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Abstrakt

Koronavirusy su obalené virusy s gendémom tvorenym jednovldknovou molekulou RNA
v pozitivnej forme. S vel'kost'ou gendmu, u niektorych druhou, presahujucou 30 kb predstavuju
najvicsie zname RNA virusy. Infikuju vtaky a cicavce, vratane Cloveka a sposobuju Siroké
spektrum ochoreni. Vacsina l'udskych koronavirusov spdsobuje prevazne mierne respiracné
infekcie. Za posledné dve desatroc¢ia vSak doslo k dvom rozsiahlym epidémidm a globalne;j
pandémii vaznych respiraénych ochoreni, v mnohych pripadoch konciacich smrtou,
sposobenych koronavirusmi. NajnovSia a najrozsiahlejSia z nich bola spdsobena
koronavirusom SARS-CoV-2 (z angl. Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus).
V gendme koronavirusov sa nachadza gén kodujuci nestrukturny protein 14 (nsp14), ktory ma
3’-5" exonukledzovi a metyltransferdzovli enzymaticki aktivitu. Exonukledza nspl4 sa
zcastiiuje oprav nespravne zaradenych nukleotidov pocas replikacie virusového genomu a jej
pritomnost’ je u RNA virusov vel'mi vynimocnd. Exonukledzové aktivita nspl4 je vyrazne
podporend viazbou d’alSieho virusového proteinu, nsp10, ktory nema enzymaticku aktivitu ale
je vyznamnym kofaktorom pre niekolko enzymaticky aktivnych koronavirusovych nsps.
Nspl4 aj nspl0 su vysoko konzervované a sekvencne podobné medzi jednotlivymi druhmi

koronavirusov.

Na charakterizdciu exonukledzovej aktivity nspl4 ajej interakcii s nspl0 boli PCR
mutagenézou vytvorené mutované verzie proteinov nspl4 aj nsp10. Nemutované a mutované
verzie nspl4 a nspl0, rovnako ako skratend verzia nsp10 boli vyprodukované v bakteridlnom
expresnom systéme vyuzivajicom baktérie E. coli. Exonukleazova aktivita jednotlivych verzii
nsp14 v pritomnosti aj nepritomnosti verzii nsp10 bola pozorovana in vitro aktivitnymi esejami
vyuzivajicimi sSRNA, dsRNA a dsRNA s nespravnym parovanim bazy ako substrat. Vysledky
tejto prace priniesli poznatky o fungovani exonukledzy nsp14 a jej interakciach s nsp10, ktoré

mozu sluzit’ ako zéklad pre podrobnejSiu charakterizaciu v budicom vyskume.

Kruacové slova: Koronavirusy, SARS-CoV-2, COVID-19, exonukleaza, nsp14, nsp10



Abstrakt

Koronaviry jsou obalené viry s genomem tvorenym jednovlaknovou molekulou RNA v
pozitivni form¢. S velikosti genomu, u nékterych druht, presahujici 30 kb ptedstavuji nejvetsi
znamé RNA viry. Infikuji ptdky a savce vcetné¢ Clovéka a zplsobuji Siroké spektrum
onemocnéni. VétSina lidskych koronavirt zpusobuje pievazné mirné respiracni infekce. Za
posledni dvé desetileti vSak doslo ke dvéma rozsdhlym epidemiim a globalni pandemii vaznych
respiracnich onemocnéni, v mnoha ptipadech koncicich smrti, zpiisobenych koronaviry.
Nejnovéjsi a nejrozsahlejsi z nich byla zpiisobena koronavirem SARS-CoV-2 (z angl. Severe
acute respiratory syndrome-related coronavirus). V genomu koronavirt se nachédzi gen kodujici
nestrukturni protein 14 (nspl4), ktery ma 3’-5’ exonukleazovou a metyltransferazovou
enzymatickou aktivitu. Exonukledza nsp14 se ui¢astni oprav nespravné zafazenych nukleotidii
béhem replikace virového genomu a jeji pfitomnost je u RNA virl velmi vyjimecna.
Exonukleazova aktivita nsp14 je vyrazné podpofena vazbou dalsiho virového proteinu, nsp10,
ktery nema enzymatickou aktivitu, ale je vyznamnym kofaktorem pro nékolik enzymaticky
aktivnich koronavirovych nsps. Nsp14 i nsp10 jsou vysoce konzervované a sekven¢né podobné

mezi jednotlivymi druhy koronavirt.

Pro charakterizaci exonukledzové aktivity nspl4 a jeji interakci s nspl0 byly PCR
mutagenézou vytvoreny mutované verze proteinil nspl4 1 nspl0. Nemutované a mutované
verze nspl4 a nspl0, stejné jako zkracend 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, dsRNA 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 zéklad pro podrobné&jsi charakterizaci v budoucim vyzkumu.

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



Abstract

Coronaviruses are enveloped viruses with a genome composed of a single-stranded
positive-sense RNA molecule. With genome sizes, in some species, exceeding 30 kb, they
represent the largest known RNA viruses. They infect birds and mammals, including humans,
causing a wide spectrum of diseases. Most human coronaviruses predominantly cause mild
respiratory infections. However, in the last two decades, there have been two extensive
epidemics and a global pandemic of severe respiratory illnesses, often ending in fatalities,
caused by coronaviruses. The most recent and extensive of these was caused by the coronavirus
SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome-related coronavirus). Within the coronavirus
genome, there is a gene encoding a non-structural protein 14 (nspl4), which possesses 3°-5’
exonuclease and methyltransferase enzymatic activities. The exonuclease nsp14 participates in
the repair of misincorporated nucleotides during viral genome replication, and its presence is
exceptionally rare among RNA viruses. The exonuclease activity of nspl4 is significantly
enhanced by the binding of another viral protein, nsp10, which lacks enzymatic activity but acts
as a critical cofactor for several enzymatically active coronavirus nsps. Both nsp14 and nsp10

are highly conserved and sequence-similar among various coronavirus species.

To characterize the exonuclease activity of nsp14 and its interactions with nsp10, mutant
versions of the nsp14 and nsp10 proteins were created using PCR mutagenesis. Both wild-type
and mutant versions of nsp14 and nsp10, as well as a truncated version of nsp10, were produced
in a bacterial expression system utilizing E. coli bacteria. The exonuclease activity of each
nspl4 variant was observed in vitro using activity assays with ssSRNA, dsRNA, and dsRNA
with mismatched base pair as substrates, in the presence or absence of nspl10 variants. The
results of this study provided insights into the functioning of nspl4 exonuclease and its
interactions with nsp10, which may serve as a basis for more detailed characterization in future

research.

