Abstrakt

Koronaviry jsou obalené viry s genomem tvofenym jednovlaknovou molekulou RNA v
pozitivni forme. S velikosti genomu, u nékterych druht, presahujici 30 kb predstavuji nejveétsi
znamé RNA viry. Infikuji ptdky a savce vcetné clovéka a zplsobuji Siroké spektrum
onemocnéni. VétSina lidskych koronavird zplsobuje pfevazné mirné respiracni infekce. Za
posledni dv¢ desetileti vSak doslo ke dvéma rozsahlym epidemiim a globalni pandemii vaznych
respiracnich onemocnéni, v mnoha pfipadech koncicich smrti, zptisobenych koronaviry.
Nejnovejsi a nejrozsahlejsi z nich byla zplisobena koronavirem SARS-CoV-2 (z angl. Severe
acute respiratory syndrome-related coronavirus). V genomu koronavirt se nachazi gen kodujici
nestrukturni protein 14 (nspl4), ktery méa 3’-5’ exonukledzovou a metyltransferdzovou
enzymatickou aktivitu. Exonukledza nsp14 se G€astni oprav nespravné zatfazenych nukleotidli
béhem replikace virového genomu a jeji pfitomnost je u RNA viri velmi vyjimec¢na.
Exonukleazova aktivita nsp14 je vyrazné podpotena vazbou dalsiho virového proteinu, nsp10,
ktery nemd enzymatickou aktivitu, ale je vyznamnym kofaktorem pro nékolik enzymaticky
aktivnich koronavirovych nsps. Nsp14 i nsp10 jsou vysoce konzervované a sekvencné podobné

mezi jednotlivymi druhy koronavirt.

Pro charakterizaci exonukleazové aktivity nspl4 a jeji interakci s nsplO byly PCR
mutagenézou vytvofeny mutované verze proteinli nspl4 i nspl0. Nemutované a mutované
verze nspl4 a nsplO0, stejné jako zkracena verze nspl0 byly vyprodukovany v bakteridlnim
expresnim systému vyuzivajicim bakterie E. coli. Exonukledzova aktivita jednotlivych verzi
nspl4 v pfitomnosti 1 nepfitomnosti verzi nspl0 byla pozorovana in vitro aktivitnimi esejemi
vyuzivajicimi ssSRNA, dsSRNA a dsRNA s nespravnym parovanim baze jako substrat. Vysledky
této prace pfinesly poznatky o fungovani exonukledzy nspl4 a jeji interakcich s nsp10, které

mohou slouzit jako zaklad pro podrobnéjsi charakterizaci v budoucim vyzkumu.

Klicova slova: Koronaviry, SARS-CoV-2, COVID-19, exonukleaza, nsp14, nsp10



