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Koronawirusy sg to jednoniciowe wirusy RNA, co oznacza, ze ich genom stuzy jako funkcjonalny mRNA,
ktory podlega translacji. Koronawirusy staty sie obiektem szerszego zainteresowania w wyniku epidemii
zespotu ostrej i ciezkiej niewydolnosci oddechowej (SARS) w latach 2002-2003, spowodowanej przez SARS-
CoV-1. Epidemia ta doprowadzita do znacznego postepu w badaniach nad biologia koronawiruséw i
opracowaniach ukierunkowanych strategii antywirusowych. Obecna pandemia COVID-19, ktdrej zrodtem
jest bardzo blisko spokrewniony podtyp koronawirusa SARS-CoV-2, wymaga wykorzystania tej wiedzy do
opracowania podejs¢ stuzgcych do hamowania rozprzestrzeniania sie nowego koronawirusa.

Replikacja i namnazanie wirusa wymaga Scisle kontrolowanej ekspresji jego genomu. Niektére wirusy
RNA, w tym koronawirusy, stosujg pomystowg strategie, polegajgcg na programowanej zmianie ramki
odczytu, ktéra umozliwia najbardziej efektywne wykorzystanie potencjatu kodujgcego ich matego genomu.
Ten zaprogramowany mechanizm pozwala na synteze réznych biatek z naktadajgcych sie otwartych ramek
odczytu znajdujgcych sie w jednej czgsteczce mRNA. Zwykle ciggtos¢ otwartych ramek odczytu jest
zachowywana przez rybosom, czyli maszynerie molekularng odpowiedzialng za proces translacji.
Specyficzne elementy sekwencyjne i strukturalne obecne w mRNA wirusa sg jednak w stanie zablokowa¢
rybosom, powodujac jego poslizg, przesuniecie o jeden nukleotyd wstecz i wznowienie translacji w innej
ramce. Programowana zmiana ramki odczytu na ramke -1 jest istotng cechg genomow koronawirusa i
odpowiada za produkcje biatka polimerazy RNA zaleznej od RNA, niezbednego do jego replikacji i
rozprzestrzeniania. Poniewaz zahamowanie zachodzenia rybosomalnej zmiany ramki oczytu prowadzi do
zmniejszenia zakaznosci i produkcji wirusa, podejscia eksperymentalne oparte na tej koncepcji reprezentuja
potencjalnie skuteczne strategie przeciwwirusowe. W przypadku SARS-CoV-1 zaproponowano dwie
potencjalne metody obnizania efektywnosci zmiany ramki, obie ukierunkowane na struktury RNA w
regionie odpowiedzialnym za ten mechanizm. W pierwszej zastosowano antysensowne oligonukleotydy,
ktdre wzmacniajg dziatanie struktury zapobiegajacej dotarciu rybosomdéw do miejsca przesuniecia ramki.
Drugie podejscie opierato sie na poszukiwaniu matych czgsteczek oddziatujacych z zachowang strukturg
RNA, ktéra stymuluje zmiane ramki, i doprowadzito do identyfikacji nowego ligandu zaburzajgcego te
strukture i drastycznie hamujgcego ten proces.

Te obiecujgce obserwacje staty sie podstawg gtéwnych zatozen naszego projektu, ktérego celem jest
wdrozenie i optymalizacja obu podejs¢ dla SARS-CoV-2. W pierwszej kolejnosci zamierzamy zastosowac
modelowanie molekularne do zaprojektowania in silico skutecznych inhibitoréw wirusowej rybosomalnej
zmiany ramki na podstawie dostepnych danych literaturowych. Nastepnie czgsteczki te, wraz z bibliotekami
antysensownych oligonukleotyddw i zwigzkéw niskoczgsteczkowych, bedg badane przesiewowo w ludzkich
liniach komérkowych pod katem aktywnosci blokujgcej proces zmiany ramki odczytu CoV-2. Na koniec
zostang przeprowadzone testy toksycznosci dla czgsteczek o najlepszych wtasciwosciach w celu wytonienia
bezpiecznych kandydatéw do dalszych badan. Planujemy takze zbadac bardziej podstawowe zagadnienia
dotyczgce mechanizmu rybosomalnej zmiany ramki odczytu przez koronawirusa, w tym wptywu szybkosci
inicjacji translacji na przebieg i wydajnos¢ tego procesu. Ponadto przeprowadzimy przesiewowy test
mutagenezy, aby ocenié¢ znaczenie sekwencji i struktury elementow regulatorowych w wirusowym mRNA
dla efektywnosci zmiany ramki odczytu. Podejscie to pozwoli na okreslenie ewolucyjnej stabilnosci
sekwencji regulatorowych i stworzy szczegétowag mape mozliwych szkodliwych i wzmacniajgcych mutacji.

Uwazamy, ze co najmniej kilka czasteczek wyselekcjonowanych w wyniku modelowania i
przeszukiwania bibliotek wykaze obiecujgce wtasciwosci inhibitorowe jako skuteczne potencjalne
terapeutyki przeciw SARS-CoV-2. Badania nad mechanizmem dziatania tych inhibitoréw dostarczg cennych
informacji, ktére utatwig bardziej skuteczne projektowanie lekéw przeciwwirusowych. W szczegdlnosci
zastosowanie antysensownych oligonukleotydéw moze reprezentowac konstruktywne podejscie, w ktérym
projektowanie lekéw opiera sie wytacznie na dostepnosci sekwencji genomu wirusowego, co upraszcza
proces i obniza koszty jego wdrozenia. Stworzenie wydajnej procedury hamowania rybosomalnej zmiany
ramki odczytu CoV-2 opartej na antysensownych oligonukleotydach umozliwi takie zastosowanie tej
metodologii do innych wiruséw, w szczegdlnosci HIV lub HCV. Z kolei mapa zmian w regionie regulacyjnym
CoV-2 postuzy do porédwnania z genomami wirusa w probkach pobranych od pacjentdw, stanowigc cenne
narzedzie do oceny oczekiwanej naturalnej ewolucji i zmiennosci tej czesci genomu SARS-CoV-2.
Przedstawiony projekt dotyczy kluczowe] problematyki zwigzanej z zaleznymi od translacji mechanizmami
molekularnymi SARS-CoV-2, ktére przyczyniajg sie do zakaznosci i rozprzestrzeniania wirusa. Obejmuje
rowniez ocene perspektywy wykorzystania zidentyfikowanych inhibitoréw, ktdre mogg stac sie podstawa
nowych strategii terapeutycznych przeciwko COVID-19, zanim szczepionka stanie sie dostepna.