Key words: Coronaviruses, SARS-CoV-2, COVID-19, exonuclease, nsp14, nsp10
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1 Uvod

Koronavirusy (CoVs, z angl. coronaviruses) predstavuju skupinu pribuznych obalenych
RNA virusov infikujucich vtaky a cicavce, vratane ¢loveka. Patria do radu Nidovirales, ¢el'adi
Coronaviridae a podceladi Orthocoronavirinae, ktora je rozdelena do rodov Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gamacoronavirus a Delatacoronvirus. Vsetky zndme l'udské koronavirusy

patria do rodov Alphacoronavirus a Betacoronavirus.

Koronavirusy maji nesegmentovany genom tvoreny linedrnou molekulou RNA
v pozitivnej forme, ktord je vo virusovej kapside naviazand na nukleokapsidovy protein.
Predstavuju najviacsie zname RNA virusy s velkostou genému, u niektorych druhov,
presahujicou 30 kb. Na 5” konci ich gendmu sa nachadza 5’ ¢iapocka (z angl. 5’ cap) ana 3’
konci Struktira poly(A) koniec (z angl. poly(A) tail), ¢o dava ich gendmu vel'ka podobnost’
s hostite'skymi mRNA molekulami. Koédujica oblast’ je na oboch koncoch ohrani¢ena
netranslatovanymi tisekmi (UTR, z angl. untranslated region) tvoriacimi niekol'ko Specifickych
sekundarnych Struktir dolezitych pre reguldciu transkripcie a translacie. Asi dve tretiny
koédujucej oblasti st tvorené génmi kodujiicimi 15 az 16 nestruktarnych proteinov dolezitych
pre spravny priebeh replikaéného cyklu. ZvySna tretina pozostiva z génov pre Strukturne
proteiny, umoziujice vznik novych virusovych ¢€astic a génov doplnkovych proteinov, ktoré st

pre replikaciou neesencidlne ale vyrazne prispievaju k virulencii virusu.

Viriony koronavirusov st sférické s priemerom 80-120 nm. S obalené lipidickou
membranou ziskanou z hostitel'skych membran. Na povrchu ich virusovych Ccastic sa
nachadzaju typické vybezky dlhé asi 20 nm tvorené ,,proteinom spike®, tiez oznaCovanym ako
protein S, sluziace na prichytenie virusovych ¢astic na receptory na povrchu hostitel'skych
buniek. Protein S nesie tieZ fiznu doménu, ktora je dolezit4 pre splynutie virusovej membrany
s hostitel'skou a uvolnenie gendmu virusu do cytozolu hostitel'skej bunky. Po rozpoznani
receptoru na povrchu hostitel'skej bunky dochadza k vstupu gendému virusu do cytozolu bud’
priamo splynutim virusove] membrany s cytoplazmatickou membranou hostitel'skej bunky
alebo prostrednictvom receptorom sprostredkovanej endocytdézy virusovej Castice
a naslednému splynutiu virusovej membrany s membranou endozému. Po uvolneni genému
virusu dochédza k translacii neStruktirnych proteinov, tvorbe suborganel tvorenych
dvojmembranovymi vackami vznikajicimi z membran endoplazmatického retikula, v ktorych

nasledne prebieha replikacia virusového gendmu a vznik subgendmovych RNA, umoziujicich



tvorbu Struktirnych a doplnkovych proteinov. Po replikacii a vzniku Struktirnych proteinov

dochédza k vzniku novych virionov a ich ndslednému uvol'neniu z hostitel'skej bunky.

Koronavirusy infikuju velké mnozstvo cicavcov a vtdkov. U infikovanych jedincov
spdsobuju Siroké spektrum ochoreni, ako st zapaly plic a respiracné infekcie, gastroenterické
ochorenia, hepatitidy a infekcie nervového tkaniva. U l'udi spdsobuje vicSina l'udskych
koronavirusov mierne respiracné ochorenia, ako je nachladenie. Vynimkou su tri koronavirusy:
SARS-CoV (z angl. Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus), MERS-CoV (z
angl. Middle east respiratory syndrome-related coronavirus) a SARS-CoV-2 (z angl. Severe
acute respiratory syndrome-related coronavirus 2), objavené v poslednych 20 rokoch,

spdsobujuce vazne, az smrtelné respiratné ochorenia.

Pre koronavirusy je Specifickd pritomnost génu kodujuceho protein s 3°-5°
exonukleazovou enzymatickou aktivitou. Za jeho hlavnu ulohu sa povazuje oprava chyb
vznikajlicich pocas replikdcie gendmu virusovou RNA-dependentnou RNA polymerazou.
Vzhl'adom na velkost' gendému koronavirusov, je u niektorych druhov tato funkcia pre
replikdciu esencialna. Pritomnost’ génu kodujiceho exonukledzu je u RNA virusov velmi

netypickym znakom.
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2 Prehlad literatary

2.1 Koronavirusy
2.1.1 Historia

Prvé zaznamy o popisanych zvieracich infekcidch spdsobenych koronavirusmi
pochédzaju z prvej polovice 20. storoc¢ia. L. D. Bushnell a C. A. Brandly zaciatkom tridsiatych
rokov dvadsiateho storocia izolovali prvy koronavirus, spdsobujuci zdvazné respiracné
ochorenie u sliepok, znamy ako virus infekénej bronchitidy (IBV) (Bushnell & Brandly, 1933).
V nasledujtcich rokoch boli objavené d’alSie zvieracie koronavirusy (zhrnuté v Mclntosh,
1974). Prvé l'udské koronavirusy boli objavené zacCiatkom 60. rokov, kedy Tyrrell a Bynoe
izolovali infekéné agens pasazovanim nazalnych odberov jedincov trpiacich nachladenim
v l'udskych embryondlnych trachealnych organovych kultarach. Virus nazvali B814 (Tyrrell &
Bynoe, 1966). V rovnakom obdobi Hamre a Procknow izolovali infek¢éné agens zo Studentov
mediciny s prejavmi nachladenia. Izolovany virus nazvali 229E a testovanim zistili, Ze povodca
infekcie je RNA virus obaleny lipidickou membranou, ktory nie je podobny Ziadnym vtedy
znamym RNA virusom (Hamre & Procknow, 1966). V tomto obdobi nebola zatial' znama

podobnost’ medzi objavenymi koronavirusmi.

