elementow w calosé, czyli o procesie pakowania wirionu

potomnego

Po utworzeniu potomnych czasteczek VRNP w jadrze komoérkowym, s3g one
transportowane do cytoplazmy w kierunku btony komorkowej, gdzie nastgpuje
sktadanie potomnej czasteczki wirusa (Ryc. 2M). W procesie transportu kompleksow
VvRNP uczestniczy komorkowe biatko pelnigce funkcje transporterowe Rabl1, ktore
wchodzi w interakcje z biatkiem PB2%, Specyficzna budowa genomu wirusa wymaga
skomplikowanych mechanizméw koordynujacych wilasciwe upakowanie czasteczek
potomnych. Dotychczas zaproponowano dwa modele mechanizmu pakowania
czasteczek VRNP w wirion potomny: 1) losowe taczenie si¢ VRNP 1 przypadkowe
powstawanie wirulentnych czasteczek potomnych po spotkaniu kopii wszystkich
VRNP oraz 2) selektywne i nieprzypadkowe taczenie si¢ czasteczek vVRNP, ktore jest
kierowane przez odpowiednie sekwencje sygnalizacyjne®’. Obecna wiedza pozwolita
potwierdzi¢, ze pakowanie czasteczek VRNP jest procesem nieprzypadkowym i
catkowicie kontrolowanym przez sktadowe wirusa. Badania wykazaty, ze czasteczki
VRNA na koncach 3’ i 5° posiadaja unikalne dla kazdego segmentu sekwencje
sygnatowe odpowiedzialne za oddziatywania typu RNA-RNA miedzy segmentami %8

%0 Co wiecej, udowodniono, ze sygnaly pakowania wirionu zlokalizowane sa nie tylko
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w obrgbie rejonow 3’ 1 5 UTR czasteczek, ale rowniez w obrgbie sekwencji

kodujacych?®.

Sekwencje pehiace role sygnalow pakowania i sktadania wirionu potomnego sa
specyficzne dla danego szczepu wirusa 1AV, Prawidtowe upakowanie wirionu
potomnego jest rowniez zalezne od sekwencji aminokwasowej biatka NP, Obraz
uzyskany za pomocg wysokorozdzielczej mikroskopii elektronowej ukazat réwniez

sposob w jaki porzadkuja si¢ VRNP we wnetrzu wirionu®?.

Za proces opuszczenia wiriondw z komorki odpowiedzialne jest biatko NA*®. NA
katalizuje hydroliz¢ wigzania glikozydowego wystepujacego w obrebie kwasu
sjalowego, uniemozliwiajac utworzenie wigzania pomiedzy kwasem sjalowym a
biatkiem HA (Ryc. 2N), tym samym biatko NA umozliwia uwolnienie wirionu
potomnego, zapobiegajac agregacji nowopowstatych czasteczek na powierzchni
komorki*® (Ryc. 20).

Konsekwencje zaburzenia procesu pakowania wirionu potomnego

W pehi infekcyjna czasteczka wirusa zawiera komplet wszystkich segmentow
vRNA o pelnej dtugosci®. Niekiedy dochodzi do zaburzen cyklu replikacyjnego, a
takze procesu pakowania wirionu potomnego, W wyniku czego powstaja nieinfekcyjne
czasteczki wirusa. Czasteczki te nazywane sa defektywnymi czasteczkami
interferujgcymi (ang. Defective Interfering Particles, DIP)®2. Czasteczki DIP
charakteryzujg si¢ brakiem jednego lub kilku segmentow, badz delecja w obrgbie
czasteczek VRNA. Chociaz czgsteczki defektywne majg zdolno$¢ do wnikania do

whnetrza komoérki, to w wyniku infekcji nie powstaje infekcyjna czasteczka potomna®?.,

Powstanie w pelni infekcyjnej czgsteczki wirusa wymaga wtasciwego upakowania
kompleksow VRNP do wirionu potomnego. Jak juz wspomniano, pierwsze teorie
dotyczace wzoru pakowania si¢ czasteczek vVRNP do wirionu potomnego zaktadaty,
ze proces ten zachodzi na zasadzie losowego i niespecyficznego taczenia si¢ VRNP®,
Obecnie uznawany model wedlug ktorego czasteczki vVRNP wirusa grypy typow A i
B tacza si¢ na zasadzie wzoru ,,1+7”. Model ten zaktada centralnie umieszczong
czasteczke VRNP otoczong 7 czasteczkami vVRNP i zostat potwierdzony za pomoca
wysokorozdzielczej mikroskopii elektronowej®®. W przypadku wirusa grypy typow A

i B musi by¢ to wigce 8 roznoimiennych czasteczek VRNP. Model upakowania wirionu
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potomnego ,,1+7” jest taki sam w przypadku szczepdéw wirusa grypy typow C i D,
ktore posiadaja jedynie 7 segmentéw VRNA®®. Upakowanie dodatkowej, Osmej
czagsteczki VRNP nie przyczynia si¢ do obnizenia wirulentnosci wirusa. To wskazuje
na to, ze ten sposob upakowania jest najbardziej optymalny dla wirusa i nie zalezy od

ilosci segmentow skladajacych sie na jego genom®,

W badaniach, w ktorych indukowano mutacje réznych segmentach VRNA,
wykazano, ze nawet jednonukleotydowa mutacja synonimiczna w obrgbie sekwencji
kodujacych odpowiedzialnych za upakowanie w pelni wirulentnych czasteczek
wirusa, powoduje zaburzenie tego procesu®®. Mutacje w obrebie sekwencji
aminokwasowej biatka NP rowniez wplywaja na powstawanie niewirulentnych form
wirusa®®. Dowiedziono réwniez, ze zaburzenie procesu ubikwitynacji biatka M2
doprowadza do powstawania niekompletnych czasteczek wirusa®’. Badanie
zaburzenia pakowania wirionu potomnego moga przyczyni¢ si¢ do opracowania

nowych metod inhibicji wirusa na poziomie biatek.

Pakowanie wirionu potomnego jest kierowane takze na poziomie RNA. Proces
jest koordynowany przez sygnaly pakowania, ktore ulokowane sg w obrgbie sekwencji
VRNA. Sygnaly pakowania sg to specyficzne dla poszczegdlnych segmentéw RNA
sekwencje, ktore koordynuja uporzadkowanie 1 pakowanie si¢ kompleksow vRNP do
wirionu. Potwierdzenie istotnosci sekwencji w rejonach stanowigcych sygnaty
pakowania byto mozliwe dzigki wprowadzaniu mutacji w obrebie tych sekwencji
prowadzacych do powstawania nieaktywnych wirionéw potomnych %8, Poréwnanie
wynikow badan dotyczacych sygnatéw pakowania dla réznych segmentow IAV
wskazaty, ze wykazuja one pewien stopien konserwatywnosci®. Jednakze, badania
sugeruja rOwniez, ze czg$¢ sygnatow pakowania jest specyficzna dla danego szczepu
AV1870

1.4. Bialka niestrukturalne kodowane przez genom wirusa grypy i ich
wplyw na cykl replikacyjny wirusa
Biatka niestrukturalne kodowane przez segment 8§ vVRNA
Najmniejszy z segmentoéw, segment 8 VRNA, koduje dwa biatka niestrukturalne —

NS1 (ang. Non-structural proteinl, NS1), oraz NEP/NS2 (ang. Non-structural protein

2, NS2; znane rowniez jako NEP ang. Nuclear Export Protein), ktore koordynuja
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kluczowe dla cyklu zyciowego wirusa procesy (Tabela 1). Biatko NS1 jest biatkiem
zapewniajacym wirulencj¢ wirusa i wpltywa bezposrednio oraz posrednio na
odpowiedzi immunologiczne zainfekowanych komorek. Lista szlakéw na ktore ma
wptyw NSI1 jest bardzo dtuga, a wszystkie interakcje maja na celu jak najwydajniejszy
proces namnazania wirusa w komorce’!. Aktywnosé biatka NS1 ma miejsce zaréwno
w jadrze komorkowym jak i cytoplazmie. Wyrdzni¢ mozna 5 gtéwnych procesow, na
ktore ma wplyw NS1: wyciszanie komoérkowych RNA, aktywno$¢ polimerazy
wirusowej, procesowanie 1 eksport komoérkowych mRNA, antagonizm interferonu i
antywirusowej odpowiedzi komoérkowej, a takze regulacja translacji wirusowych
mMRNA37273  Niedawne doniesienie potwierdzito réwniez wptyw tego biatka na
proces pakowania potomnego wirionu’®. Wielozadaniowosé biatka NS1 wynika z
obecno$ci domeny wigzacej czgsteczki RNA (ang. RNA-binding domain), jak i
domeny wiazacej biatka (ang. Effector domain)’. Domena wigzaca RNA umozliwia
biatku NS1 interakcje z czasteczkami RNA wchodzacymi w sktad kompleksu
splicosomu takimi jak U6 i U6atac, a tym samym wywotuje inhibicj¢ splicingu
ssaczych pre-mRNA™. Wykazano takze, Ze jest zaangazowana W regulacje splicingu
wirusowych mRNA segmentu 7 i 8, w wyniku ktérego powstaja biatka M2 oraz
NEP’6. Ponadto, NS1 wiaze sie do traktow poli(A) na 3’ koncu mRNA biatka NS2, a
takze innych mRNA w tym komodrkowych, w efekcie zaburzajac ich eksport

jadrowy’.

Oprocz pobudzania regulacji ekspresji wlasnych gendéw, u podtoza wirulencji
wirusow, w tym takze wirusa grypy, lezy zdolno$¢ do ostabiania odpowiedzi
immunologicznej zainfekowanej komorki. Biatko NS1 uposledza zdolnos¢ komorki
do obrony przeciwwirusowej poprzez hamowanie proceséw dojrzewania i translacji
MRNA interferonu (IFN), a takze poprzez zapobieganie aktywacji bialek IFN-
zaleznych’>"8 NS1 wptywa na ekspresje IFN poprzez oddzialywanie z czynnikami
regulacji ekspresji IFN-a/p - czynnikiem IRF-3 (ang. Interferon regulatory factor 3)
oraz czynnikiem NF-xB®%, Z kolei przyktadem oddziatywania z innymi biatkami
odpowiedzi antywirusowej jest interakcja z indukowanym interferonem biatkiem
obrony antywirusowej PKR (ang. RNA-dependent protein kinase)®:® a takze
biatkiem RIG-I (ang. Retinoic acid-inducible gene 1)®. Biatko RIG-I jest aktywowane

przez wirusowe dsRNA, posrednio ingeruje w szlak sygnalizacyjny IFN1, dlatego tez
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stanowi jeden z najistotniejszych czynnikdéw immunologicznej odpowiedzi
komodrkowej w czasie infekcji wirusowej. Bialko NS1 wptywa takze na inhibicjg
szlaku sygnalizacyjnego OAS/RNase L, ktéry bierze udzial min. w degradacji
wirusowych VRNA i mMRNA®,

Drugie biatko niestrukturalne, nazywane biatkiem transportu jadrowego (NEP),
odpowiedzialne jest za komunikacj¢ z importynami, przez ktoére transportowane sa
kompleksy VRNP z jadra komérkowego, a takze wspomaga uwalnianie wiriondw
potomnych poprzez stymulacje komorkowej F1IFO ATPazy®®. Biatko NEP zapobiega
akumulacji VRNA, cRNA oraz mRNA na terenie jadra®®. Bierze rowniez udziat w

procesie opuszczania potomnych czasteczek wirusa®’%®,

Stosunkowo niedawno odkryto rowniez trzecie biatko niestrukturalne (ang. Non-
structural protein 3, NS3) powstajace w wyniku alternatywnego splicingu mRNA

segmentu 8%°. Dotychczas nie poznano dokladnej funkcji petnionej przez to

biatko?*26:%,
Biatka niestrukturalne kodowane przez segment 2 vVRNA

Biatka niestrukturalne kodowane przez segment VRNA2 to pelnigce funkcje
proapoptyczne biatko PB1-F28 oraz biatko PB1-N40 (Tabela 1) balansujace ekspresje
biatek PB1 oraz PB1-2%°, Biatko PB1-F2 bierze udziat w wielopoziomowej inhibicji
szlakow sygnalizacyjnych bgdacych odpowiedzia immunologiczng zainfekowanego
organizmu®#®’, Biatko to uznawane jest za wazny czynnik wirulencji, gdyz ingeruje w
szlaki sygnalizacyjne, zaleznego od mitochondrium, powstawania IFN1 oraz szlakow
aktywowanych przez IFN1%. Co wiecej, wykazuje roéwniez whasciwosci
proapoptyczned4. Dowiedziono, ze PB1-F2 pehilo kluczowa role w patogennosci
szczepu grypy A/HIN1 z 1918 roku, ktory wywotal pandemi¢ znang jako ,,grypa
hiszpanka”, a u podstaw wyjatkowej patogennosci tego szczepu lezata zdolno$¢ do
supresji helikazy DDX3%. Poprzez blokowanie transbtonowego mitochondrialnego
biatka MAVS (ang. Mitochondrial antiviral-signaling protein), PB1-F2 ingeruje w

szlak sygnalizacyjny prowadzacy do produkcji IFN188

. Niektore witasciwosci tego
biatka 1 jego oddzialywanie na poszczegoélne Sciezki antyzapalnej odpowiedzi
komorkowej, sg specyficzne dla danego podtypu wirusa. Na przyktad, w przypadku

podtypu H7N9, biatko PB1-F2 ma zdolno$¢ do agregacji na btonie mitochondrium i
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ingerencji w oddziatywania TRIM31-MAVS, a w konsekwencji do agregacji i
degradacji biatka MAVS®. Biatko PB1-F2 blokuje réwniez powstanie IFN1 poprzez
wplyw na $ciezke sygnalizacyjna kinazy I-kB/NF- «B%. W odpowiedzi na infekcje
wirusowg, komodrka  makrofaga rozpoznaje  agregujace w  macierzy
zewnatrzkomorkowej biatko PB1-F2, co z kolei wptywa na produkcj¢ czynnika
zapalnego NLRP3 oraz produkcje interleukin — IL-1p oraz IL-18. Dowiedziono, ze
obecne w komorce biatko PB1-F2 jest odpowiedzialne za supresje ekspresji NLRP3 i
nadprodukcje¢ IL-1p oraz IL-18, a mechanizm ten polega na inhibicji oddzialywan

biatka NLRP3-MAVS?2,

Biatko PB1-N40 (718AA) jest izoforma biatka PB1 (718AA), ktore stanowi
niepelnej dtugosci biatko PB1. Badania wskazuja, ze wptywa ono na poziom ekspresji

bialek wirusowych PB1 oraz PB2-F2 poprzez oddziatywanie z wirusowa polimeraza
85

Biatka niestrukturalne kodowane przez segment 3 vRNA

Bialka niestrukturalne kodowane przez segment 3 VRNA réwniez maja wptyw na
infekcyjnos¢ wirusa. Najlepiej poznanym biatkiem jest PA-X (Tabela 1), ktore
odpowiedzialne jest za cigcie komorkowych transkryptéw mRNA, wplywa na
replikacje genomu wirusa, patogennos¢ i odpowiedz immunologiczng komorki
192426218693 ' Mniej poznanymi biatkami kodowanymi przez VRNA3 sg izoformy
biatka PA — PA-N155 oraz PA-N182 (Tabela 1)24262886.9% Dotychczas nie okreslono
dokladnej funkcji pelnionej przez te bialka, chociaz badania przeprowadzone na

myszach wykazaty, ze mutanty wirusa nie posiadajace tych izoform charakteryzowaly

sie mniejsza zjadliwoscia?®.
1.5.  Struktury drugorzedowe RNA wirusa grypy

RNA sg czasteczkami biologicznymi, ktore klasyfikuje si¢ ze wzgledu na pelnione
przez nie funkcje. Oprocz RNA kodujacych biatka, wyr6zni¢ mozna caly szereg RNA
niekodujacych (ang. non-coding RNAs, ncRNAs). Do niekodujacych RNA zaliczane
sa RNA petniace funkcje regulatorowe na wszystkich etapach ekspresji genow*. RNA
tworzg skomplikowang sie¢ interakcyjna z wieloma typami czasteczek takimi jak

DNA, RNA, biatkami oraz r6znego rodzaju metabolitami®.
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U podstawy funkcjonalnosci RNA jest jego budowa. RNA przyjmuje budowe
drugorzedowa, pelng oddziatywan o charakterze lokalnym jak i dalszego zasiggu w
obrebie ktorej wystepujg zarowno dwuniciowe rejony tzn. dupleksy (ang. duplex)
(Ryc. 3A) jak i niesparowane rejony jednoniciowe (ang. single stranded RNA, ssRNA)
(Ryc. 3B). Podstawowa jednostka struktury drugorzedowej sa motywy strukturalne,
na ktore sktadajg si¢ rejony sparowanych nukleotydow, a takze miejsc niesparowanych
tworzacych roznego rodzaju petle (ang. loops), wybrzuszenia (ang. bulges) lub dtuzsze
fragmenty jednoniciowego RNAY. Rejony te sa czesto istotnym miejscem

oddzialywan RNA z innymi czasteczkami®’.

A. Dupleks B. Rejony jednoniciowego RNA

C. Spinka D. Wybrzuszenia

Petla
e
Dwuniciowy rdzen

Wielonukleotydowe Jednonukleotydowe

E. Petle wewnetrzne F. Wezly wieloramienne

A e S

Niesparowanie Pgtla wewngtrzna Petla wewnetrzna Wezel ztozony Petla wieloramienna
symetryczna niesymetryczna z trzech dupleksow

Ryc. 3 Przyklady motywow strukturalnych wystepujacych w strukturze drugorzedowej

Podstawowym motywem strukturalnym RNA jest motyw helisy. W helikalnych
motywach RNA czgsto wystepujg niesparowania nukleotydéw skutkujace
powstawaniem wybrzuszen takich jak jedno- lub wielonukleotydowe wybrzuszenia
jednostronne (ang. bulge loops) (Ryc. 3D). W przypadku, kiedy dochodzi do
wybrzuszen dwustronnych tworza one petle wewnetrzne (ang. internal loops). Petle
wewnetrzne mogg mie¢ charakter pojedynczych niesparowan (ang. mismatches), jak i
wielonukleotydowych niesparowan o charakterze symetrycznym i niesymetrycznym
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(Ryc. 3E). W obrebie helisy czesto wystepuja tandemowe niesparowania (ang. tandem
mismatches) np. typu G-U oraz G-A. Jednym 2z najbardziej stabilnych
termodynamicznie motywow helikalnych jest motyw spinki zbudowanej z dupleksu
(ang. hairpin stem) zakonczonego petlg (ang. hairpin loop) (Ryc. 3C). Dupleksy moga
si¢ taczy¢ tworzac wezly skladajace si¢ z trzech lub czterech dupleksow (ang.
three/four stem junctions) tworzac petle wieloramienne (ang, multibranch loops) (Ryc.
3F).

Struktura wyzszego rzedu powstaje w wyniku oddziatywania czasteczki RNA z
Innymi czasteczkami biologicznymi takimi jak inne RNA, DNA, biatka czy metabolity
98,99.96.100 Fynkcjonalnosé RNA definiowana jest wiasnie jego struktura drugorzedowa
1 motywami strukturalnymi w jej obrebie, a takze zdolno$cig do oddziatywan z innymi
czasteczkami. W wyniku takich oddzialywan RNA przybiera struktury trzecio- i
czwartorzedowe, bedace w istocie podstawa do powstawania w pelni funkcjonalnej,

101 Nalezy takze nadmieni¢, ze aby w pelni

aktywnej biologicznie czasteczki
zrozumie¢ funkcjonalnos$¢ czasteczki RNA, motywy strukturalne nalezy analizowad
nie tylko pod katem struktury drugorzgedowej, ale takze w formie trojwymiarowej
biorgc pod uwage utozenie konformacyjne rdzenia czasteczki, wystepujace w jej
obrebie wigzania wodorowe oraz oddzialywania warstwowe®’. Co wiecej, RNA
oprocz oddziatywan intermolekularnych, ma roéwniez zdolno$¢ do oddziatywan
intramolekularnych bliskiego i dalekiego zasiegu w obrebie swojej czasteczki. Tak
wigc, oprocz oddzialywan z innymi czgsteczkami biologicznymi, lokalne motywy
strukturalne maja zdolno$¢ do tworzenia oddziatywan wyzszego rzedu w obrebie tej
samej czasteczki RNA. Przykladem elementéw struktury trzeciorzgdowej jest
struktura pseudowezla (ang. pseudoknot), ktora powstaje poprzez oddziatywanie
nukleotydow petli struktury typu spinka z fragmentami jednoniciowymi spoza tej
petlil®. Co istotne, motyw pseudowezta jest powszechny dla wiruséw RNA i peti

role w trakcie proceséw zwiazanych z replikacja genomu oraz translacja biatek

wirusowych103:104,

Struktura RNA zalezna jest nie tylko od sekwencji, ale takze od zdolnosci
parowania zasad w jej obrgbie. Co istotne, struktura RNA bezposrednio determinuje
petnione przez nie funkcje. Tym samym zachowawczo$¢ pewnych motywow
strukturalnych wskazuje na petnienie przez nie funkcji biologicznych.
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1.5.1. Znane motywy strukturalne vRNA wirusa grypy typu A

RNA wirusa grypy dzielimy na trzy typy czasteczek — genomowy VRNA, a takze
powstajace w czasie cyklu replikacyjnego wirusa, komplementarny do VRNA — cRNA
oraz czasteczki mRNA?. Struktura RNA odgrywa znaczaca role w czasie procesow
takich jak transkrypcja i replikacja genomu wirusowego, sktadanie kompleksow
vRNP, translacji bialek wirusowych, a takze podczas procesu splicingu wirusowego
MRNAL . W obrebie kazdej z tych czasteczek wyrdzni¢ mozna zachowawcze, wspolne

dla wielu szczepoéw, motywy strukturalne.

Na zachowawczo$¢ motywow strukturalnych RNA ma wptyw konserwatywno$¢
na poziomie sekwencji. Badania porownawcze sekwencji poszczegolnych segmentow
VRNA w obrebie grypy typu A wykazaty istnienie sekwencji konserwatywnych!®. Co
istotne, zachowawczo$¢ sekwencji jest nie tylko rézna dla kazdego segmentu vVRNA,
ale jest charakterystyczna dla danego podtypu wirusa. W przypadku szczepow
podtypu A/HIN1 najmniejsza konserwatywno$¢ sekwencyjng zaobserwowano w
przypadku segmentow VRNA4 i vVRNAG. Z Kolei najwigcej rejonéw konserwatywnych
zidentyfikowano dla segmentow VRNA7, VRNAS8 i VRNADS. Co ciekawe, w przypadku
podtypu A/H7N7 segment VRNA7 okazal si¢ najbardziej zmienny, a najbardziej

konserwatywny sekwencyjnie okazal si¢ segment vVRNAG.

Zidentyfikowano tez konserwatywne motywy strukturalne zaréwno w nici (+)
RNA jak i (-) RNA, o zmiennej sekwencji, zachowujacej jednak strukture danego
motywu. Takie mutacje kompensacyjne (mutacje dwupunktowe, ktore zachowuja
parowanie), oraz konsensusowe mutacje (mutacje jednopunktowe, ktore zachowuja
parowanie) sa potwierdzeniem istnienia danego motywu strukturalnego RNA i jego
prawdopodobnej istotnosci dla cyklu replikacyjnego wirusa. Konserwatywne motywy
strukturalne petigce funkcje w czasie cyklu replikacyjnego wirusa stanowig dobry

target do celowanej inhibicji na poziomie RNA.
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Struktura promotora wirusowej polimerazy RNA-zaleznej

Jednym z najlepiej poznanych motywow strukturalnych RNA wirusa grypy jest
motyw promotora rozpoznawanego przez polimeraze¢ RdRp. Struktura promotora
taczy ze sobg konce 3’ i 5° VRNA zwigzanego z biatkami w kompleksie vRNP. Rejon
ten pemi istotne funkcje w czasie transkrypcji oraz replikacji genomu wirusal’.
Struktura RNA promotora od wielu lat jest tematem dysput naukowych i dotychczas
zaproponowano kilka modeli struktury drugorz¢dowej: panhandle, fork, corksrew

oraz hook (Ryc. 4). 53106109 Badania polegajace na wprowadzeniu mutacji w formie

Panhandle Fork
10 ) 10’
5'AGUAGAAACA-
5 acuacan & Acgu L acoug” L
3-UCGUUUU e UCCAC "/ 3 UCGUUUUCG)UCCAC .
L e 1 10
Corkscrew Hook G“/’;
GA.
U*A
1IA A ) , 10'
10 5 A*A/ /\
5AG*CA\ AN 1" AGGUG %
AGGUG —  3-UCGUUUUCGUCCAC \/
UCCAC - i
3';UC*GJ\ 1
U
\UU/

Ryc. 4 Proponowane struktury promotora VRNA rozpoznawanego przez kompleks wirusowej
polimerazy RNA-zaleznej RdRp: A. Struktura panhandle, B. Struktura corkscrew, C.
Struktura fork, D. Struktura hook. Na podstawie rysunku Ferhadian et al. (Frontiers in
Microbiology, 2018).

addycji nukleotydu U, skutkujacej powstaniem sparowania pomig¢dzy nukleotydem
A10’ i U potwierdzity, ze niesparowany nukleotyd A10 (Ryc. 4) stanowi istotny
element strukturalny majacy wptyw na proces transkrypcjil?’. Wydaje sie, ze struktura
koncoéw 5’ oraz 3° vVRNA moze formowac si¢ w inny sposob w wolnej od biatek
czasteczce VRNA, a inaczej w kompleksie vVRNP®. W czasie cyklu replikacji
struktura promotora przechodzi przez zmiany konformacyjne, ktdre umozliwiaja

przylaczenie sie polimerazy vRdRp!!112,

Konserwatywne motywy strukturalne vVRNA

Dotychczas zaproponowano modele struktury drugorzedowej, opracowanych na

podstawie przewidywan bioinformatycznych oraz badan in vitro, kilku segmentow
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VRNA.. Modele te stanowig podstawg do opracowania struktury poszczegdlnych
segmentow VRNA w $rodowisku biologicznym. Na dzien dzisiejszy najlepiej

poznanymi czasteczkami sg segment 4, 5, 7 oraz 8 vVRNA.

Segment 4 vVRNA

Gultyaev et al. przeprowadzit badania bioinformatyczne dotyczace
zachowawczosci motywow  strukturalnych vRNA na podstawie kilku tysiecy
sekwencji dostepnych w bazie danych!'®. Badania wykazaty, ze segment kodujacy
biatkko HA, nawet w obrebie jednego podtypu, posiada nie tylko rézny stopien
zgodnosci sekwencyjnej, a takze prawdopodobienstwa parowania zasad w obrgbie
struktury RNAM3, Autorzy wskazali, ze zachowawczo$¢ wiekszosci motywow jest
specyficzna dla danego podtypu wirusa, np. spinka formujaca si¢ w rejonie 794-839
nt jest charakterystyczna dla podtypu H3N2. Wyjatek stanowig motywy wystepujace
w sekwencji kodujacej miejsce ciecia nieaktywnego biatka HA do aktywnej formy H1
oraz H2, ktore sa wspolne dla szczepow reprezentujacych kilka podtypow wirusa.
Pierwszym z nich jest krotka spinka wystepujaca W podtypie H7 (rejon 1050-59 nt),
H10 (rejon 1051-60 nt) oraz H15 (rejon 1080-89 nt) (Ryc. 5A). Drugim natomiast, jest
homologiczny motyw wspdlny dla podtypow H3 (rejon 1018-92 nt), H5 (rejon 1008-
82 nt) oraz H6 (rejon 1003-1077 nt) (Ryc. 5B). Badania polegajace na wprowadzeniu
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A/mallard/NL/12/2000 A/mallard duck/ABL/224/1977 ‘ﬁiﬁ" o Togh
(H7N3) (H7N5S) v, ..2 o UE” u:ﬁ:“
A oA -y
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A A A A e o uu G"u
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Ryc. 5 A. Spinka formujgca si¢ w segmencie 4 vVRNA w rejonie sekwencji kodujacej miejsce
cigcia biatkka HA do aktywnej formy H1 i H2 przewidziana jako konserwatywna dla wielu
podtypow wirusa grypy typu A. B. Motyw homologiczny przewidziany dla podtypéw H3, H5 i
H6, formujacy si¢ w miejscu cigcia biatka HA.

37



mutacji synonimicznych w obrebie tych struktur skutkowaly obnizeniem miana
wirusa, tym samym wskazujac na istotno$¢ tych rejonéw w cyklu zyciowym wirusa.
Dotychczas nie potwierdzono jednak istnienia motywow, ktore bytyby wspolne dla
wszystkich podtypow wirusa. Ze wzgledu na nizszg konserwatywno$¢ strukturalna,

segment VRNA4 stanowi mniej efektywny target do celowanej inhibicji wirusa IAV.

Segment 5 VRNA

Przeprowadzone przez nasza grupe, badania struktury VRNAS pandemicznego
szczepu A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) w warunkach in vitro wykazaty, ze czasteczka
ta charakteryzuje si¢ duzym stopniem ustrukturyzowania tworzac liczne motywy
strukturalne zgrupowane w trzy gtéwne domeny*?. Obliczenia bioinformatyczne na
podstawie 18 500 sekwencji dostepnych w bazie danych wskazaty, ze struktura
vRNAS posiada 87% konserwatywnoséci wsrdd szczepow grypy typu A2, Nasze
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Ryc. 6 Motywy strukturalne zidentyfikowane jako wspdlne w czasteczce VRNAS szczepow
AJ/California/04/2009 oraz A/Vietnam/1203/2004 w warunkach in vitro. Motywy
strukturalne sg zachowawcze pomimo roéznic na poziomie sekwencji (zaznaczone kolorem
szarym).
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badania  potwierdzity, ze  struktura  drugorzedowa VRNAS5  szczepu
A/California/04/2009 (H1N1) (zgodno$¢ sekwencji pomiedzy powyzszymi szczepami
wynosi 83,3%) okreslona na podstawie badan eksperymentalnych in vitro posiada ta

sama architekture w ujeciu globalnym'!

. Wspolne dla obu szczepow motywy
strukturalne typu spinki zostaly zidentyfikowane w rejonach 87-115 nt, 975-987 nt,
1256-1265 nt, 1363-1375 nt oraz 1527-1550 nt (Ryc. 6 Motywy strukturalne
zidentyfikowane jako wspolne w czasteczce VRNAS szczepow A/California/04/2009 oraz
A/Vietnam/1203/2004 w warunkach in vitro. Motywy strukturalne sg zachowawcze pomimo
roznic na poziomie sekwencji (zaznaczone kolorem szarym). ). Oprocz tego,
zidentyfikowano réwniez motywy strukturalne, w obrebie ktorych zaobserwowano
niewielkie r6znice w parowaniu zasad. S3 to motywy wystepujace w rejonach 241-

251 nt, 460-476 nt, 1183-1193 nt oraz 1483-1497 nt (Ryc. 6 i 7A). Dwa motywy
strukturalne wystepujace w rejonach 5° (87-115 nt) oraz 3’ (1483-1497 nt) zostaly

zidentyfikowane jako terminalne sygnaly pakowania wirionu potomnego®'.
Najnowsze badania struktury w warunkach biologicznych in virio oraz ex virio
szczepu AJ/WSN/33 (HIN1) wykazaly, ze czes¢ motywow strukturalnych,
przewidzianych w naszych badaniach in vitro, wystepuje rowniez w $rodowisku
A Cal - A/California/04/2009 (HIN1)
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Ryc. 7 A. Motywy strukturalne vVRNAS wspolne dla wszystkich trzech analizowanych
szczepow. B. Motywy strukturalne wspolne dla szczepdéw podtypu HINI1. Na szaro
zaznaczone roznice w sekwencji i/lub parowaniu zasad.
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biologicznym®®. W strukturze VRNA5 szczepu A/WSN/33 zidentyfikowano cztery
motywy strukturalne obecnie w strukturze vVRNAS szczepu A/California/04/2009 w
rejonach 460-476 nt, 993-1001 nt, 1194-1209 nt, 1527-1550 nt (Ryc. 7A,B). Autorzy
badan potwierdzili rowniez wyst¢gpowanie w rejonie 79-154 nt struktury pseudowezta,
ktory zostal wczeéniej zaproponowany dla VRNASY® Warto zaznaczyé, ze
wystepowanie motywu pseudowezta nie wyklucza formowania si¢ spinki w rejonie

87-115 nt, ktorg powstaje si¢c w rejonie uznanym za istotng w czasie pakowania

wirionu.
Segment 7 VRNA

Struktura drugorzgdowa segmentu 7 VRNA szczepu A/Vietnam/1203/2004
(H5N1) zostata zaproponowana przez nasza grupe’>. Predykcje struktury
przeprowadzono w oparciu o dane eksperymentalne pochodzace z mapowania
chemicznego VRNA7 w warunkach in vitro oraz sprzgzone z nimi obliczenia
konserwatywno$ci parowania zasad, na podstawie dostgpnych w bazie danych,
sekwencji wielu szczepow wirusa grypy typu A. Najbardziej konserwatywne motywy
strukturalne zidentyfikowano w rejonach 34-61 nt, 144-166 nt, 337-357 nt, 518-550
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Ryc. 8 Motywy strukturalne vVRNA7 szczepu A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) o najwyzszym
stopniu konserwatywnosci przewidziane na podstawie badan in vitro
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nt, 695-710 nt, 721-737 nt, 762-786 nt, 788-809 nt, 828-846 nt oraz 966-1006 nt (Ryc.
8).

Opublikowane pdzniej struktury szczepu IAV - A/WSN/33 w warunkach in virio
oraz ex virio potwierdzily wystgpowanie motywow strukturalnych typu spinka w
rejonach: 36-59 nt, 138-171 nt, 337-357 nt, 788-809 nt. W strukturze in virio
potwierdzono rowniez motywy typu spinka w rejonach 696-709 nt oraz 768-779 nt.
Wspoélne motywy strukturalne dla szczepow A/Vietnam/1203/2004 oraz A/WSN/33
zostaly zaprezentowane na Ryc. 9. Wystepowanie tych motywow strukturalnych w
innym szczepie w warunkach in virio potwierdzito ich istotno§¢ w cyklu
replikacyjnym wirusa. Co wigcej, motyw spinki w rejonie 144-166 nt Zzostat

przewidziany jako konserwatywny dla wielu szczepéw IAV w badaniach in silico'’,
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Ryc. 9 Motywy strukturalne przewidziane w strukturze VRNA7 szczepoéw
A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) oraz A/WSN/1933 (H1N1). Przedstawione motywy
strukturalne z sekwencja dla szczepu A/Vietnam/1203/2004. Zmiany konpensacyjne w
szczepie A/WSN/1933 zaznaczono kolorem szarym.

Segment 8 VRNA

Badania skupiajace si¢ na poznaniu struktury vRNAS roznych szczepoéw wirusa
grypy sa prowadzone w naszej grupie od wielu lat. Dotychczas opublikowano
strukturge  VRNA8  szczepu  A/Vietnam/1203/2004 in  vitro,  strukturg
AJ/California/04/2009 modelowang na podstawie danych eksperymentalnych szczepu
A/Vietnam/1203/2004 oraz przewidywan bioinformatycznych, a takze opracowano
uniwersalna dla szczepow IAV strukture VRNAS, Przewidziana struktura VRNAS
szczepu A/California/04/2009 zostata réwniez zweryfikowana eksperymentalnie w
warunkach in vitro (Marta Soszynska-Jozwiak et al., manuskrypt w recenzji). Nasze

badania pozwolily zaproponowa¢ konserwatywne motywy vVRNAS, ktore z duzym
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prawdopodobienstwem wystepuja dla typu A wirusa grypy. Motywy o wysokiej
konserwatywnosci to spinki w rejonach: 261-288 oraz 312-327 nt (Ryc. 10) oraz helisy
w rejonach: 696-701/775-780 nt, 704-713/758-767 nt oraz 736-740/744-748 nt.
Motywy typu spinka w rejonach 261-288 nt oraz 312-327 nt zostaly potwierdzone
rowniez w strukturze in vitro, ex virio oraz in virio szczepu A/WSN/33!°, Pozostate
motywy strukturalne, wskazane w publikacji Lenartowicz et al.}# jako konserwatywne,
nie zostalty potwierdzone w badaniach Dadonaite et al.!*®. Jednakze, wplyw na to
moglo mie¢ zastosowanie odmiennych parametrow faldowania czasteczki vVRNA, w

ktoérej ograniczona zostata mozliwo$¢ parowania si¢ nukleotydow powyzej 150 nt.

A A/California/04/2009 A/Vietnam/1203/2004 A/WSN/33 B

(HINI) (H5N1) (HINT1) . .
wisilico = it in virio A/California/04/2009
in vitro ex virio (HINT1)
in vitro 320 in silico
A A- A in vitro
u o, u A .
A U A U A U C u A/Vietnam/1203/2004
u u u u u u G (H5N1)
G+*C (‘3 *C GxC LH * /-‘\ in vitro
270 A 270 270 . foPe
U * 280 U *A 280 UxA—280 <% A/WSN/33
C«G CxG C*G C*C‘-} (lilNl)
UsA in virio
CxG CxG CxG - GxC Sy ex virio
UxA UxA UxA in vitro
A C A C A C
AxU AxU AxU
Gx*C G*C (%*C
CxG__ CxG._ C*G.
261 288 261 288 261 288

Ryc. 10 Konserwatywne motywy strukturalne wystepujace w strukturze vRNAS. A. Wspolny
dla réznych szczepoéw wirusa grypy typu A motyw w rejonie 261-288 nt z zaznaczonymi
zmianami sekwencji zachowujacymi strukture drugorzedowsa. B. Motyw strukturalny w rejonie
312-320 nt opisany dla szczepoéw wirusa grypy A/California/04/2009, A/WSN/33 oraz
A/Vietnam/1203/2004 wykazuje 100% zachowawczosci sekwencyjne;j.

Interakcje pomigdzy segmentami vVRNA

Nie tylko sygnaly pakowania, ale takze interakcje pomiedzy poszczegdlnymi
czasteczkami VRNA w kompleksie VRNP, stanowia obiekt intensywnych badan.
Rozwdj  wysokorozdzielczych  metod ~ fotozszywania  sprzezonych  z
wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem NGS umozliwit badanie tych zalezno$ci
115118 Badania wykazaly istnienie regionow typu hotspots, co w dostownym
thumaczeniu oznacza ‘gorace miejsca’, w ktorych wystepuja intensywne
oddziatywania typu RNA-RNA. Jednym z takich miejsc jest zidentyfikowany w
centralnym regionie VRNAS szczepu A/WSN/33 rejon oddziatywan z wieloma
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segmentami i wieloma miejscami w obrebie tych segmentéw!!®, Autorzy pracy
wskazali, ze po$rod wszystkich segmentéw, VRNAS wykazuje najwigcej oddziatywan
miedzy segmentami. Najwigcej oddzialywan zidentyfikowano pomigdzy
zlokalizowanym w rejonie centralnym czgsteczki ‘gorgcym’ rejonem vRNAS a
rejonem 5’ VRNAG6. Tak samo jak sygnaly pakowania, rowniez interakcje miedzy
segmentami maja rézny stopien konserwatywnos$ci i moga si¢ rdézni¢ migdzy
szczepami. Zaobserwowane roznice wynikaja ze zmian na poziomie sekwencji
nukleotydowej, ktore mogg przyczynia¢ si¢ do zmian w strukturze drugorzedowe;j
VRNA, co z kolei przektada si¢ na oddziatywania typu RNA-RNA. Poréwnanie sieci
interakcyjnej RNA-RNA w kompleksie VRNP blisko spokrewnionych (96%
podobienstwa sekwencji), szczepoOw wirusa grypy typu A wykazala, ze w istocie cze$¢

tych interakcji jest wspdlnal®®,

Na poparcie swojej tezy, autorzy badan wykonali
analizg sieci interakcyjnej innego podtypu wirusa IAV — A/Udorn/72 (H3N2), a takze
reasortanty wirusowe zawierajace 6 segmentow A/PuertoRico/8/1934 oraz 2 segmenty

A/Udorn/72/H3N2. Badania wskazaly dopasowanie sieci interakcyjnej pomigdzy

A. Dryf antygenowy B. Skok antygenowy

Nowy szczep wirusa Nowy podtyp wirusa

Ryc. 11 Zrodta zmiennosci genetycznej wirusa grypy A. Zjawisko dryfu antygenowego (ang.
antigenic drift) wystepuje kiedy dochodzi do niewielkich mutacji w obrgbie genow kodujacych
biatka NA i HA, ktorych kumulacja prowadzi ostatecznie do powstania nowych typow tych
biatek. W konsekwencji powstaje nowy podtyp wirusa. B. Skok antygenowy (ang. antigenic
shift) polega na wymianie jednego lub wiecej segmentéw VRNA miedzy niespokrewnionymi
szczepami wirusa grypy, co prowadzi do powstania nowego szczepu wirusa grypy. Zjawisko
skoku antygenowego ma miejsce w przypadku jednoczesnej infekcji komorki dwoma
szczepami grypy pochodzacymi od réznych gospodarzy (szczepy infekujace ludzi, $winie Iub
ptaki).



segmentami VRNA z zachowaniem miejsc oddziatywan vRNA-VRNA pochodzacych
Z macierzystego szczepu wirusa. Tym samym, badania potwierdzily, ze nowe warianty
wirusa grypy sa w staniec dopasowa¢ nowa sie¢ interakcji VRNA-VRNA z
zachowaniem czg¢$ci oddziatywan 1 ma to duze znaczenie dla zjawiska skoku

antygenowego oraz dryftu antygenowego (Ryc. 11A, B)*®,

1.5.2. Konserwatywne motywy strukturalne RNA(+) wirusa grypy typu A

Wigkszo$¢ poznanych dotychczas motywow strukturalnych RNA(+) wirusa grypy
dotyczy badan in vitro oraz predykcji bioinformatycznych przeprowadzone przez
Moss et al. badanie globalnego faldowania si¢ struktury drugorzedowej VRNA oraz
cRNA wykazaty, ze VRNA wykazuje mniejszy stopien ustruktyryzowania®?’. Ponadto,
autorzy pracy wykazali, ze czasteczki RNA(+) wykazuja wyzszy stopien
konserwatywnos$ci strukturalnej niz RNA(-). Co istotne, spos$rod wszystkich
segmentow, 8RNA(+) wykazuje najwyzszy stopien konserwatywnosci strukturalnej,
a w obrebie samej czasteczki 8RNA(+) najwyzsza konserwatywno$cia wykazywaty
si¢ motywy strukturalne w rejonach: 21-180 nt, 181-300 nt oraz 371-690 nt. Warto
wspomnie¢, ze przewidziany w badaniach motyw mRNAS w rejonie 1051-1171 nt
zostal niedtugo pozniej potwierdzony eksperymentalnie przez nasza grupe'?*. Badania
inhibicji celowanej na spinki wystepujace w obrebie tego motywu, przeprowadzone
na szczepie A/California/04/2009 w linii komorkowe; MDCK, wykazaty obnizenie

122

miana wirusa~-“. Wynik ten wskazuje na istotno$¢ tego motywu w przypadku

szczepow [AV.

Predykcja bioinformatyczna struktur segmentow cRNA1, cRNAS, cRNA7 oraz
cRNAS wskazalo, ze struktury te w ujeciu globalnym rdznig si¢ pomi¢dzy szczepami
grypy tzw. ,,ludzkiej”, ,,$winskiej” oraz ,,ptasiej”*?®. Nalezy nadmieni¢, ze temperatura
otoczenia wplywa na faldowanie czasteczki RNA. Autorzy wskazuja, ze réznorodnos¢
tych struktur w ujeciu globalnym moze wynika¢ wilasnie z przystosowania do
infekowanego organizmu, min. innej temperatury panujacej w obrebie infekowanej

tkanki w przypadku np. ptakéw i ludzi.

Gultyaev et al., przeprowadzit analiz¢ poréwnawczg struktur in silico réznych
szczepOw wirusa grypy, w wyniku ktérej okreslone zostaly konserwatywne motywy

strukturalne segmentu 5 MRNAY6, Autorzy pracy wykazali wysoka zachowawczo$¢
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strukturalna motywu w rejonie niekodujacym 5°-UTR (16-39 nt) oraz 5 motywow w
rejonie kodujacym czasteczki mRNAS: 89-105 nt, 577-593 nt, 922-938 nt oraz 1476-
1530 nt Ryc. 12 oznaczono motywy przewidziane w rejonach 3’ 1 5’
zidentyfikowanym jako sygnaty pakowania'?*. Struktura globalna czasteczki mRNAS
in vitro szczepu A/Vietnam/1203/2004 zostata zaproponowana przez nasza grupe'?L.
Badania w oparciu o dane eksperymentalne uzupelnione w analizg¢ sekwencyjno-
strukturalng wytonity motywy konserwatywne dla wielu szczepéw IAV. Co istotne, w
naszej strukturze zostaty potwierdzone dwa motywy w regionach 16-39 nt oraz 577-
593 nt (Ryc. 12).

uu
c A
mRNAS u u
AxU

GxU

G+C

AxU

AxU

. cHe
A/PuertoRico/8/1934 K%,

A
&t

Ik
* AN
C CusxA
AC GU AU
* CxG
UxA s u A AT
GG ACA G G GU G*C
AU G_ A Gx*C G A U#A
C+G G*g AxU G*C U«G
U*A UxG, Cx AxU UxA
A0 A G G*C G
AUxA G#C ¢ A GxU *G
AxU U*A CxG GxC UxA
G*C C*xG G

* Gx*U A*U U=
16 39 89 105 577 593 922 9381476 1530

5'-UTR Region kodujacy
*sygnat pakowania

Ryc. 12 Konserwatywne motywy strukturalne mRNAS5 wytypowane na podstawie analizy
sekwencyjno-strukturalnej wielu szczepéw IAV. Sekwencja szczepu A/PuertoRico/8/1934.

