Warszawa, 08.11.2021r.

»Potencjalna strategia przeciw wirusowi SARS-CoV-2 oparta na zahamowaniu programowanej zmiany ramki
odczytu podczas translacji genomu wirusa”

Projekt NCN finansowany z szybkiej sciezki dostepu do funduszy na badania COVID-19, umowa nr UMO-
2020/01/0/NZ1/00039, kierownik prof. dr hab. Joanna Kufel.

Gtéwnym zatozeniem projektu bylo opracowanie sytemu pozwalajagcego na badanie potencjalnych
terapeutykdéw przeciw SARS-CoV-2, celujagcych w mechanizm zmiany ramki translacji wirusowego RNA oraz
selekcja potencjalnych zwigzkéw-kandydatéw.

Najwazniejsze osiggniecia projektu.

a. Opracowanie serii konstruktdw genetycznych pozwalajgcych na wyrazanie w dwdch réznych uktadach
reporterowych RNA z réznymi wariantami elementu programowanej zmiany ramki odczytu translacji z wirusa
SARS-CoV-2 (-1 PRF, ang. -1 programmed ribosome frameshifting). Pierwszy uktad pozwala na integrowane z
genomem konstruktdw wyrazajgcych sygnat -1 PRF wstawiony pomiedzy dwie sekwencje kodujgce biatka
fluorescencji mRuby3 i mClover3. Drugi, dwulucyferazowy, pozwala na przejsciowg ekspresje konstruktow, w
ktorych element -1 PRF oflankowany jest sekwencjami kodujgcymi biatka bioluminescencji Rluc i Fluc.

b. Wyprowadzenie stabilnych linii komdrkowych HELA i HEK-293 ze zintegrowanym z genomem fluorescencyjnym
systemem dwureporterowym, niosgcym dwa warianty sygnatu -1 PRF: region minimalny niezbedny do
programowanej zmiany ramki odczytu, tj. miejsce poslizgu i pseudowezet (o dt. 118 nt), oraz region ,,FSE arch” —
ok. 1500 nukleotydowy fragment genomu SARS-CoV-2 tworzgcy strukture trzeciorzedowg, w ktérej zawarty jest
region minimalny -1 PRF. Dodatkowo wyprowadzono linie zawierajgce konstrukty kontrolne zawierajace
identyczng strukture pseudowezta RNA ale ze zmutowanym tzw. miejscem poslizgu, co uniemozliwia zmiane
ramki translacji, jak rdwniez pozbawione jakiejkolwiek wstawki, co pozwala na kontrole zaréwno wzgledem
teoretycznie 100% wydajnosci -1 PRF, jak i translacji przedwczesnie terminowanej (tj. bez udziatu kodonu stop;
ang. abortive translation), ktéra jest zjawiskiem czesto pomijanym w badaniu -1 PRF. System ten umozliwia
szybkie badanie wydajnosci -1 PRF na poziomie populacyjnym, bez potrzeby przeprowadzenia transfekcji
przejsciowej, czy diugiego pasazowania komdrek, co stanowi wygodna platforme do badania tego zjawiska.

c. Uzyskano i przetestowano linie komdrkowe wyrazajgce analogiczne konstrukty w systemie dwulucyferazowym,
stanowigcym komplementarng metode badania -1 PRF, co pozwolito m. in. ustali¢ poziom translacji
przedwczesnie terminowane;.

d. Zaprojektowano i zsyntetyzowano szereg zwigzkdéw bedacymi potencjalnymi inhibitorami -1 PRF. Czasteczki
chemiczne zaprojektowano na podstawie modelowania i dynamiki molekularnej pseudowezta,
przeprowadzonych z wykorzystaniem istniejgcych i publikowanych w czasie trwania projektu strukturach
eksperymentalnych pseudowezta.

e. Otrzymano zaskakujgcy i znaczacy wynik, ze zwigzek MTDB uwazany dotychczas za potencjalny inhibitor -1 PRF,
ktory byt wykorzystany jako wyjsciowy w naszych badaniach, wykazuje najprawdopodobniej jedynie wtasciwosci
cytotoksyczne i nie powinien by¢ uwazany za dobrego kandydata do dalszych badan.

