STRESZCZENIE

Zarbéwno wirus grypy typu A (IAV), jak i drugi koronawirus ciezkiego ostrego zespotu
oddechowego (SARS-CoV-2) nalezg do grupy wiruséw RNA. Oba wirusy sg przyczyna
wybuchéw pandemii i epidemii na $wiecie. Kazdego roku Swiatowa Organizacja
Zdrowia (WHO) odnotowuje 3-5 milionéw przypadkow ciezkiej grypy i 290 000-650 000
zgondw, a w ciggu ostatnich 2 lat pandemii COVID-19 do WHO zgtoszono prawie 652
miliony przypadkoéw i ponad 6,5 miliona zgonéw spowodowanych przez COVID-19.
Zaréwno SARS-CoV-2, jak i wirus grypy typu A atakujg drogi oddechowe i wywotujg
podobne objawy. Ze wzgledu na powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego, jakie
stwarzajg wspomniane wirusy, istnieje potrzeba poszukiwania nowych strategii

leczenia wywotywanych przez nie choréb i ograniczania ich rozprzestrzeniania sie.

Genom IAV skfada sie z oSmiu jednoniciowych segmentéw RNA o ujemnej polarnosci.
Kazdy segment jest oddzielng jednostkg replikacyjng i transkrypcyjna, kodujac
okre$lone biatka wirusowe. Jak dotad stwierdzono, ze segmenty tworzg ztozone
struktury drugorzedowe, ktdére sa konserwatywne ws$réod szczepow wirusow.
Wykazano réwniez, ze okreslone motywy odgrywajg wazna role w cyklu replikacyjnym
wirusa. Natomiast wirus SARS-CoV-2 posiada genom w postaci jednoniciowego RNA
o dodatniej polarnosci o dtugosci 30 kb, zakoriczony na kohcu 5’ czapeczka. Rola
niektorych motywow strukturalnych tego wirusowego RNA zostata potwierdzona
eksperymentalnie. Ze wzgledu na swoje znaczenie funkcjonalne i fakt, ze cykle
replikacji obu wiruséw sg zalezne od RNA bez posrednictwa DNA, RNA stanowi dobry

cel dla potencjalnych nowych strategii przeciwwirusowych.

W tej pracy prowadzono poszukiwania niskoczgsteczkowych ligandow jako
potencjalnych inhibitorow IAV i SARS-CoV-2. Przeanalizowano biblioteke 1280
zwigzkow Lopac i biblioteke 8960 zwigzkédw Enamine za pomocg wysokowydajnej
analizy przesiewowej z uzyciem testu wyparcia wskaznika fluorescencji (FID). Jako
cele w analizie zastosowano konserwatywne motywy strukturalne 1AV i SARS-CoV-2.
Wyselekcjonowano czternascie zwigzkéw z biblioteki Lopac i dwadzieScia jeden
zwigzkéw z biblioteki Enamine, ktdére wigzg sie z danymi motywami RNA. Ich
wiasciwosci inhibitorowe wobec wirusa grypy A A/California/04/2009 (H1N1) zostaty
nastepnie sprawdzone w komoérkach MDCK.



Przedstawione wyniki wskazuja, ze wiekszo$¢ testowanych zwigzkéw z obu bibliotek
ma potencjat hamowania namnazania wirusa grypy poprzez dziatanie na wirusowe
RNA. Najbardziej istotne zmniejszenie wzglednej liczby kopii wirusowego RNA
wyselekcjonowanych ligandéw biblioteki Lopac zostato osiggniete przez wptyw
zwigzkéw SML1545, B6311 i M4008. Wymienione zwigzki powoduja spadek liczby
kopii VRNA w analizowanym eksperymencie o ponad 60%. Ponadto SML2238
spowodowat znaczng redukcje miana wirusa. W przypadku biblioteki Enamine trzy z
siedmiu wybranych nietoksycznych zwigzkéw posiadaty kluczowe wtasciwosci
hamujace. 2154467994 wykazat najbardziej znaczace wtasciwosci hamujgce ze
wszystkich wybranych SM. Przy stezeniu 10 uM zmniejszyt wzgledng liczbe kopii
VRNA o ponad 36% w poréwnaniu z nietraktowang kontrolg. Z kolei 2134817028
zmniejszyto liczbe kopii wirusowego RNA o ponad 27% w najwyzszym stezeniu.
7215664726 w najwyzszym stezeniu obnizyto wzgledng liczbe kopii VRNA w

poréwnaniu z kontrolg o 35% i znaczgco zredukowato ilo$¢ wirusa.

Co wiecej, w celu sprawdzenia powinowactwa wigzania obiecujgcych ligandéw z
wybranymi motywami vRNA i ich miejsca wigzania przeprowadzono dokowanie
molekularne. W tym celu najpierw przeprowadzono symulacje dynamiki molekularnej
motywoéw RNA. Zgodnie z analizg trajektorii przeprowadzono klasterowanie
zasymulowanych motywéw RNA. Podczas klasterowania wybrano struktury
trzeciorzedowe wybranych motywoéw i wykorzystano je do dokowania molekularnego

ze zwigzkami wybranymi w poprzednich eksperymentach.

Opisane badania pokazuja, ze konserwatywne motywy strukturalne wirusowego RNA
sg naturalnymi i dobrymi celami dla strategii antywirusowych. Jednak odpowiedni
dobor sekwenciji i kontekstu strukturalnego miejsca docelowego ma ogromne
znaczenie dla dziatania inhibitora. R6zne podejscia antywirusowe maja rozne zalety i
ograniczenia, ktére nalezy wzigé pod uwage w celu ich skutecznego zastosowania.
Uzyskane wyniki moga przyczynic¢ sie rowniez do stworzenia podstaw
eksperymentalnych do projektowania skutecznych i specyficznych strategii
terapeutycznych z udziatem niskoczgsteczkowych ligandow.