Przewidywania in silico, w oparciu 0 dane termodynamiczne oraz dostepne w
bazie danych sekwencje 1AV, pozwolity na identyfikacje potencjalnie
konserwatywnych motywéw strukturalnych mRNA segmentoéw 7 i 82°. Zgodnie z
przewidywaniami, konserwatywne motywy mRNA zlokalizowane sa blisko lub w
obrebie miejsc splicingowych w obrebie tych segmentow. Znaczenie tych motywow
strukturalnych w cyklu replikacyjnym wirusa potwierdzono poprzez indukowang
mutacje sekwencji mRNA majaca na celu zaburzenie powstawania tych struktur'?,
Tym samym potwierdzono duze znaczenie przewidywan bioinformatycznych w

identyfikacji potencjalnie funkcjonalnych motywow strukturalnych.
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Niedawno opublikowana praca dotyczaca struktur mRNA wirusa grypy rzucita
nowe $wiatto na fatdowanie si¢ tych struktur w warunkach in vivo'?®. Autorzy pracy
doszli do wniosku, ze struktury mRNA w warunkach komorkowych sga mniej
ustrukturyzowane niz w warunkach in vitro. Badania wskazaly, ze struktura
wirusowego mRNA wykazuje zachowawczo$¢ lokalnych motywoéw strukturalnych
przewidzianych dla struktur in vitro. Najwieksza zachowawczo$¢ w parowaniu zasad
pomiedzy strukturami in vitro oraz in vivo zaobserwowano dla segmentow 7 i 8
mRNA. Co ciekawe, autorzy pracy wykazali istnieje struktur typu pseudowegzet w
strukturach in vitro segmentow 1,2,3,4,5 oaz 8, jednakze ich obecno$¢ w strukturze in

Vivo nie zostala przez nich potwierdzona'?®,

1.6. Metody badan struktury drugorzedowej RNA

Metody badan struktur drugorzgdowych RNA opieraja si¢ w glownej mierze na
metodach eksperymentalnych i uzupetniajacych je predykcjach bioinformatycznych.
Istnieje kilka rodzajow metod stuzacych do eksperymentalnego okreslania struktur
drugorzgdowych RNA. Mozemy wyrdzni¢ metody fizyczne (Cryo-EM, NMR),
enzymatyczne (mapowanie enzymami np.: T1, S1, V1 lub RNazg H w obecnosci
DNA) oraz chemiczne!?’1%, Idealne podejscie eksperymentalne powinno tgczy¢ te
metody w dazeniu do okreslenia najbardziej prawdopodobnej struktury
drugorz¢dowej. Niestety, podejscie to jest zarezerwowane dla struktur w uktadzie in
vitro, dosy¢ czesto rowniez z ograniczeniem dtugosci RNA. W przypadku okreslania
struktury  drugorzegdowej RNA w  warunkach biologicznych  podejscia
eksperymentalne sa ograniczone ze wzgledu na zlozono§¢ danego uktadu.
Wystepujace licznie interakcje RNA z czgsteczkami biologicznymi obecnymi w
warunkach in vivo, badz in cellulo wymagaja metod spetniajacych dodatkowe kryteria
np.: przenikalno$¢ przez blony komoérkowe czy stosunkowo krotkiego czasu reakcji.
W zwiazku z tym, ze w niniejsze]j pracy skupiono si¢ na okresleniu struktur RNA w
warunkach biologicznych, ponizszy opis ograniczony zostat do metod chemicznego

mapowania struktur.

1.6.1. Metody badan struktury RNA z zastosowaniem odczynnikow mapujgcych

Podstawowa metoda okreslania struktury drugorzedowej RNA jest zastosowanie

odczynnikow mapujacych, ktore maja zdolnos¢ do reagowania z wolng grupg 2’-OH
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rybozy dowolnego nukleotydu w rejonach jednoniciowych i/lub labilnych
strukturalnie (odczynniki z grupy SHAPE, ang. Selective 2’-hydroxyl acylation
analyzed by primer extension)!l. Drugim rodzajem odczynnikéw chemicznych jest
grupa bezposrednio oddzialujaca z zasada azotowag okreslonych nukleotydéow w
miejscach jednoniciowego RNA. Wsrod specyficznie oddziatujacych odczynnikéw
wyroznia si¢: DMS (N1-adenozyna, N3-cytydyna), DEPC (N7-adenozyna), CMCT
(N3-uracyl, N1-guanozyna) czy ketoksal (N1 oraz N2-gunanozyna)'®2*3, Obecnie
znane s3 dwie metody umozliwiajace odczyt mapowania chemicznego z
zastosowaniem reakcji odwrotnej transkrypcji — metoda odczytu stopéw odwrotnej
transkryptazy (ang. RT-stop count) oraz metoda odczytu profilu mutacji (ang. MaP,
mutational profile). Obydwie z nich bazuja na niezdolnosci do rozpoznania
zmodyfikowanego nukleotydu przez enzym RT, jednakze zarowno reakcja RT jak i

Sposob odczytu mapowania rozni si¢ w zalezno$ci od wybranej metody.

1.6.2 Metody badan struktury RNA z zastosowaniem odczynnikow mapujgcych i

elektroforezy kapilarnej

W przypadku pierwszej metody, enzym odwrotna transkryptaza zatrzymuje
wydtuzanie nici cDNA na matrycy RNA na jeden nukleotyd przed zmodyfikowanym
nukleotydem. Nastepnie, okreslana jest reaktywno$¢ poszczegdlnych nukleotydow na
podstawie wyliczen zatrzyman enzymu RT w czasie reakcji odwrotnej transkrypcji i
normalizacja zatrzyman poprzez odcigcie tta wynikajgcego z naturalnie powstajacych
zatrzyman, najczesciej w miejscach tworzacych trwale termodynamicznie struktury.
W wyniku reakcji powstaje wiele fragmentow cDNA, ktorych konce kumuluja sie na
1 nt przed modyfikacja. Nastepnie, odczyt zatrzyman RT mozliwy jest z
zastosowaniem rozdziatu fragmentow przy uzyciu elektroforezy kapilarnej (Ryc. 13).
Elektroforeza kapilarna obu reakcji, zarowno, zmodyfikowanej chemicznie, jak i jej
kontrola, przeprowadzana jest w jednej kapilarze. W celu rozroznienia
poszczegbdlnych probek do reakcji odwrotnej transkrypcji stosuje si¢ znakowane
fluorescencyjnie startery. Prawidtowa identyfikacja mapowan i odpowiednie
dopasowanie do sekwencji RNA, mozliwe jest dzigki zastosowaniu drabinek
sekwencyjnych (drabinki dideoksy) (Ryc. 13 A,B). Drabinki sekwencyjne sa
produktami reakcji sekwencjonowania DNA typu Sanger na matrycy DNA do
transkrypcji RNA in vitro badanej czgsteczki. Do reakcji stosuje si¢ wybrane
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dideoksynukleotydy (dd) np. kombinacja ddG i ddA oraz startery znakowane
fluorescencyjnie. Wyniki rozdziatow sg nastgpnie analizowane za pomocg programu,

np. ShapeFinder!3* albo QuShape'®.

Modyfikacja RNA odczynnikami chemicznymi w rejonach K7 B / \ \ \

pojedynczoniciowych i/lub labilnych / il i \ /| \ Reagent (+)
T T * DMS '/ TEJTW‘N/T \ “/T\ A T\‘%V‘?\,\/T\ ﬁ\ /T\ﬂ'f\ T o

5'sSRNA | | | F'ssRNA i\L \ Mi & LL ; ll l f AH H’ i Reagent (-)

f
l Odwrotna transkrypcja S -
Reakcja o 5'JOE .
- = —FAM A A Drabinka ddC
Drabinka ddC  mem 5'ROX > CONA
Drabinka ddG e 5'TAMRA Drabinka ddG

l Wysokorozdzielcza elektroforeza

kapilarna ACGA GC AAG C CGA CCG AGCGCA CG GCACG

Ryc. 13 Schemat analizy odczytu mapowan chemicznych metoda bazujgca na zatrzymaniach
odwrotnej transkrypcji, sprzgzong z elektroforeza kapilarng. A. Modyfikowany RNA jest
poddany reakcji RT z zastosowaniem starter6w znakowanych fluorescencyjnie. Dla kazdej
probki (reakcja, kontrola, drabinki dideoksynukleotydowe) stosowany jest inny fluorofor.
Rozdzial kapilarny zachodzi w pojedynczej kapilarze. B. Dzigki zastosowaniu roéznych
znacznikow fluorescencyjnych mozliwe jest rozroéznienie poszczegolnych probek i ich analiza
w programie ShapeFinder.

1.6.3. Metody odczytu mapowania RNA oparte o zatrzymania odwrotnej

transkryptazy z zastosowaniem sekwencjonowania nowej generacji

Sekwencjonowanie Nowej Generacji (NGS)

Sekwencjonowanie Nowej Generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS),
nazywane roéwniez sekwencjonowaniem wysokoprzepustowym, jest technologia
umozliwiajacg rownoczesne sekwencjonowanie zroznicowanego zbioru fragmentow
DNA z uzyciem minimalnej ilo$ci materiatu'®®. Tym samym jest rewolucyjng
technologia umozliwiajaca sekwencjonowanie od pojedynczych czasteczek do calych
genomow w stosunkowo krotkim czasie. Wraz z rozwojem technologii, opracowane
zostaly metody okreslania struktury drugorzgdowej RNA  sprz¢zone Z
sekwencjonowaniem NGS!7-143. Opracowane metody bazujg na sekwencjonowaniu z
wykorzystaniem platformy Illlumina, chociaz pojawiajg si¢ rowniez doniesienia o
zastosowaniu technologii Nanopore!*+14, W niniejszej pracy wykorzystano metode
sekwencjonowania NGS na platformie Illumina NextSeq550, dlatego tez ponizszy

opis dotyczy tej technologii.
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Etapem poprzedzajacym sekwencjonowanie NGS jest generacja klastrow. Etap ten
polega na namnozeniu pojedynczych (unikalnych) fragmentéw DNA w formie
homogennych zbioréw (klastrow). Tak wigc kazdy klaster stanowi namnozony zbior
pojedynczej czasteczki DNA. Schemat generowania klastrow zostat przedstawiony na

schemacie Ryc. 14.

Po zakonczeniu etapu generowania klastrow nastgpuje wlasciwy etap
sekwencjonowania. Sekwencjonowanie Illumina jest typem sekwencjonowania
poprzez syntez¢ (ang. Sequencing by synthesis, SBS). W kazdym cyklu
sekwencjonowania dochodzi do generowania komplementarnej nici DNA poprzez
przytaczenie znakowanego fluorescencyjnie dNTP (Ryc. 15). Kazdy z ANTP posiada
inny znacznik fluorescencyjny. Po jego przytaczeniu dochodzi do emisji fluorescencji
I jej odczytu. Kazdy cykl sekwencjonowania obejmuje przylaczenie jednego
nukleotydu. Tak wigc dtugo$¢ sekwencjonowania zalezy od ilosci cykli, np. 150 cykli
oznacza sekwencjonowanie o dtugosci 150 nt. W przypadku systemu [llumina mozna
wykona¢ sekwencjonowanie jednego konca czasteczki (ang. Single-end Sequencing
Ryc. 15) lub sekwencjonowanie obu koncow czasteczki (ang. Paired-end Sequencing,
Ryc. 16).
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Generacja klastrow
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Ryc. 14 Schemat przedstawiajacy etap generacji klastrow. Generacja klastrow jest etapem
poprzedzajacym sekwencjonowanie Illumina. W przypadku systemu NextSeq550 zardwno generacja
klastrow jak i sekwencjonowanie zachodzi w tym samym urzadzeniu. A. Po przylaczeniu nici
matrycowej do adapterow P5 na plytce do sekwencjonowania nastepuje synteza nici
komplementarnej. Po syntezie nowej nici przeprowadzana jest denaturacja i odmycie nici
matrycowej. B. Na ptytce pozostaja tylko komplementarne nici. C. Powstanie mostkow (ang.
Bridges) poprzez wygigcie nici ssDNA i potaczenie jej drugiego konca z drugim adapterem na ptytce
(P7). D. Po utworzeniu mostkow nastepuje cykl amplifikacji mostkowej (ang. Bridge Amplfication).
Cykl ten obejmuje: synteze komplementarnej nici DNA, denaturacj¢ nici i powstanie nowego mostka.
Cykl amplifikacji mostkowej zachodzi wielokrotnie, w wyniku czego powstaja klastry. Kazdy klaster
stanowi homogenny zbior namnozonej, unikalnej czgsteczki DNA. E. Po zakonczeniu ostatniego
cyklu generowania klastrow dochodzi do denaturacji i odlaczenia nici reverse od oligomeru
zwigzanego na plytce. F. Na plytce pozostajg tylko nici forward. Wolne oligomery adapterowe
zostajg zablokowane. Schemat przygotowano na podstawie animacji firmy Illumina (dostepna pod
adresem: www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8).
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Sekwencjonowanie typu single-end

Sekwencjonowanie nici forward

Legenda
EY -
PS (RAISP) (Rd2SP) P
[ | | [ —
' Znakowany dNTP w
o © Odczyt fluorescencji
T A
(T_; 3» 7& > k3 w RDISP - starter do sekwencjonowania
© X ¢ (ang. First-read sequencing primer)
G Polimeraza

A c G T

Kazdy nukleotyd (dANTP)
znakowany jest unikalnym fluoroforem

Ryc. 15 Synteza nici komplementarnej z zastosowaniem znakowanych dNTP. Podczas
sekwencjonowania dochodzi do syntezy komplementarnej nici DNA z zastosowaniem znakowanych
fluorescencyjnie ANTP. W kazdym cyklu przytaczany jest jeden nukleotyd. Po przytaczeniu nowego
nukleotydu dochodzi do emisji fluorescencji, a nastepnie jej odczyt. Sekwencjonowanie typu single-
end ogranicza si¢ do sekwencjonowania jednego konca czasteczki DNA. W czasie

sekwencjonowania 3' koniec adaptera P5 (kolor granatowy) jest zablokowany. Schemat
przygotowano na podstawie animacji firmy llumina

Sekwencjonowanie typu paired-end

A. Koniec odczytu B. Amplifikacja nici C. Odmyecie nici D. Sekwencjonowanie
pierwszej nici komplementarnej forward nici reverse
(ni¢ forward) (ni¢ reverse)
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(ang. Second-read sequencing primer)

Ryc. 16 A. Koniec odczytu pierwszej nici (ni¢ forward). Po zakonczeniu cyklu sekwencjonowania
pierwszej nici dochodzi do denaturacji i odmycia wydtuzonej nici B. Amplifikacja nici komplementarnej
(ni¢ reverse). Po odblokowaniu 3' konca adaptera PS5 (kolor granatowy), nastepuje cykl amplifikacji
mostkowej w celu stworzenia komplementarnej nici, ktéra bedzie nicia matrycowg do
sekwencjonowania drugiego konca. C. Odmycie nici forward. Po zakonczeniu amplifikacji nastepuje
denaturacja nici forward i zablokowanie adaptera P7 (kolor zielony). D. Sekwencjonowanie nici reverse.
Nastepuje sekwencjonowanie drugiej nici (reverse). Sekwencjonowanie zachodzi tak samo jak w
przypadku nici forward. W schemacie nie uwzglgdniono etapu odczytu sekwencji indeksujacej. Schemat
przygotowano na podstawie animacji firmy Illumina



Metody odczytu mapowan chemicznych z zastosowaniem zatrzyman odwrotnej

transkryptazy

Jedng z pierwszych metod odczytu zatrzyman RT w warunkach biologicznych
sprzezonych z NGS jest metoda Structure-seq™°. Pierwszym etapem eksperymentu
jest mapowanie RNA w linii komoérkowej z zastosowaniem odczynnika chemicznego,
a nastgpnie izolacja calkowitego RNA. Nastepnie przeprowadzana jest reakcja
odwrotnej transkrypcji ze starterem typu losowy heksamer, ktory na 5° koncu posiada
znang sekwencje adapterowa. Kolejnym etapem jest dotgczenie adaptera na 3’ koncu
czasteczki. W tym celu przeprowadza si¢ reakcje ligacji z zastosowaniem enzymu
CircLigase. Dzigki dotaczeniu znanych sekwencji na obu koncach czasteczki, mozliwe
jest przeprowadzenie reakcji PCR z zastosowaniem starterow komplementarnych do
sekwencji adapterowych posiadajacych dodatkowo sekwencje starterow (wraz z
indeksami) potrzebnymi do sekwencjonowania na platformie Illumina. Poszczegolne
reakcje, za wyjatkiem reakcji RT, Sa oczyszczane z zastosowaniem elektroforezy: w
przypadku ligacji jest to denaturujacy zel poliakrylamidowy (PAGE), natomiast
reakcja PCR jest oczyszczana za pomocg elektroforezy na zelu agarozowym. Etapy
0Czyszczania maja na celu pozbycie si¢ niezwigzanych w reakcji starterow, substratu
ligacji, produktow posrednich typu primer-dimer, a takze selekcje fragmentow o
okreslonej dlugosci. Konstrukcja biblioteki do sekwencjonowania metoda Structure-
seq okazatla si¢ by¢ bardzo czasochlonna i charakteryzowata si¢ niska wydajnoscia
wynikajaca, migdzy innymi, z niedopracowanej metody ligacji oraz niewydajnej elucji

z zelow preparatywnych.

Niedtugo potem, autorzy opublikowali ulepszong metode — Structure-seq2, w
ktérej zoptymalizowana zostata reakcja ligacji, dodany zostal dodatkowy etap
oczyszczania z zastosowaniem PAGE po reakcji RT, a koncowy etap oczyszczania
biblioteki za pomoca elektroforezy agarozowej zostal zastgpiony elektroforeza
PAGE®, Ulepszona reakcja ligacji bazuje na zastagpieniu jednoniciowego adaptera,
adapterem strukturalnym typu spinka oraz zmianie enzymu na T4 ligazg¢, co znacznie

poprawito wydajnoéé reakcji'4’

. Autorzy testowali rowniez efektywnos$¢ konstrukcji
biblioteki z zastosowaniem biotynylowanych dCTP. Biotynylowane dCTP sa
dodatkowo dodawane do mieszaniny dNTP wchodzacych w sktad reakcji odwrotne;j
transkrypcji. Dzigki temu czasteczki ¢cDNA mozna oczysci¢ za pomocag kulek
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streptawidynowych, ktére wykorzystuja zjawisko silnego wigzania biotyny ze
streptawidyng. Oczyszczanie na kulkach ma na celu eliminacj¢ czasochtonnego i mato
wydajnego etapu oczyszczania na zelach poliakrylamidowych. Podstawowym
problemem w zastosowaniu obydwoch metod jest ich ograniczenie do transkryptow,
ktore wystepuja w duzej ilosci w mieszaninie totalnego RNA. Problem ten mozna
obej$¢ z zastosowaniem dodatkowego etapu oczyszczania, np. poprzez usunigcie
frakcji rybosomalnego RNA (rRNA) lub zageszczenie frakcji mRNA za pomoca sond
poli-T. Natomiast, w przypadku rzadkich transkryptow wymagane jest zastosowanie

specyficznych starterow do reakcji odwrotnej transkrypcji.

Metoda bazujaca na specyficznych starterach do reakcji RT jest Celowany
Structure-seq (ang. Targeted Structure-seq)'*®. W metodzie tej starter typu losowy
heksamer zostat zastgpiony zestawem specyficznych starterow roéwniez zawierajacych
sekwencj¢ adaptera na 5’ koncu. Oprocz tego, autorzy metody wykorzystali
analogiczng reakcje ligacji strukturalnego adaptera z zastosowaniem enzymu T4
ligazy. Dodatkowo, pojedyncza reakcja PCR z dlugimi starterami zostata podzielona
na 2 etapy: w pierwszym powielana jest sekwencja miedzy adapterami dodanymi na
poczatkowych etapach konstrukcji biblioteki, a nastgpnie przeprowadzana jest
koncowa reakcja PCR z adapterami i1 sekwencjami indekséw potrzebnych do
sekwencjonowania na platformie lllumina. Atutem tej metody jest rowniez zastapienie
czasochtonnych etapoéw oczyszczania na zelach, wydajnym 1 szybkim oczyszczaniem
na kulkach magnetycznych typu SPRI (ang. Solid-Phase Reversible Immobilization).
Metoda celowanego Structure-seq ma zastosowanie w przypadku rzadkich
transkryptow 1 duzych czasteczek. Jednakze, zastosowanie specyficznych starteréw
moze skutkowa¢ niskim pokryciem sekwencjonowania fragmentow pomigdzy

poszczegolnymi starterami.

Metody bazujace na odczycie mapowania oparte o zatrzymania odwrotnej
transkrypcji, sprzgzone z sekwencjonowaniem NGS wymagaja przeprowadzenia
optymalizacji konstrukcji biblioteki na wielu etapach, poczawszy od poszczegdlnych
reakcji, skonczywszy na wydajnym oczyszczaniu produktow. Co wigcej, brak
mozliwo$ci konstrukeji biblioteki za pomoca dostepnych komercyjnie zestawoOw
kompatybilnych z nowoczesnymi platformami do sekwencjonowania moze sprawiac
duzg trudno$¢ w przypadku mniej doswiadczonych laboratoriow. Tym samym ich
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uzycie zostalo mocno ograniczone. W zwigzku z tym, protokoly te zostaly dosy¢

szybko wyparte przez bardziej zoptymalizowane metody bazujace na profilu mutacji.

Metody odczytu mapowania RNA oparte o analize profilu mutacji wprowadzonych

przez odwrotng transkryptaze

Druga metoda umozliwiajacg odczyt mapowan chemicznych RNA jest metoda
bazujgca na profilu mutacji (ang. Mutational Profile, MaP). Metoda MaP wykorzystuje
niezdolno$¢ enzymu RT do prawidtowego odczytu zmodyfikowanego nukleotydu i
bazuje na modyfikacji reakcji RT. Modyfikacja reakcji RT polega na zastosowaniu
buforu reakcyjnego wzbogaconego w jony dwuwarto$ciowe np. Mn?*. Dzieki temu,
podczas odwrotnej transkrypcji enzym nie zatrzymuje si¢ i w nowo powstajacej nici
cDNA, w miejscu komplementarnym do modyfikowanego nukleotydu, wprowadza
mutacj¢. Nastgpnie poréwnanie liczby mutacji pomiedzy proba reakcyjng (mapowang
odczynnikiem chemicznym) a proba kontrolng (nietraktowanga odczynnikiem)
umozliwia obliczenie reaktywnosci poszczegdlnych nukleotydéw. Mozna wyrdznié
dwie metody odczytu informacji strukturalnej RNA opartej o profil mutacji, a ich
nazwy zalezne s3 od uzytego odczynnika modyfikujacego — SHAPE-MaP oraz DMS-
MaPseq40143149 " Glownym atutem metod MaP jest ich szerokie zastosowanie do
zarowno krotkich jak 1 dtugich transkryptéw o roéznej ilosci wystegpowania w komorce.
Co wigcej, wyeliminowana jest potrzeba przeprowadzania reakcji ligacji, poniewaz w
czasie reakcji RT powstajg cDNA o pelnej dtugosci 0 znanej sekwencji. Po drugie,
metoda czesciowo bazuje na komercyjnie dostepnych zestawach, a tym samym nie
wymaga przeprowadzenia czasochlonnej optymalizacji. Ponadto, nie wymaga
stosowania etapow oczyszczania opartych o elektroforezg, ktore moga by¢ zastapione

przez oczyszczanie na kolumnach lub za pomoca kulek magnetycznych typu SPRI.

1.7. Planowanie eksperymentu mapowania struktury RNA w warunkach

biologicznych

Mapowanie struktury RNA w warunkach biologicznych stanowi duze wyzwanie
metodologiczne. Eksperyment wymaga optymalizacji odpowiednich warunkow takich
jak czas, dobdr i stezenie odczynnika chemicznego, zachowanie odpowiedniego pH w
trakcie mapowania chemicznego oraz efektywne zatrzymanie reakcji. Ma to na celu

uzyskanie wiarygodnych wynikow mapowania, a takze zapobiegniecie dalszego
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dziatania odczynnika mapujacego w trakcie izolacji RNA. W czasie mapowania
chemicznego in cellulo wazne jest rowniez to, aby w czasie eksperymentu komorki

nie wykazywaty efektu cytotoksycznego.

Wybdr odczynnika mapujacego podyktowany jest zdolno$cig jego wnikania do
wnetrza komorki przy stosunkowo niskiej cytotoksycznos$ci, dobrg rozpuszcezalnos$cia
nawet w wysokich st¢zeniach, stosunkowo krotkim czasem dziatania (czas pottrwania)
oraz mozliwoscig zatrzymania reakcji mapowania. Wsrdd odczynnikow, ktore majg
zdolnos¢ do przenikania przez btony komérkowe wyrdznia si¢ zarowno odczynniki z
grupy SHAPE jak i DMS. W ciagu ostatnich lat pojawito si¢ wiele publikacji
eksperymentalnych, w ktorych dyskutowano efektywno$¢ poszczegolnych
odczynnikéw w warunkach in cellulo!40143.148.150-152 Wyniki badan dosy¢ czesto
przedstawialy odmienne spostrzezenia dotyczace efektywnosci dziatania

poszczegodlnych odczynnikow.

Eksperymenty mapowania struktur RNA zaréwno w hodowli komorkowej jak i
bakteryjnej wykazaty efektywne dziatanie odczynnika NAI oraz FAI, z duza przewaga
efektywnosci tego pierwszego®®!. Autorzy pracy jednocze$nie wykluczyli zdolnoéé
mapowania struktur w warunkach komérkowych z zastosowaniem NMIA. Badania
przeprowadzone przez Lee et al. miaty na celu przetestowanie zdolnosci mapowania
RNA komérkowego z zastosowaniem odczynnikéw FAI, NAIL NAI-N3oraz 1IM7%%2,
Autorzy wskazali, ze stopien modyfikacji, wynikajacy ze stosunku reaktywnos$ci
probki traktowanej odczynnikiem do probki traktowanej DMSO, z zastosowaniem
odczynnika 1M7 jest znacznie nizszy niz w przypadku pozostatych odczynnikow z
grupy SHAPE. Autorzy pracy wskazali, ze prawdopodobng przyczyng jest krotki czas
pottrwania (~17 s, 37°C), niska rozpuszczalno$¢ odczynnika w wigkszych stezeniach
(10-krotne zwigkszenie stezenia nie wplyneto na stopien modyfikacji), a takze
przypuszczalnie niewielka zdolno$¢ 1M7 do przenikania przez blony 1 $ciany
komorkowe. Kolejne badania mapowania struktur RNA in cellulo z zastosowaniem
odczynnikow 1M7, 1M6, NMIA, 5NIA oraz NAI wykazaly, ze wszystkie te
odczynniki spetniajg kryteria zdolnoéci mapowania RNA w komoérkach'®. Autorzy
wskazali jednak, ze kazdy z tych odczynnikoéw wymaga innego podejscia w trakcie
analizy reaktywnos$ci. Niedawno ukazata si¢ rowniez praca, w ktorej z powodzeniem
przeprowadzono mapowanie chemiczne in cellulo z wykorzystaniem odczynnikow
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NMIA, 1M7 oraz NAI*®3, Biorgc pod uwage powyzsze, wybor odczynnika 1M7 oraz
NMIA wydaje si¢ by¢ mocno dyskusyjny, ze wzgledu na odmienne wnioski
przedstawione w niezaleznych badaniach. W Tabeli 2 znajduje si¢ podsumowanie

poszczegdlnych odczynnikow.

Tabela 2 Podsumowanie informacji dotyczacych poszczegoélnych odczynnikéw mapujacych
oraz ich potencjalne zastosowanie w badaniach in vitro oraz in cellulo.

Czas pottrwania

Nazwa/petna nazwa (W 37°C), pH=8 Uwagi
M7 Niezalezne badania mapowania struktur RNA wykazaty
(1-Methyl-7-nitroisatoic ~17s zréznicowany poglad odno$nie mozliwos$ci uzycia tego
anhydride) odczynnika w warunkach in vivg 143.150-152
1M6
(1-Methyl-6-nitroisatoic ~31s Nie zaleca si¢ stosowania w warunkach in vivo!®
anhydride)
Szybki czas dziatania; Nie wymaga dodatkowego etapu
S5NIA ~100's zatrzymywania reakcji. Wykazuje nadreaktywno$¢ w
(5-nitroisatoic anhydride) przypadku adenozyny i wymaga dodatkowej
normalizacji danych!®®
NAI
(2-Methylnicotinic acid
imidazolide) ~33 min Skuteczny do mapowania struktur in cellulo, ale wymaga

NAI-N3 dodatkowego etapu zatrzymania reakcji43152
(2-methylnicotinic acid
imidazolide-azide)

NMIA ~260 s Zréznicowany — poglad  dotyczacy  efektywnosci
(N-methylisatoic anhydride) odczynnika w warunkach in cellulg?5015%:153,
FAI S . e .
(2-methyl-3-furoic acid ~73 min Wykazuje nizszy poziom reaktywnosci in cellulo niz
- o 150,152
imidazolide) NAI
DMS Mapuje przy A i C; Wymaga dodatkowego etapu

~30 min zatrzymania reakcjit*®1%®,  Skuteczny w mapowaniu

(Dimethyl sulfide) chemicznym in cellulo°.

1.8. Strategie przeciwwirusowe

Najpopularniejszg strategig antywirusowg jest stosowanie profilaktyki w postaci
szczepien. Co roku opracowywana jest szczepionka, na ktorg skladajg sie 4
wyselekcjonowane szczepy wirusow: dwa szczepy wirusa typu A (podtyp HIN1 oraz
H3N2) oraz dwa szczepy wirusa typu B. Selekcja szczepow wykonywana jest na
podstawie predykcji najwyzszego prawdopodobienstwa wystepowania w danym
sezonie grypowym %1% Co istotne, produkcja szczepionki przeciwwirusowej jest

czaso- i pracochtonnym procesem?®.

Z tego powodu sklad szczepionki jest
opracowywany na kilka miesigcy przed wystapieniem sezonu grypowego. Tak wiec,
moze si¢ zdarzy¢, ze opracowana szczepionka moze by¢ nieefektywna. Taka sytuacja
miata miejsce w 2009 roku kiedy $wiatem zawladneta pandemia wirusa grypy typu A
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1 do$¢ szybko dotkne¢ta ponad 88 milionéw ludzi*’. Rozwiagzaniem moze by¢ preznie
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rozwijajaca si¢ nanotechnologia, ktéra umozliwila opracowanie szczepionki mRNA,
a badania dotyczace tej strategii zostaly przez nas zreferowane w pracy

przegladowej*®8.

Druga strategia antywirusowg stosowang w przypadku grypy sa leki
przeciwwirusowe pelnigce funkcje inhibitorow biatek wirusowych. Jednym z
pierwszych zatwierdzonych do uzytku lekow byly inhibitory kanatu jonowego M2 —
amantadyna oraz rymantadyna, chociaz ich stosowanie charakteryzuje si¢ czestym
wywolywaniem skutkéw ubocznych!®®. Problemem staly si¢ rowniez pojawiajace sig
szczepy oporne na dziatanie tych %9182 Kolejnym typem lekéw sa inhibitory
neuraminidazy — oseltamiwir, zanamiwir, peramiwir i laninamiwir'®2-64 Nijestety,
rowniez i w tym przypadku zaobserwowano szczepy oporne na dziatanie lekow z tej
165-188  Obecnie poktadana jest nadzieja w nowej klasie inhibitorow wirusowej
polimerazy RNA do ktérej zaliczany jest baloksawir marboksyl'**17°, Badania
wskazaty rowniez ich skuteczno$¢ w stosowaniu w przypadku szczepoéw opornych na

leki z grupy inhibitoréw neuraminidazy’*.

1.8.1. Zalezne od struktury drugorzedowej RNA metody inhibicji nakierowane na

wirusowe RNA

Jak juz wspomniano wcze$niej, w obrebie drugorzedowej czasteczek VRNA jak i
MRNA oraz cRNA znajduja si¢ konserwatywne motywy strukturalne, ktore sa
niezbedne do prawidtowego powstawania wirulentnej czasteczki potomnej wirusa.
Badania mutacyjne potwierdzity wptyw zmian konformacji czasteczki na ostabienie
wirulencji, tym samym wskazaly na potencjalne zastosowanie metod inhibicji wirusa
nakierowanych na konserwatywne motywy RNA!%. Idealnym rozwigzaniem, ktore
umozliwiloby omini¢cie oporno$ci wirusOw na leki, jest zaprojektowanie
uniwersalnych inhibitorow nakierowanych wtasnie na konserwatywne motywy RNA.
Chociaz na dzien dzisiejszy nie zarejestrowano zadnego leku przeciwko wirusowi
grypy opartego o technologi¢ RNA, to opracowane metody mogg by¢ w przysztosci
wykorzystane w leczeniu lekoopornych szczepoéw wirusa. Ponizej zostang pokrotce
omoéwione metody inhibicji RNA o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym w
leczeniu zakazen wirusem grypy. Inhibicja namnazania wirusa grypy typu A w oparciu

o struktur¢ RNA sg od wielu lat obiektem badan prowadzonych w naszym zaktadzie.
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Metoda inhibicji namnazania wirusa grypy z wykorzystaniem SIRNA i
antysensowych oligonukleotydow (4S0)

Metoda inhibicji oparta o krotkie interferujgce RNA (ang. small interfering RNA,
SsiRNA) wykorzystuje naturalnie wystepujace zjawisko wyciszania genow -
interferencji RNA (ang. RNA interference, RNAIi)!">1"3  Technologia ta jest
uniwersalna dla wszystkich typow wirusow, zarowno DNA jak i RNA, dlatego tez
znalazta zastosowanie w przypadku wirusa grypy’®. Przeprowadzone w naszym
zakladzie badania wplywu siRNA na namnazanie wirusa Szczepu
A/California/04/2009 wykazaty skutecznoéé inhibicji na poziomie 85%*7°. Najwyzsza
efektywno$¢ zaobserwowano dla czasteczek siRNA nacelowanych na rejony
konserwatywne czasteczki (+)RNAS5. Z kolei inne badania wyciszania ekspresji
gen6w biatek M1, M2, NS1 oraz NEP z uzyciem siRNA wykazaty rowniez addycyjny
efekt inhibicji namnazania wirusa przy rownoczesnym stosowaniu siRNA
nacelowanych na wiecej niz jedna czasteczke wirusowego mRNA®.  Nalezy
wspomnie¢, ze metoda inhibicji oparta na technologii SiIRNA jest podatna na efekt tzw.
off-target, ktory polega na niespecyficznym wyciszaniu gendw w komorce
gospodarza. Dlatego réwniez wazny jest rozwoj metod projektowania czgsteczek

siRNA minimalizujacy ryzyko wystapienia efektu off-target 1’7,

Druga metoda inhibicji namnazania wirusa grypy nacelowang na strukturg
drugorzgdowa RNA sg antysensowe oligonukleotydy (ang. Antisense
oligonucleotides, ASO). Sg to krétkie pojedynczoniciowe oligonukleotydy, ktore tacza
si¢ komplementarnie z docelowg sekwencja RNA. W przypadku wirusow RNA,
efektywnos¢ ASO objawia si¢ w zahamowaniu namnazania wirusa w komorce
gospodarza. Podczas projektowania potencjalnie efektywnych ASO nalezy wzig¢ pod
uwage strukturg¢ RNA, w celu okreslenia dostepnosci danego fragmentu RNA, tym
samym mozliwoéci przytaczenia danego ASO w tym miejscu. Badania
przeprowadzone w naszym zakladzie wykazaly skuteczno$¢ tak zaprojektowanych
ASO w inhibicji namnazania wirusa %2122, Wykazano inhibicje namnazania wirusa
grypy na poziomie 80-96,2% (dla 5 z 12 zaprojektowanych czasteczek) z
zastosowaniem ASO nakierowanych na segment 8 VRNA°. Kolejne badania inhibicji
wirusa z ASO nakierowanymi na vVRNAS wykazaty zahamowanie namnazania wirusa

0 88%"2. Co istotne, ten poziom inhibicji uzyskano celujac na jednoniciowy rejon 887-
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889 nt, ktory jest obecny w czasteczce VRNAS szczepow - A/Vietnam/1203/2004 jak
i A/California/04/20092. Rownie wysoka efektywno$é uzyskano celujac w czasteczke
mRNA 5 segmentu, co wskazuje na to, ze zar6wno vRNA jak i mRNA stanowig dobry

target dla strategii antysensowej z zastosowaniem ASO?,

Stosowanie potencjalnych terapeutykow w postaci niemodyfikowanych ASO jest
obarczone ryzykiem ich szybkiej degradacji w srodowisku biologicznym. W tym celu
stosuje sie modyfikacje, ktore znacznie wptywaja na ich stabilno$¢, miedzy innymi 2’-
O-metylowane nukleotydy oraz modyfikacja LNA (ang. Locked Nucleic Acid)
znacznie wptywaja na stabilizacj¢ ASO w $rodowisku biologicznym, chronigc przed
dzialaniem nukleaz, a takze stabilizuja wigzanie ASO do docelowej czasteczki
RNA!8, Nasze badania potwierdzily wzmocnienie dziatania ASO poprzez
zastosowanie modyfikowanych nukleotydéw typu LNA@% Podobnie jak w
przypadku siRNA, rowniez ASO sg podatne na wywotywanie efektu niespecyficznej
inhibicji. Wykazano jednak, Ze stosowanie modyfikacji LNA wplywa na zmniejszenie

zjawiska off-target®’®.

Metoda inhibicji namnazania wirusa Qrypy z zastosowaniem technologii
CRISPR/Cas

Technologia CRISPR/Cas (ang. Clustered regularly interspaced short palindromic
repeat, CRISPR) jest uznawana za przetlomowa na polu inzynierii genetycznej i na

chwile obecna opisano liczne ortologi biatka Cas'®

Poczatkowo uwazano, ze
jedynym zastosowaniem technologii jest manipulacja DNA. Z czasem odkryto
ortologi biatka Cas regulowane przez krotkie czasteczki crRNA (ang. CRISPR RNA)
umozliwiajace bezposrednig ingerencje w czasteczke RNA z zastosowaniem
kierujacej czasteczki crRNAL Grupe bialek celujacych w RNA opisuje sie jako
system CRISPR/Cas typu IV klasy 2, a w obrebie tej grupy dzieli si¢ je dodatkowo ze
wzgledu na mechanizm dzialania. Do tej grupy zaliczane sg biatka Cas13, ktére maja
duzy potencjat do wykorzystania w terapii przeciwko wirusom 82185 Technologia
CRISPR/Cas posiada pewne ograniczenia, ktore przektadajg si¢ na efektywnos¢
dziatania w warunkach biologicznych. Migdzy innymi, badania aktywnosci ortologu

biatka Cas13 wskazaty, ze na efektywno$¢ dziatania tego biatka bezposredni wplyw

ma struktura drugorzedowa RNA 2 Wynika to z faktu, ze w warunkach
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biologicznych czasteczka targetowego RNA wchodzi w wiele interakcji typu RNA-
RNA czy RNA-biatko, wigc nie zawsze jest dostepna dla crRNA.

Bezposrednie cigcie nici RNA, zarowno mRNA jak i cRNA, z zastosowaniem
ortologu PspCas13b (ortolog biatka pochodzacy od bakterii Prevotella sp. P5-125,
PsPCasl3b)wykazato inhibicje namnazania wirusa grypy W rejonach
konserwatywnych sekwencji RNA®. Tym samym udowodniono, ze biatko to
wykazuje aktywno$¢ zaréwno na terenie jadra (cRNA) jak 1 cytoplazmy (mRNA).
Autorzy badan rowniez doszli do konkluzji, ze zaprojektowanie efektywnych crRNA
wymaga poznania struktury drugorzgdowej RNA. Zastosowanie innego ortologu

biatka Cas13d wykazato efektywng inhibicje wirusa grypy®

. Autorzy badan skupili
si¢ na zaprojektowaniu czasteczek crRNA nacelowanych na konserwatywne
sekwencje 1AV. Wykazali 72% inhibicji w przypadku kierowanej inhibicji

zaprojektowanej na segment 6 VRNA.

Badania inhibicji wirusa grypy z zastosowaniem Cas13a zostaty niedawno po raz
pierwszy przeprowadzone na modelu zwierzecym in vivo'®’. Wyniki badan wskazaty
na efektywne obnizenie ilosci wirusa w zainfekowanej tkance plucnej myszy.
Targetem dla zaprojektowanych czasteczek crRNA byly rejony konserwatywne
wystepujace w segmentach 1 1 2 wirusa grypy. Co istotne, efektywnos$¢ dzialania
systemu byla testowana na zakazonym modelu zwierzecym, a wigc w momencie

pelnego rozwinigcia infekcji.

Podobnie jak ASO i siRNA, réwniez i metoda CRISPR/Cas obarczona jest
pewnym ryzykiem efektu niespecyficznego dziatania. Tak wigc, rownie istotne dla tej
metody jest prowadzenie badan dotyczacych efektu off-target w komorkach ssaczych.
Warto wspomnie¢, ze badanie aktywnosci Casl3a w komorkach ssaczych nie
wykazato niespecyficznego ciecia RNA komérkowego'®. To jednoznacznie wskazuje
na obiecujacy przysztos¢ technologii CRISPR/Cas w leczeniu infekcji wywotanych

wirusami uktadu oddechowego.
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Wyniki i dyskusja

1. Struktura drugorzedowa vRNAS w lizacie komorek MDCK

Interpretacja struktur RNA w warunkach biologicznych stanowi wyzwanie
metodologiczne. Wynika to z faktu, ze struktury RNA w warunkach biologicznych
charakteryzuja si¢ duza labilno$cia, a dana czasteczka RNA moze przyjmowaé wiele
alternatywnych struktur. Struktura RNA w warunkach in vivo moze rézni¢ si¢ od
struktury przewidzianej in vitro, chociaz cze$¢ motywow strukturalnych moze
pozosta¢ zachowana. Badanie czasteczki RNA, zarowno, w warunkach in vitro, jak i
w warunkach $rodowiska aktywnego biologicznie, jest ograniczone. Przewidywanie
struktury w warunkach in vitro nie daje informacji odnosnie jej faldowania w czasie
oddziatywan z biatkami oraz kwasami nukleinowymi. Z kolei badanie struktury RNA
w warunkach in vivo jest narazone na wiele zmiennych losowych, migdzy innymi,
zalezy od momentu cyklu komoérkowego czy czasu wykonania eksperymentu.
Rozwigzaniem tego problemu jest stworzenie warunkow mapowania in-vivo-like

przypominajacych te panujace w komorce!®

. W celu zbadania r6znic migdzy strukturg
In vitro oraz ta otrzymang w warunkach in-vivo-like wybrana zostata dobrze poznana
czasteczka segmentu 8 VRNA szczepu A/California/04/2009 (HIN1). Warunki
przypominajace te panujace w komorce zostaty uzyskane poprzez stworzenie lizatu z
zakazonych wirusem grypy komérek MDCK. Uzyskana struktura czasteczki vVRNAS
zostala nastepnie porownana do struktury vVRNAS uzyskanej w warunkach aktywnych
biologiczne in cellulo oraz w wirionie in virio. Wyniki mapowania struktur in cellulo
oraz in virio zostaly opisane w drugiej czgéci niniejszego rozdziatu. Poréwnanie
uzyskanej struktury w réznych warunkach mapowania miato na celu okreslenie czy

warunki in-vivo-like moga stanowi¢ dobry model do badania RNA w warunkach

biologicznych.

1.1. Otrzymanie matrycy do transkrypcji segmentu 8 VRNA oraz

transkrypcja in vitro

W celu otrzymania produktu DNA do transkrypcji in vitro vVRNAS8 wykonano
reakcje PCR. Matryce do reakcji stanowit plazmid pPoINS (otrzymany od prof. Baek
Kim, Uniwersytet Emory, Atlanta, Georgia, USA). Na Ryc. 18 widoczny jest produkt

reakcji PCR rozdzielony na 1% zelu agarozowym. Widoczny produkt PCR (dtugos¢
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913 pz) sktada si¢ matrycy vVRNAS o dtugosci 890 pz wydtuzonej 0 23 pz sekwencji
promotora dla polimerazy T7 RNA. Doktadny opis reakcji PCR oraz jej profil
temperaturowy zostat zawarty w rozdziale Materialy i metody.