Krétki opis uzyskanych wynikow.

Testy lucyferazowe wykazaty zblizone wydajnosci -1 PRF pomiedzy minimalnym -1 PRF oraz fragmentem
minimalnym z dodang petlag wzmacniajacg (ang. attenuator hairpin; Ryc. 1). Zastosowanie pustego konstruktu (tj.
bez struktury pseudowezta pomiedzy reporterami) umozliwito wskazanie poziomu translacji przedwczesnie
terminowane;j. Jest to o tyle istotne, ze nie istnieje konsensus dotyczacy kontroli, ktéra powinna by¢ uzywana w
tego typu badaniach, najczesciej stosuje sie dwa geny reporterowe kodowane bezposrednio po sobie w tej samej
ramce odczytu (Sun i wsp., 2021), lub geny reporterowe rozdzielone pseudoweztem, ale z niefunkcjonalng
sekwencjg poslizgu, uniemozliwiajgcg przesuniecie ramki odczytu w czasie translacji (Bhatt i wsp., 2021). Dzieki
zastosowaniu obu typéw kontroli udato nam sie ustali¢ poziom translacji przedwcze$nie terminowanej, tj.



proporcje rybosomoéw dysocjujgcych od transkryptu na strukturze pseudowezta, i wynosi ona ok. 33% (Ryc. 1).
Obserwacja ta moze by¢ istotna dla wyjasnienia rozbieznosci w réznych metodach badania wydajnosci -1 PRF lub
inhibicji tego procesu.
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Dodatkowo, po opublikowaniu interaktomu RNA-RNA przez grupe Erica Miski (Ziv i wsp., 2020),
wskazujgcego na obecno$é pseudowezta indukujgcego -1 PRF wewnatrz rozlegtej struktury FSE-arch na ktdrg
sktada sie region ok. 1500 nt, zdecydowalismy sie wprowadzi¢ ten region do naszych systemdw reporterowych,
w celu zbadania wptywu struktury na wydajno$é -1 PRF i uwzglednieniu jej w testowaniu inhibitorow. Wydajnos¢
-1 PRF w konstruktach zawierajgcych FSE-arch jest zblizona do wydajnosci generowanej przez region minimalny,
ale translacja przedwczesnie terminowana nastepuje znacznie czesciej, wskazujgc na rdznice pomiedzy
systemem reporterowym a translacjg genomu wirusa in vivo, gdzie taki poziom translacji przedwczes$nie
terminowanej nie ma miejsca (Finkel i wsp., 2021).

Stabilne linie komdrkowe wyrazajgce badane konstrukty -1 PRF w kontekscie fluorescencyjnych biatek
reporterowych (Ryc. 2A) zostaty najpierw przetestowane pod katem zgodnosci wynikdéw z systemem
lucyferazowym. Wydajnos$¢ -1 PRF w tym systemie jest wyzsza niz w systemie dwulucyferazowym (~39 % w
poréwnaniu do 25%; poréwnaj Ryc. 1 i Ryc. 2B), co w znacznie lepszym stopniu odzwierciedla zakres -1 PRF in
vivo w trakcie infekcji wirusowej (~ 57%,; Finkel i wsp., 2021).
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Ryc. 2. Stabilny, fluorescencyjny system dwureporterowy do badania zjawiska programowanej zmiany ramki translacji
SARS-CoV-2. (A) Komorki HelLa wyrazajace konstrukty kontrolne (IFC) i minimalny region -1 PRF (WT). Obraz uzyskany na
platformie mikroskopowej scanR po 24 godzinach od indukcji ekspresji. Komdrki WT majg widocznie nizszy udziat zielonej
fluorescencji, Swiadczgcej o ekspresji drugiego genu reporterowego (mClover3). (B) Rozktad wydajnosci -1 PRF w

konstrukcie zawierajgcym element minimalny FSE lub domene FSE-Arch oraz wptyw potencjalnych inhibitorow -1 PRF na
wyrazanie konstruktu z elementem FSE. Wydajnos¢ -1 PRF znormalizowano wzgledem odpowiadajgcej kontroli IFC.