V druhej polovici Sestdesiatych rokov 20. storo¢ia Almeida, v spolupréci s Tyrrell,
pozorovali, vyuZitim elektronovej mikroskopie, vzorky virusov B814 a 229E a porovnali ich
s morfologiou castic virusu IBV infikujiceho vtdky. Vo vSetkych vzorkach boli najdené
morfologicky vel'mi podobné ¢astice. Castice boli vel'ké 800 — 1200 A (80 — 120 nm). Povrch
Zastic bol pokryty vybezkami dlhymi priblizne 200 A (20 nm), ktoré boli tvorené tzkou stopkou
a hlavicou o priemere priblizne 100 A (10 nm) (Almeida & Tyrrell, 1967). Mclntosh et al.
v tomto obdobi tieZ izolovali infekéné agens z dychacich ciest jedincov s prejavmi respiracného
ochorenia, nazvané OC, ktoré bolo podobné virusom IBV, 229E a B814 (K. McIntosh, Dees, et
al., 1967).

Pojem koronavirusy bol prvykrat pouzity v roku 1968 pri popise novej skupiny RNA
virusov s morfologickou podobnostou, ktoré s odlisné od akychkol'vek vtedy znamych RNA
virusov (Cunningham; et al., 1968). Narodnym vyborom pre taxonomiu virusov (ICTV, z angl.
International Committee on Taxonomy of Viruses) bol oficidlne uznany nazov rodu
Coronavirus v roku 1971 a nazov cel'ade Coronaviridae v roku 1975 (Fenner & Maurin, 1976).
Podrobnej$im skiimanim koronavirusov bolo zistené, Ze pribuznost medzi jednotlivymi

kmenimi nebola vzdy blizka, ¢o naznacovalo, ze Cel'ad” Coronaviridae je pravdepodobne
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relativne rozsiahla a rozmanitd skupina obsahujiica velké mnozstvo zatial neobjavenych
virusov. V nasledujucich dekadach bolo objavené mnozstvo koronavirusov, napadajicich
potkany, mySi, hydinu, psy, macky a d’alSie cicavce a vtaky, sposobujucich Siroku skalu
ochoreni ako je gastroenteritida, hepatitida, encefalitida, zapaly respiracného traktu a d’alSie
ochorenia. Nové l'udské koronavirusy boli objavend relativne nedévno. V roku 2003 bol
objaveny koronavirus SARS-CoV sposobujuci tazky akatny respiraény syndrom (SARS,
z angl. Severe Acute Respiratory Syndrome) (Drosten et al., 2003, Ksiazek et al., 2003). V roku
2004 boli objavené 'udské koronavirusy (HCoV) NL63 (Lia van der Hoek et al., 2004) a HCoV
HKU1 (Woo et al., 2005). Koronavirusy HCoV NL63 a HCoV HKU1 spdsobovali nachladenie
a u zasiahnutych jedincov mali tieto infekcie prevazne mierny priebeh. O niekol’ko rokov
neskor bol objaveny MERS-CoV spdsobujici zavazné ochorenie Blizkovychodny respiracny
syndrom (MERS, z angl. Middle East Respiratory Syndrome) (Zaki et al., 2012) a v roku 2019
bol objaveny posledny zatial' zndmy koronavirus SARS-CoV-2 sposobujuci koronavirusové

ochorenie 19 (COVID-19, z angl. Coronavirus disease 19) (Gorbalenya et al., 2020).

2.1.2 Klasifikacia

V sucasnosti su koronavirusy zaradené do domény Riboviria, riSe Orthornavirae, kmena
Pisuviricota, triedy Pisoniviricetes, rddu Nidovirales, podrddu Cornidovirineae, ¢el'adi
Coronaviridae a podceladi Orthocoronavirinae, ktord je rozdelena do rodov Alphacoronavirus,

Betacoronavirus, Gamacoronavirus a Deltacoronavirus.

Doména Riboviria
RiSa Orthornavirae
Kmen Pisuviricota
Trieda Pisoniviricetes
Rad Nidovirales
Podrad Cornidovirineae
CePad’ Coronaviridae
Podcelad’ Orthocoronavirinae
Rod Alphacoronavirus
Betacoronavirus
Gamacoronavirus
Deltacoronavirus
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Tabul’ka 1: Sucasna klasifikacia koronavirusov (https://ictv.global/taxonomy/).

Rod Alphacoronavirus je d’alej rozdeleny do péatnastich podrodov, rod Betacoronavirus
do podrodov Embecovirus, Hibecovirus, Merbecovirus, Nobecovirus a Sarbecovirus, rod

Gamacoronavirus aj rod Deltcoronavirus je rozdeleny do troch podrodov.

Alfakoronavirusy st Specifické pritomnostou génu kodujiiceho nestrukturny protein 1
(nspl) Specifickej velkosti asekvencie (Connor & Roper, 2007) a doplnkového génu
kodujuceho Specificky membranovy protein (M) (Miiller et al., 2010). Medzi alfakoronavirusy
patria Tudské koronavirusy 229E a NL63 ako aj mnoho d’alSich zvieracich koronavirusov

infikujicich primarne cicavce.

Pre betakoronavirusy je typickd pritomnost génu kodujuceho nspl, ktory sa 1isi vo
vel’kosti aj sekvencii od nspl alfakoronavirusov, ako aj pritomnost’ $pecifickych doplnkovych
génov. Do rodu Betacoronavirus patria vSetky zatial zndme l'udské koronavirusy spdsobujice
vazne, az smrtelné ochorenia: SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2. Medzi
betakoronavirusy patria aj d’alSie zvieracie koronavirusy napadajice primarne cicavce (zhrnuté

v Woo et al., 2023).

Gamakoronavirusy sa vyznacuji nepritomnost'ou génu, kodujiceho nspl a pritomnostou
Specifickych doplnkovych génov. VSetky gamakoronavirusy infikuja vtaky s vynimkou virusu

SW1 infikujiiceho velryby a delfiny (Mihindukulasuriya et al., 2008).

Deltakoronavirusy su Specifické nepritomnostou génu kodujiceho protein nspl
a pritomnost'ou S$pecifického setu doplnkovych génov. K deltacoronavirusom patria virusy
infikujice primarne vtaky, s vynimkou koronavirusu HKU1S5 infikujuceho prasata, ktory bol

najdeny aj u l'udi (Lednicky et al., 2021).