Na otrzymanej matrycy przeprowadzono nastepnie transkrypcje in vitro
zgodnie z protokotem opisanym w rozdziale Materialy i metody. Uzyskany produkt
reakcji transkrypcji rozdzielono na 1% zelu agarozowym (Ryc. 17) Wynik rozdziatu

wskazuje na prawidtowa dtugos¢ RNA bez produktow ubocznych.
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Ryc. 17 Rozdziat elektroforetyczny na 1% zelu Ryc. 18  Rozdziat  elektroforetyczny

agarozowym produktu reakcji PCR matrycy do
transkrypcji in vitro VRNAS8. Jako standard
dtugosci zastosowano Perfect Plus MWQ DNA

transkryptu in vitro VRNAS. Na zel natozono
1 pmol produktu. Jako standard dtugosci
zastosowano RiboRuler High Range RNA

ladder (EurX). Na S$ciezke natozono 300 ng Ladder (ThermoFisher).
oczyszczonego produktu PCR

1.2. Namnozenie wirusa A/California/04/2009 wykorzystywanego do

eksperymentow komorkowych

Propagacj¢ wirusa grypy typu A szczepu A/California/04/2009
przeprowadzono w linii komorkowej MDCK. Na Ryc. 19 przedstawione sg zdjecia
komoérek MDCK wykonane bezposrednio po infekcji (Ryc. 19A) oraz po ok. 48
godzinach po infekcji kiedy zaobserwowano widoczny efekt cytotoksyczny (Ryc.
19B). Efekt cytotoksyczny wskazuje na infekcje komorek. Infekcja komorek zostata
potwierdzona za pomocag testu immunofluorescencji (IFA) wedlug protokotu

opisanego w rozdziale Materialy i metody.
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Ryc. 19 A Zdjecie komorek MDCK bezposrednio po infekeji wirusa i dodaniu medium post-
infekcyjnego. B Zdjgcie komorek po okoto 48 godzinach inkubacji w medium post-
infekcyjnym. Widoczna zmiana zageszczenia oraz ksztattu komorek wskazuje na efekt
cytotoksyczny bedacy wynikiem postepujacej infekcji komoérek. Zdjecia spod mikroskopu
wykonane aparatem Leica DFC450 C.

1.3. Infekcja komorek i przygotowanie lizatow komorkowych

Po 24 godzinach od infekcji, komorki MDCK poddano lizie komérkowej z

zastosowaniem buforu lizujacego™®.

Efekt lizy byl kontrolowany za pomoca
mikroskopu, poprzez obserwacje morfologii komoérek. Na Ryc. 20 przedstawiony jest
przyktadowy obraz efektu lizy komorkowej przed (Ryc. 20A) oraz po inkubacji z
buforem lizujacym (Ryc. 20B) ®. Lize komoérkowa prowadzono do momentu

uzyskania obrazu mikroskopowego §wiadczacego o catkowitej lizie komorek.

Ryc. 20 A Morfologia komérek MDCK-London przed wykonaniem lizy komoérkowej. B
Komorki MDCK-London po 5 minutach inkubacji z zastosowaniem buforu lizujacego. Zdjecia
pochodza z publikacji Shatzkes et al. (Scientific Reports, 2014)
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1.4. Sprawdzenie obecnosci VRNA oraz bialek wirusowych w lizacie

komorkowym

Przed przystgpieniem do wlasciwego eksperymentu mapowania, wykonana
zostala reakcja PCR w czasie rzeczywistym. Umozliwito to potwierdzenie obecnos$ci
RNA wirusowego we frakcji catkowitego RNA. Reakcje real-time PCR
przeprowadzono zgodnie z protokolem opisanym w sekcji Materialy i metody z
zastosowaniem standardow umozliwiajgcych okreslenie bezwzglednej ilosci VRNAS
w badanej probce RNA. Nastepnie przeprowadzona zostala analiza w programie Bio-
Rad CFX Maestro (Materialy i metody). Wyniki reakcji real-time PCR wskazaty na
obecnos$¢ vVRNAS w izolacie catkowitego RNA w zainfekowanych komérkach MDCK
(Ryc. 21).

llos¢ vRNAS8 w lizacie komérek MDCK - wartos¢ Cq

27,28

23,58
20,50
17,74

16,68
15,05

Numer cyklu gPCR (Cq)

9,67

LIZAT1 LIZAT 2 LIZAT3 STANDARD 1 STANDARD 2 STANDARD 3 STANDARD 4 STANDARD 5 STANDARD 6

Ryc. 21 Na wykresie przedstawiona zostata wartos¢ Cq (cykl qPCR), w ktoérym zostat wykryty
segment vRNAS8 w mieszaninie catkowitego RNA w probee. Na wykresie uwzgledniono takze
wartos$ci Cq dla kolejnych rozcienczen standardow ilosciowych vRNAS.

Barwienie bialek obecnych w lizacie komorkowym wskazalo na obecnosé¢
biatek wirusowych (Ryc. 22; $ciezki 1-3) oraz ich brak w probce kontrolnej (Ryc. 22;
sciezka mock). Nastepnie wykonany zostal Western Blot z przeciwciatami
nakierowanymi na biatka wirusowe — anty-NP oraz anty-HA, ktére potwierdzity ich
obecno$¢ w lizacie komorkowym. Jako kontrole zastosowano przeciwciato
nakierowane na aktyne, ktéra byla obecna we wszystkich badanych prébkach —

infekowanych oraz nieinfekowanych wirusem. Barwienie Coomasie Blue, a takze
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eksperymenty Western Blot zostaly wykonane przez dr Pawla Zmore (Materialy i
Metody).

TAV
1 2 3
— mock 1 2 3
55 —
N o — antV-NP
_ Biatko
- l— mock 1 2 3
- = " wirusowe
& &= 4 [ S— 11
mock 1 2 3
40 | ———— [ aNty-aktyna
barwienie
Coomasie

Ryc. 22 Barwienie biatek obecnych w lizacie komoérkowym z zastosowaniem Coomasie Blue
wykazato obecno$¢ biatek wirusowych w lizacie infekowanym wirusem (zaznaczone strzatka).
Ponizej wynik Western Blot, ktory potwierdzit obecnos¢ bialek wirusowych z zastosowaniem
przeciwcial nakierowanych na NP i HA. Jako kontrolg zastosowano przeciwciato nakierowane
na aktyne. Barwienie Coomasie Blue, a takze analiz¢ Western Blot przeprowadzono dla trzech
niezaleznych lizatow wirusowo-komorkowych.

1.5. Mapowanie struktury drugorzedowej VRNA8 w lizacie

komérkowym

Przed przystapieniem do reakcji mapowania chemicznego, zdenaturowany
transkrypt vVRNAS8 dodano do lizatu komoérkowego 1 inkubowano w celu swobodnego
faldowania czasteczki w obecnosci sktadnikow komorkowych i wirusowych. Po
inkubacji wykonano mapowanie chemiczne z zastosowaniem odczynnikow 1M7 oraz
DMS. Po reakcji mapowania, calkowity RNA oczyszczano na kolumnie RNeasy
MinElute (QIAGEN). Nastepnie przeprowadzono reakcje enzymatycznej degradacji
DNA enzymem DNazg I. W celu kontroli jakosci RNA po reakcji mapowania (Ryc.
23A), a takze po reakcji z DNaza I (Ryc. 23B), wykonano ponowny rozdzial
elektroforetyczny. Widoczne na zelu wyrazne prazki rRNA komorkowego swiadczg o
dobrej jakosci RNA. Widoczny jest rowniez transkrypt vRNAS8. Zanieczyszczenie
genomowym DNA (Ryc. 23A) zostato usunigte po reakcji enzymatycznej degradacji
DNA (Ryc. 23B). Szczegétowy opis eksperymentéw zostal zawarty w rozdziale
Materialy i Metody.
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Ryc. 23 A. Rozdzial elektroforetyczny izolatu catkowitego RNA z lizatu komoérkowego
wzbogaconego we frakcje transkryptu vVRNAS in vitro. Widoczne sg prazki 28S oraz 18S rRNA
oraz VRNAS8 (dt. 890 nt), a takze zanieczyszczenie genomowym DNA, B. Powtdrzenie
rozdziatu elektroforetycznego probek po przeprowadzeniu reakeji trawienia genomowego DNA
enzymem DNaza I. Rozdzial wskazuje na wydajne usunigcie genomowego DNA. Jako standard
dtugosci zastosowano drabinke Perfect Plus MWQ (EurX). R1, R2 — niezalezne powtdrzenia
mapowania dla probki traktowanej odczynnikiem chemicznym DMS, K1,K2 — probki
kontrolne.

1.6. Wyniki mapowania chemicznego struktury drugorzedowej VRNAS

w lizacie komorkowym

Odczyt mapowan chemicznych RNA jest mozliwy dzigki zastosowaniu
reakcji odwrotnej transkrypcji (RT). Metoda odczytu mapowan chemicznych z
zastosowaniem odwrotnej transkryptazy nazywana jest takze reakcja wydtuzania
startera. Mozna jg zastosowac do reagentow metody SHAPE (ang. Selective 2°-OH
hydroxyl acylation analyzed by primer extension) i ma zastosowanie rowniez w
przypadku odczynnikow selektywnych dla zasad nukleotydowych np. DMS, CMCT i
ketoksal. Rodzaje odczynnikow stosowanych do mapowania chemicznego zostaty
szczegolowo opisane w Tabeli 2 w rozdziale Wstgp literaturowy. Enzym odwrotna
transkryptaza nie rozpoznaje zmodyfikowanego chemicznie nukleotydu, co prowadzi
do zatrzymania wydtuzania komplementarnej nici cDNA na jeden nukleotyd przed
zmodyfikowanym nukleotydem w nici RNA. W wyniku tego w czasie reakcji RT
dochodzi do powstawania mieszaniny produktow cDNA o réznej dlugosci. Odczyt
zatrzyman reakcji RT jest mozliwy dzigki rozdzieleniu produktéw reakcji za pomoca
elektroforezy kapilarnej. Obraz rozdziatu wskazuje na miejsca kumulacji fragmentow
o tej samej dlugosci, ktére sg interpretowane jako zatrzymania odwrotnej

transkryptazy.
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Po reakcji mapowania chemicznego catkowitego RNA wzbogaconego w
transkrypt VRNAS8 in vitro przeprowadzono reakcj¢ RT. W celu pokrycia catej
czasteczki vVRNAS (dtugos¢ 890 nt) zaprojektowano trzy startery w odleglosciach ok.
300 nt. Reakcje dla kazdego startera (1 8,2 8,3 8, sekwencje starterow sg wykazane
w Tabeli 8 (Materiaty i metody) wykonano w minimum 3 powtorzeniach technicznych
1 biologicznych. Po precypitacji z zastosowaniem etanolu, probki reakcji mapowania
oraz kontroli mapowania taczono wraz z drabinkami sekwencyjnymi. Potaczonag
mieszaning reakcji, kontroli oraz drabinek rozdzielano z zastosowaniem elektroforezy
kapilarnej (Pracownia Technik Biologii Molekularnej UAM). Wyniki rozdziatu
analizowano w programie ShapeFinder (Ryc. 24)*. Szczegdétowy opis
eksperymentdéw oraz analizy bioinformatycznej zostat zawarty w rozdziale Materiaty

i Metody.
Numer nukleotydu VRNAS
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Ryc. 24 Analiza rozdziatu elektroforetycznego produktéw odwrotnej transkrypcji po
mapowaniu odczynnikiem chemicznym oraz drabinek sekwencyjnych ddA i ddG w programie
ShapeFinder. Na rysunku widoczne sa cztery kanaly rozrézniane na podstawie uzytych do
poszczegodlnych reakcji fluoroforéw. Zaznaczono réwniez przyktadowe miejsca mapowania

chemicznego w probce reakcyjne;j.
Po przeprowadzeniu analizy wynikdw w programie ShapeFinder obliczone
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zostaly reaktywnos$ci dla poszczegdlnych nukleotydow z zastosowaniem etapu
normalizacji 2-8% (Materialy i metody)*®®. Wyniki poszczegdlnych powtdrzen
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potaczono w celu wyliczenia $redniej reaktywnos$ci dla wszystkich nukleotydow w
czasteczce VRNAS. Wyniki mapowania czgsteczki z zastosowaniem odczynnika DMS
wykazaty silne reaktywnosci (= 0,7) 89 nukleotydow (20,48% wszystkich A 1 C w
sekwencji VRNAS), srednie reaktywnosci (0,7-0,5) 18 nukleotydéw. Mapowanie
odczynnikiem 1M7 wykazato reaktywnos¢ dla 56% wszystkich nukleotydow, z czego
wysoka reaktywno$¢ miato 87 nukleotydow (> 0,7), natomiast $rednig - 55
nukleotydéw (0,7-0,5) (Ryc. 25). Rejony reaktywne wzgledem odczynnikow
mapujacych wystepowaty w VRNA8 w sposdb zrdznicowany. Zaobserwowano
miejsca o widocznie zwigkszonej czestotliwosci mapowan oraz miejsca o obnizonej
reaktywnosci. Najwicksza reaktywnos$¢ nukleotydéw zaobserwowano w rejonach: 39-
48 nt, 147-158 nt, 448-458 nt, 464-470 nt, 476-485 nt oraz 801-806 nt. Niski poziom
mapowania zaobserwowano w rejonach: 57-70 nt, 115-132 nt, 135-145 nt, 159-174 nt,
180-203 nt, 254-271 nt, 275-353 nt, 357-384 nt, 387-411 nt, 559-591 nt, 637-658 nt,
717-735 nt, 759-784 nt.

Reaktywnosci VRNAS w lizacie komorkowym dla odeczynnika 1M7
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Ryc. 25 Srednia reaktywno$é¢ nukleotydow VRNAS w lizacie komérkowym okreslona na
podstawie odczytu mapowania chemicznego odczynnikami 1M7 oraz DMS obliczona na
podstawie powtorzen biologicznych i technicznych. Kolorem czerwonym zaznaczono
reaktywnosci o wartosciach > 0,7, kolorem pomaranczowym reaktywno$ci o warto$ciach w
zakresie 0,7 — 0,5, na biatko zaznaczone sg reaktywnos$ci ponizej tych warto$ci.

Opublikowane niedawno wyniki mapowania struktury VRNA szczepu
A/WSN/33 (HIN1) wykazaty r6znice w poziomie reaktywnosci (SHAPE) pomiedzy
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czasteczkami mapowanymi w warunkach in virio, ex virio oraz in vitro*=. Czasteczki

biologiczne, zaro6wno bialka jak i kwasy nukleinowe, obecne w lizacie komérkowym
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moga swobodnie oddzialywac¢ z czasteczkag VRNA. W efekcie mozna zaobserwowac
odmienny profil reaktywno$ci w pordwnaniu do profilu uzyskanego dla VRNAS w
warunkach in vitro. W przypadku VRNA8 mapowanego w lizacie zaobserwowano
zwiekszone reaktywnosci nukleotydéw dla obu odczynnikéw chemicznych (DMS

oraz 1M7).

1.7. Struktura drugorzedowa VRNAS8 w lizacie komérkowym

W warunkach biologicznych z wigkszym prawdopodobienstwem
przewidywane s3 motywy o charakterze lokalnym. Podejscie to nie jest pozbawione
wad, gdyz utracona zostaje informacja o interakcjach pomiedzy oddalonymi od siebie
nukleotydami. Z kolei faldowanie struktury w ujeciu globalnym moze réwniez
powodowac powstawanie nieidealnego modelu czasteczki, poniewaz (tak jak struktura
lokalna) nie uwzglednia wystepujacych migdzyczasteczkowych interakcji typu RNA-
RNA czy RNA-biatko. W przypadku struktur mapowanych in vivo miejsca o
widocznie niskim profilu reaktywnosci moga by¢ interpretowane w sposob dwojaki.
Po pierwsze mogg by¢ to miejsca, w ktorych tworzg si¢ pary zasad. Po drugie moga
by¢ to miejsca oddziatywan z innymi czasteczkami biologicznymi takimi jak inne
RNA czy biatka, wchodzace w interakcje z badang czasteczka w momencie
mapowania chemicznego. Wobec tego interpretacj¢ niniejszej  struktury

postanowiliSmy przeprowadza¢ na kilku ptaszczyznach.

Struktura drugorzedowa VRNA8 W ujeciu globalnym

W pierwszej kolejno$ci wygenerowano strukture w ujeciu globalnym poprzez
swobodne fatdowanie czasteczki RNA bez ograniczenia odleglosci parowania zasad.
Nastepnie zastosowano ograniczenie odleglosci parowania zasad w celu okreslenia
lokalnych motywow strukturalnych. W wyniku predykcji w programie RNAStructure
otrzymano zbior wielu struktur o roznych warto$ciach energii swobodnej, a uzyskane
struktury roznity si¢ niewielka wartoscig tej energii. W przypadku przewidywan
struktur krétkich RNA najczesciej opisuje si¢ strukture o najmniejszej wartosci energii
swobodnej (ang. Minimum Free Energy, MFE). W czasie predykcji struktury MFE
wykorzystywane s3 parametry termodynamiczne Modelu Najblizszego Sasiedztwa
(ang. nearest neighbor)!®!, Przewidywania struktur dtugich RNA, w szczegdlnosci w

warunkach biologicznych, wymaga zastosowania rozszerzonego podejscia w
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interpretacji wynikéw eksperymentalnych. Wobec tego, w czasie analizy motywow
strukturalnych w obrgbie tych struktur nie skupiono si¢ jedynie na strukturze o
najnizszej energii swobodnej, ale porownano ja rowniez do struktur MEA (ang.
Maximum Expected Accuracy structure, MEA structure)'®?. W trakcie predykcji
struktury MEA oprécz danych termodynamicznych wykorzystywane sg rowniez dane
dotyczace prawdopodobienstwa parowania zasad (ppz). Prawdopodobienstwo to jest
obliczone na podstawie wszystkich, uzyskanych na podstawie danych
eksperymentalnych, struktur. Takie samo podejScie w interpretacji wynikow
zastosowano w przypadku wielu struktur okres§lanych w warunkach in vivo, w tym

struktur mRNA oraz VRNA wirusa grypy*?611°,

Srednia warto§¢ reaktywnosci nukleotydow, obliczona z powtorzen
eksperymentalnych, wprowadzono do programu RNAStructure (wersja 6.2). W
przypadku mapowania odczynnikiem SHAPE (1M7) wprowadzono reaktywnosci dla
kazdego nukleotydu, za wyjatkiem tych ktoérych reaktywnosci nie udato si¢ odczytac.
Podczas rozdzialu kapilarnego dochodzi do zwigzanego z metoda ograniczenia
odczytu obu koncow czasteczki. W tym wypadku nie udato si¢ uzyska¢ odczytow w
zakresie 1-38 nt i 818-890 nt (dla odczynnika 1M7) oraz 1-13 nt i 827-890 nt (dla
odczynnika DMS). Modyfikacje DMS wprowadzono jako osobny plik z numerami
nukleotydow o wysokiej reaktywnosci (> 0,7) (w module chemical modification
constraints). W przypadku struktury faldowanej w ujeciu globalnym wprowadzono
dodatkowo pary zasad pomiedzy nukleotydami 5’ i 3’ koncow, ktore tworzg strukture
panhandle, bedacg promotorem wirusowej polimerazy RdRp. Formowanie si¢

struktury panhandle w kompleksie VRNP zostato potwierdzone eksperymentalnie
46,118
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W ujeciu globalnym w strukturze drugorzedowej VRNAS8 formuja si¢
zardwno wyrazne domeny silnie ustrukturyzowane, w obrebie ktérych wystepuja
liczne motywy typu ‘spinka’ jak i dlugie rejony jednoniciowe (Ryc. 26). Na rysunku
zaznaczona zostata struktur¢ panhandle (rejon 1-11/881-890 nt). Zidentyfikowanych
zostalo 17 motywoéw strukturalnych typu ‘spinka’. Wyniki mapowania korelujg ze
strukturg drugorzedowa. Miejsca o zwigkszonej reaktywnos$ci przypadaja na rejony
jednoniciowe takie petle, rejony jednoniciowe w obrebie spinek, a takze miejsca
pojedynczych niesparowan. Najwyzszg reaktywnos$¢ nukleotydow zaobserwowano w

rejonie 146-190 nt, w ktorym formuje si¢ dtuga petla.
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Ryc. 26 Struktura drugorzedowa vRNAS szczepu A/California/04/2009 okreslona na podstawie
mapowania chemicznego w lizacie komorek MDCK infekowanych wirusem grypy. Struktura o
najnizszej warto$ci energii swobodnej (MFE). Struktura zostala wygenerowana na podstawie
danych eksperymentalnych. Czerwong kreska zostaly zaznaczone pary zasad uzyte dodatkowo
podczas fatdowania RNA w programie RNAStructure. Na rycinie zaznaczone zostaty silne oraz
$rednie mapowania chemiczne nukleotydow odczynnikami DMS i 1M7.
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Uzyskang strukture drugorzedowa o najnizszej energii swobodnej porownano
do struktury MEA (Ryc. 27). Obie struktury byty do siebie bardzo podobne i wigkszos¢
motywow strukturalnych przewidzianych w strukturze MFE byta rowniez obecna w
strukturze MEA. Najwigksze roznice wystepujg w rejonach: 76-116 nt, 137-145 nt,
180-193 nt oraz 421-469 nt. W obrebie dwoch motywow strukturalnych w rejonach

305-335 nt oraz 645-666 nt zauwazono lekka réznice w parowaniu zasad.

Ryc. 27 Struktura globalna MEA czasteczki VRNAS8 wygenerowana na podstawie danych
eksperymentalnych i dotyczacych prawdopodobienstwa parowania zasad.

Struktura drugorzedowa vRNAS8 w ujeciu lokalnym

Duze czasteczki RNA faldujac si¢ moga tworzy¢ w obrgbie struktury wiele
oddziatywan dalekiego zasiegu. W przypadku czasteczek RNA, ktére nie tylko
wchodzg w interakcje typu RNA-RNA, ale i rowniez RNA-biatko, okreslenie
oddziatywan dalekiego zasiggu za pomoca standardowo uzywanych metod
mapowania chemicznego jest bardzo trudne i wymaga zastosowania dodatkowych
metod biofizycznych. Pomimo preznie rozwijajacych si¢ metod wysokorozdzielczych
min.  mikroskopii  Cryo-EM, ktéore umozliwiaja badanie  kompleksow
rybonukleoproteinowych in virio, metody te wymagaja materialu w postaci
oczyszczonego kompleksu VRNP®®, W zwiazku z tym nadal istnieje ograniczenie w
zastosowaniu tej metody w badaniach w warunkach biologicznych in cellulo.
Alternatywg sg metody oparte o zjawisko fotozszywania (ang. crosslinking), z
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zastosowaniem odczynnikéw takich jak psoralen lub 4-tiourydyna, ktore umozliwiaja
bezposrednig identyfikacje interakcji RNA-RNA, a takze RNA-biatko®*'%®. Co
istotne, metody fotozszywania znalazly zastosowanie w przypadku badania interakcji
RNA-RNA wirusa grypy*>!8. Pojawilo si¢ rowniez wiele publikacji dotyczacych
oddziatywan wirusowego RNA z bialkami, migedzy innymi z biatkiem NP w
kompleksie VRNP1%19747.19% Metody fotozszywania sa dobrym uzupetnieniem
danych dotyczacych struktury drugorzgdowej, poniewaz dajg informacj¢ o rejonach
dwuniciowych w obrgbie czgsteczki, a takze miejsc oddziatywan pomigdzy réznymi
czasteczkami RNA oraz RNA-biatko. W przypadku struktur RNA, ktore okreslane sg
w warunkach biologicznych warto zastosowaé kilka podej$¢ podczas modelowania
struktury drugorzedowe;j. W literaturze stosowane jest podejscie modelowania struktur
z zastosowaniem dystansu parowania zasad, tym samym umozliwia to identyfikacje
motywow strukturalnych o charakterze lokalnym. Dla dlugich RNA czgsto stosuje si¢
dtuzszy dystans parowania zasad, np. struktura RNA calego genomu SARS CoV-2

fatdowana zostata z zastosowaniem dystansu parowania rownym 500 nt!%

. Taka samg
warto$¢ dystansu zastosowano w przypadku modelowania struktur wirusowych
MRNA (1AV)!%, W przypadku struktur mRNA, ktére nie wchodza w sktad kompleksu
rybonukleinoproteinowego, oddzialywania dalekiego zasi¢gu pomigdzy nukleotydami
sa bardziej prawdopodobne. W przypadku struktur czasteczek krotszych,
wchodzacych w liczne interakcje, stosuje si¢ mniejszy dystans parowania zasad, np.
czasteczki VRNA wirusa grypy typu A in virio fatdowano z zastosowaniem dystansu
150 nt!’®, Trzeba rowniez pamietaé o zwyktych ograniczeniach programowych w
przewidywaniu struktury drugorz¢gdowej RNA wynikajacych z dostepnych danych i
mozliwosci  bioinformatycznych.  Poza  tym,  wprowadzenie  danych
eksperymentalnych do programu takiego jak RNAstructure powoduje wygenerowanie
wielu struktur drugorzedowych, ktore czesto bardzo nieznacznie r6znig si¢ mi¢dzy
sobg wartoscig energii swobodnej. Ma to miejsce zwlaszcza w przypadku ditugich
RNA. Kiedy istnieje niewielka réznica pomigdzy struktura o najnizszej energii i
kolejnymi przewidywanymi strukturami, wybor wlasciwej struktury jest bardzo
trudny. Dlatego tez w niniejszej pracy wygenerowano struktur¢ MEA dla vRNAS w

warunkach lizatu komérkowego.
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Dodatkowo, w celu wygenerowania struktury drugorzgdowej uwzgledniajac
lokalny charakter parowania si¢ zasad zastosowano maksymalny dystans parowania
zasad rowny 150 nt. Podczas modelowania struktury wykluczono rejon 3’ i 5’
czasteczki, ktore parujg si¢ miedzy sobg tworzac motyw panhandle. W tym celu
wprowadzono dodatkowe ograniczenie faldowania poprzez wymuszenie w tym
miejscu rejonu jednoniciowego. Uzyskana struktura (Ryc. 28) wykazata zachowanie
12 z 17 struktur typu spinka, przewidzianych w globalnej strukturze VRNA8 w
rejonach: 30-64 nt, 265-284 nt, 312-327 nt, 374-403 nt, 414-476 nt, 500-547 nt, 549-
592 nt, 645-666 nt, 677-688 nt, 698-713 nt, 717-784 oraz 787-824 nt. Struktury
formujace si¢ pomigdzy nukleotydami oddalonymi od siebie o wigcej niz 150 nt nie

powstaty ze wzgledu na wprowadzone ograniczenia.

Ryc. 28 Struktura drugorzedowa VRNAS w lizacie komorkowym uzyskana z zastosowaniem
dystansu parowania zasad wynoszagcym 150 nt. Uzyskana struktura wykazala zachowanie
wigkszosci struktur typu spinka oraz parowania zasad w rejonach helikalnych,
przewidzianych w globalnej strukturze vVRNAS8 (zaznaczone na czerwono). Rejon motywu
panhandle zostat wykluczony z przewidywania struktury.
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Nastepnie wygenerowano struktur¢ MEA, ktora wykorzystuje dane
dotyczace prawdopodobienstwa parowania zasad stosujgc dystans parowania zasad
wynoszacy 150 nt (Ryc. 29). Porownanie ze strukturg lokalng (Ryc. 28) wykazato
istnienie roznic. Chociaz wigkszo$¢ motywow strukturalnych zostalo zachowanych,
zaobserwowano réznice w rejonie 5° konca (13-124 nt) oraz 3’ konca (826-845 nt)
czasteczki. Roznice w obrebie motywow strukturalnych zaobserwowano w spinkach
345-360 nt oraz 414-476 nt.

o fp

Ryc. 29 Struktura MEA segment 8 VRNA wygenerowana z zastosowaniem dystansu
parowania zasad 150 nt. Rejon motywu panhandle zostat wykluczony z przewidywania
struktury.
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1.7.1. Prawdopodobienstwo parowania zasad

Uzyskane w programie RNAStructure prawdopodobienstwo parowania zasad,
a takze prawdopodobienstwa wystepowania nukleotydow w rejonach jednoniciowych,
w strukturze MFE vRNAS naniesiono na strukture globalng (Ryc. 30). Najwyzsze
prawdopodobienstwo (>90%) zaobserwowano w 10 motywach strukturalnych w
rejonach 261-288 nt, 310-329 nt, 374-404 nt, 500-547 nt, 553-589 nt, 645-666 nt, 677-
687 nt, 698-713 nt, 717-784 nt and 792-814 nt. Najwyzsze prawdopodobienstwo
parowania zasad dalekiego zasiegu zaobserwowano dla nukleotydéw w rejonach 123-
126/845-848 nt, 127-133/842-836 nt, 197-203/696-690 nt, 292-304/605-593 nt
(niesparowane 297/600 i 301/596 nt) i 360-372/598-486 nt (niesparowane 363/495 nt).

Prawdopodobierstwo = 99%

90% > Prawdopodobienstwo = 80%

) 60% > Prawdopodobieristwo = 50%

Ryc. 30 Prawdopodobienstwo wystepowania nukleotydow w rejonach jednoniciowych oraz
tworzenia przez nie par zasad w obrebie struktury drugorzedowej VRNA8 w lizacie
komorkowym. Obliczenia wykonano w programie RNAStructure 6.2 z wykorzystaniem
modutu Partition Function. Kolory wskazuja na procent prawdopodobienstwa

76



Nastepnie poréwnano wyniki prawdopodobienstwa parowania zasad
pomigdzy strukturg VRNAS uzyskang w lizacie komorkowym oraz strukturg in vitro
(Marta Soszynska-Jozwiak et. al. manuskrypt w recenzji). Wizualizacje ppz dla obu
struktur wykonano w programie IGV (Ryc. 31). Program umozliwia wizualizacj¢
prawdopodobienstw w okreslonym zakresie: >80%, 80-30 % oraz < 30%. Poréwnanie
wykazalo wspolne motywy strukturalne, a najwyzsze prawdopodobienstwo (>80%)

uzyskano w rejonach: 312-327 nt, 500-547 nt, 645-666 nt oraz 797-809 nt.

vRNAS8 A/California/09/2009 in vitro

prawdopodobienstwo parowania zasad >80%

\ m@nﬂ

100 1 20(|) : 300 400 500 600 | 700 890 nt
! ]

(T

VRNAS8 A/California/09/2009 w lizacie komdrkowym

Ryc. 31 Wykresy prawdopodobienistwa na podstawie danych eksperymentalnych struktur
VRNAS fatdowanych w warunkach in vitro oraz w lizacie komorkowym. Lukami zaznaczone sg
parowania pomigdzy poszczegdlnymi nukleotydami, natomiast kolory wskazuja
prawdopodobienstwo ich tworzenia. Obliczenia wykonano w programie RNAStructure 6.2.
Wizualizacja w programie IGV
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1.7.2. Analiza zachowawczosci parowania zasad dla typu A wirusa grypy w

strukturze drugorzedowej VRNAS8 w lizacie komorkowym

Zachowawczo$¢ parowania zasad dla typu A wirusa grypy obliczona zostata
na podstawie globalnej oraz lokalnej struktury VRNA8 (Ryc. 26, Ryc. 28) w
odniesieniu do danych sekwencyjnych wszystkich dostepnych w bazie danych
(Influenza Research Database) sekwencji szczepéw wirusa grypy typu A. Obliczenia
zachowawczo$ci parowania zasad przeprowadzit dr Walter Moss oraz mgr Jake
Peterson (Departament Biochemii, Biofizyki oraz Biologii Molekularnej Roy J.
Carver, Uniwersytet Stanowy lowa). Analiza zachowawczo$ci parowania zasad
informuje z jakim prawdopodobienstwem dana para moze powsta¢ w obrebie struktur
VRNA innych szczepow wirusa grypy. Podczas obliczen brane sg pod uwage
wszystkie mozliwe pary zasad (réwniez pary G-U) oraz niesparowania (brak danej
pary zasad). Wysoka zachowawczo$¢ danej pary zasad w danym motywie
strukturalnym wskazuje na jego ewolucyjng konserwatywnos$¢, a tym samym
wskazuje na potencjalng funkcjonalno§¢ danego motywu w czasie cyklu

replikacyjnego wirusa.

Struktura vRNAS faldowana w ujeciu globalnym wykazata S$rednig
zachowawczo$¢ parowania zasad rownag 86,38%, natomiast w ujeciu lokalnym
86,45%. Zachowawczo$¢ parowania zasad w obrgbie struktury globalnej oraz lokalnej
zostala zaprezentowana na Ryc. 32 i Ryc. 33. Badania zachowawczos$ci parowania
zasad wskazaty wysoka konserwatywnos¢ w parowaniu typu dalekiego zasiegu w
rejonach: 292-299/605-598 nt (91,87%), 197-203/696-690 nt (92,58%), 88-126/875-
845 nt (srednia 90,85%; 95,74% dla rejonu 88-116/875-850 nt) oraz 360-372/498-486
nt (87,37%). W przypadku motywow strukturalnych zachowawczo$¢ parowania zasad
na poziomie ~90% zaobserwowano w obu strukturach w rejonach: 30-64 nt (89,05%),
265-284 nt (97,03%), 312-327 nt (96,09%), 500-547 nt (89,40%) oraz 717-784 nt
(88,87%). Motyw w rejonie 216-260 nt obecny w strukturze lokalnej miat 94,99%
zachowawczo$ci. Dwa motywy o wysokiej zachowawczosci (92,14% w rejonie 71-
124 nt oraz 90,37% w rejonie 836-877 nt) byly przewidziane w strukturze lokalne;.
Chociaz cze$¢ motywow w strukturze VRNAS w lizacie wykazywato wysoki poziom

prawdopodobiefnstwa parowania zasad (Ryc. 14), to analiza zachowawczosci tych
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motywow wskazata niski poziom ich konserwatywnosci wérdd innych szczepow [AV:

549-592 (77,81%), 645-666 (81,50%), 787-824 (84,91%).

Analiza zachowawczos$ci parowania zasad w strukturze in vitro wskazala na
wysoka zachowawczo$¢ parowania w rejonie formujacym dhugg helis¢ 696-780 nt. W
przypadku struktury vRNAS w lizacie zaobserwowano rdznice w parowaniu zasad w
obrebie tego rejonu. Zmiany strukturalne moga wynika¢ z oddzialywan tego regionu
ze sktadnikami obecnymi w lizacie komérkowym. Co cickawe, badania profilu
wigzania biatka NP do czasteczki VRNAS wskazaty na wyplatanie si¢ czasteczki w

tym rejonie poza obszar kompleksu VRNP*®.
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Ryc. 32 Zachowawczos¢ parowania zasad w strukturze globalnej VRNAS przewidzianej na
podstawie mapowania chemicznego w lizacie komorkowym.
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Ryc. 33 Zachowawczo$¢ parowania zasad w strukturze lokalnej VRNAS8 przewidzianej na
podstawie mapowania chemicznego w lizacie komérkowym.

Konserwatywne motywy strukturalne vVRNA8

Struktury drugorzedowe VRNAS in vitro szczepow A/Vietnam/1203/2004
(H5N1)!° oraz A/California/04/2009 (HIN1) (Marta Soszynska-Jozwiak et. al.,
manuskrypt w recenzji) zostaty zaproponowane przez nasza grupg. Na podstawie
danych eksperymentalnych z mapowania szczepu A/Vietnam/1203/2004 oraz analiz
sekwencyjno-strukturalnych, przeprowadzonych na postawie wszystkich dost¢gpnych
w bazie danych sekwencji IAV, zaproponowano réwniez uniwersalng strukturg
VRNAS dla wirusa grypy typu A (struktura in silico)!*. Nasze badania wskazaty, ze
motywy strukturalne przewidziane w badaniach in silico byly zachowane w
strukturach in vitro A/California/04/2009 (Marta Soszynska-Jozwiak et. al.,
manuskrypt w recenzji). Poréwnanie struktury drugorzedowej vVRNAS uzyskanej w
lizacie komorkowym ze strukturg uniwersalng vVRNAS rowniez wykazato zachowanie
cze$ci motywow strukturalnych przewidzianych in silico. Niedawno opublikowane
zostaly struktury drugorzedowej VRNA szczepu A/WSN/1933 (HIN1) w warunkach
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in vitro, in virio oraz ex virio®. Autorzy ww. pracy byli zainteresowani bardziej
lokalnym charakterem powstawania motywéw strukturalnych vVRNA w obrebie
struktur powstajacych w warunkach biologicznych 1 zastosowali ograniczenie
parowania zasad do 150 nt. Zastosowanie tych samych warunkow faldowania
umozliwito porownanie struktury w lizacie ze strukturg vVRNAS szczepu A/WSN/33

uzyskang w warunkach in virio.

Analiza zachowawczo$ci motywow strukturalnych w strukturach in vitro oraz
w lizacie wykazata zar6wno rdznice jak i motywy wspolne. Réznice pomiedzy
strukturami in vitro oraz strukturg VRNAS8 w lizacie moga wynikaé¢ z wigkszej
labilno$ci struktury w srodowisku biologicznym. Na Ryc. 34 przedstawiono motywy
strukturalne VRNAS8 przewidziane w strukturze in vitro oraz w lizacie komérkowym
wraz z uwzglednieniem zachowawczosci parowania zasad. Cze$§¢ motywow

wspolnych dla obu struktur wykazuje niski poziom zachowawczosci parowania zasad.

Zachowawczos¢ parowania zasad 2 99%
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Ryc. 34 Motywy strukturalne wspdlne dla vVRNAS in vitro oraz w lizacie komorkowym.
Kolorami zaznaczono zachowawczo$¢ parowania zasad w obrgbie tych motywow
strukturalnych.

Cze$¢ motywow strukturalnych przewidzianych dla struktury in vitro oraz w
lizacie zostala przewidziana w strukturze szczepu A/Vietnam/1203/2004 oraz w
strukturze uniwersalnej VRNAS. Wspolne motywy strukturalne, wraz z réznicami
wynikajacymi z odmiennos$ci sekwencji, zostaty przedstawione na Ryc. 35. Motyw w
rejonie 261-288 nt wykazywal niewielkie réznice w parowaniu zasad, ale byl

zachowawczy dla wszystkich trzech analizowanych szczepow IAV (Ryc. 35A).
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Motyw w rejonie 312-327 nt byt zachowawczy pod wzgledem sekwencji i struktury
dla wszystkich trzech szczepoéw (Ryc. 35B). Jedna spinka formujaca si¢ w rejonie 797-
814 nt zostata przewidziana w strukturze szczepdéw tego samego podtypu wirusa
(HIN1) (Ryc. 35C). Zachowawczo$¢ powyzszych motywoéw wskazuje na ich
potencjalng funkcjonalno$¢ w czasie cyklu replikacyjnego wirusa, badz w czasie
pakowania wirionu potomnego. Pierwsze publikacje dotyczace sygnatow pakowania
wskazywaly, ze sg one ulokowane w odlegtosci 50-150 nt na obu koncach czasteczki
VRNA?®, Badania przeprowadzone przez Dadonaite et al., wskazaty, ze sygnaty
pakowania mogg by¢ ulokowane w dalszej odleglosci od koncow czasteczkil'®. To
moze sugerowac, ze zidentyfikowane motywy strukturalne moga w istocie petnic

funkcje sygnatéw pakowania.
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Ryc. 35 Konserwatywne motywy strukturalne vVRNAS przewidziane dla réznych szczepow
IAV w réznych warunkach. A. Motyw 262-288 nt wykazuje delikatne zmiany w parowaniu
zasad wynikajgce z rdznic na poziomie sekwencji. B. Motyw 312-327 nt jest wspolny dla
wszystkich analizowanych szczepow i struktur. C. Motyw w rejonie 797-814 nt jest wspdlny
dla szczepoéw podtypu HINI.

1.7.3. Wystepowanie motywow strukturalnych vRNAS w lizacie komorkowym a

profil wigzania biatka NP

Oprdcz podobienstw strukturalnych pomigdzy strukturami drugorzedowymi
VRNABS in vitro oraz w lizacie, zaobserwowa¢ mozna réwniez wiele roznic (Ryc. 31).

Moze to by¢ wynikiem roznych oddzialywan czasteczki vVRNAS w lizacie
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komoérkowym. Co istotne, oprocz sktadnikéw komodrkowych, w mieszaninie lizatu
obecne byty rowniez biatka wirusowe, z ktorymi czasteczka vVRNA8 mogta swobodnie
oddziatywaé. Niedawno zostaly opublikowane wyniki badan dotyczace profilu
wigzania biatka NP do czgsteczki VRNA w kompleksie vVRNP dla dwoch szczepow
IAV*®. Poréwnanie profilu wigzania biatka NP dla dwoéch odlegtych ewolucyjnie
szczepodw wirusa — A/California/04/2009 oraz A/WSN/1933 wykazalo, ze oprocz
wielu podobienstw, jest on w duzej mierze unikalny dla szczepu. To sugeruje rowniez

pewne roznice na poziomie struktury drugorzegdowej RNA miedzy tymi szczepami.

W przypadku szczepu A/California/07/2009 najnizszy poziom wigzania
biatka zidentyfikowano w rejonach 1-295 nt, 400-520 nt, 695-720 nt oraz 855-890 nt.
Sredni poziom wigzania biatka zaobserwowano w rejonach 295-400 nt 520-555 nt,
630-695 nt oraz 720-775 nt. Rejony o niskim poziomie wigzania biatka moga by¢
istotnym miejscem oddzialywan miedzy réznymi segmentami VRNA. Z kolei
najwyzszy poziom wigzania biatka zaobserwowano w rejonach 555-630 nt oraz 750-
855 nt. Co ciekawe, motywy strukturalne przewidziane z bardzo wysokim
prawdopodobienstwem (>90%) byly w rejonach zaré6wno o niskim, jak i wysokim
poziomie wigzania biatka (Ryc. 20A). Motywy o wysokiej konserwatywnosci (261-
288 nt, 312-327 nt oraz 500-547 nt) byly przewidziane w miejscu stabo wigzanym
przez biatko NP. Z kolei dwa motywy (553-589 nt oraz 792-814 nt) przewidziane w
miejscu bogatym w wigzania z biatkiem NP mialy zdecydowanie nizszy poziom

konserwatywnosci (77,8% i 81,78%).

W publikacji Dadonaite et al.!'’® réwniez poréwnano wystepowanie
motywow strukturalnych vRNA z profilem wigzania biatka. Autorzy pracy doszli do
konkluzji, iz wystepowanie motywow strukturalnych vRNA jest niezalezne od profilu
wigzania biatka NP. Zaznaczyli, ze faldowanie si¢ motywow strukturalnych w tych
rejonach jest zalezne od sekwencji RNA. Nie stwierdzili korelacji pomigdzy
poziomem wigzania biatka a ich wystgpowaniem w strukturze. Nasze obserwacje
rowniez sktaniajg si¢ do tego wniosku, gdyz zaobserwowane motywy strukturalne
posiadajace wysokie prawdopodobienstwo parowania zasad (>90%) wystepowaly w
obrebie czasteczki niezaleznie od poziomu wigzania, obecnego w lizacie
komorkowym, biatka NP. (Ryc. 36A). Co istotne, obecnos¢ wspdlnych, dla obu
analizowanych szczepow, motywow strukturalnych byla niezalezna od wigzania
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biatka NP. Na Ryc. 36B zaznaczono motywy szczepu A/WSN/1933, ktére zostaty
zidentyfikowane rowniez w przypadku szczepu A/California/04/2009.
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Ryc. 36 Profil wigzania biatka NP szczepu A. A/California/04/2009 oraz B. A/WSN/1933. Na
Ryc. A zaznaczono motywy strukturalne o wysokim prawdopodobienstwie par zasad w
strukturze drugorzedowej vVRNAS w lizacie. Na Ryc. B zaznaczono motywy wspdlne dla obu
szczepow. Profil wigzania biatka zostat okreslony za pomoca metody HITS-CLIP Lee et al.
(NAR, 2017). O$ Y — poziom wigzania biatka NP znormalizowany wobec najwyzszego piku.
0O$ X — numer nukleotydu w sekwencji VRNAS8 od 5°-3’ konca.
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2. Wyniki odczytu mapowania chemicznego VRNA w warunkach in

virio i in cellulo metodg profilowania mutacji MaP

Metoda odczytu mapowan chemicznych oparta o profil mutacji MaP
wykorzystuje modyfikowang reakcj¢ odwrotnej transkrypcji. Reakcja odwrotnej
transkrypcji przeprowadzana jest w obecnosci jondow Mn?*, dzieki czemu w trakcie
reakcji RT indukowane jest wprowadzanie mutacji lub delecji w miejscu
komplementarnym do modyfikowanego chemicznie nukleotydu. Miejsca mutacji
kumuluja si¢ w wydluzanej nici ¢cDNA w miejscu komplementarnym do
zmodyfikowanego nukleotydu w RNA. Analiza porownawcza profilu mutacji dla
proby mapowanej odczynnikiem chemicznym i proby nietraktowanej odczynnikiem
chemicznym umozliwia obliczenie reaktywnos$ci poszczego6lnych nukleotydéw RNA.
Szczegdlowy opis metody, a takze jej poréwnanie do metody odczytu za pomoca

zatrzyman odwrotnej transkryptazy zostal zawarty w rozdziale Wstep literaturowy.