Co ciekawe, w systemie fluorescencyjnym konstrukty zawierajgce FSE-arch wykazujg znacznie wyzszy poziom -1
PRF (~70%, Ryc. 2B), niz wynika to z obserwacji na systemie lucyferazowym. Obserwacja ta jest zbiezna z
poziomiem -1 PRF in vivo i moze wskazywac na istotny potencjat regulatorowy regionu FSE-arch, ale wyjasnienie
rozbieznosci miedzy dwoma systemami wymaga dalszych badan.



Zastosowanie stabilnych linii komdrkowych wyrazajgcych fluorescencyjne konstrukty reporterowe,
zamiast komoérek transfekowanych przejsciowo wektorami niosgcymi system dwulucyferazowy niesie za sobg
szereg korzysci: a) umozliwienie obserwacji zjawiska na poziomie populacyjnym (tj. uzyskanie wyniku dla kazdej
komorki), a nie tylko w lizacie z wielu komérek; b) zapewnienie obecnosci jedne]j kopii konstruktu w genomie,
zamiast nieokreslonej liczby kopii plazmidu; c) uzyskanie platformy do szybkiego testowania potencjalnych
inhibitoréw, bez potrzeby kazdorazowej transfekcji wektorem. Uzyskanie stabilnych linii komoérkowych jest jednak
procesem dtugotrwatym.

Uzyskane linie postuzyty do testowania potencjalnych inhibitoréw zaprojektowanych w czesci in silico
projektu. Czesé bioinformatyczna projektu realizowana byta we wspodtpracy z dr Dorotg Niedziatek z IBB PAN.
Pierwszym etapem badan bioinformatycznych byto zbudowanie wiarygodnego modelu pseudowezta w oparciu o
dostepne eksperymentalne dane strukturalne. W miare rozwoju projektu, publikowane byty nowe dane na temat
struktury pseudowezta, na podstawie ktorych jego model byt modyfikowany i uwierzytelniany. Kolejnym etapem
byto przeprowadzenie symulacji dynamiki molekularnej na otrzymanym modelu pseudowezta. Kilkuset
nanosekundowa symulacja dynamiczna ewolucji pseudowezta pozwolita wskazaé jego fragmenty o potencjale
terapeutycznym (tj. potencjalnie wigzgcym inhibitor). Takie miejsca zidentyfikowano wewnatrz petli pseudowezta
oraz w miejscach oddziatywania ze sobg (styku) jego petli. Te miejsca potencjalnego wigzania inhibitorow zostaty
wiec wybrane do kolejnego etapu badan symulacyjnych, czyli projektowania czgsteczek inhibitorowych. W
oparciu o strukture zwigzku MTDB (Ryc. 3), ktéry wedtug wczesniej opublikowanych danych (Park i wsp., 2011)
miat destabilizowa¢ tréjwymiarowg strukture pseudowezta, zaprojektowano serie jego kilkudziesieciu
pochodnych. Zwigzki te zostaty nastepne zadokowane in silico do zespotu struktur otrzymanych z symulacji
dynamiki molekularnej pseudowezta (ang. ensemble docking). Zwigzki, ktdre na podstawie wynikéw dokowania
wydawaty sie by¢ najlepszymi destabilizatorami struktury pseudowezta, zostaty nastepnie zsyntetyzowane w celu
potwierdzenia ich wptywu na wydajnos¢ zmiany ramki odczytu w testach in vitro.

Czes¢ chemiczna projektu byta realizowana we wspétpracy z dr hab. Adamem Mieczkowskim z IBB PAN.
W ramach projektu zostat zsyntetyzowany wyjsciowy, kontrolny zwigzek MTDB, oraz jego nowe analogi,
potencjalne inhibitory SARS-CoV-2. Analogi te rdznity sie od zwigzku wyjsciowego: a) centralnym pierScieniem
heterocyklicznym b) sposobem przytaczenia grupy benzoesanowej do aminy (wigzanie mocznikowe lub
tiomocznikowe); c) wigzaniem pierscienia heterocyklicznego do aminy (amina trzeciorzedowa lub wigzanie
amidowe); d) terminalnym pierscieniem heterocyklicznym.