2.1.3 Morfologia

Koronavirusy tvoria obvykle sférické Castice s priemerom 80-120 nm o celkovej vel'kosti
40 000 kDa. Viriény su kryté lipidickou membranou hrubou 7-8 nm, ¢o je takmer dvakrat viac
ako priemerna biologicka membrana (Bércena et al., 2009). Na povrchu viriénov sa nachadzaju
vybezky dlhé asi 20 nm s Gzkou stopkou a hlavicou s priemerom asi 10 nm (Almeida & Tyrrell,
1967) tvorené povrchovym S glykoproteinom. Niektoré koronavirusy maji na povrchu d’alsie
vybezky dlhé 5-7 nm, ktoré tvori glykoprotein hemaglutinin esterdza (HE) (Hurdiss et al.,
2020).
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Obrazok 1: Morfolégia koronavirusovej cCastice. A,B — snimky koronavirusovych castic
pozorovanych elektronovou mikroskopiou vytvorené metdédou negativneho farbenia. A — virion
laboratérneho kmena A59 virusu mysej hepatitidy (MHV) s chybajtiicou expresiou proteinu HE,
B — virion rovnakého kmenia MHYV s opravenou expresiou proteinu HE. C,D — cryo-elektronové
tomografy virionu MHV, C — samotnd snimka, D — snimka C s vyznacenymi Struktarami.
Oranzovou farbou oznaceny lipidovy obal so zvyraznenymi ndpadnymi ryhami, modrou farbou
oznacena nukleokapsidové oblast. E — schematické zobrazenie koronavirusovej Castice, S —
spike protein, HE — hemaglutinin esterdza, M — membranovy protein, N — nuklekapsidovy
protein, E — obalovy protein (prevzaté z Genus, 2012).

2.1.4 Genom

Gendm koronavirusov je tvoreny nesegmentovanou jednovlaknovou molekulou RNA
v pozitivnej forme (obr. 2). Vel'kost’ genému je v rozmedzi od 26,2 kb u virusu HKU20 po 31.7
kb u virusu SW1, ¢o predstavuje najvacsi geném u vsetkych znamych RNA virusov (zhrnuté v
Woo et al., 2010). Na 5’ konci sa nachadza 5’ ¢iapoc¢ka tvorend metylovanym guaninom a na 3’
poly (A) koniec tvoreny segmentom niekol'kych desiatok adeninov. Kodujtica oblast’ je na 5’ aj
3’ konci ohrani¢ena netranslatovanou oblastou (UTR, zangl. untranslated region)
tvorenou niekolkymi slu¢kami regulujicimi replikdciou a translaciu RNA (Fehr &
Perlman, 2015). Genom koronavirusov pozostava zvariabilného mnoZstva (6-11)
otvorenych Citacich ramcov (Orfs, z angl. Open reading frames). Dve tretiny virusovej RNA
zabera Orflab, translatovany do dvoch polyproteinov ppla a pplab, ktory kéduje 15-16
nesStruktarnych proteinov. Ostatné Orfs koduju jednotlivé Struktirne a doplnkové
proteiny (Guo et al., 2020). Obvykle je kddujica oblast Struktirovana nasledovne: 5’-
Orflab-protein S (,,spike“ protein)-protein E (obalovy protein, z angl. envelope)-protein

M (membranovy protein, z angl. membrane)-protein N (nukleokapsidovy protein, z angl.
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nucleocapside)-3°. Na zaciatku niektorych génov sa nachadza tiez transkrip¢na regula¢na
sekvencia (TRS, zangl. Transcription regulatory sequence) ddleZita pre proces

templatovej zdmeny pocas transkripcie RNA.

bp S,DODI 10,600' 15,000' EEI,ODDI 25,00[1'
Orfla Orfib
l L J 5 EM N
Nsp8
Nsp2 Nspd  Nsp6 | Nsp10 :
6 8 9
Nsp1 Nsp3 Nsp5 ‘ |N;—|,“3| 13 tlj?ulgbl 10
Jt“.l‘." '-JE:!‘_'I'I Nso13 MNspi5 - .E.l [I
Nsp12 Nsp1l4  Nspl6 3b 7h

Obrazok 2: Schematické zobrazenie kddujucej oblasti genému koronavirusu SARS-CoV-2.
Orfla a Orflb - otvorené Citacie raimce tvorené génmi kédujicimi neStruktdrne proteiny,
Nsp1-16 - gény kdédujice nestruktirne proteiny, S - gén koédujuci protein spike, E - gén
koédujuci obalovy protein, M - gén kdédujici membranovy protein, N - gén koédujuci
nukleokapsidovy protein. Zelenou farbou sd oznacené gény kddujuce doplnkové proteiny,

Ciernou farbou je oznacend vel'kostna $kala v pocte baz (upravené podla Gordon et al.,
2020).

Pritomnost génov kodujucich doplnkové proteiny je velmi variabilna medzi jednotlivymi

skupinami koronavirusov (obr. 3) (zhrnuté v Woo et al., 2010).
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Obrazok 3: Schematické zobrazenie otvorenych Ccitacich ramcov (Orfs) u vybranych
koronavirusov. la, 1b — Orf nestruktrnych proteinov; HE, S, E, M, N — Orf $truktirnych
proteinov; sivé Sipky — Orf doplnkovych proteinov; ¢islom oznafena velkost’ genomu. A —
alfakoronavirus AMALF infikujtci netopiere, B — l'udsky koronavirus OC43 patriaci medzi
betakoronavirusy, C — vta¢i gamakoronavirus CB17, D — vtaéi deltakoronavirus HKU20
(upravené podl'a Woo et al., 2023).

2.1.5 Virusové proteiny

Proteinovy obal tvoria tri zdkladné Struktirne proteiny: spike (S) glykoprotein, obalovy
(E) protein a membranovy (M) protein v molarnych pomeroch E:S:M priblizne 1:20:300
(Godet et al., 1992). Najviac viditel'ny je glykoprotein S tvoriaci, pre koronavirusy typicke,
vybezky na povrchu cCastic. U niektorych betacoronavirusov sa ale vyskytuje eSte Stvrty
povrchovy glykoprotein hemaglutinin esterdza (HE) (zhrnuté v De Groot, 2006). Protein S je
vo vicsine pripadov zodpovedny za vézbu na receptor hostitel'skej bunky (Collins et al., 1982),
aj ked’ u 'udského koronavirusu NL63 ma tato ulohu pravdepodobne protein M (Naskalska et
al., 2019).