2.1. Optymalizacja metody odczytu profilu mutacji (MaP)

2.1.1. Reakcja na matrycy RNA in vitro

Przed przystapieniem do eksperymentow w warunkach in cellulo oraz in virio
wykonano optymalizacj¢ metody Map w warunkach in vitro oraz in cellulo zgodnie z
procedurg opisang w rozdziale Materialy i metody. Eksperymenty in vitro
przeprowadzono na czasteczce segmentu 8 VRNA szczepu A/California/04/2009. Po
reakcji transkrypcji in vitro oraz potwierdzeniu integralnosci RNA przystapiono do
reakcji fatldowania RNA, a nastgpnie mapowania z zastosowaniem odczynnika NMIA
(reagent SHAPE). Po przeprowadzeniu reakcji z zastosowaniem enzymu SuperScript
I, zardbwno kontrolnej w warunkach optymalnych zgodnie z protokotem producenta
(odczyt w wyniku zatrzyman RT), a takze reakcji SHAPE-MaP, proby rozdzielono z
zastosowaniem elektroforezy kapilarnej. Uzyskane wyniki byly wizualizowane w

programie PeakScanner (wersja 1.0) (Ryc. 37).

W przypadku reakcji odwrotnej transkrypcji w warunkach standardowych, na
matrycy traktowanej odczynnikiem chemicznym, dochodzi do zatrzyman odwrotne;j
transkryptazy. Zatrzymania te kumuluja si¢ w nici cDNA na jeden nukleotyd przed
modyfikowanym chemiczne nukleotydem w komplementarnej nici RNA (Ryc. 37).
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Poziom fluorescenc;ji

Nalezy wzig¢ pod uwage, ze w przypadku proby kontrolnej (nietraktowanej
odczynnikiem chemicznym) réwniez dochodzi do naturalnych zatrzyman enzymu,
min. w miejscach skomplikowanych pod wzglgdem struktury. Jednakze obserwuje si¢
ich mniej niz w przypadku probki mapowanej chemicznie. Tak wigc, spodziewano si¢
uzyska¢ zréznicowany obraz rozdziatu dla obu probek, ze znaczna kumulacja
zatrzyman enzymu w probce traktowanej odczynnikiem chemicznym. Wyniki
rozdzialu prob po reakcji odwrotnej transkrypcji z zastosowaniem standardowego
protokotu producenta potwierdzily kumulacj¢ zatrzyman odwrotnej transkryptazy w
probce reakcyjnej w porownaniu z probka kontrolng (Ryc. 37). Tym samym

potwierdzono wlasciwe warunki reakcji mapowania oraz reakcji RT.
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Ryc. 37 Wizualizacja wynikéw rozdziatu elektroforezy kapilarnej w programie Peak Scanner
(wersja 1.0). Nieprzereagowany starter widoczny jest na poczatku rozdziatu.
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Dhugo$¢ fragmentow (nt)

W czasie reakcji RT metoda MaP nie dochodzi do kumulacji zatrzyman
enzymu, a tym samym, w wyniki reakcji powstaje petnej dtugosci produkt cDNA. W
tym przypadku spodziewamy si¢ uzyskania petnego produktu cDNA, zaréwno dla
probki kontrolnej jak i reakcyjnej. Uzyskany rozdziat kapilarny wskazat, ze rozdziat
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fragmentow obu probek jest bardzo podobny, z minimalnie mniejszg ilo$cig produktu
koncowego (311 nt) w przypadku probki reakcyjnej (Ryc. 37). Wyniki te wskazaly na
poprawnos$¢ przeprowadzenia reakcji RT typu MaP. Warto zaznaczy¢, ze wyniki
kontrolnej reakcji RT (odczyt zatrzyman RT) rowniez wykazaly powstanie pelnej
dhlugosci produktu koncowego. Wyniki pokazaly réwniez, ze reakcja odwrotnej
transkrypcji typu MaP jest o wiele mniej wydajna, niz w przypadku standardowej
reakcji odwrotnej transkrypcji. Mniejsza wydajno$¢ reakcji typu MaP zostala

zasygnalizowana przez tworcow metody 49143,

Docelowy eksperyment w warunkach biologicznych wymaga doboru
odpowiedniego odczynnika mapujacego. Zostalo to opisane w rozdziale Wstep
literaturowy. W planowanych eksperymentach in virio oraz in cellulo postanowiono
wykorzysta¢ odczynnik NAI (SHAPE) oraz DMS. Przygotowanie biblioteki do
sekwencjonowania NGS metoda SHAPE-MaP oraz DMS-MaPseq narzuca
konieczno$é otrzymania dwuniciowego produktu DNA 340 Tak wiec, kolejnym
etapem bylo wykonanie reakcji PCR na produkcie cDNA reakcji odwrotnej
transkrypcji. Do testow in vitro przygotowano VRNA8 zmapowany odczynnikiem

DMS oraz NAIL Nastgpnie przeprowadzono kontrolng reakcje RT oraz reakcje RT
A. Struktura promotora panhandle

- c g

3’ —ucguuuu ucce

— Il'é':'wl R
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guag i i g9

B. Genomowy RNA wirusowy (VRNA)

Uni-12 09-23kb Uni-13
3’ UCGUUUUCGUCC ——\——GGAACAAAGAUGA 5’
C. Schemat reakcji RT-PCR wielu segmentow VRNA
RNA segments > cDNA ~2% dsDNA -~Size
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Ryc. 38 A. Struktura promotora panhandle B. Rejony docelowe dla uniwersalnych starteréw
komplementarnych do 3’konca (Uni-12) i 5° konca (Uni-13) czasteczki vRNA C. Schemat
reakcji RT-PCR, w ktorej mozliwa jest amplifikacja dla wszystkich segmentéw VRNA.
Rysunek na podstawie Zou et al., Journal of Virology, 20009.



typu SHAPE-MaP z zastosowaniem startera Uni-12 komplementarnego do 3’ konca
czasteczki VRNAS. Co istotne, starter ten umozliwia przepisanie na cDNA wszystkich
segmentdow VRNA w jednej reakcji, poniewaz jest komplementarny do sekwencji 3’
konca wszystkich segmentow VRNA w rejonie promotora (Ryc. 38A). Starter Uni-12
jest uniwersalny dla wielu szczepow wirusa grypy typu A (Ryc. 38B)201202
Zastosowanie sekwencji starterow Uni-12 oraz Uni-13 w RT umozliwia
przeprowadzenie namnazanie wszystkich segmentéw w jednej, nastepczej, reakcji
PCR (Ryc. 38C) Na tej podstawie zostata opracowana reakcja RT-PCR namnazania
wszystkich segmentow w jednej reakcji PCR, wykorzystana w trakcie uzyskania
danych z mapowan dla wszystkich segmentdow VRNA. Reakcja PCR jest opisana w

dalszej czesci pracy.

Produkt ¢cDNA segmentu 8 postuzyl jako matryca do reakcji PCR z
zastosowaniem specyficznych starterow (NS-F i NS-R, Tabela 1.1, Materialy i
metody). Produkty reakcji rozdzielono na 1% zelu agarozowym (Ryc. 39). Rozdziat
elektroforetyczny wskazat uzyskanie wiasciwych produktow dla wszystkich matryc

cDNA (Ryc. 39).
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Ryc. 39 Rozdziat produktow reakcji PCR dla probek in vitro, z zastosowaniem starterow
specyficznych do cDNA segmentu 8. Na kazdg $ciezk¢ natozono 100 ng produktu PCR.
Sciezki 1-4 — produkty PCR na matrycy cDNA po reakcji RT typu SHAPE-MaP. Sciezki 5-
8 — produkty PCR na matrycy cDNA z kontrolnej (standardowej) reakcji RT wg. protokotu
producenta SuperScript 1. Produkty PCR na matrycy cDNA po mapowaniu odczynnikami
chemicznymi (DMS(+), NAI(+)) oraz ich reakcji kontrolnych (DMS(-), NAI(-)) maja
wilasciwa dhugos¢ (890 pz, zaznaczone w ramce). W przypadku reakcji PCR na matrycy
c¢DNA z reakcji kontrolnej RT sg widoczne produkty niespecyficzne (Sciezki 5-8). Jako
standard dtugosci uzyto drabinkg Perfect Plus Molecular Weight Quantitative Ladder (Eurx).38



2.1.2. Probna reakcja typu SHAPE-MaP na matrycy RNA in cellulo

W przypadku reakcji in vitro istnieje mozliwos$¢ wykorzystania duzej ilosci
czystego materialu RNA do reakcji. Reakcje w warunkach biologicznych utrudnia
duze zaggszczenie RNA komorkowego przy stosunkowo niewielkiej ilo$ci
wirusowego RNA. Rozwigzaniem jest zastosowanie specyficznego startera do reakcji
odwrotnej transkrypcji. Probng reakcje RT typu SHAPE-MaP wykonano z
zastosowaniem startera Uni-12. Jako matryce wykorzystano catkowity RNA
wyizolowany z zainfekowanych wirusem grypy komorek A549 mapowanych
odczynnikiem NAI. Matryce in cellulo przygotowano zgodnie z procedurg opisang w
rozdziatach dotyczacych infekcji, mapowania komoérek A549, izolacji catkowitego
RNA oraz oczyszczania RNA z zastosowaniem enzymu DNazy | (Materiaty i metody).
Jako kontrole zastosowano czasteczk¢ VRNAS in vitro, a do reakcji RT rowniez

zastosowano starter Uni-12.

Przeprowadzono probe standardowej reakcji RT oraz reakcji RT typu
SHAPE-MaP. Produkty cDNA postuzyly jako matryce do reakcji PCR z
zastosowaniem starteréw specyficznych dla 8 segmentu (NS-F i NS-R, Tabela 1.1,
Materialy i metody). Produkty PCR rozdzielono na 1% zelu agarozowym. Uzyskano
wlasciwe produkty o dlugosci 890 nt dla wszystkich reakcji. Oprécz tego

3 —> Produkt niespecyficzny

— Produkt niespecyficzny

T 1000 Pz 4 | e —» 890 pz

Rodzaj matrycy cDNA  standard RT RT SHAPE-MaP

Ryc. 40 Rozdzial produktéw PCR dla probek in cellulo. W reakcji zastosowano
specyficzne startery dla segmentu 8. Sciezki 1-4 produkty PCR na matrycy cDNA z
kontrolnej reakcji RT. Sciezki 5-8 — produkty PCR na matrycy cDNA z reakcji RT-
SHAPE-MaP. Wtasciwy produkt reakcji o dlugosci 890 pz zaznaczono w ramce. Na zelu
widoczne sa produkty niespecyficzne reakcji (Sciezka 1,2,6,7 i 8). Jako standard dtugosci
uzyto drabinke Perfect Plus Molecular Weight Quantitative Ladder (Eurx).
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zaobserwowano produkty niespecyficzne na $ciezkach 2,6,7 1 8 (Ryc. 40). Uzyskane

wyniki reakcji PCR na matrycy pochodzacej z materiatu catkowitego RNA wykazaty

na zageszczenie frakcji wirusowego RNA poprzez zastosowanie uniwersalnego

startera Uni-12.

22, Wyniki

mapowania

struktury drugorzedowej

wszystkich

segmentow VRNA wirusa grypy szczepu A/California/04/2009 w

warunkach in virio i in cellulo

W eksperymentach wykonanych w ramach mapowania struktury drugorzedowe;j

wszystkich segmentdow VRNA wirusa grypy

szczepu A/California/04/2009

wykorzystano dwa protokoly opracowane w ramach metody SHAPE-MaP*31. Na Ryc.

41 zaprezentowany zostat schemat poszczegdlnych etapdw przygotowania biblioteki

fragmentoéw do sekwencjonowania metoda SHAPE-MaP. W ramach metody SHAPE-

MaP etapy przygotowania biblioteki fragmentdéw (Sciezki) réznig si¢ w zalezno$ci od

pochodzenia matrycy RNA. W niniejszej pracy, w zaleznos$ci od eksperymentu,

Modyfikacja odczyrinikiem chemicznym

Reakcja RT X Primer typu losowy heksamer (in virio)
typu SHAPE-MaP "> primer Uni-12 (in cellulo)
Mutacja
— T RNA

Wybor Sciezki w zaleznosci od eksperymentu

l

In :W wirio

Konstrukcja biblioteki zestawem Nextera

\ L Tagmentacja

-

L
¢ Reakcja PCR o ograniczonej ilosci cykli

= Biblioteka fragmentéw
s == o roznej diugosci zawierajaca
v _5' adapter,
= — == 3 adapteri

Amplicon workflow || Randomer workflow
500 nt < RNA < 1000 nt 1000 nt < RNA
PCR ze specyficznymi Synteza drugiej nici
starterami
" dsDNA dsDNA
o okreslonej dtugosci o roznej dtugosci
Ryc. 41

Analiza ilosciowa i jakosciowa bibliotek

!

Sekwencjonowanie

Schemat przygotowania biblioteki typu SHAPE-MaP. Poszczegdlne kroki

eksperymentalne réznig si¢ w zaleznosci od pochodzenia matrycy. Ostatni krok konstrukcji
biblioteki z zastosowaniem zestawu Nextera (Illumina) jest wspolny.
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zastosowano dwie $ciezki: Amplicon workflow (in cellulo) oraz Randomer workflow

(in virio).

2.2.1. Przygotowanie matrycy RNA z eksperymentu mapowania chemicznego in
virio

Jako matryce do eksperymentéw mapowania in virio wykorzystano zageszczony
roztwor wirusa grypy typu A szczepu A/California/04/2009. Roztwér wirusa
pochodzit z supernatantéw zakazonych wirusem komérek MDCK. Po zaggszczeniu
wirusOw z supernatantow na poduszce sacharozowej wykonano mapowanie struktury
drugorzedowej odczynnikami chemicznymi — DMS i NALI, a nastepnie izolacje RNA.
Eksperyment mapowania chemicznego wykonano w trzech niezaleznych
powtorzeniach. Szczegdtowy opis eksperymentow zawarty jest w rozdziale Materialy
I metody. Po uzyskaniu czystego izolatu RNA wirusowego mapowanego
odczynnikami chemicznymi przystagpiono do przygotowania biblioteki do

sekwencjonowania NGS.

2.2.2. Przygotowanie matrycy RNA z eksperymentu mapowania chemicznego in

cellulo z zainfekowanych wirusem grypy komorek A549

Komorki A549 zostaly zakazone wirusem A/California/04/2009 na 24 godziny.
Czas ten odpowiada okolo 2 cyklom replikacyjnym wirusa. Po tym czasie wykonano
eksperyment mapowania chemicznego z zastosowaniem dwoch odczynnikow
chemicznych o potwierdzonej zdolnosci do przenikania przez blony komorkowe:
DMS oraz NAI Nastepnie przeprowadzono izolacj¢ calkowitego RNA. W celu
potwierdzenia integralnosci RNA wykonano rozdzial elektroforetyczny na zelu
agarozcowym (Ryc. 42). Widoczne na zelu wyrazne prazki 18S i 28S rRNA
komoérkowego $wiadczag o dobrej jakosci wyizolowanego RNA. W probkach
pochodzacych z mapowania odczynnikiem NAI (Ryc. 42; sciezki 1-4) widoczne jest
lekkie smuzenie RNA na Zelu, ktore jest spowodowane zasoleniem probki RNA. Na
zelu widoczny jest rowniez prazek na wysokosci powyzej 5000 pz, ktory stanowi
frakcje genomowego DNA. W celu oczyszczenia catkowitego RNA z frakcji DNA
genomowego wykonano reakcj¢ enzymatycznej degradacji DNA enzymem DNaza 1.

Oczyszczenie RNA po reakcji enzymatycznej umozliwilo rowniez pozbycie sig
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resztek soli pozostatych po izolacji RNA. Czystos¢ RNA potwierdzono poprzez
pomiar na spektrofotometrze NanoDrop.
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Ryc. 42 Rozdziat elektroforetyczny catkowitego RNA wyizolowanego z komoérek A549 na
1% zelu agarozowym. Na kazda $ciezke natozono 500 ng RNA. Sciezki 1-6 RNA wyizolowany
z komoérek po mapowaniu odczynnikiem chemicznym NAI, Sciezki 7-12 — RNA wyizolowany
z komorek po mapowaniu odczynnikiem DMS. R1, R2, R3 — prébki po reakcji z dodaniem
odpowiedniego odczynnika chemicznego z trzech powtorzen biologicznych; K1, K2, K2 —
probki kontrolne nietraktowane odczynnikiem chemicznym z trzech powtorzen biologicznych.
Sciezka 13 — standard dhugosci MWQ (EurX). Na $ciezkach 1-12 widoczna jest frakcja
krotkich RNA komorkowych tj. 5S rRNA oraz tRNA, a takze dtugich rRNA — 18S i 28S.
Zaznaczono réwniez widoczne na zelu zanieczyszczenie genomowym DNA.

2.2.3. Biblioteki in virio: Przygotowanie matrycy, reakcja tagmentacji i

amplifikacja bibliotek fragmentow do sekwencjonowania

Po izolacji wirusowego RNA zmierzono st¢zenie za pomocg fluorymetru Qubit.
W zaleznosci od probki, uzyskano ilo§¢ RNA w przedziale miedzy 50 a 90 ng. Materiat
RNA postuzyt jako matryca do reakcji odwrotnej transkrypcji. W nastepnej kolejnosci
matryce ¢cDNA poddano reakcji syntezy drugiej nici, ktorej produkt postuzyl do

dalszych reakcji. Ponizej zostaty opisane kolejne kroki przygotowania biblioteki.

Protokot przygotowania biblioteki opracowano na podstawie opublikowanej
metody zgodnie ze §ciezka “randomer workflow” dla matryc powyzej 1000 nt (Ryc.
41)'3, Catoé¢ oczyszczonego materiatu RNA przeznaczono do reakcji RT typu MaP.
Matryca RNA pochodzgca z zageszczonego roztworu wirusa nie byta zanieczyszczona
RNA komorkowym, dlatego tez mozliwe bylo zastosowanie startera typu losowy
heksamer, z pomoca ktorego w czasie reakcji przepisana zostala cato§¢ RNA w probcee
(Materialy i metody). Nastepnie przeprowadzono reakcje¢ syntezy drugiej nici DNA

(Materialy i metody). Stezenie oczyszczonych produktéw syntezy drugiej nici
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zmierzono za pomocg fluorymetru i wykonano rozcienczenia matryc DNA do stezen
0,2 ng/ul. Do konstrukeji biblioteki pobrano 1 ng matrycy. Biblioteke fragmentow
DNA do sekwencjonowania przygotowano za pomocg zestawu Nextera XT DNA
(Illumina) zgodnie z protokotem producenta. Pierwszym etapem konstrukcji biblioteki
byta reakcja tagmentacji (Ryc. 43). Reakcja tagmentacji wykorzystuje modyfikowany
kompleks enzymow - transpozazy, ktory przeprowadza cigcie czasteczki DNA z
jednoczesnym dotgczeniem uniwersalnych adapteréw (ang. Tag) na obu koncach
dwuniciowego DNA. Powodzenie reakcji tagmentacji zalezy od kilku czynnikow.

Wazne jest doktadne okreslenie st¢zenia probki, poniewaz uzycie ilosci mniejszej niz

Transpozazy Dwuniciowy DNA

Adapter 1 Adapter 2

Tagmentacja
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Gotowy do sekwencjonowania fragment DNA

Ryc. 43 Schemat przygotowania biblioteki do sekwencjonowania wysokoprzepustowego z
zastosowaniem zestawu Nextera XT DNA Kit (Illumina). W czasie reakcji tagmentacji matryca
wejsciowa DNA jest w pierwszym etapie poddana fragmentacji oraz dodaniu sekwencji
adapterowych. Nastepnie, przeprowadzana jest reakcja PCR z ograniczong iloscig cykli, w
ktorej do sekwencji adapterowych przylagczane sa startery posiadajace unikalne sekwencje
indeksujace (Indeks 1; Indeks 2) oraz adaptery komplementarne do oligonukleotydowych sond
kowalencyjnie zwigzanych na ptytce sekwencyjnej (P5 i P7). Schemat przygotowany na
podstawie protokotu Illumina.

93



1 ng matrycy prowadzi do zwigkszonej tagmentacji, a tym samym fragmentacji,
probki. Z kolei uzycie wigkszej ilo§ci matrycy prowadzi do zmniejszonej efektywnosci
reakcji. Istotna jest réwniez czysto$¢ probki. Matryca DNA musi by¢ wolna od
zanieczyszczen, ktore moga powodowac inhibicje reakcji. Do inhibicji reakcji
przyczyniaja si¢ chelatory (np. EDTA), sole, biatka zwigzane z matrycowym DNA,
proteinazy, detergenty czy fenol?®. Co wiecej, aktywnos$¢ enzymatyczna transpozaz
jest rowniez uzalezniona od pH probki®®. Oprécz czystoéci probki znaczenie ma
réwniez dlugo$¢ matrycy. Enzym wymaga matrycy o dtugosci co najmniej 300 pz.
Nalezy rowniez pamigtaé, ze enzym nie ma mozliwosci przytaczenia adapterow
bezposrednio na koncach czasteczki. W zwigzku z tym dochodzi do cz¢sciowego
utracenia danych na koncach czasteczki. W trakcie planowania eksperymentow

zadbano o spetnienie wszystkich wymienionych warunkow.

Po neutralizacji reakcji tagmentacji przystgpiono do ostatniego etapu konstrukcji
biblioteki — reakcji PCR. Podczas reakcji PCR wykorzystywane sg startery posiadajace
unikalng sekwencj¢ indeksujacg probki, sekwencje adapterowe komplementarne do
startera do sekwencjonowania oraz sekwencje adapterowe komplementarne do
oligomerow znajdujacych si¢ na ptytce do sekwencjonowania (Ryc. 14-16), Wstep
literaturowy). Do kazdej probki dodano unikalne kombinacje starterow forward (i5)
oraz reverse (17). Kombinacje starteréw uzytych dla poszczegdlnych probek zostaty

wyszczegolnione w Tabeli 1 w rozdziale Dodatek.

Reakcje PCR przeprowadzono w 12 cyklach. W czasie przygotowania biblioteki
ilos¢ cykli w czasie reakcji PCR musi by¢ znacznie mniejsza niz w przypadku
standardowej reakcji amplifikacji. Po pierwsze, do sekwencjonowania wymagana jest
stosunkowo niewielka 1lo§¢ materialu DNA. Po drugie, zwigkszenie ilo$ci cykli moze
wplyna¢ na generowanie wigkszej ilo$ci bledéw przez polimerazg, a takze moze dojs$¢
do produkcji duzej ilosci produktow niespecyficznych, takich jak dimery starterow
(ang. primer-dimer). Powstawanie krotkich, niespecyficznych produktéw jest
szczegolnie niekorzystne, poniewaz nawet niewielka ilos¢ tych produktow w
bibliotece fragmentéw powoduje ich preferencyjne namnazanie na etapie generacji
klastrow na ptytce do sekwencjonowania (Ryc. 14, Wstep literaturowy). Przektada sig
to na ilo$¢ uzytecznych odczytow sekwencjonowania, znacznie zmniejszajac pokrycie
docelowych czasteczek.
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Oproécz ograniczenia ilosci cykli PCR, istotne jest wydajne oczyszczenie biblioteki
fragmentow. W trakcie oczyszczania mieszaniny fragmentoéw mozna oczyscic¢ probke
z frakcji zarowno krotkich jak 1 dlugich fragmentéw. Usunigcie dtugich fragmentow
ma réwniez istotne znaczenie w przypadku sekwencjonowania, poniewaz zbyt dlugie
fragmenty DNA majg tendencje do ,przeskakiwania” pomiedzy klastrami
generowanymi na plytce do sekwencjonowania co przektada si¢ na obnizenie jako$ci
sekwencjonowania. Oczyszczanie biblioteki do sekwencjonowania polega na
usuni¢ciu produktéw niespecyficznych reakcji, a takze selekcji fragmentow ze
wzgledu na ich dlugos$¢ (ang. size selection). Selekcje fragmentow mozna wykonac na
dwa sposoby. Pierwszy z nich to oczyszczanie produktu na poliakrylamidowym zelu
preparatywnym. Jednakze, metoda ta jest niewydajna i prowadzi do duzych strat
oczyszczanego materiatu. Drugg metoda jest wykorzystanie kulek magnetycznych
typu SPRI. Metoda ta zostata zastosowana w trakcie eksperymentow opisanych w

niniejszej pracy.

Kulki magnetyczne typu SPRI umozliwiaja selektywne oczyszczanie mieszaniny
fragmentow kwasoéw nukleinowych o réznej dtugosci poprzez usunigcie krotkich i
dhugich fragmentéw. Efekt ten wywolywany jest poprzez zastosowanie roznej
objetosci kulek magnetycznych w stosunku do objetosci mieszaniny. Kulki
magnetyczne SPRI zawieszone s3 w roztworze NaCl/PEG, ktorego sktadniki
stwarzaja warunki zageszczenia. Modulowanie zaggszczenia mieszaniny stosunkiem
objetosci mieszaniny kulek w odniesieniu do proby sprawia, ze im wigksza objetos¢
kulek tym dluzsze fragmenty przyciagane sa do powierzchni kulek, np. stosunek kulek
wynoszacy 1,8 x w stosunku do proby sprawia, ze z proby oczyszczane sg fragmenty
ponizej 100 nt, z kolei stosunek 0,9 X powoduje odciecie produktow ponizej 300 nt.
Oczyszczanie na kulkach SPRI zachodzi w trzech etapach: 1) Zmieszanie probki z
wybrang objetoscig kulek, inkubacja 1 zwigzanie kulek do magnesu na statywie
magnetycznym, 2) Usunigcie supernatantu 1 przemycie kulek etanolem o
odpowiednim stezeniu, 3) Elucja oczyszczonych fragmentéw poprzez zmieszanie
kulek z wodg, inkubacja, zwigzanie kulek do magnesu na statywie magnetycznym i
zebranie oczyszczonego produktu rozpuszczonego w wodzie. Przed oczyszczeniem
bibliotek fragmentow wykonano probne oczyszczanie na kulkach Ampure XP beads

(Beckman Coulter) z zastosowaniem réznych objetosci kulek w stosunku do
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oczyszczane]j probki (Ryc. 44) zgodnie z opisem zawartym w rozdziale Materialy i
metody. Testowe oczyszczanie wykonano na standardzie o fragmentach dtugosci w
zakresie od 25 do 700 pz. Optymalizacja oczyszczania mieszaniny fragmentéw o
roznych dlugosciach z zastosowaniem kulek SPRI wykazata bardzo precyzyjne
oczyszczenie probki. Uzycie rdznej ilosci kulek w stosunku do probki spowodowato
usunigcie z mieszaniny fragmentow w roznym zakresie. Zgodnie z przewidywaniami,

uzycie mniejszej objetosci kulek skutkowalo usunieciem z mieszaniny dtuzszych

fragmentow, bez utraty frakcji najdtuzszych fragmentow.
Stosunek objetosci kulki SPRI:prébka
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Ryc. 44 Rozdziat elektroforetyczny na 3% zelu agarozowym probek po oczyszczaniu
na kulkach SPRI. Sciezka 1 — nieoczyszczony standard dhugoéci GeneRuler Low
Range DNA Ladder (ThermoFisher). Sciezki 2-5 — rozdziat standardu dtugosci po
oczyszczaniu z r6zng objetoscig kulek SPRI (Ampure XP beads, Beckman Coulter).

W przypadku eksperymentu mapowania VRNA w wirionie wirusa grypy dtugosci
fragmentow byly w zakresie od 890 pz (8 segment) do 2341 pz (1 segment). Zgodnie
z protokotem producenta zestawu [llumina XT DNA dla matryc DNA o poczatkowej
dtugosci powyzej 500 pz nalezy zastosowa¢ 0,6 x objetosci kulek SPRI. Uzycie
stosunku objetosci 0,6 x skutkowato usunigeciem fragmentéw o dtugosciach ponizej
300 pz. Stezenie uzyskanych bibliotek do sekwencjonowania bylo niewielkie i
oscylowato w granicach ok 20-100 ng dla cato$ci probki. Dlatego tez analiza ilo§ciowa
1 jakosciowa probek wymagala zastosowania instrumentéw umozliwiajacych ocene

jakosciowg produktow DNA o niskim st¢zeniu.
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2.2.4. Biblioteki in cellulo: Przygotowanie matrycy, reakcja tagmentacji i

amplifikacja bibliotek fragmentow do sekwencjonowania

Protokot przygotowania biblioteki opracowano na podstawie opublikowane;j
metody zgodnie ze $ciezka “Amplicon workflow” (Ryc. 41)!3L. Do reakcji RT typu
MaP pobrano 3 pg catkowitego RNA. Matryca catkowitego RNA sktada si¢ w ok.
99% z RNA komoérkowego. Natomiast frakcja wirusowego RNA stanowita mniej niz
1% w mieszaninie RNA, co zostalo potwierdzone przez nas w reakcji real-time PCR.
W zwigzku z tym, do reakcji RT wykorzystano starter Uni-12 0 sekwencji
komplementarnej do 3’ konca rejonu panhandle wszystkich segmentow vRNA (Ryc.
38)2%2, W celu uzyskania dwuniciowego DNA wykonano reakcje amplifikacji PCR z
zastosowaniem starterow HFA 1 HRA komplementarnych do 3’ 1 5° konca czasteczki
cDNA (rejon panhandle). Startery te posiadaja sekwencj¢ starterow Uni-12 oraz Uni-
13 (Ryc. 38B) wydluzonych o sekwencje dla tagmentazy, dzigki czemu enzym ma
mozliwo$¢ przylaczenia si¢ na poczatku badanej sekwencji. Mialo to na celu
umozliwienie odczytu obu koncéw czasteczki w trakcie sekwencjonowania. Doktadny
opis wszystkich reakcji zostal zawarty w rozdziale Materialy i metody. Po zmierzeniu
stezen produktow PCR za pomoca fluorymetru Qubit, sprawdzono ich jakos$¢ za
pomoca rozdzialu elektroforetycznego na 1% zelu agarozowym (Ryc. 45A,B). W
wyniku reakcji spodziewano si¢ uzyskac¢ 8 produktéw reakcji PCR, odpowiadajacych
osmiu segmentom VRNA. Jednakze, rozdziat elektroforetyczny (Ryc. 45A,B) wykazat
obecnos¢ jedynie trzech produktow specyficznych, ktérych dtugosci odpowiadaty
czasteczkom VRNAS, vRNA7 1 vVRNAS wydluzonym o sekwencje¢ starterow. Na zelu
zaobserwowano rowniez duzg frakcj¢ produktow niespecyficznych widocznych jako

smuga ponizej dtugosci 750 pz (Ryc. 45A,B).

W celu usunigcia frakeji niespecyficznych produktéw reakcji amplifikacji
wykonano oczyszczanie z zastosowaniem kulek SPRI w stosunku objetosci
wynoszacym 0,5 x. Oczyszczone produkty PCR ponownie rozdzielono z
zastosowaniem elektroforezy na 1% zelu agarozowym (Ryc. 45B). Rozdziat
oczyszczonych produktow PCR wskazal na powodzenie takiego oczyszczania. Brak
widocznych produktow reakcji dla segmentéw VRNAI, vVRNA2, vRNA3, vRNA4
oraz VRNA6 mogt wynika¢ z ich mniejszego udziatu procentowego w produkcie

reakcji RT. Drugim powodem mogto by¢ preferencyjne namnazanie segmentow 5, 7 i
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8 w komorce, wynikajace ze specyfiki cyklu replikacyjnego wirusa. Niedawno
opublikowana praca z zakresu kinetyki namnazania RNA wirusa grypy wskazata, ze
w istocie jest ona zroznicowana dla kazdego typu czasteczki (VRNA, cRNA i mRNA),

a takze inna dla poszczegdlnych segmentéw RNAZ%,

‘&_ “3, %Q. ") ‘e_\ %:lz%@
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g?’ V\?’ é?’ é?'\éY' \A?*
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Standard dhugosci

Ryc. 45 Rozdziat elektroforetyczny na 1% zelu agarozowym produktow reakcji PCR z
zastosowaniem uniwersalnych starterow HFA i HRA. A. Rozdziat produktow PCR przed
oczyszczaniem. B. Rozdzial produktéw PCR po oczyszczaniu na kulkach SPRI. Na kazda
$ciezke natozono 200 ng. Na Sciezkach 1-6 — produkty PCR na matrycy z eksperymentu
mapowania NAI; Sciezki 7-12 — produkty PCR na matrycy z eksperymentu mapowania
DMS. R1, R2, R3 — matryca z trzech powtorzen biologicznych reakcji mapowania dla
odpowiedniego odczynnika chemicznego; K1, K2, K3 — matryca z trzech powtoérzen
biologicznych dla reakcji kontrolnej, nietraktowanej odczynnikiem chemicznym. Sciezka 13
— standard dtugosci MWQ (EurX). Na zelu widoczne sa trzy produkty reakcji PCR
odpowiadajgce dlugosciom segmentow VRNAS, vRNA 7 i vRNA8 wydtuzonych o
sekwencje starterow.

Uzyskany produkt PCR postuzyt jako matryca do przygotowania biblioteki do
sekwencjonowania NGS. Kolejne etapy przygotowania biblioteki, za wyjatkiem etapu
oczyszczania z uzyciem kulek SPRI, zostalty wykonane tak samo jak w przypadku
bibliotek z eksperymentu in virio. W przypadku eksperymentu in virio zastosowanie
losowego startera skutkowalo uzyskaniem produktow cDNA, a nastepnie DNA, o

roéznej dhugosci. W przypadku bibliotek in cellulo matryc¢ do biblioteki stanowity
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dhugie produkty PCR, ktorych fragmentacja na etapie tagmentacji mogta zachodzi¢
nieefektywnie. Z tego wzgledu zastosowano oczyszczanie produktow biblioteki
poprzez selekcje fragmentow, polegajaca na usunigciu krotkich oraz dilugich

fragmentow w mieszaninie (Materialy i metody).

2.2.5. Przygotowanie biblioteki do sekwencjonowania NGS dla proéby kontrolnej,

zwierajgcej RNA o znanej strukturze drugorzedowej (kontrola in cellulo)

W celu sprawdzenia prawidtowosci reakcji mapowania RNA, pod katem
pézniejszego odczytu reaktywnosci nukleotydow badanych struktur, przygotowano
probe kontrolng o znanej strukturze drugorzedowej — wybranol8S rRNA.
Wykorzystano catkowity RNA komorkowy po reakcji mapowania chemicznego
odczynnikami NAI oraz DMS. Do przygotowania biblioteki do sekwencjonowania
wykorzystano protokot opracowany dla probek in virio. Tak wiec, w pierwszej
kolejnosci przepisano 1 pg catkowitego RNA na ¢cDNA w reakcji odwrotnej
transkrypcji typu MaP z wykorzystaniem startera typu losowy heksamer. Nastepnie
wykonano reakcje syntezy drugiej nici 1 uzyskany produkt rozcienczono.
Rozcienczony produkt syntezy drugiej nici postuzyl jako matryca do przygotowania
biblioteki. Gotowe biblioteki oczyszczano z zastosowaniem kulek SPRI w stosunku

objetosci wynoszacym 0,6 X.

2.2.6. Biblioteki do sekwencjonowania NGS- analiza ilosciowa i jakosciowa
bibliotek

Gotowe biblioteki do sekwencjonowania zostaly sprawdzone pod wzgledem
ilosciowym 1 jakosciowym. Stezenie probek zmierzono za pomoca fluorymetru Qubit.
Biblioteki fragmentow zostaty nast¢pnie sprawdzone pod wzgledem jakosciowym z
zastosowaniem bioanalizatora (Agilent Bioanalyzer 2100) (Materialy 1 metody).
Bioanalizator jest urzadzeniem do przeprowadzenia elektroforezy kapilarnej wysokiej
rozdzielczo$ci w technologii typu lab-on-a-chip. Wyniki elektroforezy umozliwiaja
ocen¢ jakosciowa probki tj. ocene rozkladu fragmentow w probce wskazujac
ewentualne zanieczyszczenie probki produktami ubocznymi reakcji PCR, na przyktad
primer-dimer. Sekwencjonowanie NGS wymaga znormalizowanego rozktadu
fragmentow, w zaleznosci od wybranej platformy sekwencyjnej odpowiedni zakres

dhugos$ci miesci si¢ w warto$ciach pomigdzy 300-1500 nt. Na Ryc. 46 zaprezentowany
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zostal obraz rozdzialu elektroforetycznego gotowych bibliotek z eksperymentu
mapowania in virio, in cellulo oraz kontroli in cellulo. Wtasciwy rozdziat fragmentow
powinien si¢ znajdowa¢ w zakresie od 300 do 1000 pz. Fragmenty >150 pz s3

produktami ubocznymi reakcji PCR typu primer-dimer lub niezwigzanymi starterami.

Electrophoresis File Run Summary
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- g o —— g » —— w o %X
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Ryc. 46 Obraz rozdziatu elektroforetycznego gotowych bibliotek do sekwencjonowania in
virio oraz in cellulo oraz kontroli in cellulo. Rozdziat wykonano z zastosowaniem chipu High
Sensitivity. Po lewej stronie widoczny jest rozdzial standardu dtugosci w zakresie 35-7000
pz. Do kazdej probki dodawane sa markery dtugosci — krotki o dt. 35 pz (lower marker) oraz
dtugi o dt. 10380 pz (upper marker). Odpowiednie przypisanie pikow do markeréw dtugosci
gwarantuje prawidtowy odczyt dlugosci fragmentéw w probee. Na kazdej §ciezce widoczne
sg prawidlowo przypisane markery. Na chipie High Sensitivity mozna jednorazowo
rozdzieli¢ maksymalnie 11 probek, dlatego probka NAI K3 zostata rozdzielona na osobnym
chipie. Ze wzgledu na pojawienie si¢ podczas rozdziatu artefaktu, dodatkowo powtorzono
rozdziat probki NAI R2.