Uzyskane zwigzki zostaty nastepnie przetestowane przy uzyciu stabilnych linii komaérkowych (Ryc. 2B). Dla
zadnego z nich, tacznie z wyjsSciowym MTDB, nie zaobserwowano istotnej zmiany wydajnosci -1 PRF, mierzonej
wzgledem kontroli IFC. Wynik ten jest niezgodny z danymi literaturowymi, ktére zostaty opublikowane réwniez
dla SARS-CoV-2 (Kelly i wsp., 2020). W celu potwierdzenia tych wynikow testy zostaty powtérzone wielokrotnie,
z tym samym rezultatem. Dzieki wspotpracy z grupami prof. Pavla Baranova i prof. Johna Atkinsa z University
College Cork w lIrlandii, ktérzy sg ekspertami w tej dziedzinie, uzyskaliSmy informacje o bardzo zblizonych
obserwacjach dotyczacych dziatania MTDB na wydajnos¢ -1 PRF. Wydaje sie wiec bardzo prawdopodobne, ze
zwigzek MTDB nie hamuje -1 PRF, a za obserwowany efekt odpowiedzialna jest jego toksycznosé, mylnie
interpretowana przez autoréow jako inhibicja -1 PRF na skutek braku zastosowania odpowiedniej kontroli IFC (tj.
zawierajgcej pseudowezet). Potwierdzenie tych przypuszczenn wymagatoby dodatkowych badan, co moze by¢
zasadne, poniewaz zwigzek MTDB wcigz bywa cytowany jako potencjalny sSrodek terapeutyczny

W nastepnej czesci projektu skupiliémy sie na przetestowaniu innych potencjalnych inhibitoréw, ktére
mogg by¢ punktem wyjscia do modyfikacji i zwiekszenia ich potencjatu zaburzajgcego wydajnos¢ -1 PRF.
WybraliSmy dwa zwigzki: lek przeciwzapalny i przeciwpasozytniczy iwermektyne (ang. ivermectin; Caly i wsp.,
2020; Sun i wsp., 2021) oraz stosowany w leczeniu mukowiscydozy iwakaftor (ang. ivacaftor; Chen i wsp., 2020;
Jan i wsp., 2021). Pierwszy z nich zostat scharakteryzowany jako wzmacniacz, a drugi inhibitor -1 PRF. Testy przy
zastosowaniu naszego systemu potwierdzity te doniesienia (Ryc. 2B). Nastepnym krokiem bedzie modelowanie i
synteza zwigzkdw pochodnych, ktére mogg charakteryzowac sie wiekszym powinowactwem wobec pseudowezta
SARS-CoV-2.

Podsumowanie



Opublikowanie uzyskanych juz przez nas wynikdw dostarczy systemu przydatnego w badaniach nad

biologig wirusa SARS-CoV-2. Jego wazng zaletg, odrdzniajaca ten system od analogicznych opracowanych do tej
pory w innych laboratoriach, jest zastosowanie uktadu w ktérym konstrukty reporterowe zintegrowano trwale z
genomem. Umozliwia to unikniecie niestabilnych transfekcji przejsciowych, co przyspieszy procedury
laboratoryjne i pozwoli na przeprowadzanie powtarzalnych pomiaréw, ktérych wyniki bedg poréwnywalne
miedzy réznymi seriami doswiadczalnymi. Dodatkowo wykazalismy, ze zwigzek MTDB dotychczas traktowany jako
potencjalny lek, najprawdopodobniej jest jedynie zwigzkiem o ogdlnie wysokiej cytotoksycznosci. Informacja ta
moze pomodc zaoszczedzié czas i srodki innych grup badawczych, stymulujgc badania w kierunku bardziej
obiecujgcych zwigzkéw chemicznych.
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