Glykoprotein S je velky transmembranovy protein s N-koncom na vonkajSej strane a C-
koncom na vnutornej strane Castice. Typické vybezky na povrchu viridnov koronavirusov st
tvorené homotrimérnou Struktirou proteinu S (Song et al., 2004). Velkost monomérneho
proteinu S je 128-160 kDa, po N-glykosylacii sa tato vel'kost’ zvysi na 150-200 kDa (zhrnuté v
Masters, 2006). Protein S pozostdva zvelkej ektodomény, transmembranovej domény,
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s jednym transmembranovym tsekom, a kratkej endogénnej Casti. Ektodoména je zloZzena z S1
podjednotky, tvoriacej hlavicu a S2 podjednotky, tvoriacej stopku, ktoré s v priebehu vzniku
Castice proteoliticky Stiepené. Po Stiepeni st podjednotky S1 a S2 nekovalentne spojené.
U alfakoronavirusov k tomuto Stiepeniu nedochadza a monomér proteinu S zostava
v nestiepenej forme. Na S1 podjednotke sa nachddza doména pre vizbu bunkového receptoru,
zatial’ co S2 podjednotka je zodpovedna za fuziu virusovej lipidickej membrany s hostitel'skou

membranou (zhrnuté v Lalchhandama, 2020).

Protein M je najfrekventovanejsie zastupeny Strukturny protein v koronavirusovej castici
(Godet et al., 1992), davajici virionu sféricky tvar. Jeho neglykosylovana forma ma velkost’ 25
az 30 kDa, podlicha ale mnohonasobnej glykosylacii (Locker et al., 1992). Pozostava z N-
terminalnej ektodomény, troch transmembranovych tusekov a C-termindlnej domény
orientovanej do vnutra Castice. Proteinovd sekvencia M proteinu je relativne vyznamne
konzervovana u pribuznych druhov koronavirusov ale odlisna medzi malo pribuznymi druhmi

(zhrnuté v Masters, 2006).

Protein E je maly, integralny membranovy protein o velkosti 8,4 az 12 kDa. Pozostadva
z kratkej hydrofilnej N-koncovej €asti, vel'kej hydrofobnej transmembranove;j Casti a dlhej C-
koncovej hydrofilnej Casti. Transmembranova hydrofébna c¢ast’ obsahuje aspont jeden
oligomerujuci amfipaticky alfahelixovy tsek, formujtci idnovy kanal (zhrnuté v Schoeman &
Fielding, 2019). Pocas replika¢ného cyklu virusu je protein E v bunke produkovany vo vel'kom
mnozstve ale len mala Cast’ je vloZena do vznikajtcich viridnov (Venkatagopalan et al., 2015).
Jeho presna funkcie nie je Uplné znama, ale vytvorenie rekombinantnych koronavirusov
s chybajucim génom kodujucim protein E viedlo k ochromeniu maturdcie a vyraznému
zniZeniu titrov virusu (DeDiego et al., 2007, Ortego et al., 2007), ¢o poukazuje na dolezitost’

proteinu E pre spravnu maturaciu a tvorbu virusovej Castice.

U niektorych betakoronavirusov sa na povrchu €astic nachadzaji d’alSie, mensie vybezky,
dlh¢ 5 az 7 nm, tvorené hemaglutinin esterazou (HE). Velkost HE je okolo 400
aminokyselin, ma niekol’ko glykosyla¢nych miest a vo virione tvori homodiméry. Konkrétna
funkcia resp. funkcie nie st Uplne zname ale niekol’ko §tadii poukazuje na jej ddlezitost’ pri

vstupe virusovej Castice do hostitel'skej bunky (zhrnuté v De Groot, 2006).

Vo vnutri viridonu sa nachadza nukleokapsidovy protein N. Jeho velkost’ sa pohybuje
vrozmedzi 43 az 50 kDa (zhrnuté v Masters, 2006). S gendbmovou RNA virusu tvori

ribonukleoproteinovy komplex. Vdaka velkému mnozZstvu serinu je protein fosforylovany
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(Stohlman & Lai, 1979). Je zlozeny z N-koncovej a C-koncovej domény, ktoré su schopné
viazat' RNA (Kuo & Masters, 2013). Protein N viaze tiez nestrukturny protein 3 (nsp3) (Hurst
et al.,, 2013) a protein M (Sturman et al., 1980). Tieto interakcie si potrebné pre spravny

prechod replikacnym cyklom a tvorbu novych viriénov.

Vsetky Struktirne proteiny vznikaji zo samostatnych otvorenych ¢itacich ramcov (Orfs).
Nestruktirne proteiny (nsps) koronavirusov su rozdelené do dvoch Orfs: Orfla a Orflb. Nsps
vznikaju ako dve polyproteiny (pp): kratsi ppla tvoreny proteinmi nspl az nsp11 a dlhsi pplab
tvoreny proteinmi nspl az nspl6 s chybajicim nspll, ktory je kvoli programovanému
ribozomalnemu posunu (PRF, zangl. programmed ribosomal frameshifting) vynechany.
Samostatné nsp vznikaju proteolitickym Stiepenim polyproteinov virusovymi protedzami nsp3
ansp5 (zhrnuté¢ v Kung et al., 2022). Jednotlivé koronavirusové nsp aich zatial zname a

odhadované funkcie st uvedené v tabulke 2.

NesStruktiarny protein | Funkcia

Nsp1* Antagonista IFN

Degradacia hostitel'skych mRNA

Inhibicia translacie

Zastavenie bunkového cyklu

Nsp2 Asociovany s RTC, presna funkcia zatial’ neznama

Nsp3 Papain-like proteaza PL1P™ — Stiepenie polyproteinov

Papain-like protedza PL2P™ — S§tiepenie polyproteinov,
deubiquitina¢ny enzym

ADP-riboza-1""-fostat fosfohydrolaza

Viézba RNA, viézba proteinu N

Antagonista INF
Formovanie DMV
Nsp4 Formovanie DMV
Nsp5S 3C-like proteaza 3CLP™ — Stiepenie polyproteinov
Nsp6 Formovanie DMV
Nsp7 Viézba ssRNA

Podjednotka holoenzymu RdRp

Nsp8 Podjednotka holoenzymu RdRp

(Pravdepodobne) primaza, tvorba komplexu s nsp7
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(Pravdepodobne) 3’-koncové adenylyltransferaza