Ponizej przedstawione sa wykresy rozdziatu elektroforetycznego badanych
probek. Wyznaczono $rednig dlugo$¢ fragmentéw w probce wraz ze stezeniem
molarnym probki. Bylo to niezbedne do prawidtowego obliczenia st¢zen probek w nM
na etapie laczenia bibliotek fragmentéw do sekwencjonowania (etap normalizacji
bibliotek). Na Ryc. 47-50 przedstawione sg wykresy dla gotowych bibliotek. Wykresy
wskazuja na uzyskanie prawidtowych bibliotek do sekwencjonowania NGS dla probek
z eksperymentu in virio, ktorych zakresy dlugo$ci mieszczg si¢ w zakresie 300-1000
pz. Obraz z bioanalizatora $wiadczy o prawidlowej fragmentacji biblioteki
fragmentéw. Oprocz markerow gornego i dolnego widoczne sg piki $wiadczace o
zanieczyszczeniu starterami. Zdecydowano, ze niewielka ilo$¢ zanieczyszczenia
starterami nie wplynie znacznie na jako$¢ sekwencjonowania. W przypadku
wykresow dla probek in virio (VRNP DMS K2, NAI R1 oraz NAI K1) widoczne sa
artefakty rozdziatu elektroforetycznego. Wykresy wskazuja na wigksze stezenie

probek kontrolnych (VRNP DMS K1, K2 i K3 oraz NAI K1, K2 i K3). Wynika to z
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faktu, Ze na zel natozono 1 pl nierozcienczonej probki gotowej biblioteki, a stezenie

probek kontrolnych byly $rednio 2x wyzsze niz dla probek reakcyjnych (pomiar
Qubit).
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Pierwsze powtdrzenie biologiczne

VRNP DMS R1 -
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Overall Results for sample 1 : vRNP DMS R1 _
Number of pesks found: 2
Noise: 0.1
Corr. Area 1: 285.7
Region table for sample 1 : _VRNP DMS R1

From To Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co
[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/pl y lo
[bp] inCv[%] ] [pmol/I r

152 1311 2857 87 485 204 70127 2113 HE

Drugie powtdrzenie biologiczne
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Overall Results for sample 5 : _yRNP DMS R2 o
Number of peaks found: 2

Noise: 0.1

Corr. Area 1t 220.2

Region table for sample 5 : VvRNP DMS R2

From To Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co

[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/pl y lo
[bp] inCV[%] ] [pmol/l r
183 1270 2202 82 479 25

Trzecie powtdrzenie biologiczne
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Overall Results for sample 9 : _YRNP DMS R3 =4

Number of peaks found: 1

Noise: 0.1

Corr. Area 1: 305.7

Region table for sample 9 : vRNP DMS R3

FromTo Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co

[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/pl y lo
[bp] inCv[%] ] [pmol/I r

175 1841 3057 88 504 s 1.18623d12¢4 1R

Ryc. 1 Wykresy dla bibliotek fragmentéw wygenerowanych na matrycy RNA pochodzacej z
mapowania in virio odczynnikiem DMS. R oznacza probke reakcyjna (traktowana
odczynnikiem DMS), K oznacza probke kontrolng (nietraktowang odczynnikiem DMS). Po
lewej stronie (0§ Y) wyznaczony jest poziom fluorescencji [FU], na dole (0§ X) zaznaczona jest
dlugosc¢ rozdzielanych fragmentéw. Pod wykresami znajduje si¢ tabela ze stezeniem probki w
wybranym regionie. Wykresy wygenerowane przez Agilent Bioanalyzer 2100 na podstawie

rozdziatu elektroforetycznego probek.
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Overall Results for sample 2 : _VRNP DMS K1 _

Number of peaks found: 1

Noise: 0.1

Corr, Area 1: 631.5

Region table for sample 2 : _VRNP DMS K1

From To Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co

[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/pl y lo
[bp] inCV[%] ] [pmol/l r

3
171 1971 6315 o4 800 384 14388042716 1R

Nieoczyszczone startery

VRNP DMS K2
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Overall Resuits for sample 6 : _VRNP DMS K2 _
Number of peaks found: 1
Noise: 0.1
Corr, Area 1: 601.6
Region table for sample 6 : vRNP DMS K2

From To Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co
[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/pl y lo
[bp] inCV[%] ] [pmol/I r

3
176 1980 €016 93 602 411 18010151220 HE
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Overall Results for sample 10 : _VRNP DMS K3 g
Number of peaks found: 1

Noise: 0.1

Corr, Area 1: 539.7

Region table for sample 10 : vRNP DMS K3

From To Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co
[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/upl y lo
[bp] inCv[%] ] [pmol/l r

181 1888 5307 o4 508 23 21551184537 1
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Pierwsze powtdrzenie biologiczne
VRNP NAI R1
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Overall Results for sample 3 : _yRNP NAI R1 — Overall Results for sample 4 : _VRNP NAI K1 —
Number of peaks found: 3 Number of peaks found: 1
Noise: 0.1 Noise: 0.1
Corr, Area 1: 2321 Corr, Area 1: 5724
Region table for sample 3 : VRNP NAI R1 Region table for sample 4 : _VRNP NAI K1
FromTo Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co FromTo Corr. % of Average Size ~ Conc. Molarit Co
[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/pl y lo [bp] [bp] Area Total Size  distribution [pg/ul y lo
[bp] inCV[%] ] [pmol/1 r [bp] InCV[%] ] [pmol/I r
167 1978 2321 85 574 530 62383 J34c HE 201 2003 5724 00 612 400 14745843275 1R
. 7 . " .
Drugie powtdrzenie biologiczne
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Overall Results for sample 10 : VRNP R2 — Overall Results for sample 8 : VRNP NAI K2 _
Number of peaks found: 15 Number of peaks found: 9
Noise: 0.3 Noise: 0.1
Corr. Area 1: 1,056.8 Corr, Area 1: 679.2
Region table for sample 10 : _VRNP NAI R2 Region table for sample 8 : ~ _vRNP NAI K2
FromTo Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co FromTo Corr. % of Average Size ~ Conc. Molarit Co
[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/pl y lo [bp] [bp] Area Total [5;3 :i’g,w g’g/ uly N lo
[bp]l  inCV[%] ] [pmol/I r " ipmolfl &
200 1000 1056894 524 288 91817 39505 WM VI A e e “a 21134555047 1
s 7 § g 1 ‘
Trzecie powtdrzenie biologiczne
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Overall Results for sample 11 : _yRNP NAI R3 — Overall Results for sample 11 : _VRNP NAI K3 o
Number of peaks found: 1 Number of peaks found: 8
Not i o1 Noise: 0.2
g ;i Corr. Area 1: 2,323.6
Corr, Area 1: 2489
P taile for fady - VRNP NAI R3 Region table for sample 11 : _VRNP NAI K3
= A From To Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co
FromTo Corr. % of Average Size ~ Conc. Molarit Co [bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/uly o
[bp] [bp] Area Total Size  distribution [pg/ul y lo [bp]  inCV[%] ] [pmol/I r
[bp] inCv[%] ] [pmol/I r 200 1000 2323695 530 303 201234 65824 M
178 1814 2489 85 570 47 11021235025 W

Ryc. 48 Wykresy dla bibliotek fragmentow wygenerowanych na matrycy RNA pochodzacej
z mapowania in virio odczynnikiem NAI. R oznacza probke reakcyjna (traktowana
odczynnikiem NAI), K oznacza probke kontrolng (nietraktowana odczynnikiem NAI). Po
lewej stronie (0§ Y) wyznaczony jest poziom fluorescencji [FU], na dole (0$ X) zaznaczona
jest dlugos¢ rozdzielanych fragmentow. Pod wykresami znajduje si¢ tabela ze stezeniem
probki w wybranym regionie. Wykresy wygenerowane przez Agilent Bioanalyzer 2100 na
podstawie rozdziatu elektroforetycznego probek.
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Pierwsze powtorzenie biologiczne
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Overall Results for sample 1 : _NAIAS9 R1 e

Number of peaks found: 14

Noise: 03

Corr. Area 1: 3,391.2

Region table for sample 1 : NAI AS9 R1

From To  Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co

[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/ul y lo

[bp] inCv[%] ] [pmol/I r
200 1000 3391294 422 243 364143740478 I

Drugie powtorzenie biologiczne

NAI A549 R2
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Overall Results for sample 2 : _NAI AS49 R2 T
Number of peaks found: 29
Noise: 0.8
Corr. Area 1: 3,763.6
Region table for sample 2 : _NAI A549 R2
From To  Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co
[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/pl y lo

[bp] inCv[%] ] [pmol/I r

200 1000 3763695 412 244 3,056.15 12,0513 Wl

Trzecie powtorzenie biologiczne
NAI A549 R3
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Overall Results for sample 3 : _NAI A549 R3 —
Number of peaks found: 33
Noise: 1.2
Corr. Area 1: 4,000.2
Region table for sample 3 : _NAI A549 R3
From To Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co
[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/ul y lo
[bp] incv[%] ] !pmolll r
200 1,000 4,000.2 96 422 254 338534 132231 I
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Overall Results for sample 4 : _NAI A549 K1 _
Number of peaks found: 37
Nose: 0.8
Corr. Area 1: 33758
Region table for sample 4 : _NAI A549 K1
From To Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co
[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/upl y lo
[bp] inCv[%] 1] [pmol/I r
200 1,000 3375894 424 270 2,742.03 joe421 IH
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Overall Results for sample 5 : _NAI A549 K2 _
Number of peaks found: 34
Noise: 1.1
Corr. Area 1: 5,367.0
Region table for sample 5 : _NAI A549 K2
From To Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co
[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/ul y lo
[bp] incv[%] ] [pmol/I r
200 1,000 5367095 417 271 460065 18,1302 Ml
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Overall Results for sample 6 : _NAI A549 K3 _
Number of peaks found: 45
Noise: 13
Corr, Area 1: 3,742.3
Region table for sample 6 : NAI AS549 K3
From To Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co
[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/pl y lo
[bp] inCv[%] 1] [pmol/I r
200 1,000 3742291 417 283 3‘0621912,1963 =

Ryc. 49 Wykresy dla bibliotek fragmentoéw wygenerowanych na matrycy RNA
pochodzacej z mapowania in cellulo odczynnikiem NAI. R oznacza probke reakcyjna

(traktowana odczynnikiem NAI), K oznacza probke

kontrolng (nietraktowang

odczynnikiem NAI). Po lewej stronie (0§ Y) wyznaczony jest poziom fluorescencji [FU],
na dole (0§ X) zaznaczona jest dlugosc¢ rozdzielanych fragmentow. Pod wykresami znajduje
si¢ tabela ze stezeniem probki w wybranym regionie. Wykresy wygenerowane przez
Agilent Bioanalyzer 2100 na podstawie rozdzialu elektroforetycznego probek.
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Pierwsze powtorzenie biologiczne
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Overall Results for sample 7 : _DMS A549 R1 —

Number of peaks found: 33

Noise: 0.7

Corr. Area 1: 3,850.0
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Number of peaks found: 34 Number of peaks found: 29
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Ryc. 50 Wykresy dla bibliotek fragmentow wygenerowanych na matrycy RNA pochodzacej z
mapowania in cellulo odczynnikiem DMS. R oznacza probke reakcyjng (traktowang
odczynnikiem DMS), K oznacza probke kontrolng (nietraktowang odczynnikiem DMS). Po lewe;j
stronie (0§ Y) wyznaczony jest poziom fluorescencji [FU], na dole (o$ X) zaznaczona jest dtugosc¢
rozdzielanych fragmentéw. Pod wykresami znajduje si¢ tabela ze stezeniem probki w wybranym

regionie. Wykresy wygenerowane przez Agilent Bioanalyzer 2100 na podstawie rozdziatu
elektroforetycznego probek.
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W przypadku bibliotek pochodzacych z eksperymentu mapowania in cellulo
zaobserwowano niejednorodny rozktad fragmentow (Ryc. 49-50). Taki rozktad jest
charakterystyczny dla bibliotek przygotowywanych na matrycy produktu PCR ze
starterami HFA 1 HRA 1 byl zaobserwowany dla bibliotek NGS pochodzacych z
niezaleznych  eksperymentow  wykonanych przez nasza grupe (dane
nieopublikowane). W przypadku prob kontroli in cellulo uzyskano réwnomierny

rozdziat biblioteki fragmentéw do sekwencjonowania NGS (Ryc. 51).
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Ryc. 51 Wykresy dla bibliotek fragmentow wygenerowanych na matrycy RNA proby kontrolnej
in cellulo (total) dla eksperymentu mapowania odczynnikiem DMS i NAI. R oznacza probke
reakcyjna (traktowang odczynnikiem), K oznacza probke kontrolng (nietraktowang
odczynnikiem). Po lewej stronie (0§ Y) wyznaczony jest poziom fluorescencji [FU], na dole (0$
X) zaznaczona jest dtugos$¢ rozdzielanych fragmentéw. Pod wykresami znajduje si¢ tabela ze
stezeniem probki w wybranym regionie. Wykresy wygenerowane przez Agilent Bioanalyzer 2100
na podstawie rozdziatu elektroforetycznego probek.
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W przypadku rozdziatu elektroforetycznego na bioanalizatorze moga pojawic si¢
wspomniane wczesniej zaklocenia w rozdziale, tzn. artefakty. W celu potwierdzenia,
ze pojawiajace si¢ zakldcenia nie sg niespecyficznymi produktami w bibliotece
powtorzono rozdziat probki vVRNP NAI R2 z widocznym silnym artefaktem (RYc.
52A). Po lewej stronie (Ryc. 52A) rozdziat z widocznym artefaktem na wysokosci
okoto 500 pz, ktory zostat btednie przypisany jako pik. Po powtorzeniu rozdziatu tej
samej biblioteki (Ryc. 52B) nie zaobserwowano wystepowania dodatkowego piku.

Potwierdzito to, ze pik byl wynikiem zaburzenia rozdziatu elektroforetycznego.

Po potwierdzeniu poprawnego rozktadu fragmentdow w bibliotece do

sekwencjonowania wykonano normalizacj¢ bibliotek do sekwencjonowania.
Doktadny opis tego etapu zostal zawarty w rozdziale Materiaty i metody. W Tabeli 10
(Dodatek)

zastosowanych indeksow oraz obliczenie st¢zen nM. dla poszczegodlnych probek do

zaprezentowane jest podsumowanie informacji  dotyczacych
sekwencjonowania. Obliczenie stezen w nM umozliwia potgczenie rownych ilosci
probek w koncowej mieszaninie do sekwencjonowania. Nieprawidlowe obliczenie
warto$ci nM moze prowadzi¢ do nadreprezentacji ktorej$ z probek i wicksze pokrycie
tej probki w trakcie sekwencjonowania. Sekwencjonowanie typu paired-end
wykonano z zastosowaniem systemu [llumina NextSeq550, Dlugo$¢ odczytow obu

koncoéw czasteczki ustalono na 2x150 pz.

Y)RNP NAI R2 u_m VRNP NAI R2 -
FU] g [FU] \.»3
\ &
o0 - b?’
100
40
& b
i L 50 | L,
"‘ o' LS & & 1 p
w & oo O3
0 0 ¥ : | . 4
T TTT T T T T T T T
35 150 300 500 1000 3000 [bp] ) . T L. R U B
35 150 300 500 10380 [bp]

Overall Results for sample 7 : _YRNP NAI R2
ShowberF pasha founds 2 Overall Results for sample 10 : VRNP NAI R2
Noise: 0.1 Number of peaks found: 15
Corr, Area 1: 350.3 Noise: 03
Corr. Area 2: 438 Corr. Area 1: 1,056.8
Region table for sample 7 : _YRNP NAIR2 Region table for sample 10 : _VRNP NAI R2

From To Corr. % of Average Size
[bp] [bp] Area Total Size  distribution [pg/ul y

182 1986 3503 ©0

403 520 4383 1

[bp]

575

457

Conc. Molarit Co
incv[%] ]

15380 4800

[pmol/I r

]
121200 30137

From To

200 1,000 1,056.894 524 288

Corr. % of Average Size
[bp] [bp] Area Total Size

distribution [pg/ply
[bp] inCV[%] ]

Conc. Molarit Co

[pmol/I r
91817 29505 M

Ryc. 52 Wykresy dla biblioteki fragmentéw vVRNP NAI R2. A. Rozdziat z widocznym
artefaktem na wysokosci ok 500 pz, ktory zostat btednie przypisany jako pik. B. Powtdrzony
rozdziat elektroforetyczny tej samej biblioteki.
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2.2.7. Wyniki sekwencjonowania

2.2.7.1 Analiza bioinformatyczna wynikow sekwencjonowania

Po czgsci eksperymentalnej, zakonczonej sekwencjonowaniem nastapil etap
analizy bioinformatycznej. Analiz¢ wynikow sekwencjonowania wykonat dr. Tomasz
Wozniak (Instytut Genetyki Cztowicka PAN). Analiza wynikéw sekwencjonowania
zostata przeprowadzona w programie ShapeMapper22%. Program jest dedykowany do
analizy danych z sekwencjonowania metoda SHAPE-MaP oraz DMS-MaPseq.
ShapeMapper2 umozliwia analiz¢ profilu mutacji poprzez przyrownanie proby
reakcyjnej (reakcja mapowania odczynnikiem chemicznym) z probg kontrolng
(nietraktowanej odczynnikiem chemicznym). Na Ryc. 53B zostal zaprezentowany
schemat analizy w programie ShapeMapper2, ktéry obejmuje etapy takie jak: 1)
Analiza jako$ciowa sekwencjonowania poprzez eliminacj¢ odczytow o niskiej jakosci,
2) Laczenie odczytow sekwencjonowania obu koncow (sekwencjonowanie typu
paired-end), 3) Mapowanie do sekwencji referencyjnej wybranym algorytmem
(Bowtie2, STAR), 4) Identyfikacja mutacji zaréwno w probce reakcyjnej jak 1
kontrolnej, 5) Przyrdwnanie probki reakcyjnej i kontrolnej w celu identyfikacji miejsc
o zwickszonej ilosci mutacji, 6) Obliczenie reaktywnosci na podstawie profilu mutacji,
7) Kontrola jakosci i wygenerowanie wykreséw. Jako mutacje identyfikowane sa
zmiany takie jak jednonukleotydowe lub wielonukleotydowe niesparowania, delecje
czy insercje (Ryc. 53C,D). Po identyfikacji miejsc o skumulowanej mutacji obliczana

jest reaktywnos$¢ poszczegdlnych nukleotydow.

Sekwenator NextSeq550 wykonuje automatyczny podziat probek na podstawie
zastosowanych indekséw oraz dodatkowo usuwa sekwencje starterow W ostatecznej
wersji pliku (ang. primer trimming). Uzyskane pliki w formacie FASTQ zostaty
poddane analizie jakosciowej i ilosciowej. Nastepnie potgczono pliki dla odczytu obu

koncow.
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A. Czg$¢ eksperymentalna C. Statystyka poszczegolnych typow
mutacji dla kazdego nukleotydu
A

U
Mapowanie chemiczne Niesparowanie
Delecja
ofaldowane RNA Insercja
Niesparowanie (wielont)
Przerwa (wiclont) B Modified
Insercja (wielont) M Untreated
Mutacja zlozona T
Profil mutacji (MaP) T B A gOE i
Odwrotna Indukcja Czestotliwosé x 107
transkrypcja mutagji
——— —————e— CDNA. G G
RNA ’ i
Nlcspuruwun_lc
; : Delecja
Sekwencjonowanie Insercja
S — —
e ——— Niesparowanie (wielont)
————— Przerwa (wielont)
9. Insercja (wielont)
B. Analiza bioinformatyczna Mutacja zlozona — —r
o — N w & O - 1 N w -
ShapeMapper2 Czestotliwosé x 107
Analiza jakosciowa
D. Przyktady mutacji
Niesparowanie ’
] ) . —~ Odczytana sekwencja
Laczenie odczytow z obu koncow |
———— e GAGTCTGCAACTCGACT — Sekwencja referencyjna
— — ~ 54 2
W — Odczytane miejsce przylaczenia
) odczynnika chemicznego
Mapowanie do sekwencji referencyjnej (Bowtie2, STAR) Insercja
R ———————
—T T — Y
i AAGGTTAAAACTCAAAT
Identyfikacja mutacji .
_—— o
é @
TGCTACAATGGCGCATA

Obliczenie mutacji, korekcja sekwencji

ég Delecja (wielonukleotydowa)

1 n -
L - ATCGGAATTACTGGGCG
Obliczenie reaktywnosci
mutation . .
rates Mutacja ztozona
GGAGGAAGGGAGTAAAG

Kontrola jako$ci i wygenerowanie wykresow
4N
ATGCCGCGTGTATGAAG

Ryc. 53 A. Czg$¢ eksperymentalna metody detekcji modyfikacji chemicznych poprzez
profilowanie mutacji MaP. B. Kolejne etapy analizy bioinformatycznej przeprowadzanej w
programie ShapeMapper2. C. Typy mutacji oraz czgstotliwo$¢ ich wystepowania dla danego
nukleotydu na przyktadzie analizy profilu mutacji 16S i 23S rRNA E.coli D. Przyklady
wystepuiacych mutacii. Rysunek pochodzi z publikacii Busan S., Weeks K.M., (RNA, 2018).
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2.2.1.2. Analiza wynikow mapowania chemicznego RNA o znanej strukturze

drugorzedowej — kontrola mapowania in cellulo

W czasie planowania eksperymentu duze znaczenie mial wybor linii koméorkowej,
w ktorej przeprowadzano infekcje wirusem grypy. Wybrano ludzkg lini¢ komorkowa
pluc A549, co miato na celu uzyskanie informacji dotyczacej struktury vRNA w
warunkach jak najbardziej zblizonych do naturalnych. Linia komérkowa A549 jest
standardowo uzywana w eksperymentach z wirusem grypy, co wynika miedzy innymi
z dobrej kinetyki namnazania wirusa w komorkach tej linii. Po drugie, wybor linii
komorkowej podyktowany byt réwniez mozliwoscia wybrania czasteczki kontrolnej
RNA o znanej strukturze drugorzedowej, ktora byta mapowana w tym samym czasie
co badane czasteczki vVRNA. Pozwolilo to wybra¢ 18S rRNA ludzki jako kontrolg
pozytywna reakcji mapowania SHAPE-MaP?%, Co istotne, dla czasteczki 18S rRNA
dostepne sa réwniez dane dotyczace  struktury calego  kompleksu

rybonukleinoproteinowego?”’

. Kontrola ta umozliwila sprawdzenie poprawnosci
przeprowadzonej analizy bioinformatycznej pod wzglegdem dobrania wilasciwych
parametréw w programie ShapeMapper2. Uzyskane wyniki mialy rowniez za zadanie
wskaza¢ czy warunki eksperymentalne, takie jak st¢zenie odczynnika mapujacego i

czas reakcji, byty dobrane prawidiowo.

Na Ryc. 54 zaprezentowane jest pokrycie sekwencji 18S rRNA dla préb
reakcyjnych i kontrolnych mapowanych odczynnikami DMS i NAI. Po uzyskaniu
informacji odnos$nie pokrycia sekwencji obliczone zostaty reaktywnos$ci nukleotydow.
W przypadku obu odczynnikoéw chemicznych uzyskano odczyt reaktywnosci dla
wigkszos$ci nukleotydow czasteczki 18S rRNA. Nie uzyskano odczytu reaktywnosci
jedynie dla nukleotydow 1-14. Dane mapowania chemicznego naniesiono na strukturg
drugorzedowa 18S rRNA (Ryc. 55). Wyniki mapowania korelujg ze strukturg
drugorzgdowa 18S rRNA. Silne mapowania (=0,85) wystgpuja w rejonach
jednoniciowych, badZz w obrebie par niekanonicznych (G-U, A-C). Zidentyfikowano
rowniez pewne motywy strukturalne, w ktorych nie zaobserwowano mapowan
chemicznych. W nastgpnej kolejnosci zbadano dostgpnos¢ tych motywéw dla
odczynnikow chemicznych w strukturze trzeciorzedowej 18S rRNA. Strukture

podjednostki 18S rybosomu ludzkiego pobrano z bazy danych PDB (Protein Data
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Bank, entry: 4V6Z, chain: B2 doi: 10.2210/pdb4V6X/pdb)?’. Wizualizacja struktury
w programie Chimera (wer. 1.13.1) zostata przeprowadzona przez dr. Agnieszke
Ruszkowska (Zaktad Chemii i Biologii Kwasow Nukleinowych, IChB PAN). Analiza
wykazata, ze motywy strukturalne, ktore byty wyraznie wyeksponowane na zewnatrz
kompleksu rybosomalnego silnie mapowaly si¢ w miejscach jednoniciowych. Z kolei
motywy strukturalne z nisko reaktywnymi nukleotydami zostaly zidentyfikowane
wewnatrz kompleksu rybosomalnego. Na Ryc. 56 zaprezentowano przykladowe
motywy strukturalne oraz ich lokalizacj¢ w czasteczce kompleksu rybosomalnego. W
pierwszym motywie strukturalnym zaobserwowano mapowania zgodne ze struktura
drugorzedowa, bowiem nukleotydy o silnej reaktywnosci znajdowaly si¢ w obrebie

regionu jednoniciowego tego motywu. Analiza miejsca wystgpowania tego motywu

185 rRNA DMS
Modified

450k == Included
400k — offtarget
350k - low MAPQ
£ 300k
§ 250k
© 200k
£ 150k
100k
50k
0

T T
Q 500 1000 1500

ntreat
450K Untreated

400k
350k
£ 300k |
g 250k
© 200k ~
S 150k
100k |
50k |

0

T 1
0 500 1000 1500
188 rRNA NAI

Nucleotide

Modified
450k

400k
350k
£ 300k
© 250k
g 200k
8 150k
100k
50k

= Included
= off-target
==+ low MAPQ

T T
0 500 1000 1500

450k Untreated

400k

350k

£ 300k

& 250k
°

= 200k

8 150k
o

100k

50k

0

T T
] 500 1000 1500

Nucleotide

Ryc. 54 Wykresy pokrycia sekwencji 18S rRNA dla probek reakcyjnych (modified) i
kontrolnych (untreated) dla eksperymentu mapowania odczynnikami DMS i NAI. Na osi y —
ilo$¢ odczytow, na osi x — numer nukleotydu w sekwencji. Wykresy zostaly wygenerowane w
narze¢dziu Tinycov (pypi.org/project/tinycov) (dr Tomasz Wozniak).
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wskazata, ze byt on silnie eksponowany na zewnatrz kompleksu. Drugi motyw, ktory
zlokalizowany byl wewnatrz kompleksu rybosomalnego, charakteryzowatl sie
zmniejszong reaktywnoscig nukleotydéw rowniez w obrgbie regionow, ktore zostaty
zidentyfikowane jako jednoniciowe w strukturze drugorzedowej. Analiza wynikoéw
mapowania czgsteczki 18S rRNA wskazata na prawidlowe przeprowadzenie

eksperymentu mapowania chemicznego RNA, a takze analizy bioinformatyczne;j.
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Ryc. 55 Struktura drugorzedowa ludzkiego 18S rRNA. Na rysunku przedstawiono wyniki
mapowania chemicznego odczynnikami DMS i NAI Na strukture naniesiono silne reaktywnosci

(> 0,85) nukleotydow. Struktura zostala pobrana ze strony www.jufali.userpage.fu-
berlin.de/rRNA-maps.
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Secondary Structure: small subunit ribosomal RNA Homo sapiens
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Ryc. 56 Na rysunku zaznaczono przyktadowe motywy strukturalne 18S rRNA, z zaznaczeniem
reaktywnosci nukleotydow wzgledem zastosowanych odczynnikow chemicznych. Lokalizacja
motywow w obrebie kompleksu wykazata, ze silne reaktywne nukleotydy wystgpowaty w obrebie
jednoniciowych rejondéw struktur eksponowanych poza kompleks (kolor pomaranczowy). Z kolei
mniej reaktywne chemiczne motywy strukturalne byly zlokalizowane w $rodku kompleksu (kolor
rézowy). Kolorem zielonym zaznaczono czasteczke 18S rRNA. Wizualizacja: Dr Agnieszka
Ruszkowska (program: Chimera 1.13.1). Structures of the human and Drosophila 80S ribosome,
Anger et al.,(2013) Nature 497. DOI: 10.2210/pdb4V6X/pdb Entry: 4V6X
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2.2.7.3. Wyniki sekwencjonowania bibliotek fragmentow z eksperymentow

mapowania VRNA in virio oraz in cellulo

Pierwszym etapem analizy byto sprawdzenie pokrycia sekwencji wszystkich
segmentow VRNA dla kazdej probki. Po mapowaniu odczytéw (ang. read mapping)
do referencji uzyskano wykresy pokrycia sekwencji referencyjnych poszczegélnych
segmentow VRNA. Wykresy pokrycia sekwencji referencyjnych wszystkich
segmentdow VRNA dla przykladowej probki reakcyjnej i kontrolnej pierwszego
powtorzenia biologicznego in virio oraz in cellulo dla odczynnika NAI s3
zaprezentowane na Ryc. 57-58. W przypadku eksperymentu mapowania VRNA in
virio uzyskano pokrycie dla wszystkich segmentow VRNA we wszystkich
powtorzeniach (Ryc. 57). W przypadku eksperymentu mapowania w warunkach in
cellulo uzyskano czgs¢ pokrycia sekwencji referencyjnej dla segmentow 1,2,3,4 oraz
6. Dla pozostatych segmentow vVRNAS, 7 1 8 uzyskano catkowite pokrycie sekwencji
referencyjnej (Ryc. 58). Uzyskanie nierownomiernego pokrycia sekwencji segmentow
vRNA moze wynikac¢ ze zroznicowanej kinetyki namnazania tych czasteczek w czasie

cyklu replikacyjnego wirusa®®,

Reaktywnos$¢ nukleotydéw vRNA byla okre§lana poprzez poréwnanie profilu
mutacji probki reakcyjnej z profilem mutacji probki kontrolnej. Na Ryc. 60 zostaty
zaprezentowane wykresy wyliczonego profilu mutacji, pokrycia sekwencji
referencyjnej oraz dystrybucji reaktywnosci na przykladzie segmentu 1 vRNA dla
pierwszego powtorzenia biologicznego. Na Ryc. 59 zaprezentowano przyktadowe
wykresy reaktywnosci oraz pokrycia dla segmentu 8 VRNA z pierwszego powtdrzenia
biologicznego dla odczynnikow NAI i DMS. Dla wszystkich segmentow uzyskano
prawidlowy odczyt reaktywno$ci dla catej czasteczki, za wyjatkiem ok. 20-40

nukleotydéw dla 5° konca czasteczek.
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Ryc. 57 Pokrycie sekwencji referencyjnych dla segmentéw 1-8 VRNA in virio. Przedstawiono
wykresy dla probki reakcyjnej (modified) i kontrolnej (untreated), na przykladzie danych z
pierwszego powtdrzenia mapowania struktury drugorzedowej vRNA in virio odczynnikiem NAI. Na
osi y —ilo$¢ odczytow, na osi x — numer nukleotydu w sekwencji.
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Ryc. 58 Pokrycie sekwencji referencyjnych dla segmentow 1-8 VRNA in cellulo. Na wykresie
zostaly przedstawione dane dla probki reakcyjnej (modified) i kontrolnej (untreated), na
przyktadzie probki z pierwszego powtorzenia mapowania VRNA in cellulo odczynnikiem NAI. Na
osi y —ilo$¢ odczytow, na osi x — numer nukleotydu w sekwencji.
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Ryc. 59  A. Przyktadowa statystyka zidentyfikowanych mutacji dla probki reakcyjnej (modified) i
kontrolnej (untreated) dla segmentu 1 in virio. Wigksza ilos¢ mutacji w probce reakcyjnej niz
kontrolnej wskazuje na prawidlowy przebieg eksperymentu i analizy bioinformatycznej. B. Ilos¢

efektywnych odczytow dla obu probek. C. Dystrybucja obliczonych reaktywnosci wraz z wyliczonym
btgdem standardowym.
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Ryc. 60 Wykresy reaktywnos$ci nukleotydow, procentu mutacji dla poszczegdlnych nukleotydow oraz
pokrycia sekwencji dla segmentu VRNA8 mapowanego chemicznie in virio. Zaprezentowane wykresy
pochodza z pierwszego powtorzenia biologicznego.
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Przed przystapieniem do obliczenia $redniej reaktywnos$ci wyliczone zostaty
warto$ci korelacji Pearson’a dla poszczegodlnych powtorzen biologicznych. Dla
wszystkich par powtoérzen biologicznych uzyskano wspotczynnik korelacji w zakresie
od 0,80-0,99, co wskazuje na wysoki oraz bardzo wysoki poziom korelacji. Warto$ci

wspotczynnika korelacji zostaty zebrane w Tabeli 11 w rozdziale Dodatek.

Po potwierdzeniu wysokiej korelacji, wyliczono $rednie wartosci reaktywnos$ci dla
poszczegdlnych nukleotydéw dla obu odczynnikéw mapujacych. Podczas faldowania
struktury RNA wszystkie dane uzyskane dla odczynnika NAI zostaty wprowadzone
do programu RNAStructure (w wersji 6.2) jako tzw. pseudoenergie (ang.
pseudoenergy constraints). W przypadku danych mapowania odczynnikiem DMS, do
programu wprowadzone zostaty silne reaktywnos$ci (wartosci > 0,85). W tym celu
wykorzystano modut chemical mapping constraints, ktory jest dostosowany do tego
odczynnika mapujacego. Wybor progu reaktywnosci uznawany jako wysoki dla
eksperymentu DMS-MaPseq =zostal wybrany na podstawie opublikowanych

140 W czasie fatdowania zastosowano dystans parowania zasad wynoszacy

protokoloéw
150 nt. Dodatkowo, ze wzgledu na ograniczenie dystansu, a takze czg¢$ciowy brak
danych dla koncow czasteczki, z predykeji struktur drugorzedowych wytaczono takze
rejon promotora panhandle poprzez wymuszenie tego rejonu jako SsSRNA.
Przewidywanie struktury w programie RNAStructure zostato opisane w rozdziale

Materialy i metody.

2.3. Struktura drugorzedowa VRNA w warunkach in virio oraz in

cellulo

Struktury RNA w warunkach biologicznych charakteryzuja si¢ duza
labilnoscia, a dana czasteczka RNA moze przyjmowac wiele alternatywnych struktur.
Analiza struktury drugorzedowej segmentu vRNA8 w lizacie komorkowym,
przeprowadzona z zastosowaniem réznych parametrow faldowania, zaréwno z
ograniczeniem parowania zasad, jak i w ujeciu globalnym, wskazala na
zachowawczo$¢ motywow lokalnych w kazdej ze struktur. Poréwnanie struktur o
najmniejszej energii swobodnej ze strukturami MEA wskazato rowniez na stosunkowo

niewielkie roznice pomiedzy strukturami i zachowawczos¢ motywow lokalnych.
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Wobec tego, w czasie analizy struktury drugorzg¢dowej VRNA in virio i in cellulo

skupiano si¢ na strukturze MEA1%,

W pierwszej kolejnosci obliczono prawdopodobienstwo par zasad (ppz) za
pomoca funkcji Partition Function w programie RNAStructure. Jak juz wspomniano
wczesniej, obliczone prawdopodobienstwo daje informacje dotyczaca czgstosci
pojawiania si¢ okreslonej pary zasad we wszystkich wygenerowanych strukturach. Na
podstawie  obliczen  wybrano  motywy  strukturalne o  najwi¢kszym
prawdopodobienstwie parowania zasad (>80%). Nastgpnie obliczono struktur¢ MEA
poprzez wprowadzenie danych ppz do RNAStructure za pomoca funkcji MaxExpect:
Predict RNA MEA Structure.

2.3.1. Segmenty 1, 2, 3, 4 oraz 6 VRNA

Segmenty VRNAI, VRNA2, vVRNA3, vVRNA4 oraz vVRNAG6 s3 najmniej poznanymi
czasteczkami VRNA. W przypadku szczepu A/California/04/2009 dotychczas nie
opublikowano danych dotyczacych struktur drugorzedowych dla tych czasteczek. W
niniejszej pracy po raz pierwszy opisane zostaly struktury drugorzedowe tych
segmentow VRNA w warunkach in virio, a takze czes¢ danych dotyczacych struktur
drugorzedowych w warunkach in cellulo szczepu A/California/04/2009. Na Ryc. 61
zamieszone zostaly wykresy prawdopodobienstwa parowania zasad dla struktur
drugorzgdowych wybranych segmentéw vVRNA w warunkach in virio oraz in cellulo.
W opisie wspolnych motywow strukturalnych wzigto pod uwage jedynie te, ktorych

prawdopodobiefnstwo parowania zasad wynosito wiecej niz 80%.

Wybrane motywy strukturalne byly analizowane na trzech ptaszczyznach. W
pierwsze]j kolejnosci wybrano motywy strukturalne VRNA in virio o najwyzszych
prawdopodobiefistwach parowania zasad. Nastgpnie porownano te motywy
strukturalne z motywami VRNA obecnymi w strukturze in cellulo. Na ostatnim etapie
analizy, dane strukturalne zostaty porownane do opublikowanych niedawno struktur
in virio oraz ex virio szczepu A/WSN/1933 tego samego podtypu wirusa (HIN1),

Na tej postawie okre§lono motywy RNA wspdlne dla obu szczepow.

W przypadku segmentu VRNAL in virio prawdopodobienstwo pz powyzej 80%
odnotowano dla 20 motywow strukturalnych (Ryc. 62). Sposrod nich zidentytfikowano

5 motywow, ktore rowniez miaty wysokie ppz (>80%) w warunkach in cellulo: 260-
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283 nt, 351-373 nt, 389-415 nt, 2080-2114 nt oraz 2182-2203 nt. Cztery motywy byly
obecne w strukturach ex virio oraz in virio szczepu A/WSN/1933: 13-33 nt, 50-63 nt,
1122-1135 nt oraz 1837-1851 nt (Ryc. 62). Natomiast motywy w rejonach 351-373 nt,
511-546 nt oraz 940-957 nt byly przewidziane w strukturze ex virio.

W strukturze VRNAZ2 in virio zidentyfikowano 20 motywéw strukturalnych z
wysokim ppz, z czego 4 motywy strukturalne zostaly przewidziane rowniez w

warunkach in cellulo (Ryc. 63).
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1,2,3,4 oraz 6. Prawdopodobienstwo obliczone na podstawie wszystkich

struktur wygenerowanych w programie RNAStructure na podstawie danych eksperymentalnych.

Ryc. 61 Wykresy prawdopodobienstwa parowania zasad (ppz) w obrebie struktur drugorzedowych
Wizualizacja wykresow zostata wykonana w programie IGV.

VRNA segmentow
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Wspolne dla obu struktur motywy strukturalne o najwyzszym ppz zostaly
potwierdzone jedynie na 5° koncu czasteczki w regionach: 79-93 nt, 152-170 nt, 304-
320 nt oraz 436-456 nt. Co istotne, motywy strukturalne przewidziane dla VRNA2 w

warunkach in cellulo na 3’ koncu roznity si¢ znacznie od tych przewidzianych dla
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Ryc. 62 Motywy strukturalne w strukturze drugorzedowej VRNA1 okreslonej na podstawie
mapowania in virio. Symbolami zaznaczono motywy zidentyfikowane w strukturze vVRNA1
Al/California/04/2009 (Cal) in cellulo, a takze motywy w VRNAT1 szczepu A/WSN/1933
(WSN) w warunkach in virio oraz ex virio.
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VRNAZ in virio. Na koncu 5 vRNAZ2 in cellulo zidentyfikowano motyw w rejonie
2120-2140 nt (>80% ppz), ktory byt unikalny dla tej struktury (Ryc. 63). Wspoélne dla
obu struktur in virio motywy strukturalne znajduja si¢ w rejonach: 79-93 nt, 436-456

VRNA2
g~ v W WSN ex virio

% WSN in virio
¢ A Calin cellulo

*H >
>
*H

25-67nt 79-93nt 152-170nt 304-320nt 436-456nt 498-513nt 567-580nt 621-638 nt 684701 nt

U

s %M

1

1186-1274 nt  1280-1322nt 1333-1367 nt 1438-1453 nt

in cellulo

U A & 1) A i é
0 A c U A v

1470-1480 nt 1715-1736 nt  2053-2147 nt 2220-2233 nt 2301-2311 nt 2120-2140 nt

Ryc. 63 Motywy strukturalne w strukturze drugorzgdowej VRNA2 okreslonej na podstawie
mapowania in virio. Symbolami zaznaczono motywy zidentyfikowane w strukturze vVRNA2
AJ/California/04/2009 (Cal) in cellulo, a takze motywy w VRNAI1 szczepu A/WSN/1933

(WSN) w warunkach in virio oraz ex virio.
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nt, 621-638 nt, 1333-1367 nt oraz 2301-2311 nt. Cze¢$¢ z tych motywow przewidziano
réwniez w warunkach ex virio. Motyw w rejonie 567-580 nt przewidziano wcze$niej
jedynie w strukturze ex virio. Warto zaznaczy¢, ze motywy 79-93 nt oraz 436-456 nt
sg obecne w strukturach in virio oraz in cellulo szczepu A/California/04/2009, a takze

w strukturach in virio oraz ex virio szczepu A/WSN/1933.

W przypadku segmentu 3 VRNA in virio zidentyfikowano 20 motywow o
najwyzszym ppz, Z ¢zego 5 przewidzianych w strukturze in cellulo w rejonach: 56-89

VRNA3 < Ty W WSN ex virio

% WSN in virio
A Cal in cellulo

A =]
*
15-29nt 56-89nt U @ 98-108 nt  110-248 nt 267-279nt  386-419nt  429-447nt  457-465nt  701-716 nt
=
" o
*
o—i A G L 1 U—A 2364 A
739-762 nt 766-803nt  852-870nt 991-1012nt 1016-1031 nt 1082-1100 nt 1230-1242nt 1251-1264 nt 1279-1292 nt

1354-1383 nt 1468-1481 nt 1490-1499 nt 1517-1537 nt 1570-1577 nt  1707-1730 nt 1920-1932 nt 1960-1969 nt 1990-2002 nt 2205-2215 nt 2056-2135 nt

Ryc. 64 Motywy strukturalne w strukturze drugorzedowej vRNA3 okreslonej na podstawie
mapowania in virio. Symbolami zaznaczono motywy zidentyfikowane w strukturze vVRNA3
AlCalifornia/04/2009 (Cal) in cellulo, a takze motywy w VRNA1 szczepu A/WSN/1933 (WSN)
w warunkach in virio oraz ex virio.
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nt, 98-108 nt, 386-419 nt, 429-447 nt oraz 2205-2215 nt (Ryc. 64). Podobnie jak w
przypadku segmentu 2 vRNA, réwniez VRNA3 in cellulo wykazywal wigksze
podobienstwo na 5’ koncu do struktury in virio. Cztery motywy strukturalne
zidentyfikowano w strukturze VRNA3 szczepu A/WSN/1933 ex virio w rejonach:
457-465 nt, 1082-1100 nt, 1279-1292 nt oraz 1990-2002 nt. Motywy 457-465 nt oraz

1279-1292 nt zostaty przewidziane rowniez w strukturze in virio tego szczepu.

W strukturze drugorzedowej vVRNA4 in virio zidentyfikowano 18 motywow o
najwyzszym ppz (Ryc. 65). Cztery motywy byty przewidziane w strukturze vVRNA4 in
cellulo, z czego trzy na 3’ koncu czasteczki w rejonach: 58-72 nt, 1487-1501 nt, 1503-

1518 nt oraz 1697-1718 nt. Dwa motywy zostaly przewidziane w strukturze ex virio
vRNA4 :;'133“56'“.

W WSN ex virio

% WSN in virio
A Cal in cellulo

43-56nt  58-72nt 109-172nt 174-185nt 637-657 nt 858-874 nt 879-914 nt 929-938nt  994-1000 nt  1030-1047 nt

1053-1064 nt  1109-1151nt  1279-1296 nt 1487-1501 nt  1503-1518 nt  1551-1561 nt 1607-1619 nt 1697-1718 nt

Ryc. 65 Motywy strukturalne w strukturze drugorzgdowej vRNA4 okres$lonej na podstawie
mapowania in virio. Symbolami zaznaczono motywy zidentyfikowane w strukturze vRNA4
AJ/California/04/2009 (Cal) in cellulo, a takze motywy w VRNA1 szczepu A/WSN/1933
(WSN) w warunkach in virio oraz ex virio.
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szczepu A/WSN/1933: 109-172 nt oraz 637-657 nt. Pierwszy z motywow byt rowniez

przewidziany dla struktury in virio.

W strukturze drugorzedowej vVRNAG6 najwyzsze ppz miato 13 motywow (Ryc. 66).
Cztery motywy w rejonach: 339-357 nt, 440-457 nt, 485-492 nt oraz 1160-1181 nt
zostaly przewidziane in cellulo. Jedynie dwa motywy byly obecne w strukturach in
virio oraz ex virio VRNAG szczepu A/WSN/1933: 693-703 nt oraz 832-852 nt.

Zachowawczo$¢ motywow strukturalnych pomiedzy réznymi szczepami wirusa
grypy w zalezy od zmian zachowujacych pary zasad na poziomie sekwencji. Mutacje
kompensacyjne (dwupunktowe) i konsensusowe (jednopunktowe) dodatkowo
potwierdzaja istnienie danego motywu strukturalnego. Konserwatywnos$¢ sekwencji w
oczywisty sposob sprzyja konserwatywnosci motywow strukturalnych. Podobienstwo

sekwencyjne pomie¢dzy szczepami A/California/04/2009 oraz A/WSN/1933 r6zni si¢
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0@ A cal in cellulo
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Ryc. 66 Motywy strukturalne w strukturze drugorzedowej vVRNAG6 okreslonej na podstawie
mapowania in virio. Symbolami zaznaczono motywy zidentyfikowane w strukturze vVRNAG6
AJ/California/04/2009 (Cal) in cellulo, a takze motywy w VRNAG6 szczepu A/WSN/1933
(WSN) w warunkach in virio oraz ex virio.
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dla poszczegolnych segmentow vRNA. Ponizej w Tabeli 3 przedstawiono %
podobienstwa sekwencji pomigdzy tymi szczepami (obliczone przy pomocy narzedzia
BLAST), a takze podsumowanie istnienia wspolnych dla tych szczepow motywow

strukturalnych przewidzianych in virio dla poszczego6lnych segmentéw VRNA.

Tabela 3 Podsumowanie wspdlnych motywow strukturalnych segmentow 1,2, 3,416 vRNA
szczepow A/California/04/2009 oraz A/WSN/1933 przewidzianych w warunkach in virio. W
tabeli uwzgledniono podobienstwo sekwencji (%) pomiedzy tymi szczepami.

% podobienstwa sekwencji
pomiedzy , L
segment VRNA wspolne motywy in virio [nt
2 A/California/04/2009 i 2 YRR [t}
A/WSN/1933
13-33 nt, 50-63 nt, 1122-
VvRNA1 86%
1135 nt, 1837-1851 nt
79-93 nt, 436-456 nt, 621-
VRNA2 83% 638 nt, 1333-1367 nt, 2301-
2311 nt
VvRNA3 85% 457-465 nt, 1279-1292 nt
VRNA4 80% 133-156 nt, 637-657 nt
VRNAG6 81% 693-703 nt, 832-852 nt

2.3.2. Segment 5 VRNA

Segment 5 VRNA jest jedng z najlepiej poznanych czasteczek wirusa grypy. W
naszym zakladzie zdeterminowano struktury drugorzedowe VRNAS in vitro dwoch
szczepow: A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) oraz A/California/04/2009 (HIN1)*211, W
niniejszej pracy uzyskano dane eksperymentalne, ktore umozliwity zaproponowanie
struktur drugorzedowych petnej dtugosci VRNAS w warunkach in virio oraz in cellulo
VRNAS szczepu A/California/04/2009. Warto zaznaczyé, ze dotychczas nie
opublikowano danych dotyczacych struktur in cellulo VRNA wirusa grypy.
Zaproponowane struktury drugorzedowe VRNA poréownano do struktur in virio oraz
ex virio szczepu A/WSN/19331%,
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Na Ryc. 67 zaprezentowany zostal wykres prawdopodobienstwa parowania zasad
dla struktury drugorzgdowej segmentu vVRNAS w warunkach in virio, in cellulo oraz
in vitro. Na wykresie zaznaczono motywy strukturalne o wysokim ppz wspolne dla
wszystkich trzech struktur w rejonach: 87-115 nt, 974-988 nt, 1193-1200 nt, 1460-
1522 ntoraz 1527-1550 nt. . Wykresy ppz ukazuja réznice w strukturze drugorzgdowe;j
VRNAS w zalezno$ci od warunkow eksperymentu. Nalezy rowniez podkresli¢, ze
struktura in vitro byla przewidziana w uj¢ciu globalnym, bez ograniczenia w

odlegtosci parowania zasad. Struktura drugorzgdowa vRNAS w warunkach

1 ‘565 nt

VRNAS

Ryc. 67 Na wykresie przedstawiono prawdopodobienstwa parowania zasad (ppz) dla struktur drugorz¢dowych
VRNAGS uzyskanych w warunkach in cellulo, in virio oraz in vitro szczepu A/California/04/2009. Na czerwono

zaznaczono motywy strukturalne o najwyzszym ppz wspoélne dla wszystkich trzech struktur.

in cellulo
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biologicznych jest w duzej mierze jednoniciowa, z zachowaniem pojedynczych

motywow strukturalnych o wysokim ppz. Obie struktury drugorzedowe vVRNAS w

wspolne motywy VRNADS in virio oraz in cellulo
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Ryc. 68 Motywy strukturalne VRNAS szczepu A/California/04/2009 wspolne dla struktur
in virio oraz in cellulo. Na rysunku zaznaczono motywy zidentyfikowane dla struktur in
virio, ex virio szczepu A/WSN/1933 oraz struktur in vitro A/California/04/2009 oraz
A/Vietnam/1203/2004.



warunkach biologicznych wykazuja nizszy stopien ustrukturyzowania niz in vitro.

Pomimo zaobserwowanych roznic, struktury vRNAS in virio oraz in cellulo maja
wiele wspdlnych motywow strukturalnych o wysokim ppz. Czgs¢ wspolnych
motywow strukturalnych wykazywata rowniez nizsze ppz (30-80%). Na Ryc. 68
przedstawiono motywy strukturalne wspolne dla obu struktur MEA vRNAS. Na
rysunku uwzgledniono motywy, ktore mialy >80% ppz dla co najmniej jednej ze

struktur (in virio badz in cellulo).

Kilka motywoéw strukturalnych byto unikalnych dla struktury drugorzedowe;j
VRNADS in cellulo w rejonach: 238-254 nt, 436-445 nt, 690-744 nt oraz 993-1001 nt
(Ryc. 69). Moze to wskazywac na ich powstawanie w komorkach w czasie cyklu
replikacyjnego wirusa. Na Ryc. 69 przedstawiono rowniez jeden motyw VRNAS w
rejonie 207-217 nt, ktoéry byt unikalny dla struktury in virio. Motyw strukturalny
VRNAS charakterystyczny dla wirionu moze mie¢ znaczenie w pakowaniu wirionu.
Wartosci ppz dla poszczeg6lnych motywow w roznych warunkach mapowania zostaty

zebrane w Tabeli 4.

