STRESZCZENIE

Wirus grypy typu A, wywolujacy sezonowe epidemie oraz sporadyczne pandemie,
stanowi istotny obiekt badan. Pomimo duzej zmienno$ci genomu, struktury drugorzedowe
wirusowego RNA (VRNA) posiadajg wysoka konserwatywnos$¢ strukturalng wsrdd roznych
szczepOw wirusa. Ponadto zidentyfikowane motywy strukturalne VRNA petnig wazne funkcje
w cyklu replikacyjnym wirusa, co czyni je atrakcyjnymi celami w opracowywaniu strategii
terapeutycznych skierowanych przeciwko wirusowi grypy.

Do szczegolnie interesujacych struktur drugorzedowych kwasdéw nukleinowych naleza
G-kwadrupleksy (G4). Motywy G4 to niekanoniczne struktury DNA lub RNA tworzace si¢ w
obregbie regionéw bogatych w reszty guanozyny. W rezultacie czasteczki te petnig istotne
funkcje biologiczne, bioragc udziat w wielu procesach komorkowych. W ostatnich latach
wykazano, ze tworza si¢ one rowniez W obrebie wirusowego RNA, gdzie odgrywaja kluczowa
rolg¢ w przebiegu cyKlu replikacyjnego. W zwigzku z tym G-kwadrupleksy stanowig obiecujacy
cel w terapiach przeciwwirusowych.

Celem pierwszego etapu moich badan bylo okreslenie, czy sekwencje potencjalnie
tworzace G-kwadrupleksy (PQSs) wystepuja w obrgbie genomu wirusa grypy typu A (szczep
AJ/California/04/2009(H1N1)). W tym celu przeprowadzilisSmy analiz¢ bioinformatyczna, ktdra
umozliwita identyfikacj¢ dwunastu takich sekwencji w VRNA wirusa grypy typu A. Ponadto
sekwencje te wykazywaly silng konserwatywno$¢ w r6znych szczepach. W celu potwierdzenia,
czy zidentyfikowane motywy PQS tworzg G-kwadrupleksy RNA, uzyliSmy technik
spektroskopowych oraz elektroforezy w zelu poliakrylamidowym. Na podstawie otrzymanych
wynikow wykazalismy, ze trzy motywy PQS tworzg stabilne struktury RNA G4 in vitro. Dwa
z tych motywoOw wystepuja wewnatrz sekwencji kodujacych podjednostki polimerazy, a jeden
wewnatrz regionu kodujacego hemaglutyning, co sugeruje ich role w cyklu replikacyjnym
wirusa.

W drugim etapie badan sprawdzili$my, czy ligandy specyficzne wzgledem czasteczek
G4 oddziatujg z G-kwadrupleksami RNA z genomu wirusa grypy typu A. Nasze badania
koncentrowaly si¢ na zaobserwowaniu réznic w sposobach wigzania ligandow (in vitro). W
tym celu wybraliSmy dwa zwigzki matoczasteczkowe: TMPyP4 oraz BRACO-19.
Powinowactwo ligandow do G-kwadrupleksow RNA okreslilismy, wykorzystujac test
zatrzymywania odwrotnej transkrypcji, kalorymetri¢ miareczkowania izotermicznego,
dichroizm kotowy, spektroskopie fluorescencyjng, metode topnienia UV. Co istotne,

zaobserwowano réznice we wlasciwosciach oddziatywan pomiedzy poszczegdlnymi G-



kwadrupleksami RNA a ligandami oraz zidentyfikowano odmienne mechanizmy wigzania dla
TMPyP4 oraz BRACO-19. Ponadto przeprowadziliSmy badania biologiczne w hodowlach
komorkowych w celu oceny wptywu ligandow TMPyP4 oraz jego analogu, TMPyP2, na
aktywno$¢ minireplikonu wirusa grypy typu A. Wyniki eksperymentu wykazaly znaczaca
inhibicje replikacji wirusa w obecnos$ci liganddw, sugerujac, ze wybrane G-kwadrupleksy RNA
moga by¢ potencjalnymi celami dla lekow przeciwwirusowych. Aby uzupetni¢ nasze badania,
zastosowalismy modelowanie molekularne do symulacji procesu tworzenia si¢ wybranego G-
kwadrupleksu RNA. Metoda to umozliwita uzyskanie dodatkowych informacji dotyczacych
topologii G4 i stabilnosci struktury.

Podsumowujgc, stwierdziliSmy, ze G-kwadrupleksy RNA sg obecne wewnatrz genomu
wirusa grypy typu A, szczepu A/California/04/2009(H1N1), gdzie wykazuja wysoki poziom
konserwatywno$ci w roznych szczepach. Motywy te moga by¢ celem dla matoczasteczkowych
ligandow specyficznych wzglegdem G-kwadruplekséw. Ponadto replikacja wirusa jest
skutecznie hamowana poprzez stabilizacje tych struktur z wykorzystaniem ligandow TMPyP4
oraz TMPyP2. Wszystkie uzyskane przez nas dane wskazuja, ze wybrane motywy G4 z genomu

wirusa grypy typu A moga by¢ potencjalnymi celami nowych terapii przeciwwirusowych.