Nsp9 Asociovany s RTC, zahrnuty v tvorbe 5’ ¢iapocky
(Pravdepodobne) vdzba ssRNA
Nspl10 Asociovany s RTC, kofaktor pre nspl4 exonukledzovi
a nsp16 metytransferdzovi aktivitu
Reguléacia PRF
Nspll Neznama
Nsp12 RdRp
Nspl13 Helikéaza
RNA 5’-trifosfataza
Nspl4 3’-5’ exoribonukleaza
Guanin-N7-metyltransferaza — tvorba 5’ ¢iapocky
Nspl5 Uridylat-$pecificka endoribonukleaza
Nsp16 Ribdza-2’-O-methyltranferaza — tvorba 5’ iapocky

Tabulka 2: Koronavirusové nestruktiirne proteiny (nsp) a ich zndme a odhadované funkcie.
IFN — interferon, RTC — replikdzovy/transkriptazovy komplex (z angl. Replicase/transcriptase
complex), DMV — dvojmembranovy va¢ok, RdARp — RNA dependentnd RNA polymeraza, PRF

— programovany ribozoméalny posun. * — nepritomny u gamakoronavirusov

a deltakoronavirusov (upravené podl'a Woo et al., 2023).

Doplnkové proteiny, vznikajuce zo samostatnych Orf, st najviac variabilné vo velkosti,
sekvencii alebo vobec ich pritomnosti medzi r6znymi koronavirusmi. Tieto proteiny obvykle
nie st esencialne pre replikdciu a vznik virusovych Castic, maji ale dolezitu tlohu vo virulencii
daného virusu. Doplnkové proteiny obvykle interaguju so zlozkami hostiteI'skych buniek
a ovplyviiuji tak mechanizmy imunitnej odpovede a d’alSich bunecnych ciest veducich
k ochrane pred virusovymi infekciami, ako st autofigia a apoptéza, ¢im prispievaji

k patogenéze virusu (zhrnuté v Hurtado-Tamayo et al., 2023).

2.1.6 Replikacny cyklus
2.1.6.1 Vstup virionu do bunky

Prvym krokom, spust’ajucim replikacny cyklus, je zachytenie virusovej Castice na povrch
hostitel'skej bunky. Za tento proces je u vacSiny koronavirusov zodpovedny protein S. Sticastou

S1 podjednotky proteinu S je receptor vizbovd doména (RBD, z angl. Receptor binding
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domain) viazuca bunkovy receptor. RBD doména sa moze nachadzat na N-konci S1
podjednotky, ako to je u MHV (Kubo et al., 1994) alebo na C-konci S1 podjednotky, ako to je
u l'udskych koronavirusov (HCoVs, z angl. Human coronaviruses) HCoV-229E (Bonavia et al.,
2003), HCoV-HKUT1 (Qian et al., 2015), HCoV-NL63 (Lin et al., 2008) SARS-CoV (Wong et
al., 2004) a MERS-CoV (N. Wang et al., 2013). Interakcia medzi RBD proteinu S a bunkovymi

receptormi urcuje druhov aj tkanivovu Specificitu daného koronavirusu (tab. 3).

Rod Druh Bunkovy tropizmus Bunkovy receptor
Alfakoronavirusy NL63 Alveolarne bunky typu ACE2
I a typu II, endotelidlne
bunky, riasinkové
bronchialne bunky
229E Alveolarne epitelidlne APN
bunky typu I, alveolarne
makrofagy
TGEV Neriasinkové bronchialne APN
bunky
Betakoronavirusy | OC43 Epitelidlne a neuronalne 9-O-acetylovana
bunky sialova kyselina
HKU1 Epitelidlne bunky dychacich | 9-O-acetylovana
ciest, alveolarne epitelialne | sialova kyselina
bunky typu II
MHV Leukocyty, epitelidlne CEACAMI1
a endotelialne bunky
MERS-CoV | Endotelidlne bunky DPP4
SARS-CoV | Alveolarne bunky typu ACE2
I a typu 11, endotelidlne
bunky, riasinkové
bronchialne bunky
SARS-CoV-2 | Alveolarne bunky typu ACE2
I a typu I, endotelidlne
bunky, riasinkové
bronchialne bunky
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Tabul’ka 3: Rozpoznavany bunkovy receptor a najcastej$i bunkovy tropizmus vybranych alfa
a beta koronavirusov. ACE2 — angiotenzin-konvertujuci enzym 2 (z angl. Angiotensin-
converting enzyme 2), APN — aminopeptidaza N, CEACAM1 — Bunkova adhézna molekula 1
suvisiaca s karcinoembryonalnym antigénom (z angl. Carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 1), DPP4 — dipeptidyl peptidaza 4 (upravené podl'a Wedrowska et al., 2020).

Po naviazani RBD proteinu S na receptor dochadza k proteolitickému Stiepeniu proteinu S,
pricom dojde k oddeleniu podjednotky S1, nesticej RBD, od fuznej podjednotky S2 (Belouzard
et al., 2009). Na vstup virusovej castice do cytosolu je potrebné druhé proteolitické Stiepenie
proteinu S v mieste S2° vo vnutri S2 podjednotky, za ktoré je obvykle zodpovedna
transmembranova serinova protedza 2 (TMPRSS2, z angl. transmembrane serine protease 2),
katepsinova alebo inad hostitel'skd protedza (Kleine-Weber et al., 2018). Tymto Stiepenim
dochadza k odhaleniu fizneho peptidu, nesticeho hydrofébne tuseky, ktory nasledne tvori
oligomericky alfahelikalny komplex v antiparalelnom usporiadani (Bosch et al., 2003). Tvorba
tohto komplexu vedie k splynutiu bunkovej membrany a virusového lipidického obalu
a uvolneniu gendému virusu do cytozolu. Fuzia virusového obalu a bunkovej membrany moze
prebehnut’ priamo medzi virusom a cytoplazmatickou membranou alebo medzi virusom

a membranou endozoému, po jeho acidifikacii (zhrnuté v Y. Wang et al., 2020).