VRNAS in cellulo . VRNAS in virio

B WSN ex virio -
% WSN in virio & ;
® Vietnam in vitro A

@ California in vitro

X k3

G

>
a
B0 ——o—0——0

(e
G A u
G c 5 <

238 G——=C' 254 436-C G445 690 G C)-744 993 —A U—1001

238-254 nt  436-445nt 690-744 nt  993-1001 nt 207-217 nt

Ryc. 69 Motywy strukturalne unikalne dla struktury drugorzedowej VRNAS w warunkach
in cellulo oraz motyw unikalny dla struktury drugorzedowej vRNAS in virio.
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2.3.3. Segment 7 VRNA

Na podstawie wynikow mapowania uzyskano dane strukturalne dotyczace calej
dhugosci segmentu VRNA7 mapowanego w warunkach in virio oraz in cellulo.
Struktura drugorz¢gdowa vRNA7 dla szczepu A/California/04/2009 w warunkach in
vitro jest nieznana. Jednakze, przez nasza grup¢ zaproponowana zostata struktura
drugorzedowa VRNA7 in vitro szczepu A/Vietnam/1203/2004 (H5N1)®. Tak wiec
uzyskane wyniki dla struktur drugorzgdowych VRNAY in virio oraz in cellulo zostang
poréwnane do struktury in vitro tego szczepu, a takze struktur ex virio oraz in virio

szczepu A/WSN/1933 (HIN1)!®. Na Ryc. 70 zaprezentowano wykresy ppz dla

L4

prawdopodobienstwo parowania zasad >80%

=

1027 nt

&
A"/

WY\

VRNA7

oraz in vitro szczepu A/Vietnam/1203/2004. Na czerwono zaznaczono motywy strukturalne o

drugorzedowych VRNA7 uzyskanych w warunkach in cellulo, in virio szczepu A/California/04/2009
najwyzszym ppz wspolne dla wszystkich trzech struktur

Ryc. 70 Na wykresie przedstawiono prawdopodobienstwa parowania zasad (ppz) dla struktur

in cellulo
in virio
in vitro
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struktur drugorzedowych in virio, in cellulo oraz struktury drugorzedowe;j in vitro
A/Vietnam/1203/2004. Struktura in vitro byta przewidziana w ujgciu globalnym, bez
wprowadzania ograniczenia parowania zasad. Tak samo jak w przypadku struktur
drugorz¢dowych vVRNAS, poréwnanie struktur vRNA7 in virio, in cellulo i in vitro
wskazato na rdéznice miedzy nimi z zachowaniem czgs$ci wspdlnych motywow
strukturalnych. Podobnie jak dla vVRNAS obie struktury drugorzgdowe vVRNA7 w
warunkach biologicznych sg mniej ustrukturyzowane niz in vitro. Na rysunku

zaznaczono motywy wspoélne dla wszystkich trzech struktur vRNA7.

Zidentyfikowano 12 motywéw strukturalnych, ktére byty wspdlne dla struktury
drugorzedowej VRNA7 in virio oraz in cellulo (Ryc. 71). Dwa motywy VRNA7 w
rejonach 34-81 nt oraz 788-809 nt byly obecne w strukturze drugorzedowej in virio
oraz ex virio A/WSN/1933 oraz in vitro A/Vietnam/1203/2004. Dwa motywy VRNA7
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w rejonach 64-78 nt oraz 904-931 nt byty obecne w obu zaproponowanych strukturach
drugorzedowych A/WSN/1933, natomiast motyw 995-1004 nt jedynie w strukturze ex

virio tego szczepu.

Cze$¢ motywow strukturalnych vVRNA7 o wysokim ppz (>80%) byto unikalnych
dla obu struktur. W przypadku VRNA7 in virio zidentyfikowano 4 motywy
strukturalne nieobecne w strukturze in cellulo: 144-166 nt, 339-355 nt, 567-589 nt oraz
782-788 nt (Ryc. 72A). Co ciekawe, trzy z motywoOw przewidziano rowniez w
strukturze drugorzgdowej in virio szczepu A/WSN/1933 oraz w strukturze
drugorzedowej in vitro A/Vietnam/1203/2004. Moze to wskazywac na rearanzacj¢
strukturalng w czasie cyklu replikacyjnego w komorce. Pig¢ motywow strukturalnych
byto unikalnych dla struktury drugorzedowe;j in cellulo, w rejonach: 250-300 nt, 554-
591 nt, 716-756 nt, 877-902 nt oraz 937-951 nt (Ryc. 72 B). Fragment pierwszego
motywu (w rejonie 264-294 nt) zostal przewidziana z duzym ppz w strukturach
A/WSN/1933. Zdeterminowane w tej pracy doktorskiej nowe motywy strukturalne
VRNAY7 in cellulo moga si¢ tworzy¢é w czasie cyklu replikacyjnego wirusa i by¢
miejscem oddzialywan VRNA7 =z biomolekutami obecnymi w komorce.
Podsumowanie wszystkich motywow strukturalnych vRNA7 charakterystycznych dla

roznych warunkéw biologicznych wraz z warto$ciami ppz zostaly zebrane w Tabeli 5.
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2.3.4. Segment 8 VRNA

Uzyskane dane eksperymentalne z sekwencjonowania NGS umozliwity
zaproponowanie struktury drugorzedowej pelnej dlugosci VRNAS8 szczepu
AJ/California/04/2009 w warunkach in virio oraz in cellulo. Segment 8 VRNA jest
najlepiej poznang czasteczka genomowego RNA wirusa grypy typu A. W pierwszej
cze$ci niniejszej pracy okre§lona zostata struktura drugorzgdowa vRNAS szczepu
A/California/04/2009 w lizacie komorkowym. W naszej grupie zaproponowano
réwniez struktury drugorzedowe vRNAS in vitro (Marta-Soszynska Jozwiak et. al.,
manuskrypt w recenzji), in silico szczepu A/California/04/2009 oraz strukture in vitro
szczepu A/Vietnam/1203/20041%, Struktury drugorzedowe VRNAS zostaly rowniez

porownane do struktur VRNAS in vitro, ex virio oraz in virio szczepu A/WSN/1933°,

Na Ryc. 73 przedstawione zostaty wykresy prawdopodobienstwa parowania zasad
dla struktur drugorzedowych vRNAS in virio, in cellulo oraz in vitro (przewidziana
bez dystansu parowania zasad) a takze w lizacie komorkowym. Podobnie jak w
przypadku vRNAS5S 1 VRNA7 wszystkie struktury drugorzgdowe vRNAS
zdeterminowane w  warunkach biologicznych wykazuja nizszy stopien
ustrukturyzowania niz in vitro. Na rysunku zaznaczono motywy strukturalne o

wysokim ppz wspdlne dla wszystkich czterech struktur.

Analiza podobienstwa motywow strukturalnych vRNAS8 wykazala, ze 11
motywow strukturalnych byto wspdlnych dla struktur drugorzedowych in cellulo oraz
in virio (Ryc. 74). Co istotne, trzy motywy strukturalne w rejonach: 261-288 nt, 312-
327 nt, 794-813 nt (za wyjatkiem in vitro A/Vietnam/1203/2004) byty wspoélne dla
wszystkich analizowanych struktur. Dwa pierwsze motywy zostaly rowniez
przewidziane w strukturze in silico. To wskazuje na ich zachowawczo$¢ wsrod
roznych szczepoéw wirusa grypy typu A. Siedem motywoéw strukturalnych vVRNAS
przewidzianych in virio i in cellulo zostato rowniez zidentyfikowanych w warunkach
lizatu komoérkowego. Co ciekawe, jedna struktura spinkowa unikalna dla warunkéw
in virio (693-715 nt) oraz jedna w przypadku in cellulo (42-62 nt) byty przewidziane
w strukturze VRNAS8 w lizacie komorkowym (Ryc. 74). Jeden motyw, w rejonie 504-

528 nt byt obecny jedynie w strukturze in cellulo. W Tabeli 6 zebrano podsumowanie
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wystepowania motywow strukturalnych vVRNAS8 dla réznych warunkéw wraz z

warto$ciami ppz.
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wspolne motywy VRNAS in virio oraz in cellulo
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Ryc. 74 Motywy strukturalne vVRNAS przewidziane z duzym ppz dla struktur drugorzedowych
in virio oraz in cellulo. Zaznaczono motywy strukturalne przewidziane w strukturach in vitro,
in silico i w lizacie komoérkowym dla szczepu A/California/04/2009 oraz in vitro, ex virio i in
virio szczepu A/WSN/1933, a takze in vitro A/Vietnam/1203/2004.
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2.4. Poréwnanie struktury MFE VRNAS8 tworzacej si¢ w réznych

warunkach biologicznych

W celu poréwnania struktur drugorzedowych VRNAS in virio oraz in cellulo ze
strukturg w lizacie komorkowym wygenerowano (RNAStructure) struktury o
minimalnej wartos$ci energii swobodnej (MFE) bez ograniczenia parowania zasad
(Ryc. 85, Ryc. 86, Dodatek). W strukturze vVRNAS faldowanej w lizacie komorkowym
zidentyfikowano lokalne motywy strukturalne, ktore bylty obecne w strukturach in
virio oraz in cellulo. Wspoélne dla wszystkich trzech struktur byty motywy w rejonach:
266-284 nt, 312-327 nt, 677-688 nt oraz 794-812 nt. Motywy te, za wyjatkiem (677-
688 nt) byly przewidziane w wszystkich strukturach MEA vRNAS8 w ujeciu lokalnym,
co $wiadczy o ich duzej stabilnosci termodynamicznej. We wszystkich strukturach
zidentyfikowano réwniez dhugi fragment jednoniciowy w rejonie 146-190 nt (146-180
nt w przypadku in virio). Dwa motywy strukturalne VRNAS8 w lizacie komorkowym
byly przewidziane jedynie w strukturze in virio w rejonach: 66-80 nt oraz 701-710 nt.

Dwa motywy strukturalne byly natomiast przewidziane w strukturze in cellulo w

in cellulo
=" (645-666 nt)

v
-~ \\ N
\\” \ I_"(‘,/{”la win cellulo
o \ in virio d AB
\ 5%\ (677-688nt) . . .l Sy W Virio
\ & \ ; in virio /b (792-812 1)
B SR N (701-710nt) &5 5/
" 3 B
; CAE ¥
L GRARR S
K
——| <
(266-284 nt) ., :
D v in cellulo (146-190 nt) in virio
& in cellulo  in virio (146-180 nt) e (panhandle)
\% N i 0
? 3inangny N Virio
vonnsaag D 5

Y in cellulo
(384-392 nt) in virio
(66-80 nt)

N

Ryc. 75 Struktura drugorzedowa o najnizszej wartosci energii swobodnej (MFE) VRNAS8 w
lizacie komoérkowym. Na strukturze VRNA8 zaznaczono motywy strukturalne przewidziane
réwniez w strukturach MFE czasteczki VRNAS8 w warunkach in virio oraz in cellulo.
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rejonach: 384-392 nt i 645-666 nt. Wszystkie powyzsze motywy zostaty zaznaczone
na Ryc. 75. Wskazuje to na to, ze struktura drugorzedowa vRNAS8 w lizacie stanowila
pewng wypadkowa dla obu struktur. Struktury MFE vRN8 w roznych warunkach
biologicznych réznity sie¢ znacznie w ujeciu globalnym, co wynikato przede
wszystkim z r6znic w parowaniu dalekiego zasiegu. Rdéznice te ukazuja mozliwosé
duzej labilnosci VRNAS w réznych warunkach biologicznych, a takze, z drugiej
strony, z ograniczen programéw do przewidywania struktur. Co istotne, motyw
promotora panhandle zostal przewidziany w strukturze drugorzedowej in virio
VRNAS Jest to zgodne z potwierdzong cykliczng strukturg VRNA w kompleksie
VRNP. Natomiast w strukturze drugorzgdowej vRNAS in cellulo zaobserwowano w
tym rejonie rearanzacje strukturalne, co potwierdza labilno$¢ tego motywu w czasie

cyklu replikacyjnego.

2.5. Wystepowanie motywow strukturalnych vRNA o0 wysokim

prawdopodobienstwie in virio a profil wigzania bialka NP

Badania dotyczace profilu wigzania biatka NP do czasteczki vVRNA w kompleksie
vRNP wykazaly, ze wigzanie to jest specyficzne dla danego szczepu IAV, chociaz
pojawiaja sie pewne podobienstwa*®. Dwa opisane szczepy A/California/04/2009 oraz
A/WSN/1933 tego samego podtypu wirusa (HIN1) wykazywaly generalnie odmienny
profil wigzania jednak mozna zauwazy¢ rejony o podobnym zaangazowaniu w
wigzanie biatka NP (Ryc. 76). Co ciekawe, porownanie korelacji wigzania biatka NP

A/WSN/1933

]l_LL.Ll-L.LA_L.. .J‘l__l‘ A _.L“-k l‘A‘L_ - ad.a_
A/California/04/2009
‘_J“. .1A“-u“ AAL ‘LAA Ao - A‘ -
PB1 PA

PB2

A/WSN/1933

h /_:_4‘)57’.;4 -‘.‘LJ-, I.LL dad -J.lll.l “_u.

Ryc. 76 Profil wigzania biatka NP dla poszczegdlnych segmentdow vRNA dla dwoch
szczepoéw podtypu HINIT: A/WSN/1933 oraz A/California/04/2009. Rysunek pochodzi z
publikacji Lee et al. (Nucleic Acid Research, 2017).
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do czasteczki VRNA z wystepowaniem motywow strukturalnych w warunkach in virio
wykazato brak zaleznosci w przypadku szczepu A/WSN/1933°. Autorzy badan
wskazali, ze przewidziane z wysokim prawdopodobienstwem motywy strukturalne
VvRNA zlokalizowane byly zarowno w rejonach wskazanych jako silnie, jak i stabo
wigzane przez biatko NP. Autorzy ww. badan doszli do wniosku, ze wystgpowanie
motywow strukturalnych w wigkszej mierze zalezne jest od sekwencji VRNA, niz od

wigzania biatka NP w kompleksie vVRNP.

Dysponujac danymi dotyczacymi struktur drugorzedowych VRNA w warunkach
in virio szczepu A/California/04/2009 oraz profilem wigzania biatka w kompleksie
VvRNP tego szczepu, mozliwe byly okreslenie zaleznos$ci pomiedzy wystepowaniem
motywow strukturalnych a wigzaniem biatka NP. Porownanie profilu wigzania biatka
NP z wystepowaniem motywow strukturalnych vVRNA w kompleksie vVRNP wskazato
na brak zaleznosci (Ryc. 77-78). Wystepowanie zachowawczych motywow
strukturalnych, wspolnych dla obu analizowanych szczepdéw jest niezalezne od

wigzania biatka NP do czgsteczki vRNA.
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2.6. Analiza korelacji wynikow mapowania struktur drugorzedowych

VRNA w warunkach in virio oraz in cellulo.

W celu zbadania korelacji pomiedzy wynikami reaktywnos$ci uzyskanymi dla
struktur drugorzgdowych mapowanych w warunkach in virio oraz in cellulo wyliczony
zostal wspotczynnik korelacji Pearson’a. Do obliczen korelacji wybrano jedynie te
segmenty VRNA dla ktorych uzyskano reaktywnosci dla petnej dtugosci czasteczek,
tj. segmentéw 5, 7 oraz 8 w obu warunkach mapowania. Wartosci korelacji sa
wskazane w Tabeli 7. Obliczone wspotczynniki korelacji wskazaty na bardzo wysoka
Tabela 7 Wspotczynnik korealacji Pearson’a dla reaktywnos$ci nukleotydow uzyskanych z

mapowania odczynnikami chemicznymi NAI i DMS dla segmentéow 5, 7 oraz 8 VRNA
mapowanych w warunkach in virio oraz in cellulo.

VRNAS VRNA7 VRNAS
DMS 0,8142 0,79739| 0,85368
NAI 0,90046 0,79705| 0,90701

(>0,9) korelacje reaktywnosci w przypadku odczynnika NAI dla segmentow VRNAS
oraz VRNAS. Natomiast wysoka wartos$¢ korelacji (0,7-0,9) uzyskano dla segmentu
VRNA7 (reaktywnosci dla odczynnika NAI i DMS) oraz w przypadku reaktywnosci
wzgledem odczynnika DMS dla segmentéw 5 1 8 VRNA. Wysoka warto$¢ korelacji
dla reaktywnosci nukleotydow (DMS i NAI) wskazuje, ze VRNA w warunkach in virio
oraz in cellulo moze faldowaé si¢ w bardzo podobny sposob. W celu doktadnego
zbadania miejsc, w ktorych moze dochodzi¢ do zmian strukturalnych pomiedzy
strukturami drugorzedowymi RNA w warunkach in virio oraz in cellulo wyliczono
wspolczynnik korelacji kroczacej (ang. Sliding window correlation). Korelacja
kroczaca uwzglednienia dynamike zmian pomiedzy obiema zmiennymi. Na Ryc. 79
zaprezentowane sa wykresy korelacji kroczacej migdzy reaktywnosciami uzyskanymi
w eksperymencie mapowania struktury in virio oraz in cellulo dla segmentéw vVRNAS,
7 1 8. Analiza korelacji dla reaktywnosci wykazata, ze struktury drugorzedowe w
warunkach in virio mogg by¢ w duzej mierze zachowane w warunkach in cellulo.
Jednakze zaobserwowano réwniez rejony, w ktorych warto$¢ korelacji spada. W
rejonach o nizszej wartosci korelacji kroczacej analizowane struktury drugorzedowe
vRNA moga si¢ r6zni¢. Analizujac miejsca o obnizonej korelacji brano pod uwagge te,

w ktorych wspotczynnik spadat ponizej wartosci 0,7. W przypadku segmentu VRNAS
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Ryc. 79 Wykresy korelacji kroczacej dla reaktywnosci SHAPE i DMS poszczeg6lnych
nukleotydow obliczone dla czasteczek vVRNAS, 7 i 8 mapowanych w warunkach in virio oraz

in cellulo. Wielko$¢ okna ustalono na 50.

najwigksze obnizenie korelacji zaobserwowano w rejonach: 47-88 nt, 317-320 nt, 374-
407 nt, 442-492 nt, 1163-1178 nt oraz 1415-1427 nt (NAI), a takze w rejonach 90-116
nt oraz 129-136 nt (DMS). W przypadku segmentu VRNA7 spadek korelacji byt
widoczny w rejonach: 63-106 nt, 126-130 nt, 157-176 nt i 607- 657 nt (NAI),
natomiast w przypadku odczynnika DMS w rejonach: 31-35 nt, 40-47 nt, 136-209 nt,
649-657 nt 936-957 nt. W przypadku vRNAS korelacja dla reaktywnosci in virio oraz

in cellulo byta bardzo wysoka dla prawie catej dtugosci czasteczki. Obnizenie korelacji
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zaobserwowano dla reaktywnosci dla obu odczynnikow jedynie w rejonach:1-80 nt,
109-118 nt oraz 201-244 nt.

Jak wspomniano, obnizenie wspotczynnika Kkorelacji wskazuje na
prawdopodobng zmian¢ w strukturze drugorzedowej vVRNA pomie¢dzy warunkami in
virio oraz in cellulo. Réznice w strukturze moga wynika¢ miedzy innymi z interakcji
miedzy segmentami VRNA, ktére tworza sie¢ W warunkach in virio pomiedzy
kompleksami VRNP. Przeprowadzone przez Dadonaite et al. badanie interakcji
migdzy segmentami VRNA réznych szczepéw IAV potwierdzily, ze segmenty
wchodza w liczne interakcje VRNA-VRNA (Ryc. 80)!°. Co istotne, autorzy pracy
wskazali, ze odzialywania migdzy segmentami vVRNA nie ograniczajg si¢ jedynie do
sygnatéw pakowania. Wzor interakcji VRNA-vRNA jest unikalny dla poszczego6lnych
szczepow 1AV, chociaz cze$¢ oddzialywan jest wspolnych dla wszystkich szczepow.
Dodatkowo, niektore segmenty VRNA moga wchodzi¢ w bardzo liczne interakcje w
miejscach nazywanych ,,hotspots”. Na przyktad w przypadku szczepu A/WSN/1933
czasteczki VRNAS i vVRNA7 tworza liczne oddziatywania migdzy segmentami, a
jednoczesnie niektore segmenty (VRNA6, vVRNAS) tworzg ich bardzo niewiele (Ryc.
80).

Zaprezentowany na Ryc. 79 wykres wartosci korelacji reaktywnosci dla
segmentu  VRNAS5 oraz vRNA7 szczepu analizowanego w niniejszej pracy
(A/California/04/2009 (H1N1)) wskazuje na liczne miejscowe obnizenia warto$ci.
Moze to $wiadczy¢ o tym, ze w tych miejscach dochodzi do odzialywan vRNA-VRNA

in virio, ktore nie powstaja tak licznie w warunkach in cellulo, badZ oddziatywan w
A/WSN/33 (HIN1) A/PuertoRico/8/34 (HIN1) A/Udorn/72 (H3N2)
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Ryc. 80 Interakcje pomiedzy segmentami VRNA w warunkach in virio zidentyfikowane dla
roéznych sszczepow TAV. Rycina pochodzi z publikacji Dadonaite et al. (Nature Microbiology,
2019)
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warunkach in cellulo, ktore nie powstaja w wirionie. W przypadku segmentu VRNAS
stwierdzono istnienie nielicznych rejonéw, w ktorych dochodzi od obnizenia wartosci
korelacji reaktywnosci. Co ciekawe, badania przeprowadzone przez Dadonaite et al.
wskazaly, ze w przypadku wigkszosci analizowanych szczepow, segment VRNAS
tworzy bardzo niewiele interakcji miedzy segmentami (Ryc. 80)''°. Uzyskany dla
VRNAS8 (Ryc. 79) wspoélczynnik korelacji kroczacej dla reaktywnosci nukleotydow

moze zatem $wiadczy¢ o mniejszej ilosci oddziatywan z innymi segmentami in virio.

Nastepnie sprawdzono czy zmiany reaktywno$ci pomig¢dzy warunkami in virio
oraz in cellulo wptywajg na zmiany w strukturze drugorzedowej we wskazanych
miejscach o obnizonej korelacji. Porownano globalne struktury segmentu vRNAS, 7 i
8 0 najnizszej warto$ci energii swobodnej (MFE). Poréwnanie struktur wykazato, ze
w ujeciu globalnym struktury r6znig sie miedzy soba znacznie. Swiadczy to o tym, ze
niewielka zmiana w reaktywnosci moze wynikaé¢ ze znacznie wigkszej zmiany w
faldowaniu struktury. Pomimo réznic w faldowaniu, ktore dotyczyly gtéwnie
parowania dalekiego zasiggu, potwierdzono, ze niektore motywy o charakterze
lokalnym byty wspdlne dla struktur in virio oraz in cellulo. Struktury MFE segmentow

VRNADS, 71 8 (in virio oraz in cellulo) zostaty zawarte w rozdziale Dodatek.
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Podsumowanie

Celem badan w niniejszej pracy doktorskiej bylo okreslenie struktury
drugorzedowej VRNA wirusa grypy typu A w warunkach biologicznych.. Strukture
VvRNA okreslano w trzech uktadach biologicznych: w warunkach lizatu komérkowo-
wirusowego, w wirionie (in virio) oraz w czasie infekcji wirusowej ludzkich komorek
plucnych A549 (in cellulo).

Po raz pierwszy zostaly zaproponowane struktury drugorzedowe kilku segmentow
vRNA wirusa grypy typu A w warunkach komérkowych. Ponadto, po raz pierwszy
przeprowadzono  szerokie  badania  struktury  drugorzedowej  szczepu
A/California/04/2009 (H1N1) w lizatach, w wirionie i w linii komdrkowej. Dzigki
temu mozliwe bylo poréwnanie struktury vVRNA, ktéora moze si¢ zmienia¢ w
zalezno$ci od otoczenia oraz na roznych etapach cyklu wirusowego. Cenne byto
réwniez porownanie struktur drugorzedowych vRNA in virio i in cellulo do struktur
uzyskanych w warunkach in vitro. Cel pracy zostat zrealizowany a uzyskane dane beda

zrédtem dalszych glebokich analiz.

Badania z wykorzystaniem mapowania chemicznego w lizacie komorkowo-
wirusowym (in vivo-like ) pozwolily na zaproponowanie struktury drugorzedowe;j
VRNABS8 wirusa grypy typu A szczepu A/California/04/2009 (HIN1). Aby wyodrebnié
charakterystyczne cechy struktury drugorzedowej vRNAS, w modelowaniu struktury
drugorzgdowej wykorzystano rdézne parametry faldowania, co umozliwito analiz¢
zmian strukturalnych, na ktore wplyw mogly mie¢ wilasnie zastosowane parametry.
Na podstawie danych eksperymentalnych przeprowadzono faldowanie VRNAS w
programie RNAStructure zarowno w ujeciu catosciowym (globalnym), jak 1 w ujeciu
lokalnym z zastosowaniem dystansu parowania zasad. Na podstawie danych
eksperymentalnych obliczone zostato rowniez prawdopodobienstwo parowania zasad
oraz rejonéw jednoniciowych w globalnej strukturze drugorzegdowej VRNAS.
Prawdopodobienstwo to obliczane jest na podstawie wszystkich wygenerowanych w
programie RNAStructure struktur drugorzedowych. Najwigksze prawdopodobienstwo
parowania zasad (>90%) stwierdzono dla 10 motywow strukturalnych w rejonach 261-
288 nt, 310-329 nt, 374-404 nt, 500-547 nt, 553-589 nt, 645-666 nt, 677-687 nt, 698-
713 nt, 717-784 nt and 792-814 nt. Wszystkie te motywy istnieja rowniez W strukturze
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przewidzianej z zastosowaniem ograniczenia parowania zasad do 150 nt. Wskazuje to
na trwato$¢ termodynamiczng lokalnych motywow strukturalnych niezaleznie od
wybranych parametrow faldowania i duze prawdopodobienswo ich powstawania.
Stwierdzono poza tym, ze VRNAS8 w lizacie komérkowo-wirusowym jest mocno
ustrukturyzowane. W strukturze globalnej mozna wyr6zni¢ domeny, kilka stabilnych
termodynamicznie spinek, a takze rejony parowania dalekiego zasiggu.
Zaobserwowano réwniez rejony o wyraznie wigkszej reaktywnosci §wiadczacej o

labilno$ci danego regionu.

Struktura drugorzedowa RNA zaproponowana na podstawie badan in vitro rézni
si¢ od tej formujacej si¢ w lizacie komorkowo-wirusowym. Najwieksze roznice
zaobserwowano dla rejonéw tworzacych oddziatywania typu dalekiego zasiggu, a
wigc tworzgcych pomigdzy odlegtymi nukleotydami. Na roznice w obu strukturach
mogly mie¢ wptyw interakcje typu RNA-RNA czy RNA-biatko, ktére vVRNAS8 mogto
tworzy¢ ze sktadnikami obecnymi w lizacie komérkowym. Zaobserwowano réwniez
motywy strukturalne wspdlne dla obu struktur w rejonach: 218-257 nt, 261-288 nt,
305-335 nt, 500-547 nt, 553-589 nt, 645-666 nt oraz 797-809 nt. W nastepnej
kolejnosci przeprowadzona zostala analiza zachowawczo$ci parowania zasad na
podstawie danych sekwencyjnych dla wszystkich dostepnych w bazie danych
(Influenza Research Database) szczepéw wirusa grypy typu A. Srednia
zachowawczo$¢ parowania zasad dla struktury globalnej VRNAS8 wynosita 86,38%, a
lokalnej 86,45%. Najwiekszg zachowawczo$¢ wspolnych motywow w strukturze
globalnej i lokalnej vVRNA8 w lizacie stwierdzono w rejonach: 30-64 nt (89,05%), 265-
284 nt (97,03%), 312-327 nt (96,09%), 500-547 nt (89,40%) oraz 717-784 nt
(88,87%). W przypadku struktury lokalnej zaobserwowano trzy motywy o wysokiej
zachowawczos$ci w rejonach: 216-260 nt (94,99%), 71-124 nt (92,14%) oraz 836-877
nt (90,37%).

Porownanie struktury drugorzedowej vRNAS8 A/California/04/2009 (H1N1) w
lizacie z zaproponowanymi strukturami drugorzgdowymi vRNAS innych szczepdéw
wirusa wykazato istnienie zachowawczych motywow strukturalnych w réznych
warunkach biologicznych. Dwa motywy w rejonach 261-288 nt oraz 312-327 nt byly
obecne w  strukturach  drugorzedowych  vRNAS: in vitro szczepu
A/Vietnam/1203/2004 (H5N1)* oraz in vitro, ex virio oraz in virio szczepu
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A/WSN/1933 (HIN1)®, Jeden motyw w rejonie 797-809 nt byt przewidziany we
wszystkich trzech strukturach szczepu A/WSN/1933, co moze wskazywaé na jego
zachowawczo$¢ w obrebie podtypu HINT.

Nastgpnie poroéwnano wystgpowanie motywow strukturalnych w  strukturze
vRNAS w lizacie z profilem wigzania biatka NP okreslonego dla kompleksu vRNP8.
Wysokoprawdopodobne (prawdopodobienstwo parowania zasad — RNAStructure)
motywy strukturalne VvRNAS8 w lizacie byly przewidziane w rejonach
charakteryzujacych si¢ zarowno wysokim jak i niskim profilem wigzania z biatkiem
NP. To pokazato, ze istnienie tych motywow strukturalnych jest generalnie niezalezne
od wigzania biatka NP. Brak korelacji pomigdzy strukturg drugorzedowa vRNA w

kompleksie VRNP a wigzaniem biatka NP wskazali autorzy innej pracy®®.

W drugiej cze$ci niniejszej pracy doktorskiej skupiono si¢ na okresleniu struktur
drugorzedowych wszystkich segmentéw VRNA szczepu A/California/04/2009
(HIN1) w warunkach in virio oraz in cellulo. W pierwszej kolejnosci opracowane
zostaly metody przygotowania biblioteki fragmentow do sekwencjonowania NGS.
Zoptymalizowane zostaly dwa niezalezne protokoly mapowania oraz przygotowania
biblioteki NGS metodg profilowania mutacji (SHAPE-MaP) na matrycy RNA
mapowanego odczynnikami chemicznymi w warunkach in virio oraz in cellulo. Jako
kontrola pozytywna wynikdw mapowania w warunkach in vivo wybrana zostata
czasteczka o znanej strukturze drugorzgedowej oraz trzeciorzedowej — 18S rRNA
ludzki. Kontrolna probka (biblioteka NGS) zostata przygotowana na tej samej matrycy
catkowitego RNA, ktory zostat wykorzystany do przygotowania biblioteki vVRNA in
cellulo. Pozwolito to na okreslenie wiarygodnos$ci uzyskanych wynikéw dotyczacych
mapowania struktur drugorzedowych vRNA in vivo. Analiza wynikow mapowania
chemicznego struktury 18S rRNA wskazata na wysoka korelacje wynikoéw mapowania
ze znang strukturg drugorzgedowa tej czasteczki. Wysokie reaktywno$ci zostaly
zaobserwowane dla nukleotydow w rejonach jednoniciowych. W obrebie niektorych
motywow strukturalnych 18S rRNA stwierdzono nizszg reaktywno$¢ nukleotydow w
rejonach przewidzianych jako jednoniciowe w warunkach in vitro. Analiza struktury
czasteczki 18S rRNA w kompleksie rybosomalnym ujawnita, ze przewidziane in vitro
rejony jednoniciowe wykazujace niskg reaktywnos¢ in cellulo znajdowaty sie w
miejscu niedostgpnym dla odczynnikéw chemicznych. Z kolei wysokie reaktywnosci
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nukleotydéw zaobserwowano dla motywow eksponowanych na zewnatrz kompleksu
rybosomalnego. Analiza proby kontrolnej wskazata na uzyskanie wiarygodnych
wynikdbw mapowania, a takze potwierdzita wlasciwe dobranie warunkow

eksperymentalnych.

Analiza wynikéw sekwencjonowania pokazata wysokie pokrycie wszystkich
czgsteczek VRNA w eksperymencie mapowania in virio. W przypadku eksperymentu
in cellulo uzyskano czesciowe pokrycie sekwencji segmentow VRNA 1, 2, 3,41 6 oraz
pokrycie pelnej dlugosci sekwencji segmentow S5, 7 oraz 8. Uzyskanie
zrdznicowanego pokrycia czasteczek VRNA poszczegélnych segmentow w
warunkach in cellulo mogto by¢ wynikiem zréznicowanej kinetyki namnazania tych
czasteczek w czasie cyklu komorkowego. Niedawno opublikowane badania dotyczace
kinetyki namnazania segmentow wirusowego RNA w istocie wykazaly, ze

namnazanie segmentéw VRNA nie ma zaleznosci liniowej?%*,

Na podstawie wynikow sekwencjonowania przeprowadzona zostala analiza
profilu mutacji, ktory postluzyt do obliczenia reaktywnosci poszczegdlnych
nukleotydéw vRNA. Przed przystgpieniem do wyliczenia $redniej reaktywnos$ci
poszczegbdlnych nukleotydow vRNA z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych
wykonano test korelacji Pearson’a. Wykazano wysoki (0,8-0,9) oraz bardzo wysoki
wspotczynnik korelacji (0,9-0,99) dla wszystkich powtorzen biologicznych wzgledem
siebie, w zaleznoSci od segmentu VRNA oraz stosowanego odczynnika. Po
potwierdzeniu powtarzalno$ci danych wyliczona zostata $rednia reaktywnos$¢

nukleotydéw dla wszystkich czasteczek vVRNA dla obu odczynnikéw chemicznych.

Z uzyciem programu RNAStructure zaproponowano struktury drugorz¢dowe
MEA vRNA wszystkich segmentow w warunkach in virio oraz czesciowe struktury
drugorzedowe segmentéw 1, 2, 3, 4, 6 1 pelnej dtugosci struktury drugorzedowe vRNA
segmentu 5, 7 oraz 8 w warunkach in cellulo. Nastepnie przeprowadzono analizy
strukturalne skupiajace si¢ na wytonieniu wspolnych motywow strukturalnych dla obu
warunkow biologicznych oraz motywow unikatowych dla struktur drugorzedowych in
virio oraz in cellulo danego VRNA. Uzyskane struktury drugorzedowe VRNA
poréwnano rowniez ze znanymi strukturami drugorzgdowymi in vitro oraz in virio dla

innych szczepéw wirusa grypy typu A. Przeprowadzone analizy umozliwily
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zaproponowanie unikalnych dla szczepu A/California/04/2009 jak i zachowawczych

dla wielu szczepoéw IAV motywow strukturalnych dla poszczegdlnych vRNA.

Przewidywanie struktury drugorzedowej RNA w istniejagcych programach
takich jak np.: RNAStructure, wigze si¢ z pewnymi ograniczeniami. W przypadku
predykcji struktur drugorzedowych RNA in vivo i in virio na podstawie danych z
mapowan chemicznych z wigkszym prawdopodobienstwem uzyskuje si¢ informacje
dotyczace lokalnych motywow strukturalnych. Duzo trudniej jest prawidlowo
przewidzie¢ oddzialywania dalekiego zasiggu, majac na uwadze mozliwe zastanianie
RNA przez biomolekuly i np.: obnizong reaktywno$¢ rejonéw jednoniciowych, ktore
sa uwiklane w oddzialywania. Stosowane w trakcie predykcji struktur MEA
ograniczenia parowania zasad uniemozliwily ocen¢ podobienstwa struktur VRNA w
ujeciu catosciowym (globalnym). Dlatego tez w celu doktadnego zbadania r6znic oraz
podobienstw strukturalnych w  strukturze drugorzedowej VRNAS w réznych
warunkach biologicznych wygenerowano struktury globalne vVRNAS in virio oraz in
cellulo o minimalnej warto$ci energii swobodnej (struktury MFE). Nastepnie
porownano uzyskane struktury ze struktura drugorzedowa vRNAS uzyskang w
warunkach lizatu (in vivo-like). Porownanie struktur drugorzedowych wykazato, ze
cz¢$¢ motywow strukturalnych bylo wspolnych dla wszystkich trzech struktur,
niezaleznie od zastosowanych parametrow faldowania. W strukturze lizatu
zidentyfikowano dwa motywy strukturalne wspodlne ze strukturg in cellulo oraz dwa
motywy strukturalne wspoélne ze strukturg in virio. Wskazuje to na to, ze struktura
drugorzedowa VRNAS8 w lizacie komorkowo-wirusowym jest strukturg posrednia
pomigdzy strukturami in virio i in vivo. Najwiecej roznic strukturalnych
zaobserwowano w oddzialywaniach dalekiego zasiggu. Roznice te pokazuja, ze
struktura drugorzedowa vRNAS8 w warunkach biologicznych jest labilna, cho¢
niektore motywy (szczegolnie te lokalne) zostajag zachowane. W globalnej strukturze
in virio oraz w lizacie wspolny byt rowniez motyw promotora panhandle. Obecno$¢
struktury promotora panhandle w kompleksie VRNP byta wczesniej potwierdzona

eksperymentalnie!?®,

Opublikowana niedawno praca dotyczaca struktur drugorzedowych vRNA in
virio innego szczepu 1AV (A/WSN/1933)!%° wskazata, ze wystepowanie motywow
strukturalnych o wysokim prawdopodobienstwie parowania zasad (ppz,
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prawdopodobienstwo obliczone na podstawie funkcji Partition function w programie
RNAStructure) byto niezalezne od profilu wigzania biatka NP w kompleksie vRNP
badanego szczepu®®. Poréwnanie struktur drugorzedowych uzyskanych w niniejszej
pracy dla wybranych czgsteczek vRNA in virio wykazalo, ze motywy przewidziane z
duzym ppz byly przewidziane w rejonach zarowno bogatych jak i ubogich w wigzania
z biatkiem NP.

Na ostatnim etapie analiz postanowiono zbada¢ rdznice pomigdzy uzyskanymi
danymi reaktywnosci nukleotydow (wzgledem reagentow SHAPE i DMS) VRNA in
virio i in cellulo. W tym celu wykorzystano narzedzia statystyczne. W pierwszej
kolejnosci zbadano wspodtczynnik korelacji Pearson’a pomiedzy danymi reaktywnosci
dla czgsteczek VRNAS, 7 i 8 uzyskanymi w warunkach in virio oraz in cellulo.
Wspotezynniki korelacji wskazaly na wysoka (0,7-0,9) oraz bardzo wysoka (>0,9)
korelacje pomiedzy warto$ciami reaktywnosci. Wskazuje to na duze podobienstwo
migdzy uzyskanymi danymi. W celu zbadania miejsc, w ktorych wartosci
reaktywnosci r6znig si¢ migdzy sobg wyznaczono dodatkowo wspotczynnik korelacji
kroczacej. Wyniki wskazaty rejony, w ktorych z duzym prawdopodobienstwem
struktura moze by¢ zachowana, a takze rejony w ktorych dochodzi do zmian
reaktywnos$ci nukleotydéw. Najwigcej zmian zaobserwowano dla segmentu vVRNAS i
VRNA7, a najmniej w przypadku VRNAS8. Na podstawie badan oddziatywan migdzy
segmentami VRNA w kompleksach VRNP stwierdzono, ze czasteczki te tworza bardzo
rozbudowang sie¢ interakcyjna®®. Co ciekawe, wyniki badan wskazaty, ze segment
VRNAS tworzy liczne interakcje migdzy-segmentalne, tymczasem segment VRNA8
posiada ich zdecydowanie mniej. Obnizenie wartosci wspotczynnika korelacji
kroczacej pomigdzy danymi in virio oraz in cellulo moga wigc wskazywac, ze w tych
miejscach dochodzi do oddzialywan vVRNA-vRNA. Z drugiej strony moga to by¢ to
zmiany spowodowane oddziatywaniem VRNA, lub rearanzacjg struktury podczas
cyklu wirusowego juz w komorce. Potwierdzenie tych obserwacji jest mozliwe po
wyznaczeniu doktadnych danych dotyczacych interakcji miedzy segmentami vRNA
badanego w niniejszej pracy szczepu A/California/04/2009. W celu zbadania
zalezno$ci pomiedzy obnizeniem warto$ci korelacji kroczacej a zmianami w
strukturach drugorzedowych (in virio oraz in cellulo) poréwnano struktury globalne o

najnizsze] energii swobodnej (MFE). Poro6wnanie tych struktur wykazato, ze lokalne
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zmiany w wartos$ciach reaktywnosci nukleotydow przektadaja si¢ na wigksze zmiany
w strukturze w ujeciu globalnym. Roznice byly najbardziej widoczne w parowaniu
odlegtych rejondw co powodowato tworzenie nowych domen. Pomimo tych réznic, w
strukturach drugorzedowych in virio oraz in cellulo danego segmentu (VRNAS, 7 i 8)

stwierdzono wspolne motywy strukturalne.

Chociaz struktury drugorzgdowe RNA wirusa grypy od lat stanowig obiekt
badan wielu grup naukowych na catym $wiecie, to dotychczas nie zaproponowano
zadnej struktury w warunkach in cellulo. Wiedza dotyczaca tych struktur w ujeciu
biologicznym byta od dawna oczekiwana przez srodowisko naukowe, a opisane w
niniejszej pracy doktorskiej badania po raz pierwszy prezentuja szerokie analizy
dotyczace dynamiki struktur drugorzedowych vVRNA w $§rodowisku biologicznym.
Rozszerzenie analiz o struktury VRNAS8 w lizacie oraz o struktury in virio wszystkich
segmentéw badanego szczepu umozliwity poréwnanie faldowania VRNA w réznych
warunkach §rodowiska. Uzyskane dane sg catkowicie nowa wiedza dotyczaca biologii
wirusa grypy i ukazuja one istotno$¢ struktury VRNA w cyklu zyciowym wirusa. Ze
wzgledu na silng zalezno$¢ miedzy strukturg a funkcja pelniong przez RNA, poznanie
motywow strukturalnych wspolnych dla wielu szczepéw wirusa grypy typu A

umozliwi opracowanie nowych inhibitor6w namnazania wirusa.
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Materialy i metody

1. Materialy

1.1. Sekwencje stosowanych oligonukleotydow

Tabela 8 Sekwencje stosowanych oligonukleotydow

Nazwa

|Sekwencja 5'-3"

Startery do odwrotnej transkrypcji do rozdziatu na elektroforezie kapilarnej

18 *AGCAAAAGCAGGGTGACAAAAAC
2.8 *ACATGACCCTCGAGGAAATGTC
38 *CTTGAATGGAATGGTAACACGGTTC

* znakowane wybranym barwnikiem fluorescencyjnym - FAM, JOE, TAMRA, ROX

Startery do odwrotnej transkrypcji komplementarne do VRNAS8

7VRT GGCCGTCATGGTGGCGAATAGCCGAGATCGCGCAGAGACT
8VRT GGCCGTCATGGTGGCGAATAATCGTGGAATGGATCTTGA
Starter do odwrotnej transkrypcji uniwersalny dla wszystkich segmentow vRNA
Uni-12 | AGCAAAAGCAGG

Startery do reakcji PCR dla poszczegolnych segmentow vVRNA A/California/04/2009
PB2-F AGCGAAAGCAGGTCAATTAT

PB2-R AGTAGAAACAAGGTCGTTTTTAAAC

PB1-F AGCGAAAGCAGGCAAACCAT

PB1-R AGTAGAAACAAGGCATTTTTTCATG

PA-F AGCGAAAGCAGGTACTGATCC

PA-R AGTAGAAACAAGGTACTTTTTTGG

HA-F AGCAAAAGCAGGGGAA

HA-R AGTAGAAACAAGGGTGTTTT

NP-R AGCAAAAGCAGGGTAGATAATC

NP.-F AGTAGAAACAAGGGTATTTTTC

NA-R AGCAAAAGCAGGAGTTTAAAATG

NA-F AGTAGAAACAAGGAGTTTTTTGAAC

M-F AGCAAAAGCAGGTAGATATTG

M-R AGTAGAAACAAGGTAGTTTTTTAC

NS-F AGCAAAAGCAGGGTGACAAA

NS-R AGTAGAAACAAGGGTGTTTT

Startery do PCR w czasie rzeczywistym

VTAG GGCCGTCATGGTGGCGAAT

8VQR TGTCAGAAAGGTAGCGCGAA

Startery do reakcji PCR - matryca do transkrypcji in vitro vRNAS

RC8

AGCAAAAGCAGGGTGACAAAAACATAATG

FC8

GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGTAGAAACAAGGGTGTTTTTTATC

Startery do reakcji PCR - matryca do biblioteki NGS, amplifikacja wszystkich segmentow vVRNA

HFA®*

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGCAAAAGCAGG

HRA**

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGTAGAAACAAGG

**na czerwono zaznaczono sekwencje adapterowe dla transpozazy
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Tabela 9 Sekwencje starter6w z indeksami Illumina

Index sekwencja 5'-3'
Index 1 [i7] adapter |CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATIi7]JGTCTCGTGGGCTCGG
Index 2 [i5] adapter |AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACII5]TCGTCGGCAGCGTC
i7 adapter sekwencja 5'-3'
N701 TAAGGCGA
N702 CGTACTAG
N703 AGGCAGAA
N704 TCCTGAGC
N705 GGACTCCT
N706 TAGGCATG
i5 adapter sekwencja 5'-3'
S502 ATAGAGAG
S503 AGAGGATA
S504 TCTACTCT
S517 TCTTACGC

1.2. Komercyjnie dostepne zestawy

Zestaw do transkrypcji in vitro

- AmpliScribeTM T7-FLashTM Transcription Kit (Lucigen)
Zestaw do oczyszczania RNA in vitro

Rneasy MinElute Cleanup Kit (QIAGEN)

Zestaw do oczyszczania RNA po reakcjach enzymatycznych

- Rneasy Mini Kit (QIAGEN)

Zestaw do oczyszczania po reakcji odwrotnej transkrypcji

- illustra MicroSpin G-25 Columns (GE Healthcare)

Zestaw do oczyszczania po reakcji syntezy drugiej nici

- PureLink PCR Micro Kit (ThermoFisher)

Zestaw do oczyszczania produktow PCR

- PCR Mini Kit (Syngen)

Zestaw do rozdziatu kwasow nukleoinowych na bioanalizatorze
— High Sensitivity DNA kit (Agilent)

Zestawy do mierzenia stezen na fluorymetrze QUBIT

— HS dsDNA Assay Kit, BR dsDNA Assay Kit, HS RNA Assay Kit, BR RNA
Assay Kit, RNA 1Q Assay (ThermoFisher)

Zestaw indeksow do bibliotek NGS
— Nextera XT Index Kit 24 indexes(lllumina)
Zestaw do przygotowania bibliotek NGS
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— Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina)

Kulki magnetyczne typu SPRI do oczyszczania kwasow nukleinowych
— Ampure RNACIean XP Beads, Ampure XP Beads (Beckman)
Zestaw do reakcji odwrotnej transkrypcji

— Super Script® III Reverse Transcriptase (Invitrogen)

Zestaw do reakcji odwrotnej transkrypcji typu SHAPE-MaP

— Super Script® II Reverse Transcriptase (Invitrogen)

Zestaw do syntezy drugiej nici

- NEBNext® Ultra Non-Directional RNA Second Strand Synthesis Module (New
England Biolabs)

Zestaw do sekwencjonowania drabinek DNA

-USB®Thermo Sequenace Cycle Sequencing Kit (Affymetrix)

Zestaw do reakcji PCR w czasie rzeczywistym

- 5x HOT FIREPoI® EvaGreen qPCR Plus (No ROX) (Solis Biodyne)

Zestaw membran nitrocelulozowych wykorzystywanych w metodzie Western Blot
- Trans-Blot Turbo RTA Mini 0.2 pm nitrocellulose transfer kit (BioRad)
Zestaw do detekcji biatek

Westar Sun (Cyanagen)

1.3. Enzymy

-Polimeraza Q5 High-Fidelity DNA (New England Biolabs)

-Polimeraza Phusion High-Fidelity PCR Master 2x Mix with HF Buffer (New
England Biolabs)

-Rekombinowany inhibitor Rnaz - Rnasin® (Promega)
-Enzym DNaza | — AmbionTM DNase | (RNase-Free) (ThermoFisher)

1.4. Barwniki fluorescencyjne

Startery DNA uzywane do reakcji odwrotnej transkrypcji w odczycie mapowan
chemicznych RNA z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej byty znakowane na

5’ koncu nastepujacymi barwnikami fluorescencyjnymi:

5-FAM (5-karboksyfluoresceina),
5-ROX (5-karboksy-x-rodamina),
6-JOE (6-karboksy-4’, 5’-dichloro-2’7’-dimetoksyfluoresceina),
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6-TAMRA (6-karboksytetrametylorodamina) (AnaSpec.)

