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Streszczenie

Na dzien dzisiejszy scharakteryzowano cztery typy wirusa grypy - A, B, C i D. Sposréd
nich za najbardziej zagrazajace cztowiekowi uznaje si¢ zoonotyczne szczepy wirusa grypy typu
A (IAV), ktore maja duzy potencjat do wywotania epidemii, a takze pandemii. U podstaw
wirulentno$ci wirusa grypy leza zjawiska skoku oraz dryfu genetycznego, ktére 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 szczepéw wirusa typu A jest to 8 jednoniciowych segmentéw
VRNA, ktore wraz z kompleksem wirusowej polimerazy oraz wieloma kopiami stabilizujacego
je biatka NP (nukleoproteina) tworza kompleks rybonukleoproteinowy (RNP). Sktadajace si¢
na genom wirusa czasteczki VRNA maja ujemng polarnosé. Oznacza to, ze w czasie cyklu
replikacyjnego wirusa sg one przepisywane na komplementarne czasteczki cRNA, ktore sa
matrycg do powstawania nowych czasteczek VRNA. Czasteczki vVRNA sg rowniez matrycg do

transkrypcji czasteczek mRNA ulegajacych translacji na biatka wirusowe.

Funkcja czasteczek RNA jest warunkowana ich strukturg drugorzedowa oraz mozliwoscia
tworzenia oddzialywan z innymi biomolekutami, takimi jak oddzialywania typu RNA-RNA
czy RNA-biatko. W przypadku vRNA wirusa grypy opisano szereg motywow strukturalnych
petnigcych funkcje na réznych etapach cyklu zyciowego wirusa, ktorych zaburzenie
przyczyniato si¢ do obniZzenia namnazania wirusa. Chociaz na dzien dzisiejszy dysponujemy
wiedza dotyczaca faldowania si¢ wybranych segmentdow vRNA 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 drugorzedowych vRNA w

warunkach naturalnych.

Celem badan opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej bylo okreslenie struktur
drugorzedowych vVRNA w warunkach biologicznych: w lizacie komorkowo-wirusowym (in
vivo-like), a takze w zainfekowanych wirusem grypy komarkach (in cellulo) oraz w wirionie
(in virio). Do badan wykorzystano szczep A/California/04/2009 (HIN1), ktory byt
odpowiedzialny za pandemi¢ w latach 2009-2010.



W pierwszej kolejno$ci okreslona zostata struktura segmentu 8 VRNA (VRNAS) w lizacie
zainfekowanych wirusem grypy komorek MDCK (Madin Darby Canine Kidney). Do
przewidywania struktur drugorzedowych wykorzystano program RNAStructure i dane
eksperymentalne z mapowan chemicznych (DMS, 1M7). Wygenerowano strukture globalng, a
takze struktur¢ lokalng, w ktoérej zastosowano dystans parowania zasad. Umozliwito to
okreslenie wplywu ograniczenia dystansu parowania zasad w przewidywaniu na generowang
strukture drugorzedowa oraz wykrycie motywow strukturalnych, ktore byly przewidziane
niezaleznie od zastosowanych parametrow. Nastepnie obliczona zostata konserwatywnos$¢
parowania zasad (na podstawie analizy sekwencyjno-strukturalnej wszystkich szczepow grypy
typu A) w obrebie catej struktury vRNAS. Na podstawie analiz zostaly wytonione motywy

strukturalne, ktore maja wysoka konserwatywnos$¢ strukturalng wsrod innych szczepoéw 1AV,

W drugiej cz¢$ci niniejszej rozprawy doktorskiej zostaty opisane badania skupiajace si¢
na poznaniu struktur drugorzegdowych vRNA w warunkach in virio oraz in cellulo. W pierwszej
kolejnosci zostaty opracowane metody mapowania chemicznego VRNA w wirionie oraz w
zainfekowanych wirusem grypy ludzkich komodrkach plucnych (A549). Istotnym etapem bylo
réwniez opracowanie metody przygotowania bibliotek do sekwencjonowania NGS. Wyniki
sekwencjonowania umozliwity obliczenie reaktywnosci nukleotydow wzgledem odczynnikow
chemicznych (NAIL, DMS) dla petnej dtugosci wszystkich segmentéw vVRNA w warunkach in
virio, a takze pelnej dtugosci segmentow vVRNAS, 7 i 8 w warunkach in cellulo. Uzyskane
wyniki reaktywno$ci dla trzech powtérzen biologicznych wskazatly na bardzo wysoka
korelacje, co $wiadczylo o powtarzalnosci wynikow. Na podstawie wynikow
sekwencjonowania wyloniono motywy strukturalne wspolne dla struktur drugorzedowych w
warunkach in virio oraz in cellulo. Uzyskane wyniki pordwnano rowniez do znanych struktur
drugorzedowych vVRNA innych szczepéw wirusa grypy uzyskanych w badaniach in virio oraz
in vitro, co umozliwito wylonienie lokalnych motywow strukturalnych wspélnych dla wielu
szczepoOw [AV. Badania pokazaly rowniez istnienie nowych motywow strukturalnych dla

poszczegbdlnych segmentow VRNA.

Nastepnie poréwnano struktury drugorzedowe VRNAS in virio, in cellulo ze struktura
drugorzedowa wuzyskang w lizacie komorkowo-wirusowym. Porownanie struktur
drugorzedowych wykazalo, ze czg§¢ motywow byta wspdlna dla wszystkich trzech struktur
VRNAS. Natomiast cz¢§¢ motywoéw przewidzianych w VRNA8 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 pomiedzy obiema strukturami.



Struktury drugorzedowe vRNAS, 7 oraz 8 o najnizszej energii swobodnej (MFE) w
warunkach in virio oraz in cellulo r6znig si¢ od siebie w ujeciu globalnym. Najwigcej rdéznic
zaobserwowano w parowaniu zasad pomigdzy odleglymi nukleotydami. Zmiany te sugeruja
duzg dynamike struktur RNA w $rodowisku biologicznym. Jednoczesnie cze$¢ motywow
strukturalnych, szczegélnie tych lokalnych, zostala zachowana, co prawdopodobnie ma

znaczenie funkcjonalne.

Opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej badania pozwolity na bardzo szeroka
analiz¢ struktur drugorzedowych vRNA wirusa grypy typu A w rdéznych 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.