2.1.6.2 Tvorba neStruktirnych proteinov

Po uvolneni virusového genomu do cytozolu hostitel'skej bunky dochadza k translacii
génov kodujucich nestruktirne proteiny (nsp), nachadzajucich sa v Orfla a Orflb. Translaciou
tohto iseku dochéadza k tvorbe dvoch polyproteinov (pp): ppla, nesticeho nspl-11 applab,
nestceho nspl-16 s chybajicim proteinom nspll. Pplab vznikd vdaka programovanému
ribozomalnemu posunu (PRF), ku ktorému dochadza na zéklade pritomnosti pseudosluc¢kove;j
sekundarnej Struktary, ktora, v niektorych pripadoch, zastavi translatujici ribozém na
Specifickej sekvenci, ¢o vedie k jeho posunu a zmene citacieho rdmca (Baranov et al., 2005).
Ppla applab st nasledne Stiepené virusovymi protedzami na jednotlivé nsp. Protein nsp3
predstavujuci Papain-like protedzu zodpoveda za Stiepenie proteinov nspl, nsp2 ansp3
(zhrnuté v Mielech et al., 2014). ZvysSné nsp vznikaju Stiepenim virusovych polyproteinov

proteinom nsp3, predstavujucim hlavnt virusovli 3C-like proteazu (Anand et al., 2002).

Niektoré nsp vytvaraju replikazovo-transkriptdzovy komplex (RTC) potrebny na syntézu
virusovych RNA zahfnajacu replikéciu a transkripciu sub-gendmovych RNA molekul, zatial
¢o iné nsp sa zucastiuji vzniku bunkovych suborganel a tym tvorby vhodného prostredia pre

procesy replikacie a transkripcie virusovej RNA. Proteiny nsp7-11 maja skor podporné tulohy
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pre virusovu replikéciu a transkripciu, ako je tvorba RNA primerov, vizba a ochrana ssRNA
alebo su dolezitym kofaktorom pre enzymy RTC. Proteiny nspl2-16 predstavuju hlavné
enzymy, potrebné pre procesy RTC, ako je RNA-dependentna RNA polymeraza, helikaza, pre
koronavirusy typickd exoribonukleaza a metytranferazy, potrebné pre tvorbu 5’ Ciapocky.
Proteiny nsp3-6 obsahuji rozsiahle hydrofoébne oblasti, zuCastiiuji  sa  tvorby
dvojmembranovych vackov, odvodenych od endoplazmatického retikula a su teda esencialne
pre tvorbu vhodného prostredia pre priebeh procesov RTC (zhrnuté v Neuman et al., 2014).
Protein nspl je ddlezity pre regulaciu translacie bunkovych a virusovych mRNA. Viaze 18S
rRNA a zabraiuje zlozenie ribozomu na mRNA. Nspl je z vizby s 18S rRNA uvolneny po
rozpoznani Specifickej Struktiry na 5° konci RNA virusu a tym umoziiuje Specificky tvorbu

virusovych RNA (Banerjee et al., 2020).

2.1.6.3 Replikacia a transkripcia

Po vzniku neStruktirnych proteinov (nsp) a tvorbe replikdzovo-trankriptazového
komplexu (RTC) dochédza k produkcii gendmovej a niekol’kych subgenomovych virusovych
RNA. Subgenémové RNA (sgRNA) funguji ako mRNA pre tvorbu Struktirnych
a doplnkovych proteinov. Gendémova aj subgenémové RNA vznikaji z intermediatov
v negativnej forme. VSetky sgRNA nesu 3’ koncovu sekvenciu zhodnu s genomovou RNA
a Cast’ netranslatovanej oblasti 5° konca genomu — 5’ veducu sekvenciu (z angl. 5° Leader
sequence), potrebni pre umoznenie translacie virusovej sgRNA (zhrnuté v Y. Wang et al.,
2020). V UTR oblasti na 5’ konci sa nachadzaju Specifické sekundarne Struktiry formujuce
sluc¢ky (SL, z angl. stem-loop), ktoré maji regulacnt funkciu. V regulécii translacie virusovych
sgRNA ma dodlezita ulohu 5’ veducu oblast’ obsahujuca SL1 a SL2. Tieto slucky su rozpoznané
proteinom nspl, naviazanym na 18S rRNA ribozomu. Po rozpoznani SL1 a SL2 dochadza
k uvol'neniu proteinu nspl z vdzby s ribozOmom a umoZneniu priebehu translacie (Banerjee et
al., 2020). Negativne formy sgRNA vznikaju preruSovanou RNA syntézou, v ktorej st dolezité
transkripcné regulaéné sekvencie (TRS). TRS su dlhé asi 15 nukelotidov a nachédzaja sa vo
vel'mi blizkom okoli génov kodujicich véacsinu Strukturadlnych a doplnkovych proteinov (D.
Wang et al., 2021). Vznik negativnej formy sgRNA zacina prepisom 3’ konca pévodného
genomoveho vldkna RNA-dependentnou RNA polymerazou (RdRp). V okamihu, kedy RdRp
dojde k TRS sekvencii urcitého génu, moze polymeraza bud’ d’alej pokracovat’ v syntetizovani
retazca negativnej formy sgRNA alebo preskocit’, vd’aka komplementarnemu parovaniu TRS
daného génu s TRS veducej sekvencie (TRS-L), na TRS veducu sekvenciu na 5° konci gendému

a vytvorit’ tak negativnu formu sgRNA nestucu 5’ vedtcu oblast. Mechanizmom prerusovane;j
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syntézy mozu koronavirusy vytvarat rozne dlhé sgRNA s 5’ veducou oblastou, nesicou SL1
a SL2, ktoré¢ su potrebna pre umoznenie translacie virusovych sgRNA (Sun et al., 2021).
Pozitivne formy sgRNA nésledne vznikaji neprerusovanym prepisom negativnych foriem

sgRNA.

A B

(+) sgRNAs:
(+)S-mRNA -~~~ (A)
{+) 3a-mRNA B (A),
(+) E-mRNA F~—(A),
(+) M-mRNA W),
SLL (+) 6-mRNA J—~—r(A),
od (+) 7a-mRNA J(A),
%@ (+) 7b-mRNA Jrmn (),
g (+) 8-mRNA A,
"ﬁ” (+) N-mRNA ),

Obrazok 4: A: 5° UTR oblast’ gendému koronavirusu SARS-CoV-2, kmenn Wuhan-Hu-1. SL1
az SL8 — slucky, ¢ervenou farbou oznacend TRS veducej sekvencie. B: subgendémové RNA
tvorené virusom SARS-CoV-2, kmeit Wuhan-Hu-1. Cervenou farbou oznacena 5° TRS vedtice;
sekvencie (upravené podl'a Kung et al., 2022).