1.5. Wzorce wielkoSci

Wzorzec wielkosci RNA - RiboRuler High Range RNA Ladder (ThermoFisher)
Wzorzec wielkosci DNA — Perfect Plus MWQ DNA Ladder (EurX)

Wzorzec wielkosci DNA — Low Molecular Weight DNA Ladder (NEB)

Wzorzec wielko$ci biatek — PageRuler Prestained Protein Ladder (ThermoFisher)

1.6. Plazmidy

Podczas badan wykorzystany zostal plazmid pPoINS (Invitrogen) z
wklonowanym insertem DNA segmentu 8 VRNA, ktory postuzyl do
przygotowania matrycy DNA do transkrypcji VRNAS in vitro.

1.7. Odczynniki dostepne komercyjnie

- Bezwodny roztwor dimetylosulfotlenku (DMSO) 99.9%; roztwor
dimetylosiarczku (DMS) 99%; EDTA  (SIGMA); -N,N,N’,N’-
Tetrametyloetylenodiamina (TEMED); MgCI2; NaCl; tetraboran sodu;
nadsiarczan amonu (APS); blekit bromofenolowy; surowicza albumina wotowa
(BSA); penicylina-streptomycyna; trypsyna traktowana TPCK; chlorek manganu,
roztwor trypsyna/EDTA do pasazu komorek , Triton X-100, TrizolTM LS
Reagent, chloroform:alkohol izoamylowy 24:1 (SIGMA)

- GlycoBlueTM Coprecipitant, GeneRuler Low Range DNA ladder
(ThermoFisher)

- Simply Safe, dNTP (EurX)

- Gel Loading Dye Purple 6x; Random Primer Mix (New England Biolabs)
- Absolutny alkohol etylowy 99.9%, 2-propanol (POCH)

- 2M roztwor chlorku potasu (KCI) (Ambion)

- Lipofectamine 2000; 1M roztwor Tris pH 8.0 (Invitrogen)

- Kwas borowy (Chempur)

- Agaroza, 40% roztwoér akrylamid-bisakrylamid 29:1; octan sodu; mocznik; PBS
10x pH 7.4 (BioShop)

-Dullbecco’s Modified Eagle’s Medium - DMEM; Reduced serum medium - Opti-
MEM, serum ptodowe cielat FBS; penicylina-streptymycyna-glutamina 100x
(Gibco)

- bufor EB (10 mM Tris-HCI) (QIAGEN)

159



1.8. Bufory i roztwory

Bufor do znakowania barwnikami fluorescencyjnymi
0.1 M tetraboran sodu pH 8,5

Bufor do faldowania RNA 2x

100 mM HEPES pH 7,5

600 mM NacCl

10 mM MgCl;

Bufor do elucji kwasow nukleinowych z Zelu poliakrylamidowego
0,3 M Octan sodu pH 5,5

Bufor 1x TBE

100 mM Tris-HCI pH 8.3

100 mM kwas borowy

1 mM EDTA

Roztwor zZelu poliakrylamidowego 12%

12% roztwor akrylamid-bisakrylamid

1x TBE

8,3 M Mocznik

0,07% APS

0,04% TEMED

Roztwor  obcigzajgcy do  rozdziatu  kwasow  nukleinowych w  Zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych

8,3 M Mocznik

1x TBE

0,03% bitekit bromofenolowy

0,03% oranz metylowy

Pre-bufor do odwrotnej transkrypcji SHAPE-MaP 5x
250 mM Tris-HCI pH 8.0

375 mM KClI

S50 MM DTT

2,5 mM dNTP

Bufor do odwrotnej transkrypcji SHAPE-MaP 2,5x
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Pre-bufor 5x stezony zmieszany z 30mM roztworem MnCI2 w stosunku 1:1
Bufor TNE

50 mM Tris-HCI

100 mM NaCl

0,1 mM EDTA

Roztwor 20% sacharozy do zageszczania wirusa grypy
20% roztwor sacharozy w buforze TNE

Bufor do zatrzymywania reakcji z DMS

50 mM Tris-HCI pH 7,5

100 mM NaCl

3 mM MgCl»

40 mM B-merkaptoetanol

Roztwory wykorzystywane do barwienia biatek 7 Coomasie Blue
Roztwor utrwalajgcy

50% etanol

Kwas octowy

do 500 ml H.O

Roztwor do barwienia

50% metanol

kwas octowy

0,25 g Coomasie Brilliant Blue R-250 (Serva)

do 500 ml H20

Roztwor odbarwiajgcy

5% metanol

kwas octowy

do 500 ml H20

Bufory i roztwory stosowane w reakcji Western-Blot
Bufor lizujgcy 2x stezony

60 mM Tris pH 6,8
10% glicerol

2% SDS

5% B-merkaptoetanol
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0,1% bigkit bromofenolowy
1 mM EDTA

Roztwor 12% zZelu poliakrylamidowego rozdzielajgcego
12% roztwor bis-poliakrylamidu

0,25 M Tris-HCI pH 8.8

0,1% SDS (w/0)

0,1% APS

0,01% TEMED (SIGMA)

do 7,5 ml H20

Roztwor 5% zelu poliakrylamidowego zageszczajgcego
5% roztwor bis-poliakrylamidu

0,125 M Tris-HCI pH 6,8

0,1% SDS (w/0)

0,1% APS

0,01% TEMED

do 5 ml H20

Bufor do elektroforezy

250 mM Tris

1,92 M glicyna

1% SDS (w/o)

do 500 ml H.0O

Bufor PBS-T

Roztwor 1000 ml niesterylnego buforu PBS z dodatkiem 1 ml Tween 20
5% roztwor do blokowania

2,5 g mleka w proszku zmieszanego z 50 ml buforu PBS-T
Bufor do transferu

200 ml (5x) buforu do transferu zmieszano z 200 ml EtOH (96%) 1 uzupetniono
do 1000 ml woda

1.9. Przeciwciala

Przeciwciata uZywane do testu immunofluorescencji
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- Przeciwciatlo pierwszorzgdowe — mouse anti-influenza primary antibody
targeting nucleoprotein (NP) (MAB8257, Merck)

- Przeciwciato drugorzedowe — FITC-conjugated secondary rabbit anti-mouse 19G
antibody (AP160F, Merck)

Przeciwciata uiywane do znakowania biatek w metodzie Western-Blot

- Przeciwciato pierwszorzedowe na biatka NA i HA — anti-capsid goat a-Flu
(AB1074, Merck)

- Przeciwciata drugorz¢dowe — mouse anti-goat, HRP a-goat (AB186P), goat anti-
rabbit, HRP (AP3074P, Merck)

-Przeciwcialo pierwszorzedowe na biatko aktyng — actin monoclonal antibody
(ACTNO5(C4)), Invitrogen)

1.10. Linie komorkowe

Propagacja wirusa grypy oraz eksperymenty dotyczace przygotowania lizatow
komorkowych wykonane zostaty na linii komorkowej Madin-Darby Canine
Kidney (MDCK) (Sigma-Aldrich, ATCC®CCL-34). Eksperymenty mapowania

odczynnikami chemicznymi VRNA przeprowadzone zostaty na linii komodrkowe;j
adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells (A549) (Sigma-Aldrich,
ATCC®CCL-185TM).

1.11.Szczep wirusa grypy

Wszystkie eksperymenty wykonano z zastosowaniem wirusa grypy A/H1N1
szczepu A/California/04/2009, ktory otrzymano dzigki uprzejmosci prof. Luisa

Martinez’a-Sobrido z Texas Biomedical Research Institute, San Antonio, USA.

1.12. Media i roztwory wykorzystywane w eksperymentach

komorkowych

Bufor do lizy komorkowej CL

10 mM Tris-HCIpH 7.4

150 mM NaCl

0,25% Igepal

Bufor do mapowania chemicznego RNA in virio
10 mM Tris-HCI pH 7.4

100 mM NaCl

0,1 mM EDTA
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Medium hodowlane

1x Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 4,5 g/1 D-glukozy, 110 mg/I

pirogronianu sodu

10% Serum plodowe cielat (FBS)

2 mM Glutamina

100 U/ml Penicylina

100 pg/ml Streptomycyna

Medium infekcyjne

1x PBS

0,3% Surowicza albumina wotowa (BSA)
100 U/ml Penicylina

100 pg/ml Streptomycyna

100 mM Ca?*/Mg?*

Medium post-infekcyjne

1x DMEM

0,3% Surowicza albumina wotowa (BSA)
100 U/ml Penicylina

100 pg/ml Streptomycyna

2 mM Glutamina

Trypsyna traktowana TPCK:

I pg/ml - Komoérki MDCK

0,5 pg/ml - Komorki A549

Medium post-infekcyjne z roztworem mikrocelulozy (Avicel)

Standardowe medium post-infekcyjne wymieszane z 3% roztworem Avicelu w

stosunku 2:1

Roztwor utrwalajgcy komorki
0,5% Triton X-100

4% Formaldehyd

PBS do 50 ml

Bufor blokujgcy

2% BSA

do 50 ml PBS
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Roztwor przeciwciata I-rzedowego
Przeciwciato anti-NP (1:1000)

do 1 ml bufor blokujacy

Roztwor przeciwciata Il-rzedowego
Przeciwciato FITC (1:150)

DAPI (1:1000)

do 1 ml bufor blokujacy

2. Metody

2.1. Synteza oligonukleotydow

Wszystkie oligonukleotydy (DNA) uwzglednione w Tabeli 8 zostaly
syntetyzowane metoda amidofosforynowa na podtozu statym przez prof. dr hab.

Ryszarda Kierzka, kierownika Zaktadu Chemii 1 Biologii Kwaséw Nukleinowych

IChB PAN.

2.2. Odblokowanie oligonukleotydow po syntezie

W celu odblokowania i zdjecia oligonukleotydow z podtoza po syntezie, do
podtoza silikazelu dodano 1,5 ml roztworu 32% amoniaku i inkubowano w 55°C.
Po 12 godzinach inkubacji probéwki schtodzono w -20°C. Znad podtoza zebrano
roztwor amoniaku z oligomerem i przeniesiono do nowej probowki. Podtoze
przemyto dodatkowo dwukrotnie woda. Miato to na celu wyplukanie pozostatosci
oligomeru. Nastepnie roztwor wysuszono W z zastosowaniem koncentratora
prozniowego (Speedvac). Osad oligomeru rozpuszczono w wodzie i

przechowywano w -20°C do czasu oczyszczania.

Oligomery z grupa C6-aminolinkerowg na 5’-kofncu (w celu pozniejszego
przylaczenia fluoroforu) byly dodatkowo inkubowane przez 3 godziny z
dodatkiem 0,9 ml 80% kwasu octowego. Osad oligomeru rozpuszczono w 0,2 ml
wody i stracono w 10 ml roztworu 1% nadchloranu sodu w acetonie. Uzyskany
roztwor zwirowano przez 15 minut 1700 g. Przed rozpuszczeniem w wodzie, osad
przeptukano dwa razy acetonem i wysuszono prozniowo. Odblokowany oligomer

przechowywano w -20°C do czasu znakowania barwnikami fluorescencyjnymi.
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2.3. Znakowanie konca 5’ oligonukleotydow barwnikami

fluorescencyjnymi

Po okresleniu stezenia oligomerow z grupa C6-aminolinkerowg na 5°- koncu
pobrano 300 pg oligomeru i wysuszono w koncentratorze prozniowym. Przed
reakcjg znakowania osad oligomeru rozpuszczono w 11 ul H20. Do roztworu
oligomeru dodano 75 ul buforu do znakowania oraz 14 pl barwnika
rozpuszczonego w DMSO*. Reakcje znakowania inkubowano przez 18 godzin w
termobloku w temperaturze pokojowej (RT) z wytrzasaniem (300 rpm).

Mieszaning reakcyjng stracano w etanolu wedtug standardowej procedury.

*Mieszaning barwnika fluorescencyjnego przygotowywano poprzez
rozpuszczenie okres$lonej ilosci barwnika w 140 pl bezwodnego roztworu DMSO.
W zaleznosci od stosowanego barwnika stosowano inne st¢zenia: 2 mg barwnika
w przypadku 5-FAM i 6-TAMRA, z kolei w przypadku 6-JOE i 5-ROX bylo to
2,5 mg.

2.4. Oczyszczanie oligonukleotydow na denaturujacym zelu

poliakrylamidowym

Oligonukleotydy DNA bezposrednio po odblokowaniu, badz po reakcji
znakowania barwnikami fluorescencyjnymi, oczyszczono na preparatywnym 12%
zelu poliakrylamidowym. Do roztworu oczyszczanego oligomeru dodano
obciazacz denaturujacy z mocznikem i barwnikami (cyjanol ksylenowy, biekit
bromofenolowy, oranz G). Produkty syntezy wizualizowano z zastosowaniem
lampy UV 1 wycinano z Zelu przy pomocy skalpela. W celu elucji oczyszczonego
oligomeru, skrawki zelu inkubowano przez noc w buforze elucyjnym w 4°C. W
sumie wykonano 3 elucje z zelu, kazdorazowo dodajac nowa porcje buforu

elucyjnego. Roztwor po elucji strgcano w etanolu wedlug standardowej procedury.

2.5. Synteza odczynnikow chemicznych do reakcji mapowania SHAPE

Odczynnik 1M7 do reakcji mapowania chemicznego SHAPE zostat otrzymany
wedlug opublikowanej procedury chemicznej?®. Odczynnik NAI zostat
otrzymany zgodnie z procedura opublikowana przez Spitale et al.*®l. W celu

zapobiegnigcia degradacji odczynnikow chemicznych zostaty one zabezpieczone
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parafilmem i przechowywane w matych porcjach w -20°C. Syntezy chemiczne
odczynnikow zostaly wykonane przez prof. dr hab. Ryszarda Kierzka, kierownika

Zaktadu Chemii i Biologii Kwaséw Nukleinowych IChB PAN.

2.6. Stracanie kwaséw nukleinowych

W celu wytracenia kwaséw nukleinowych z roztworu wodnego Stosowano
mieszaning sktadajaca si¢ z 0,3 M octanu sodu stanowigcego 1/10 roztworu
wodnego kwasu nukleinowego oraz 2,5 objetosci (dla RNA) albo 3 objetosci (dla
DNA) absolutnego alkoholu etylowego. Mieszaning inkubowano przez noc w -
20°C. Po tym czasie mieszaning wirowano przez 30 minut 18 000 g. Po $ciggnigciu
supernatantu, osad przemywano 70% alkoholem etylowym i wirowano 10 minut
18 000 g. Procedure przemycia wykonywano dwa razy. Osad suszono w cieplarce

w 37°C i rozpuszczono w wodzie.

2.7. Elektroforeza kwasow nukleinowych w zelu agarozowym

Elektroforeze kwasow nukleinowych (DNA oraz RNA) prowadzono na 1%
zelu agarozowym W buforze 1x TBE. Jako odczynnik interkalujacy stosowano
SimplySafe, ktory dodawany byl do wystudzonego roztworu agarozy

bezposrednio przed jej wylaniem do aparatu do elektroforezy.

2.8. Oczyszczanie kwasé6w nukleinowych z zastosowaniem kulek

magnetycznych typu SPRI

Optymalizacj¢ oczyszczania mieszaniny fragmentow DNA z krotkich
fragmentow przeprowadzono z zastosowaniem standardu dlugosci DNA
GeneRuler Low Range DNA Ladder (ThermoFisher). Do kazdej reakcji
oczyszczania stosowano 5 ul standardu dlugosci oraz 45 ul wody. Gotowa
mieszanina (50 pl) byta zmieszana z r6zng objetoscia kulek: 3 x (150 ul), 1,8 x (90
ul), 1x (50 pul) oraz 0,8 x (40 ul) i inkubowana przez 10 minut. Po tym czasie
probowki umieszczono na statywie magnetycznym i przemyto dwukrotnie 80%
EtOH w objetosci 200 ul. Proboéwki z etanolem inkubowano przez 30 sekund przed
usunigciem. Po usunieciu resztek etanolu, kulki suszono ok. 5 minut az do
widocznego odparowania resztek etanolu. Probowki zdjeto ze statywu

magnetycznego i dodano 15 pl wody w celu elucji. Produkty oczyszczania
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rozdzielono na 3% zelu agarozowym. Ostateczne objetosci kulek, jakie zostaly

zastosowane zostaty podane w opisie wynikéw eksperymentow.

W przypadku oczyszczania mieszaniny DNA z fragmentow krotkich oraz
dhugich stosowano protokot do selekcji fragmentow (ang. size selection). Selekcje
fragmentow wykonano poprzez zastosowanie dwoch objetosci kulek. Po inkubacji
mieszaniny fragmentow z pierwszg objetoscig kulek, supernatant $ciggnigto i
przeniesiono do nowej probowki. Nastepnie dodano druga objetos¢ kulek i
ponownie inkubowano. Etapy przemycia kulek oraz elucji byty takie same jak w
przypadku standardowego oczyszczania.

2.9. Synteza matrycy DNA do przygotowania drabinek sekwencyjnych
oraz do transkrypcji VRNAS szczepu A/California/04/2009 in vitro

W celu otrzymania matrycy DNA do transkrypcji VRNAS8 in vitro
przeprowadzono reakcje PCR. Jako matryce wykorzystano plazmid pPoINS
(otrzymany od prof. Baek Kim, Uniwersytet Emory, Atlanta, Georgia, USA) z
wklonowanym insertem DNA czasteczki vVRNAS. Reakcje przeprowadzono przy
uzyciu polimerazy Q5 High-Fidelity (NEB). Startery byly komplementarne do obu
koncow czasteczki VRNAS. Starter forward (FC8) byt wydtuzony o sekwencje
promotora dla polimerazy T7 RNA niezbedng do przeprowadzenia reakcji
209

transkrypcji in vitro
skladaly si¢: 1x st¢zony bufor Q5, 10 mM dNTP, 15 uM startera FCS8, 15 pM

. Reakcje PCR przeprowadzono w objetosci 50 pl na ktore

startera RC8, 1U polimerazy Q5 oraz 150 ng matrycy pPoINS. Ste¢zenie oraz
czystos¢ produktu PCR zmierzono z zastosowaniem spektrometru NanoDrop One.

Profil temperaturowy reakcji:

| etap Il etap 1l etap
Denaturacja Denaturacja Przytagczanie  Wydtuzanie Wydtuzanie
wstepna starteréw koncowe
x 35
98°C 98°C
X, 72°€ 72°€C
30 sek 10 sek % / X
\ ’ 25 sek 2 min \
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Analize dlugosci produktu przeprowadzono na 1% zelu agarozowym z
zastosowaniem wzorca dtugosci DNA. Produkt PCR oczyszczono na kolumnie
Syngen PCR Mini Kit zgodnie z protokotem producenta. Elucje wykonano w 80
ul wody.

2.10. Transkrypcja segmentu 8 VRNA szczepu A/California/04/2009 in

vitro

Transkrypcje in vitro segmentu 8 VRNA (890 nt) przeprowadzono na
produkcie PCR posiadajacym promotor dla polimerazy T7 RNA. Reakcje
transkrypcji wykonano wedhug protokotu producenta komercyjnie dost¢pnego
zestawu AmpliScribe T7-Flash Transcription Kit (Lucigen) w 50 pl. Do reakcji
uzyto 1ug matrycy. Mieszaning reakcyjna inkubowano przez 90 minut w 37°C. Po
tym czasie przeprowadzono enzymatyczng degradacje matrycy DNA z
zastosowaniem enzymu DNazy | (15 minut, 37°C). Produkt transkrypcji
oczyszczono za pomoca komercyjnie dostepnego zestawu RNeasy MinElute
(QIAGEN). Stezenie i jakos¢ RNA okreslono za pomocg spektrometru NanoDrop
One. Uzyskang warto$¢ wspotczynnika A260 stosowano do przeliczenia stezenia
uzyskanego RNA na warto§¢ pM wedlug wzoru:

1A260%10°
&

c[uM]=

gdzie: ¢ — stezenie RNA w uM, AA260 — wspotczynnik absorpcji ssSRNA przy
dtugosci fali A260nm = 1 dla SSRNA = 40 pug/ml, , € — wspotezynnik ekstynkeji dla
czasteczki VRNAS

W celu potwierdzenia integralnosci RNA, produkt transkrypcji in vitro
rozdzielono na 1% zelu agarozowym. Jako standard dlugosci zastosowano RNA
RiboRuler High Range RNA Ladder. Probke RNA oraz standard dlugosci
zdenaturowano w mieszaninie obcigzajacej (3 minuty w 70°C) i schtadzano przez

(3 minuty w 4°C) przed natlozeniem na zel.

2.11. Faldowanie vRNAS8 w warunkach in vitro

Fatdowanie RNA in vitro przeprowadzono wedtug nastgpujacej procedury. 4,5

ul roztworu RNA (2pmol) w H20 podgrzewano w termobloku przez 5 minut w
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80°C. Po wylaczeniu termobloku monitorowano temperatur¢ za pomoca
termometru. Po osiagnigciu temperatury 50°C dodawano 4,5 ul 2x stg¢zonego
buforu do faldowania RNA 1 inkubowano do momentu osiggnigcia przez probke

37°C.
2.12. Faldowanie vVRNAS8 w lizacie komorek MDCK

Faldowanie VRNAS8 przeprowadzono w lizacie komoérek MDCK, ktore byty
zainfekowane wirusem grypy. Kazda reakcja faldowania sktadata si¢ z 180 ul
lizatu wzbogaconego w 5 pmol transkryptu VRNAS. Przed dodaniem do lizatu,
RNA byto denaturowane przez 5 minut w80°C. Do reakcji fatdowania dodawano
50U inhibitora Rnaz (Promega). Fatdowanie przeprowadzano w czasie 30 minut
w 37°C.

2.13. Mapowanie chemiczne

Mapowanie VRNA8 w warunkach in vitro odczynnikiem DMS

RNA po faldowaniu w warunkach in vitro byto mapowane odczynnikiem
DMS. Stezenie koncowe odczynnika zostalo wyznaczone eksperymentalnie i
wynosito 0,25%. Mapowanie przeprowadzano w objgtosci 10 pl na ktorg sktadato
si¢ 9 ul RNA rozpuszczonego w wodzie oraz 1 pul 10x stezonego odczynnika
mapujacego DMS rozpuszczonego w alkoholu etylowym. Do probki kontrolnej
dodano 1 pl etanolu. Reakcje inkubowano przez 15 minut w 37°C, a nastgpnie
zatrzymano poprzez dodanie -merkaptoetanolu do ostatecznego stezenia 0.04M i
schtodzono na lodzie. Natychmiastowo po zatrzymaniu reakcji, RNA wytracano

wedlug standardowej procedury stracania kwasow nukleinowych.

Mapowanie VRNA8 w warunkach in vitro odczynnikiem NAI oraz NMIA

Reakcje mapowania vVRNAS in vitro przeprowadzono w 10 pl, poprzez dodanie
I ul 10x stezonego odczynnika SHAPE (NAI lub NMIA). Do préby kontrolnej
dodawano 1 ul DMSO. W przypadku NAI koncowe stezenie odczynnika wynosito
50 mM. Reakcje inkubowano przez 15 minut w 37°C, a nastgpnie zatrzymano
poprzez dodanie 1 pl stezonego (1M) DTT 1 schtodzono na lodzie. W przypadku

mapowania z odczynnikiem NMIA stosowano st¢zenie ostateczne wynoszace 4
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mM. Reakcje inkubowano przez 40 minut w 37°C. RNA wytracano natychmiast

po reakcji wedtug standardowej procedury stracania kwasoéw nukleinowych.

Mapowanie lizatow komoérkowych odczynnikiem DMS

Po reakcji fatdowania RNA w lizacie komorkowym, przeprowadzono reakcje
mapowania siarczkiem dimetylu — DMS. Do 180 ul lizatu dodano 20 ul 10x
stezonego odczynnika DMS rozcienczonego w absolutnym alkoholu etylowym,
tak aby ostateczne stezenie odczynnika DMS wynosito 0,4%. Probe kontrolng
traktowano analogiczne, z zastosowaniem czystego alkoholu etylowego.
Ostateczne stezenie odczynnika DMS zostalo okreslone empirycznie w czasie
wykonania eksperymentu optymalizacyjnego z zastosowaniem st¢zen DMS w
zakresie od 0,25%-0,6%. Reakcj¢ inkubowano przez 5 minut w RT, a nastepnie
zatrzymano poprzez dodanie B-merkaptoetanolu do ostatecznego stezenia w

mieszaninie wynoszacego 0.04M.

Mapowanie lizatow komorkowych odczynnikiem 1M7

Po reakcji faldowania RNA w lizacie komérkowcym, przeprowadzono reakcje
mapowania chemicznego z zastosowaniem odczynnika 1M7 (ang. 1-Methyl-7-
nitroisatoic anhydride). Do 180 pl lizatu dodawano 20 pl 10x st¢zonego
odczynnika 1M7 rozpuszczonego w bezwodnym DMSO. Do kontroli dodano 20
ul bezwodnego DMSO. Reakcje inkubowano przez 5 minut. Ostateczne stezenie
IM7 zostalo wyznaczone eksperymentalnie w czasie eksperymentu wstepnego z
zastosowaniem stgzen ostatecznych w zakresie od 10-25 mM. Ostatecznie

wybrano stezenie 25 mM.

Reakcja enzymatycznej degradacji DNA we frakcji catkowitego RNA po reakcji

mapowania w lizacie komorkowym

Od razu po wykonaniu reakcji mapowania natychmiastowo przystapiono do
oczyszczania z zastosowaniem zestawu RNeasy MinElute (QIAGEN). Nastepnie
Izolat RNA byt poddany trawieniu z pozostatosci genomowego DNA za pomocg
enzymu DNazy I (Ambion). Reakcje przeprowadzano w objetosci 40 pl poprzez
zmieszanie catkowitego RNA (~ 8 pg) z 1x stezonym buforem oraz 8U DNazy .
Reakcje inkubowano przez 30 minut w 37°C, a nastgpnie inaktywowano enzym

poprzez inkubacje w 75°C przez 10 minut w obecnosci 2,5 mM EDTA. RNA
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wytragcano z mieszaniny reakcyjnej wedlug standardowej procedury. W celu
kontroli czystoéci i1 integralnosci RNA, 1 pl izolatu naktadano rozdzielano

elektroforetycznie na 1% zelu agarozowym.

Mapowanie chemiczne RNA metodg SHAPE (ang. Selective 2’-OH hydroxyl
acylation analyzed by primer extension). Odwrotna transkrypcja z uzyciem

starterow znakowanych fluorescencyjnie

W celu przepisania RNA na komplementarny cDNA przeprowadzono reakcje
odwrotnej transkrypcji z zastosowaniem enzymu odwrotnej transkryptazy
(SuperScript III). Dla proby reakcyjnej mapowanej odczynnikiem chemicznym
zastosowano starter znakowany barwnikiem 6-JOE, natomiast do proby kontrolnej
zastosowano starter znakowany 5-FAM. W celu odczytu mapowan dla calej
czasteczki VRNAS zaprojektowano 3 startery (1 8, 2 8 i 3 8) w odstgpach
wynoszacych ok. 300 nt. Reakcj¢ przeprowadzono dwuetapowo. Pierwszy etap
reakcji skladat si¢ z 24 pl mieszaniny na ktorg skladaty sie: matryca RNA, 1x
stezony bufor FS, 3 uM starter 6-JOE (dla reakcji) lub 5-FAM (dla kontroli) oraz
15 mM roztwor dNTP (deoksyrybonukleotydow). Mieszaning inkubowano w 90
°C przez 3 minuty, 55°C przez 10 minut oraz schtodzono na lodzie przez 3 minuty.
W drugim etapie reakcji dodano 6 pl mieszaniny sktadajacej si¢ z 1x stgzonego
buforu FS, 150 mM DTT, 60 U inhibitora RNaz oraz 300 U enzymu SuperScript
IV. Reakcje inkubowano przez 20 minut w 55°C 1 inaktywowano przez 10 minut
w 80°C. Nastepnie reakcje oczyszczono poprzez wytrgcanie kwasow

nukleinowych w etanolu wedtug standardowej procedury.
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2.14. Przygotowanie drabinek sekwencyjnych

W celu identyfikacji zatrzyman odwrotnej transkryptazy przygotowano
drabinki sekwencyjne dla kazdego startera. Matryce dla drabinek stanowit produkt
PCR vVRNAS8 szczepu A/California/04/2009. Reakcje sekwencjonowania
przeprowadzono z  zastosowaniem komercyjniec  dostepnego  zestawu
USB®Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit. Mieszanina reakcyjna sktadata
si¢ z 1x stezonego buforu, 5 uM jednego ze starterow: 1 8,2 8,3 8 znakowanego
barwnikiem 5-ROX lub 6-TAMRA, 4 ul dideoksy mix ddATP lub ddGTP, 1,8 z
2U enzymu sekwenazy oraz 150 ng matrycy PCR, a calo$¢ uzupetniono woda do

objetosci 8,2 pl.

Profil temperaturowy reakcji:

| etap Il etap 1l etap
Denaturacja Denaturacja Przytaczanie =~ Wydtuzanie Wydtuzanie
wstgpna starterow koricowe
X 26
96°C .
96°C
, N 72°C 72°C
3 min 20 sek ¥ T \
\\\ /, 1 min 1 min \
N 55'C i Y
\
20 sek \
N 4°C
\
oo

Produkt sekwencjonowania byl nastgpnie stragcany na lodzie poprzez dodanie
3,2 pl mieszaniny stracajacej (0,4 M octan sodu, 13 mM EDTA, 0,05 mg/ml
glikogen i 20 pl etanolu). Mieszaning wirowano wedtug standardowej procedury
do stragcania kwasow nukleinowych, przemyto 2x 70% etanolem, wysuszono 1i

rozpuszczono w 20 pl H20.

2.15. Rozdzial produktow reakcji odwrotnej transkrypcji i drabinek

sekwencyjnych z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej

Produkty odwrotnej transkrypcji zaréwno dla proby reakcyjnej, jak i
kontrolnej, potgczono wraz z drabinkami sekwencyjnymi. Na jedng reakcje
mapowania dodano po 5 pl kazdej drabinki: ddA uzyskanej dla startera 6-TAMRA
oraz ddG dla startera 5-ROX. Calo§¢ wysuszono w suszarce prozniowej i

rozpuszczano w 10 pl wody. Rozdzialy préb z czterema barwnikami
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fluorescencyjnymi byly przeprowadzane w Pracowni Technik Biologii
Molekularnej UAM.

Rozdziat czterech roznych barwnikow fluorescencyjnych w jednej kapilarze
wigze si¢ ze zréznicowang migracja poszczegdlnych fragmentéw DNA. W celu
umozliwienia integracji wszystkich kanatow wzgledem siebie na etapie analizy
bioinformatycznej, przeprowadzona byta dodatkowa reakcja sekwencjonowania,
analogiczna do tej opisanej w punkcie Przygotowanie drabinek sekwencyjnych, z
ta roznica, ze dla kazdego startera 5-ROX oraz 6-TAMRA stosowano mix z tym
samym dideoksynukleotydem - ddC. Ustawienia parametru przesunigcia pikow dla
odpowiednich kanatéw w celu integracji wszystkich odczytow dla poszczegdlnych
barwnikow (ang. Mobility Shift) przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang w
Vasa et al.134, Kalibracje migracji barwnikéw wykonano w zakladce Mobility shift
— Cubic — New — Create by sliding traces. Poszczegbdlne odczyty z kanatow
byly nastepnie dopasowywane wzglgdem siebie. Kalibracje migracji wykonano
dla kazdego startera oddzielnie. Zapisany algorytm przesunigcia byt

implementowany na poczatkowym etapie analizy rozdzialow kapilarnych.

2.16. Analiza bioinformatyczna rozdzialéow z zastosowaniem programu

ShapeFinder

Analizg produktow odwrotnej transkrypcji 1 identyfikacji zatrzyman odwrotnej
transkryptazy przeprowadzano z zastosowaniem programu ShapeFinder'3*. Po
dopasowaniu odczytu pikéw do linii bazowej (Fitted Baseline Adjust) i ustawienia
szerokosci okna (window width), wprowadzano korekcj¢ migracji barwnikoéw
poprzez implementacj¢, wybranej w zalezno$ci od analizowanego fragmentu
VRNA, kalibracji Mobility Shift — Cubic. Kolejnym krokiem byto zawezenie
rejonu analizy poprzez odcigcie fragmentow o niskim sygnale oraz fragmentu, w
ktorym byto widoczne podbicie sygnatu fluorescencji pochodzacego od startera
uzytego do reakcji (Signal Decay Correction). W przypadku uzycia czterech
barwnikéw fluorescencyjnych moze dojs¢ do ostabienia sygnatu fluorescencji w
jednym z kanatow. W takim przypadku dokonywano korekcji wysokos$ci sygnatow
wykonywano w zaktadce Scale Factor, poprzez obnizanie lub podwyzszanie ich

wysokosci w zakresie od 0.1 do 1, gdzie 1 to maksymalna warto$¢ podniesienia
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piku, ktorego wysoko§¢ spada wraz z wprowadzong warto$cig parametru.
Ostatnim etapem jest wprowadzenie sekwencji analizowanej czasteczki RNA
(sekwencja VRNABS (-) A/California/04/2009), a takze wskazanie drabinek ddNTP
(ddA — TAMRA, ddG — ROX). Dane te sg wprowadzanie w zaktadce Align and
Integrate. Po implementacji wszystkich parametréw przystepowano do wlasciwe;j
analizy rozdzialdow. Ewentualne niedopasowania pikéw wzgledem sekwencji
referencyjnej przeprowadzano poprzez edycje manualng, do momentu uzyskania
pelnego dopasowania produktoéw rozdzialu do fragmentu sekwencji VRNAS.
Ostatnim etapem analizy bylo wygenerowanie pliku z reaktywnosciami dla

poszczego6lnych nukleotydow.

Analiza i normalizacja danych w programie Excel

Plik z reaktywno$ciami wygenerowany w programie ShapeFinder byt
nastepnie poddany normalizacji z zastosowaniem metody normalizacji 2-8%*%.
Metoda ta polega na wybraniu 10% najwyzszych reaktywnosci, z ktorych
nastepnie wyklucza si¢ 2% najwyzszych reaktywnosci, a dla pozostatych 8%
obliczana jest $rednia. Nastepnie reaktywnosci dla wszystkich nukleotydow sa
normalizowane poprzez podzielenie ich warto$ci przez uzyskang $rednig.
Znormalizowane reaktywno$ci wigksze lub rowne 0,7 uznawane byly jako
wysokie, te mieszczace si¢ w zakresie 0,7-0,5 jako $rednie, natomiast te ponizej

0,5 jako stabe.

2.17. Predykcja struktury drugorzedowej vRNAS8 mapowanej w lizacie

komorkowym

Predykcje  struktury drugorzedowej przeprowadzono w  programie
RNAStructure w wersji 6.2. W pierwszej kolejnosci przewidziana byla struktura
MFE. W tym celu wprowadzono dwa pliki zawierajace dane eksperymentalne.
Pierwszy plik (rozszerzenie .shape) zawieral usrednione (dla wszystkich
powtdrzen biologicznych 1 technicznych) reaktywnosci pochodzace z
eksperymentu mapowania odczynnikiem 1M7. Dla nukleotydéw o nieznanej
warto$ci mapowania wprowadzono warto$¢ -999, ktora jest interpretowana przez
program jako brak danych. Ustawienia parametru Slope wynosito 1.8 (kcal/mol),

natomiast parametru Intercept wynosito -0.6 (kcal/mol). Wielko$¢ okna ustawiona
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zostala na 15. W drugim pliku (rozszerzenie .con) wprowadzono dane mapowania
DMS w postaci numeréw nukleotydow o wysokiej reaktywnosci (>0,7). W
przypadku struktur generowanych bez zastosowania dystansu parowania zasad
(algorytm Maximum Pairing Distance) do pliku .con wprowadzano takze pary
zasad dla motywu panhandle. W przypadku struktury faldowanej z zastosowaniem
dystansu parowania zasad do 150 nt, rejon panhandle byt wytaczony z obszaru
analizy. Wylgczenie rejonu panhandle z obszaru analizy wykonano poprzez

wprowadzenie do pliku .con wymuszenia rejonu 1-13 oraz 878-890 jako ssSRNA.

W celu obliczenia prawdopodobienstwa parowania zasad wykorzystano
algorytmu Partition Function. Do obliczenia wykorzystano te same dane, ktore
postuzyly do wygenerowania struktury. Do wygenerowania struktury MEA
wykorzystano obliczone prawdopodobienstwa parowania zasad (plik z
rozszerzeniem .pfs). W tym celu wykorzystano algorytm MaxExpect: Predict RNA
MEA structure.

2.18. Predykcja struktury drugorzedowej vRNA mapowanych w

warunkach in virio oraz in cellulo

Predykcje  struktury drugorzedowej przeprowadzono w  programie
RNAStructure w wersji 6.2. Do przewidywania struktury MFE wprowadzono dwa
pliki. Pierwszy z nich zawieral (rozszerzenie .shape) usrednione dla wszystkich
powtorzen biologicznych reaktywnos$ci pochodzacych z eksperymentu mapowania
odczynnikiem NAI Dla nukleotydow o nieznanej wartosci mapowania
wprowadzono wartos¢ -999, ktora jest interpretowana przez program jako brak
danych. Ustawienia parametru Slope wynosito 1.8 (kcal/mol), a parametru
Intercept wynosito -0.6 (kcal/mol). Wielko$¢ okna ustawiono na 15. W drugim
pliku (rozszerzenie .con) wprowadzono informacje odnosnie mapowania DMS w
postaci numeréw nukleotydéw o silnym mapowaniu chemicznym (>0,85).
Faldowanie struktur vVRNA wykonywano z zastosowaniem dystansu parowania
zasad (algorytm Maximum pairing distance). Rejon panhandle byt wytaczony z
obszaru analizy. Wylaczenie rejonu panhandle z obszaru analizy wykonano
poprzez wprowadzenie do pliku .con wymuszenia rejonu promotora (panhandle)
jako ssRNA.
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Prawdopodobienstwo parowania zasad obliczono na podstawie tych samych
danych eksperymentalnych (algorytm Partition function). Uzyskany plik z
wartosciami prawdopodobienstwa wprowadzono do RNAStructure (algorytm

MaxExpect: Predict RNA MEA structure) w celu wygenerowania struktury MEA.

Wizualizacja struktury drugorzedowej RNA

W programie RNAStructure zostal wygenerowany plik zawierajacy informacje
o wyliczonej strukturze drugorzedowej. Plik w formacie dotbracket (.db)
zawierajacy sekwencje wraz z informacja o strukturze byl wizualizowany w

programie PseudoViewer (wer. 2.5) oraz VARNAZ?10-212,

2.19. Hodowla linii komérkowych MDCK oraz A549

Linia komérkowa MDCK (Merck) oraz A549 (ATCC) byly przechowywane
w cieklym azocie. Do mrozenia komorek stosowano standardowe medium
hodowlane suplementowane krioprotektantem (5% DMSO). Proboéwki z
roztworem komorek bezposrednio po rozmrozeniu odwirowano z pozostatosci
DMSO (3 minuty 1000 rpm). Odwirowany roztwér komorek zawieszono w
medium suplementowanym 30% FBS i wysiano na szalke hodowlang. Po 24
godzinach medium zmieniono na standardowe medium hodowlane. Standardowa
hodowle komorek prowadzono w inkubatorze w temperaturze 37°C z 95%
wilgotnoscig powietrza 1 5% CO2. Przed wykonaniem pasazu, monowarstwe
komoérek przemywano dwukrotnie 1x PBS, a nastgpnie dodawano roztwor
trypsyny i inkubowano przez 3-5 minut w 37°C. Po tym czasie trypsyna byta
inaktywowana pozywka hodowlana, a cz¢s¢ komorek wysiewano ponownie na
nowa szalke hodowlang. Linia komérkowa byta pasazowana na 10 cm? szalkach

hodowlanych, w rozcienczeniach w zakresie od 1:2 do 1:10.

2.20. Propagacja wirusa w linii komoérkowej MDCK

Propagacje wirusa grypy szczepu A/California/04/2009 prowadzono w linii
komoérkowej MDCK. Dzien przed infekcja komoérki byty wysiane w ilosci 3x10"®
na szalke 10 cm?. Do infekcji stosowano stezenie wirusa wynoszace MOI 0.01
(ang. Multiplicity of Infection), co oznacza, ze 1 czgsteczka wirusa przypadata na

ok. 100 komorek. Przed dodaniem rozcienczenia wirusa, monowarstwe komorek
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przemyto dwukrotnie 1x PBS. Nast¢pnie do komoérek dodano 5 ml rozcienczenia
wirusa w medium infekcyjnym i inkubowano w RT przez 1 godzing na platformie
kotyszgcej. Po tym czasie usunieto medium infekcyjne, dodano medium post-
infekcyjne z trypsyna infekcyjng (TPCK) i szalki umieszczono w inkubatorze w
temperaturze 33°C. Po zaobserwowaniu efektu cytotoksycznego (48-72 godziny)
zbierano supernatant, ktéry wirowano 3 minuty w 1000 rpm. Supernatant

zawierajacy wirusa porcjowano i mrozono w -80°C.
2.21. Test immunofluorescencji

W celu okreslenia st¢zenia wirusa wykonano test immunofluorescencji FFA
(ang. Focus Forming Assay). Roztwor wirusa po propagacji byt testowany w
trzech niezaleznych powtdrzeniach. Na 24 godziny przed infekcja, komorki
wysiano na plytke 96-dotkowa w stezeniu 2*10™/dotek. W dniu infekciji,
przygotowano seryjne 10-krotne rozcienczenia roztworu wirusa. Nastepnie
monowarstwe komorek przemyto dwukrotnie 1x roztworem PBS i dodano po 50
ul rozcienczenia wirusa na dotek. Po godzinnej inkubacji w RT usuni¢to medium
infekcyjne 1 dodano medium post-infekcyjne z dodatkiem 3% roztworu
mikrocelulozy (Avicel)*. Po 16 godzinach inkubacji w 33°C na kazdy dotek
dodano 100 pl roztworu do utrwalania komorek 1 inkubowano przez 20 minut w
RT. Po tym czasie usuni¢to roztwor, komorki przemyto 2-3 razy roztworem PBSu,
dodano 100 pl buforu blokujacego i ptytki umieszczono w 37°C na 30 minut.
Nastepnie wykonano barwienie przeciwcialami nakierowanymi na biatka wirusa
grypy. W tym celu dodano 45 pl 1000-krotnego rozcienczenia przeciwciata I-
rzgdowego 1 inkubowano przez 1-2 godziny w 37°C. Po tym czasie komorki
ponownie przemyto 3-4 razy roztworem PBS i dodano po 45 pl roztworu
przeciwciala II-rzgdowego z dodatkiem DAPI (barwienie jader komorkowych).
Ptytki inkubowano w 37°C przez 30-60 minut. Po tym czasie prowadzono
obserwacj¢ pod mikroskopem fluorescencyjnym. Liczenie miana wirusa
rozpoczeto od dotka, ktory posiadat ilos¢ skupisk wirusa mozliwych do policzenia
(np. w 4 dotku, gdzie wirus byl rozcienczony 1000 razy). Nastgpnie liczono $rednig

z trzech dotkow 1 przeliczano miano wirusa ze wzoru:

FFU[ml] = (Ilo$¢ skupisk = 20) * rozcienczenie wirusa
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gdzie: FFU (ang. Focus Forming Unit) — ilo$¢ czasteczek wirusa w jednostce na 1

ml

* Zastosowanie roztworu mikrocelulozy umozliwia obserwacje infekcyjnych
czasteczek wirusa. Jest to mozliwe dzigki wytworzeniu zegeszczenia srodowiska
wokot komorek, przez co wirus nie jest w stanie migrowaé do dalszych komorek,
a tym samym ich infekowa¢. W efekcie infekuje on komorki lezgce blisko siebie i
tworzy skupiska zainfekowanych komorek. Dzigki temu mozna okresli¢ zdolnosé

danego wirusa do efektywnej infekcji.

2.22. Zageszczanie roztworu wirusa z zastosowaniem poduszKi

sacharozowej

Zageszczenie roztworu wirusa wykonano poprzez nalozenie 1400 pl
supernatantu wirusowego na 140 ul buforu do zaggszczania roztworu wirusa i
wirowanie przez 6 godzin w 14 000 g (16 900g) w 4°C. Po tym czasie delikatnie
usunigto roztwor znad osadu, ktory nastgpnie zawieszono w 180 ul buforu do

mapowania in virio.

2.23. Infekcja wirusem grypy linii komérkowej A549

Na 24 godziny przed infekcja wirusem grypy komorki wysiano na ptytce 6-
dotkowej w stezeniu 0,5%1076/dotek. Po osiggnieciu 80-90% konfluencji, komorki
byty infekowane wirusem w st¢zeniu MOI wynoszacym 0.01 1 inkubowane przez

24 godziny w 33°C.
2.24. Infekcja wirusem grypy linii komérkowej MDCK

Komorki MDCK byty wysiewane w ilosci 3*19°%/10cm? szalke na 24 godziny
przed infekcja. Infekcje wirusem przeprowadzano z MOI wynoszacym 0.01 i

komorki inkubowano przez 24 godziny przed wykonaniem lizy.

2.25. Przygotowanie lizatu komorkowo-wirusowego

W celu przygotowania lizatu komorkowo-wirusowego wykonano liz¢
komorkowa z zastosowaniem buforu lizujacego wedtug procedury Shatzkes et
al.'®. Przed dodaniem buforu lizujacego monowarstwe komorek dwukrotnie

przemyto 1x roztworem PBS. Nastepnie na szalk¢ dodano 6 ml buforu lizujacego
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I inkubowano przez 5-10 minut, az do czasu peinej lizy komorkowej widoczne;j

pod mikroskopem. Lizaty porcjowano i zamrozono w -80 °C.

Mapowanie chemiczne struktury RNA in virio

Protokot mapowania in virio opracowano na podstawie publikacji Dadonaite

et al.1*®. Do protokotu wprowadzono zmiany.

Mapowanie odczynnikiem DMS in virio

Do 180 pl buforu do mapowania dodano 20 pl 4% rozcienczenia DMS w
etanolu do ostatecznego stgzenia 0,4%. Do probki kontrolnej dodano 20 pl
czystego etanolu. Po 5 minutach inkubacji w 37°C. W celu zatrzymania reakcji
mapowania dodano 20 ul 1M DTT i inkubowano przez dodatkowe 5 minut w

37°C, po czym przystapiono do izolacji RNA,
Mapowanie odczynnikiem NALI in virio

Przed reakcja mapowania sporzadzono 1 M roztwor odczynnika NAI w
bezwodnym roztworze DMSO. Reakcj¢ mapowania przeprowadzono w objetosci
200 pl na ktorg sktadato si¢ 180 pl roztworu wirusa w buforze do mapowania oraz
20 ul 1 M NAIL Do probki kontrolnej dodano 20 ul DMSO. Po 10 minutach
inkubacji w 37°C, reakcj¢ zatrzymano przez dodanie 20 pl 1M DTT i probki

inkubowano przez 5 minut w 37°C, po czym przystapiono do izolacji RNA.

Mapowanie chemiczne in cellulo

Protok6t mapowania chemicznego komoérek opracowano na podstawie

dostepnych  publikacjit>131:150,

Przed modyfikacja chemiczng komorki
trypsynizowano z 0,5 ml trypsyny w 37°C przez 3-5 minut. Nastepnie dodano 1
ml medium hodowlanego, a komorki zebrano i zwirowano przez 5 minut 3000g.
Osad komorkowy przemyto 1 ml roztworu PBS i ponownie odwirowano. Osad

komoérkowy zawieszono w 180 ul roztworu 1x PBS.

Mapowanie zainfekowanej wirusem grypy linii komorkowej A549 odczynnikiem

DMS

Przed reakcjag mapowania chemicznego przygotowano 10x stezony roztwoOr

DMS w etanolu. Nastepnie do 180 pl roztworu komorek dodano 20 pl
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rozcienczenia DMS do ostatecznego stezenia 0,3%. Do reakcji kontrolnej dodano
20 pl etanolu. Reakcje zmieszano i inkubowano 5 minut w RT. Po tym czasie
dodano 1 ml roztworu zatrzymujacego reakcje i komorki odwirowano 3 minuty
3000 g. Przemycie roztworem zatrzymujgcym reakcje powtorzono trzykrotnie. Do
osadu komoérek dodano 675 pl roztworu 1x PBS i izolowano catkowity RNA z

zastosowaniem Trizolu LS.

Mapowanie zainfekowanej wirusem grypy linii komorkowej A549 odczynnikiem
NAI

Do 180 pl zawiesiny komorkowej dodano 20 pl 1M roztworu NAI w
bezwodnym DMSO, do ostatecznego stezenia 100 mM. Do kontroli dodano 20 ul
DMSO. Reakcj¢ zmieszano i umieszczono w termobloku na 8 minut w 37°C. W
celu zatrzymania reakcji, do zawiesiny komoérek dodano 30 ul 1M DTT i wirowano
3 minuty 3000 g. Osad ponownie przemyto roztworem 160 mM DTT w PBS,
zwirowano 3 minuty 3000 g. Osad zawieszono w 675 pl 1x PBS i catos¢ reake;ji

wyizolowano wedtug standarowej procedury odczynnikiem Trizol LS.

2.26. Izolacja RNA po eksperymencie mapowania in virio oraz in cellulo

Po przeprowadzeniu reakcji mapowania chemicznego in virio oraz in cellulo
natychmiastowo przystagpiono do izolacji RNA. W tym celu zastosowano
odczynnik Trizol LS, ktéry umozliwia izolacj¢ RNA z fazy wodnej. Do 225 pl
reakcji dodano 675 pl Trizolu LS, wymieszano i inkubowano przez 5 minut w RT.
Naste¢pnie dodano 180 pl roztworu chloroform:alkohol izoamylowy, wymieszano
I inkubowano przez 3 minuty w RT. Po widocznym rozdzieleniu faz, mieszaning
wirowano 12 000 g przez 15 minut w 4°C. Po delikatnym $ciggnigciu fazy wodnej,
dodano 450 pul izopropanolu i 0,5 pl glikogenu, wymieszano i inkubowano przez
10 minut w RT. Po tym czasie proby ponownie odwirowano (10 minut, 4°C, 12
000g), supernatant usuni¢to, a osad przemyto 2 razy 70% etanolem, kazdorazowo
wirujac proby przez 5 minut (4°C, 12 000 g). Osad wysuszono W cieplarce,
rozpuszczono w wodzie i zmierzono stezenie. Jakos¢ izolatu sprawdzano poprzez
rozdziat elektroforetyczny na 1% zelu agarozowym z zastosowaniem standardu

wielkosci.
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2.27. Reakcja enzymatycznej degradacji DNA w izolacie calkowitego

RNA komoérkowego i 0czyszczanie

Reakcje enzymatycznego oczyszczania catkowitego RNA z zanieczyszczenia
genomowym DNA przeprowadzono z zastosowaniem enzymu DNazy 1. Do
mieszaniny reakcyjnej o koncowej objetosci 40 pl dodano: 34 pul RNA, 4 ul 10x
stezonego buforu oraz 4 U enzymu DNazy 1. Reakcje inkubowano przez 30 minut
w 37°C, nast¢pnie dodano EDTA do koncowego stezenia 2,5 mM i inaktywowano
enzym poprzez inkubacje przez 10 minut w 75°C. Reakcje oczyszczano na

kolumnach RNeasy Mini Kit wedtug protokotu producenta.
2.28. Pomiar stezenia kwasow nukleinowych

Pomiar ilosciowo-jakosciowy kwasow nukleinowych

W celu sprawdzenia czystosci i stezenia kwaséw nukleinowych stosowano
pomiar spektrofotometryczny UV/Vis z zastosowaniem spektrofotometru
NanoDrop One. Pomiar ten umozliwia rowniez wWykrycie kontaminacji probki
biatkami, fenolem lub resztkami soli (np. izotiocyjanian guanidyny), ktére moga
pozosta¢ w probie po izolacji. Jako czyste probki uwazane sg te, ktére posiadaja
wspolczynnik absorbancji A260/A280 réwny ~1.8 dla DNA lub 2.0 dla RNA, a
takze wspotczynnik A260/A230 mieszczacy si¢ w wartosciach pomiedzy 1.8-2.0.
Probki, ktore wykazywaty odstepstwa od tych wartosci, przed wykonaniem reakcji

enzymatycznych byly dodatkowo wytracane w etanolu.

Pomiar ilosciowy kwaséw nukleinowych z zastosowaniem fluorymetru Qubit

W przypadku probek, ktdre majg bardzo niskie stezenie kwaséw nukleinowych
— np. probki po izolacji RNA z zaggszczonego roztworu wirusa oraz probek
ktorych stezenie musiato by¢ bardzo doktadnie oszacowane (np. bibliotek do
sekwencjonowania NGS) stezenia byly okreslane za pomoca fluorymetru Qubit.
Pomiar z zastosowaniem fluorymetru ma przewage nad standardowa procedurg
spektrofotometryczng, poniewaz nie uwzglednia w pomiarze widma
pochodzacego od kontaminacji reakcji innymi kwasami nukleinowymi np.
starterami uzytymi do reakcji, badz trojfosforanami nukleotydéw. Pomiar

wykonywany byt wedlug procedury producenta z zastosowaniem zestawdw do
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pomiaru RNA, DNA o réznych zakresach wykrywanego stezenia. Jako§¢ RNA po
izolacji z komorek sprawdzano dodatkowo z zastosowaniem zestawu RNA 1Q,
dzigki ktoremu mozna byto okresli¢ poziom integracji RNA w probie w skali RIN
(ang. RNA Integrity) réwnej od 1-10, gdzie 1 oznacza probe zdegradowang, a 10
probe niezdegradowang. Do eksperymentéw stosowano RNA, ktorego pomiar

RIN miescit si¢ w zakresie od 8 do 10.

2.29. Analiza obecnosci bialek wirusowych z zastosowaniem metody

Western-Blot

Lizat z komorek MDCK (przygotowany z zastosowaniem buforu CL)
zmieszano z buforem lizujagcym 2x stezonym w objetosci 1:1 i inkubowano przez
5 minut w 95°C w celu denaturacji biatek. Probki rozdzielono na elektroforezie
kapilarnej na 12% zelu PAA z dodatkowa warstwa 5% zelu zageszczajacego.
Elektroforeze prowadzono przez 15 minut (80V) dla zelu zaggszczajacego, a
nastepnie 50-60 min (180V) dla zelu rozdzielajacego. Kolejnym etapem byt
transfer biatek z zelu na membrane nitrocelulozowa. Bibutki wraz z membrang
namaczano przez 2-3 minuty w 1 x buforze do transferu (100 ml). Nastepnie, w
dolnej kasetce (stanowigcej anodg) aparatu do pot-suchej metody blottingu (Trans-
Blot Turbo, BioRad), umieszczono kolejno: warstwe bibuly, membrang, zel,
warstwe bibuly 1 zamkni¢to gorng kasetka (stanowigcg katodg). Tak przygotowang
membrang na czas transferu (7 minut) umieszczono w aparacie z ustawieniami

natezenia pradu wynoszaca 1.3A 1 rdznicg potencjatu - 25V.

Nastepnie przeprowadzono znakowanie biatek przeciwciatami. Wszystkie
inkubacje przeprowadzano w RT z wytrzgsaniem. W tym celu membrang
inkubowano przez 1 h w 10 ml 5% mleka PBS-T. Po inkubacji dodano 10 ul
przeciwcial pierwszorzedowych (1:1000) 1 inkubowano przez 1 h. Membrang
przeptukano trzykrotnie roztworem PBS-T, kazdorazowo inkubujgc ja 5 minut. Do
membrany dodano 10 ml 5% mleka w PBS-T oraz 1 pl przeciwciat
drugorzedowych (1:10000) i inkubowano lh. Membrang ponownie trzykrotnie
przemyto roztworem PBS-T. Detekcje bialek wykonano z zastosowaniem
komercyjnie dostgpnego zestawu Westar Sun. W skrdocie, na membrang

rownomiernie nakroplono 2 ml roztworu mieszaniny Luminol Enhancer oraz
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mieszaniny Peroxide (zmieszane w stosunku 1:1) i inkubowano przez 2 minuty.
Nastepnie, wykonano wizualizacj¢ membrany i zdjecie za pomoca aparatu
ChemiDoc XRS+ System (BioRad). Czas ekspozycji ustalano w zalezno$ci od
stopnia wybarwienia biatek. W sumie przygotowano trzy zele oraz trzy membrany,
ktore postuzyty do wizualizacji bialek za pomocg przeciwcial nakierowanych na

biatko HA, NP oraz aktyne.

2.30. Analiza obecnosci bialek w lizatach komérkowo-wirusowych

W  celu potwierdzenia obecnos$ci bialek w lizatach komodrkowych
infekowanych wirusem przeprowadzono barwienie z barwnikiem biekitem
kumasyny (Coomasie blue). Probki lizatow, a takze rozdziat elektroforetyczny
opisane zostaty w punkcie dotyczacym metody Western-Blot. Zel z rozdzielonymi
biatkami utrwalono w mieszaninie buforu utrwalajacego przez 15-30 minut w RT.
Nastepnie zel inkubowano z buforem barwiacym z btekitem kumasyny przez 45-
60 minut. Ostatni etap, czyli inkubacja w mieszaning odbarwiajacej, byt

przeprowadzany przez noc.

2.31. Analiza vRNA z zastosowaniem metody ilosciowego real-time PCR

W czasie rzeczywistym

W celu okreslenia powodzenia infekcji komoérek stosowano reakcje
ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym. Standardowo wykonywano reakcje
ilosciowe w celu okreslenia stezenia 8 segmentu VRNA A/California/04/2009 w

komorkach.

Przygotowanie matrycy do reakcji PCR w czasie rzeczywistym

500 ng catkowitego RNA przeznaczono do reakcji enzymatycznej degradacji
DNA przy uzyciu enzymu DNazy 1. Do mieszaniny reakcyjnej sktadajacej si¢ z
RNA w objetosci 8,5 pl dodano 1 pl 10x stezonego buforu oraz 2U enzymu DNazy
I. Reakcje inkubowano przez 30 minut w 37°C. Nastepnie do reakcji dodano
EDTA do koncowego stezenia 2,5 mM 1 reakcje inaktywowano przez 10 minut w

75°C.

Do reakcji odwrotnej transkrypcji pobierano 1 ul RNA po reakcji z DNaza i
przeprowadzano dwuetapowg reakcje odwrotnej transkrypcji. Pierwszy etap
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reakcji (5 pl) sktadat sie¢ z mieszaniny buforu FS (1x stgzony), 2 uM startera (7VRT
dla segmentu 7 lub 8VRT dla segmentu 8 vVRNA), oraz 1 pul RNA po reakcji
enzymatycznej degradacji DNA. Reakcje inkubowano w 90°C przez 3 minuty,
55°C przez 10 minut, a nast¢gpnie schtodzono na lodzie przez 3 minuty. Do reakcji
dodano 5 pl mieszaniny sktadajacej si¢ z 10 U inhibitora Rnaz (RNasin), 12 mM
dNTP, Ix bufor FS, 60 mM DTT oraz 50U enzymu SuperScript III. Reakcje
inkubowano w 55°C przez 50 minut, a nast¢pnie inaktywowano enzym w 70°C

przez 15 minut.

Przygotowanie standardow do reakcji PCR w czasie rzeczywistym

W celu przygotowania standardow do reakcji PCR w czasie rzeczywistym,
przeprowadzono reakcje transkrypcji in vitro VRNA8 na matrycy pUC19, a
nastepnie reakcje odwrotnej transkrypcji z enzymem SuperScript I1I analogicznie
do tej opisanej w punkcie 2.45. Reakcj¢ RT wykonano w objetosci 50 ul. Do
reakcji dodano 185 ng RNA. Zgodnie z tym przyj¢to, ze nierozcienczony standard
ma stgzenie 3,7 ng/ul. Nastepnie wykonano 10-krotne rozcienczenia standardow 1
przeliczono wartosci na femtogramy. Wartosci standardow w femtogramach

zostaly wprowadzone na ptytke w programie Bio-Rad CFX Maestro.

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Startery do reakcji PCR w czasie rzeczywistym specyficzne dla cDNA
segmentow VRNA7 i VRNAS8 A/California/04/2009 zaprojektowano na podstawie
dostepnych publikacji?®?!*, Reakcje PCR wykonano w trzech powtorzeniach dla
kazdej probki. Catkowita objetos$¢ reakcji wynosita 10 pl na ktora sktadaty sig: 1
ul matrycy cDNA, 5 uM starter VTAG, 5 uM starter 7VQR (dla 7 segmentu
VRNA) lub 8VQR (dla 8 segmentu VRNA) oraz 1x Master Mix Hot
FIREPol®EvaGreen® qPCR.
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Reakcje przeprowadzano w termocyklerze CFX96TM Real-Time System (Bio-

Rad). Odczyt fluorescencji mial miejsce po kazdym cyklu.

Profil temperaturowy reakcji:

| etap Il etap

Denaturacja Denaturacja  Przyfaczanie Wydtuzanie Odczyt fluorescencji na

wstepna starteréw plytce
x40
96°C i
96°C
b 1206
15 min 15sek —
\\\ = ,ll 30 sek
s, 60°C
20 sek

Analiza danych z reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Pierwszy etap analizy danych z reakcji PCR w czasie rzeczywistym
przeprowadzano w programie Bio-Rad CFX Maestro. Wygenerowany plik w
formacie .pcrd analizowano pod wzgledem jako$ciowym. Zgodnie z protokotem
producenta, warto$¢ odchylenia standardowego parametru Cq tj. liczby kopii/pl
pomiedzy trzema powtorzeniami dla kazdej probki powinna wynosi¢ maksymalnie
1,69. W przypadku, kiedy warto$¢ ta jest wyzsza nalezy odrzuci¢ probke, ktorej
wartos¢ Cq znaczaco odbiega od pozostatych 2, tak, aby obnizy¢ warto$¢
odchylenia standardowego. W tym celu wykonywana byla reczna edycja
polegajaca na wykluczeniu pojedynczych powtorzen z analizy probek. Nastepny
etap analizy obejmowat przeliczenie wartosci SQ Mean [fm/ul] na wartosci w
ng/pul dla kazdej z probek, dzigki czemu mozliwe bylo przeliczenie iloSci

procentowej VRNA w probie catkowitego RNA.

2.32. Reakcja odwrotnej transkrypcji indukujgacej mutacje w obecnosci

jonéw Mn?" (MaP
J

Reakcje odwrotnej transkrypcji typu SHAPE-MaP opracowano na podstawie

opublikowanych protokotow 3143,
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Optymalizacja metody MaP na matrycy in vitro oraz in cellulo

Optymalizacje metody MaP przeprowadzono z zastosowaniem matrycy in
vitro oraz in cellulo. Do eksperymentow in vitro wykorzystano produkt
transkrypcji VRNAS8 (A/California/04/2009). Po potwierdzeniu integralnosci RNA
transkrybowanego in vitro, przeprowadzono procedur¢ faldowania i reakcje
mapowania odczynnikiem NMIA. Nastepnie przeprowadzono reakcje odwrotne;j
transkrypcji z zastosowaniem enzymu odwrotnej transkryptazy (SuperScript I1).
W celu potwierdzenia efektywnosci reakcji MaP zdecydowano si¢ na wykonanie
kontrolnej reakcji z enzymem SuperScript II zgodnie z protokotem producenta.
Reakcje odwrotnej transkrypcji w eksperymencie in vitro wykonano na RNA
zmapowanym odczynnikiem NMIA oraz kontroli (nietraktowanej odczynnikiem).
W przypadku proby z warunkow in cellulo zastosowano RNA wyizolowany z
infekowanych wirusem grypy komoérek AS549, ktére poddano mapowaniu

chemicznemu odczynnikiem NAL.

Standardowa reakcj¢ odwrotnej transkrypcji przeprowadzono w trzech
etapach. W pierwszym etapie mieszaning 9 ul RNA (2 pmol), 1 ul dNTP (10 mM)
oraz 1 pl startera 3.8 FAM (2 pmol) inkubowano przez 5 minut w 65°C i
schtodzono na lodzie. Na drugim etapie dodano 4 ul buforu FS (5x), 2 pl DTT (0.1
M) oraz 1 pl inhibitora RNaz (10 U) i inkubowano 2 minuty w 42°C. W ostatnim
etapie dodano 1 pl enzymu SuperScript II (200 U) i reakcj¢ inkubowano 50 minut

w 42°C 1 15 minut w 70°C w celu inaktywacji enzymu.

Reakcj¢ MaP przeprowadzono z zastosowaniem startera 3.8 FAM oraz VRNAS8
otrzymanym in vitro. Reakcja byla przeprowadzana w trzech etapach. W
pierwszym etapie 10 ul RNA (2 pmol) zmieszano z 1 pl startera 3.8 FAM (2 pmol)
1 inkubowano 5 minut w 65°C. Po schlodzeniu na lodzie dodano 8 pl 2.5 x
stezonego buforu MaP i inkubowano 2 minuty w 42°C. Po dodaniu 1 pl enzymu

SuperScript Il i inkubowano 3 godziny w 42°C i 15 minut w 70°C.

Reakcje odwrotnej transkrypcji zostaly rozdzielone z zastosowaniem
elektroforezy kapilarnej. Ze wzgledu na zastosowanie pojedynczego fluoroforu

(FAM), kazda probka byta rozdzielana w osobnej kapilarze (Pracownia Technik
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Biologii Molekularnej UAM). Probki analizowano w programie PeakScanner
(wer. 1.0).

Reakcje odwrotnej transkrypcji dla probek z warunkow in cellulo
przeprowadzono analogicznie, za wyjatkiem zastosowanego startera oraz matrycy.
Do reakcji dodano 1 pl startera Uni-12 (10 pmol) oraz matrycg catkowitego RNA
(1000 ng). Nastepnie przeprowadzono reakcje PCR z zastosowaniem starteroéw
HFA i HRA wedtug protokotu opisanego w punkcie O (str. 189). Produkty PCR

rozdzielano za pomocg elektroforezy na 1% zelu agarozowym.

Mapowanie VRNA in virio - reakcja odwrotnej transkrypcji typu MaP

W przypadku mapowania in virio, a wiec czystego izolatu VRNA wirusa grypy,
do reakcji zastosowano starter typu ,,losowy heksamer” (mieszanina losowych
heksamerow). Reakcje wykonano w 3 etapach. W etapie pierwszym zmieszano 10
ul RNA (50-100 ng) z 1 pl startera (60 pmol) typu losowy heksamer (NEB).
Mieszaning inkubowano przez 5 minut w 65°C i dodano 2,5x stezony bufor MaP
oraz 10 U inhibitora RNaz. Po 2 minutach inkubacji w 25°C dodano 200U enzymu
SuperScript II. Reakcje inkubowano przez 25°C przez 10 minut, nastepnie przez 3
godziny w 42°C, po czym inaktywowano enzym w 70°C przez 15 minut. Produkty
reakcji odwrotnej transkrypcji byly nastepnie oczyszczane na kolumnie MicroSpin
G-25 (GE Healthcare) wedhug protokotu producenta. Nastepnie wykonano reakcje
syntezy drugiej nici (str. 189).

Mapowanie VRNA in cellulo - reakcja odwrotnej transkrypcji typu MaP

W przypadku mapowania RNA w zainfekowanych wirusem grypy komorkach
Ab49 zastosowano specyficzny starter Uni-12, ktory jest komplementarny do 3’
konca wszystkich vVRNA — rejonu panhandle wirusa grypy typu A?%2, Reakcje RT
przeprowadzono trzyetapowo. W pierwszym etapie do 9 pul RNA (~3 pg) dodano
1 pl startera Uni-12 (10 uM) 1 mieszaning inkubowano przez 5 minut w 65°C. Po
schtodzeniu probki na lodzie, dodano 8 pl 2.5x buforu MaP oraz 10U inhibitora
RNaz. Mieszaning inkubowano przez 2 minuty w 42°C, po czym dodano 200 U
enzymu SuperScript II. Reakcje inkubowano przez 3 godziny w 42°C oraz 15

minut w 70°C w celu inaktywacji enzymu. Reakcje oczyszczono na kolumnie
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MicroSpin G-25. Produkt reakcji postuzyl jako matryca do reakcji PCR z

zastosowaniem uniwersalnych starterow (str. 189).
2.33. Reakcja syntezy drugiej nici

W przypadku reakcji RT z zastosowaniem losowego 6-meru uzyskano
mieszaning fragmentow cDNA o roznej dlugosci. W celu przygotowania
dwuniciowej matrycy do biblioteki do sekwencjonowania NGS przeprowadzono
reakcje syntezy drugiej nici z zastosowaniem zestawu NEBNext ® Ultra II Non-
Directional RNA Second Strand Synthesis (NEB). Reakcje przygotowano w
koncowej objetosci 80 ul wedlug protokotu producenta poprzez zmieszanie catej
reakcji RT (20 pl) z 8 pl NEBNext Second Strand Synthesis Reaction Buffer, 4 pl
enzymu NEBNext Second Strand Synthesis Enzyme Mix. Reakcje inkubowano w
termocyklerze w 16 °C przez 2,5 h. Produkty reakcji 0czyszczano z zastosowaniem
kolumn PureLink PCR Micro.

Reakcja PCR z zastosowaniem uniwersalnych starterow dla wszystkich segmentow

VRNA

W wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji z zastosowaniem uniwersalnego
startera Uni-12 uzyskano mieszaning fragmentow CDNA odpowiadajaca 8
czasteczkom (segmentom) wirusowego RNA. Kolejnym etapem przygotowania
matrycy do reakcji sekwencjonowania byto przeprowadzenie reakcji PCR z
uniwersalnymi dla wszystkich segmentdw starterami HFA oraz HRA na podstawie
protokotu opublikowanego przez lllumina inc.?%5, Startery te byty komplementarne
do rejonéw odpowiadajacych promotorowi wirusowej RNA-zaleznej polimerazy
RNA (RdRp) na 3’ oraz 5° koncu kazdego z segmentéw VRNAZ®, Oprocz
sekwencji komplementarnej, na koncach starterow znajduja si¢ dodatkowe
sekwencje potrzebne na pierwszym etapie przygotowania biblioteki do
sekwencjonowania. Szczegotowy opis jest zaprezentowany w rozdziale Wstep

literaturowy.
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Reakcje PCR przygotowywano w objetosci 50 pl poprzez zmieszanie 10 pl
cDNA (1/5 oczyszczonej reakcji RT), 125 mM MgCl», 10 uM startera HFA, 10
uM startera HRA oraz 1x stezonego Phusion Master Mix.

Profil temperaturowy reakcji:

| etap Il etap Il etap
Denaturacja Denaturacja Przytaczanie Wydtuzanie Wydtuzanie
wstepna starteréw koncowe
X 29
|
98°C 98°C
\ 72°¢C 72°C
3min 30 sek b / \
\\\ /’ 90 sek 10 min \
\ 58°C / \
AY U \
\
45 sek \
Y 4°C
\
(e ]

Podczas reakcji z zastosowaniem starterow HFA/HRA czesto powstaja
niespecyficzne produkty PCR. Jest to wynikiem tego, ze startery s3
komplementarne na krotkim odcinku (12 1 13 nt) do koncow czasteczek vVRNA. W
celu oczyszczenia produktu PCR z powstalych niespecyficznosci zastosowano
selektywnie odcinajace krotsze fragmenty kulki magnetyczne Ampure XP Beads.
W celu optymalizacji oczyszczania zastosowano rozne objetosci kulek w stosunku
do produktu PCR. Najlepsze rezultaty uzyskano przy zastosowaniu kulek w
stosunku 0,5 objetosci do objetosci probki. Po zmieszaniu 25 pl kulek Ampure XP
z 50 pl reakcji PCR, doktadnie wymieszano catg reakcje 1 nastgpnie inkubowano
przez 5 minut na stole. Po usuni¢ciu supernatantu, kulki przemyto dwa razy 85%
etanolem, suszono 3 minuty i eluowano w 25 pl H20 przez 5 minut. Wydajnos¢

reakcji oczyszczania sprawdzono na 1% zelu agarozowym.

2.34. Reakcja PCR z zastosowaniem specyficznych starter6w na
wszystkie segmenty VRNA

W celu potwierdzenia obecnosci wszystkich segmentow VRNA
przeprowadzono 8 reakcji PCR na matrycach cDNA z reakcji RT, ze starterami

specyficznymi dla kazdego segmentu vRNA. Reakcje PCR wykonano

analogicznie do tej opisanej w punkcie 0. W kazdej reakcji zastosowano pare
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specyficznych dla kazdego segmentu starterow. Sekwencje uzytych starterow
znajdujg si¢ w Tabeli 1. Po zmierzeniu st¢zenia, na 1% zel agarozowy natozono

ok. 150 ng kazdego z produktow PCR.

2.35. Sekwencjonowanie produktéw PCR metoda Sanger

Sekwencjonowanie produktéw PCR metodg Sanger zlecane byto Pracowni
Technik Biologii Molekularnej UAM. Standardowo do sekwencjonowania
przygotowywano matryce o stezeniu wynoszacym 5 ng/ul produktu na kazde 100

pz. Do reakcji sekwencjonowania stosowano starter o stgzeniu 10 uM.

2.36. Analiza wynikéw sekwencjonowania metodg Sanger

Pliki w formacie ab.l z wynikami sekwencjonowania typu Sanger byty
wizualizowane w programie BioEdit (wersja 7.0.9.0). W programie dokonywano
ewentualnej korekcji odczytanej sekwencji poprzez wstawianie nukleotydu A-C-
G-T w miejscu biednie odczytanym jako N. Nastepnie uzyskang sekwencje w
formacie FASTA wprowadzano do programu GeneDoc, gdzie dokonywano
przyréwnania uzyskanych wynikow sekwencjonowania wzglgdem sekwencji

referencyjnej VRNAS.

2.37. Przygotowanie bibliotek DNA do wysokoprzepustowego

sekwencjonowania nowej generacji (NGS)

Biblioteka fragmentéw do sekwencjonowania NGS przygotowywana byla za
pomoca komercyjnie dostgpnego zestawu Nextera XT DNA Library Prep.
Wszystkie odczynniki byty przechowywane i1 rozmrazane zgodnie z instrukcjami

producenta.

Reakcja tagmentacji

Reakcja enzymatycznej fragmentacji i dotaczenia adapterow tzw. tagmentacji
(ang. tagmentation) przeprowadzana byla wedlug protokolu producenta. W
pierwszej kolejnosci przygotowano rozcienczenie matrycy DNA do 0,2 ng/ul.
Stezenie matrycy bylo kontrolowane poprzez pomiar na Qubit z zastosowaniem
kitu HS QUBIT dsDNA. Do reakcji tagmentacji przygotowano 1 ng DNA, do
ktorego dodano 10 pl buforu TD (Tagment DNA Buffer) oraz 5 ul mieszaniny

enzymu ATM (Amplicon Tagment Mix). Calo$¢ delikatnie wymieszano pipeta,
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zwirowano 280 g 1 minute¢ i umieszczono w termocyklerze na 5 minut w 55°C. Po
schlodzeniu reakcji do 10°C, dodano 5 ul buforu inaktywujacego enzym NT
(Neutralize Tagment Buffer), zwirowano 280 g 1 minute i inkubowano przez 5

minut w RT.

Reakcja PCR z dodaniem unikalnych indeksow

Nastgpnym etapem przygotowania biblioteki byla reakcja amplifikacji
bibliotek wraz dodaniem specyficznych starteréw do sekwencjonowania Illumina.
W tym celu przeprowadzono selekcje kombinacji indeksow 15 oraz i7, ktére
zostaly zastosowane do kazdej z probek. Lista indekséw wraz z sekwencjami,
ktére zostaty wykorzystane dla poszczegdlnych probek jest wyszczegdlniona w
Tabeli 1 w rozdziale Dodatek. Reakcje amplifikacji bibliotek przeprowadzono
poprzez dodanie do mieszaniny z poprzedniego etapu po 5 ul indeksu i5, 5 pl
indeksu 17 oraz 15 pl mieszaniny enzymatycznej NPM (Nextera PCR Master Mix).
Reakcje wymieszano delikatnie pipeta, zwirowano 1 minut¢ w 280 g i

umieszczono w termocyklerze.
Profil temperaturowy reakcji:

| etap Il etap 11l etap
Denaturacja Denaturacja Przytaczanie  Wydtuzanie Wydtuzanie
wstepna starteréow koricowe
%12
95°C 95°C
’ \ 72°C 72°C
" r  30sek 10sek ’ 1
72°¢  { \ ¥ =
Y % e 30 sek S5min \
; \ 55°C / \
3min i | \
30 sek \
X 4°C
\
oo

Gotowe biblioteki zostaly oczyszczone z zastosowaniem kulek Ampure XP
beads. W przypadku bibliotek pochodzacych z eksperymentu in virio zastosowano
objetos¢ kulek Ampure XP Beads w stosunku objetosci wynoszacym 0,6 x.
Objetos¢ mieszaniny elucyjnej wynosita 52,5 pl. Biblioteki pochodzace z
eksperymentu in cellulo poddano selekcji fragmentoéw poprzez usunigcie frakcji

krotkich fragmentow stosujac objetos¢ kulek 0,6x oraz dlugich fragmentow
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stosujac objetos¢ kulek 0,15x. Elucje wykonano w 32,5 pl.. Stezenie bibliotek

mierzono za pomocg fluorymetru Qubit.

2.38. Rozdzial fragmentéw bibliotek z zastosowaniem bioanalizatora

Rozktad fragmentéw oraz jako$¢ biblioteki byta testowana za pomocg czutego
rozdziatlu elektroforetycznego z zastosowaniem chipéw High Sensitivity DNA na
bioanalizatorze Agilent 2100 Bioanalyzer. Roztwor zelu z barwnikiem uzyty do
rozdziatu elektroforetycznego, a takze przygotowanie chipu do rozdzialu
wykonano zgodnie z protokolem producenta. Na dotek naktadano 1 pl

nierozcienczonego produktu biblioteki.

2.39. Normalizacja bibliotek do sekwencjonowania NGS

Przygotowanie puli bibliotek fragmentow do sekwencjonowania wymaga
obliczenia ich stezen molowych. Do tych obliczen potrzebny jest pomiar stezenia
za pomocg fluorymetru QUBIT, a takze okreslenie $redniej dtugosci fragmentow

w probce za pomocg rozdziatu na bioanalizatorze.
Masa czasteczkowa bibliotek (Library Molecular Weight) obliczana jest ze wzoru:

Srednia diugos¢ DNA [pz] x 650 [g/mol na pz] = masa czqsteczkowa biblioteki
[g/mol=ng/nmol]

Stezenie molowe obliczane jest ze wzoru:

Stezenie probki [ng/ul] x masa czgsteczkowa biblioteki [ng/nmol] = stezenie
biblioteki [nmol/ul]

Po obliczeniu stgzen bibliotek wyrazonych w nM przygotowane zostaty
rozcienczenia bibliotek buforem elucyjnym EB (QIAGEN) do stezenia
koncowego 10 nM, a nastepnie przygotowano mieszaning bibliotek o ostatecznym
stezeniu 2 nM. Nastgpnie wykonano denaturacje bibliotek. W tym celu mieszaning
bibliotek zmieszano z jedng objetoscig 0,2 M NaOH (10 pul), inkubowano przez 5
minut w RT i dodano 10 pl 200 mM Tris-HCI (pH 7,0). Kolejnym etapem byto
dodanie 970 pl zimnego (0°C) buforu hybrydyzacyjnego HT1 (Illumina).
Ostatecznie otrzymano mieszaning¢ zdenaturowanych bibliotek o ostatecznym

stezeniu 20 pM.
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2.40. Sekwencjonowanie z zastosowaniem sekwenatora Illumina
NextSeq550

Sekwencjonowanie bibliotek wykonano na plytce o $redniej przepustowosci
(Mid Output Flow Cell). Finalne stezenie bibliotek na tego ptytce wynosi 1.5 pM.
W celu wykonania ostatecznego st¢zenia bibliotek zmieszano mieszaning 20 pM
bibliotek z buforem HT1 w nastepujacej proporcji: 97 ul bibliotek z 1203 pul buforu
HT1. Calos¢ (1300 pl) nalozono na Kkartridz z odczynnikami do
sekwencjonowania. Sekwencjonowanie typu paired-end (sekwencjonowanie z
dwoch koncow nici DNA) wykonano z zastosowaniem sekwenatora Illumina
NextSeq550 oraz z odczynnikami pozwalajacymi na uzyskanie dhugosci odczytow
2x150 pz. Sekwencjonowanie zostato wykonane przez dr. Luize¢ Handschuh oraz
dr. Jana Podkowinskiego (Pracownia Genomiki Instytutu Chemii Bioorganiczne;j

PAN).

2.41. Analiza wynikéw sekwencjonowania NGS

Sekwenator NextSeq550 wykonuje automatyczny podziat probek na podstawie
zastosowanych indeksow (ang. demultiplexing) oraz dodatkowo usuwa sekwencje
adapterow w ostatecznej wersji pliku (ang. trimming). Sekwencjonowanie typu
paired-end generuje osobne pliki odczytu dla obu koncow czasteczki, ktore na
poczatkowym etapie analizy polaczono w jeden plik. Nastepnie przeprowadzona
zostala analiza jakoSciowa i ilosciowa odczytow. Po mapowaniu wynikow
sekwencjonowania do sekwencji referencyjnych uzyskano wykresy pokrycia dla
poszczegolnych segmentow VRNA. Jako kontrolg dla warunkow in cellulo
wykorzystano czasteczke RNA o znanej strukturze drugorzgdowej - 18S rRNA,
ktéry ulega wysokiej ekspresji w komoérkach. Czasteczka ta byla

sekwencjonowana jednoczes$nie z probkami wirusowymi.

Analize wynikdw sekwencjonowania przeprowadzono przy zastosowaniu
narzgdzia ShapeMapper214. Program stuzy do analizy danych z
sekwencjonowania metoda SHAPE-MaP oraz DMS-MaPseq. ShapeMapper2
wykonuje analiz¢ profilu mutacji poprzez przyrownanie proby reakcyjnej
(wywodzacej sie z RNA mapowanego odczynnikiem chemicznym) do proby
kontrolnej (wywodzacej si¢ z RNA nietraktowanego odczynnikiem chemicznym).
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Identyfikacja miejsc o skumulowanej liczbie mutacji postuzyta do obliczenia
reaktywnosci poszczegdlnych nukleotydow. Jako mutacje identyfikowane byly
zmiany takie jak jednonukleotydowe lub wielonukleotydowe niesparowania,
delecje czy insercje, a takze wiclonukleotydowe przerwy w odczytanej sekwencji
dla proby reakcyjnej w stosunku do proby kontrolnej. W celu detekcji ustalono
minimalne pokrycie badanej czasteczki na 1000 odczytow. Cato$ciowa analizg
bioinformatyczng wykonal dr Tomasz Wozniak (Instytut Genetyki Czlowieka
PAN). Analiza zostala przeprowadzona z zastosowaniem standardowych

parametréw programu ShapeMapper2.
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Tabela 11 Wspoétczynnik korelacji
nukleotydow vRNA z mapowania SHAPE oraz DMS dla wszystkich trzech powtdrzen
biologicznych. Wspoélczynnik korelacji zostat obliczony pomiedzy wszystkimi trzema
powtdrzeniami biologicznymi (repl, rep2 oraz rep3). Dla prob z warunkow in cellulo dla
segmentéw 1,2,3.4 i 6 obliczono wspotczynnik korelacji dla wynikow uzyskanych dla

fragmentow VRNA uzytych w predykc;ji struktury drugorzedowe;.

in virio
VRNA1
VRNA2
VvRNA3
VRNA4
VRNAS
VRNAG6
VRNA7
VRNA8

in cellulo repl:rep 2rep 2:rep 3rep l:rep 3repl:rep 2 rep 2:rep 3rep l:rep 3

VRNA1
VRNA2
VRNA3
VRNA4
VRNAS
VRNAG6
VRNA7
VRNAS8

0,9797
0,9852
0,9760
0,9833
0,9820
0,9663
0,9806
0,9835

0,9540
0,9200
0,9554
0,9461
0,9691
0,9291
0,9823
0,9893

DMS NAI
repl:rep 2rep 2:rep 3rep l:rep 3repl:rep 2rep 2:rep 3rep l:rep 3
0,9814 0,9810 0,9746 0,9384
0,9871 0,9893 0,9328 0,9491
0,9814 0,9794 0,9141 0,9394
0,9834 0,9871 0,9386 0,9627
0,9866 0,9848 0,9588 0,9678
0,9732 0,9740 0,8660 0,8925
0,9879 0,9858 0,8474 0,8870
0,9841 0,9884 0,8903 0,9429
DMS NAI
0,9365 0,9445 0,9812 0,9815
0,8063 0,8028 0,9842 0,9829
0,8148 0,8150 0,9580 0,9635
0,9249 0,9031 0,9426 0,96752
0,9685 0,9688 0,9919 0,9874
0,9136 0,8805 0,9082 0,9109
0,9830 0,9891 0,9967 0,9941
0,9870 0,9911 0,9967 0,9956

Pearson’a dla reaktywnosci

0,9473
0,9750
0,9481
0,9577
0,9805
0,9049
0,9442
0,9395

0,9850
0,9843
0,9624
0,9659
0,9876
0,9414
0,9950
0,9962

poszczegblnych
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Ryc. 82 Struktura drugorzgdowa VRNAS uzyskana na podstawie danych eksperymentalnych z
mapowania chemicznego RNA w warunkach in cellulo. Struktura o minimalnej wartosci energii
swobodnej (MFE).
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vRNAS8 in cellulo
MFE (global)

Ryc. 86 Struktura drugorzedowa vVRNA7 uzyskana na podstawie danych eksperymentalnych
z mapowania chemicznego RNA w warunkach in virio. Struktura o minimalnej warto$ci
energii swobodnej (MFE).
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