2.1.6.4 Skladanie a uvol’nenie novych virionov

Poslednymi krokmi replikacného cyklu koronavirusov je zloZenie novych viriénov a ich
nasledné uvolnenie z hostitel'skej bunky. Hlavnymi zlozkami tohto procesu st Struktirne
proteiny S, M, E a N. Proteiny S, M a E su translatované, vloZzené do endoplazmatického
retikula (ER) asekrenou drdhou presunut¢ do intermedidrneho kompartmentu
endoplazmatického retikula a golgiho aparatu (ERGIC, z angl. endoplasmic-reticulum—Golgi
intermediate compartment), kde dochadza k vizbe gendmove; RNA virusu, naviazanej na
protein N, k membrane ERGIC a tvorbe virionov (zhrnuté v de Haan & Rottier, 2005).
Hlavnym proteinom pre tvorbu virusovych cCastic je protein M, ktory je zastipeny v najvicSom
mnozstve a interaguje s vacsinou Strukturnych proteinov. Pre formovanie viriéonov je esencialna
pritomnost’ proteinu E, ktory je zastipeny v najmenSom mnozstve vo vyslednych casticiach.

Jedna zjeho funkcii je zabranenie agregacie proteinu M do nerozpustnych komplexov

23



(Boscarino et al., 2008) a bez jeho pritomnosti nedochédza k tvorbe prazdnych virusovych
castic (VLPs, z angl. Virus-like particles) (Bos et al., 1996). U niektorych koronavirusov je na
tvorbu viriénov dostaCujuca pritomnost’ proteinov M a E (Vennema et al., 1996), u inych je
potrebny aj protein N (Siu et al., 2008). Protein S je tiez vkladany do viridnov, jeho pritomnost’
ale nie je esencidlna pre ich tvorbu. Vézba proteinu M s proteinom N naviazanym na genomovu
RNA vedie k dokonéeniu formovania virusovych castic. Nasledne prechadzaji viriony do
golgiho aparatu a trans-Gilgiho siete (TGN, zangl. Trans-Golgi network), kde dochadza
k Stiepeniu proteinu S na podjednotky S1 a S2, ktoré¢ dalej interaguju nekovalentne.
U niektorych koronavirusov st maturované viriony nasledne uvol'nené z hostitel’skej bunky, za

vyuzitia lyzozomalneho transportu (Ghosh et al., 2020).

2.2 SARS-CoV-2

Koronavirus spdsobujuci tazky akutny respiracny syndrom (SARS-CoV-2, zangl.
Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus) je 6smy a najnovsie objaveny l'udsky
koronavirus identifikovany zaciatkom roku 2020. Je pdvodcom globédlnej pandémie
koronavirusového ochorenia 19 (COVID-19, z angl. Coronavirus disease 19), tvoriaceho
rozsiahle respirané infekcie (Wu et al., 2020, Zhu et al., 2020). Patri medzi betakoronavirusy,
podrod Sarbecovirus a je zaradeny medzi SARS-pribuzné koronavirusy (Gorbalenya et al.,
2020). Velkost’ jeho gendému je 29.9 kb a jeho organizacia je zhodnd s typickym gendémom
betakoronavirusov. Asi dve tretiny genomu su tvorené génmi kodujicimi 16 neStruktarnych
proteinov nsp1-16, zvys$na tretina je tvorend génmi kodujiicimi Struktirne proteiny S, M, E, N
a génmi kodujicimi 9 doplnkovych proteinov. Sekvencia gendmu SARS-CoV-2 je 79% zhodna
s koronavirusom SARS-CoV a 50% zhodné s koronavirusom MERS-CoV. Aminokyselinova
sekvencia Strukturnych proteinom SARS-CoV-2 je, s vynimkou proteinu S, viac ako 90%
zhodnd so sekvenciou Struktirnych proteinov virusu SARS-CoV asekvencia vicSiny
nestrukturnych proteinov SARS-CoV-2 zdiel'a 85% zhodu so sekvenciou nsp koronavirusu
SARS-CoV (J. F. Chan et al., 2020, Lu et al., 2020). Protein S SARS-CoV-2 je dlhsi ako protein
S pribuznych koronavirusov azdiela okolo 77% zhodu aminokyselinovej sekvencie
s koronavirusmi l'udi a cibetiek, a 75-97% zhodu s koronavirusmi netopierov patriacimi do
rovnakého podrodu (zhrnuté v Hu et al., 2021). SARS-CoV-2 viaZe na povrchu hostitel'skej
bunky, rovnako ako SARS-CoV, receptor angiotenzin-konvertujici enzym 2 (ACE2)
(Hoffmann et al., 2020). Okrem l'udského ACE2 rozpoznava s r6znou uc¢innost'ou aj ACE2
u prasiat, fretiek, makakov rhesus, cibetiek, Supinatcov, maciek, kralikov, psov a d’alSich zvierat

(Chandrashekar et al., 2020, Shi et al., 2020, Zhao et al., 2020), ¢o poukazuje na relativne Siroky
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rozsah potencidlnych hostitelov. Pre vstup virusovych castic do hostitel'skej bunky je, ako
u mnohych d’al§ich koronavirusov, potrebné proteolytické Stiepenie proteinu S, ktoré je
sprostredkované hostitel'skymi protedzami (Hoffmann et al., 2020, Shang et al., 2020).
NajblizSim zndmym pribuznym virusu SARS-CoV-2 je koronavirus RaTG13, infikujaci
netopiere, s 96,2% zhodou v celogendmovej sekvencii. Vo vsSetkych otvorenych c¢itacich
ramcoch (Orfs), vratane proteinu S, zdiel'a virus RaTG13 so SARS-CoV-2 viac ako 90%
podobnost’. Dal§imi blizkymi pribuznymi st netopieri koronavirus RmYNO2, s 93,3%
gendémovou zhodou a 97,2% zhodou v génoch tvoriacich Orfla a Orflb (Hong Zhou et al.,
2020) a, s Ciastotne mensou zhodou, koronavirusy ZC45 a ZXC21 vyskytujice sa tiez
u netopierov (zhrnuté v Hu et al.,, 2021). Existencia blizko pribuznych koronavirusov
vyskytujicich sa u netopierou naznacuje, Ze netopiere pravdepodobne predstavuji rezervoar
pre SARS-CoV-2 (Lau et al., 2020). Daldie SARS-CoV-2 pribuzné koronavirusy s takmer
identickou receptor vizbovou doménou (RBD) boli objavené u Supinatcov. Na rozdiel od
netopierov, u Supinatcov infikovanych koronavirusmi boli pozorované hystopatologické
a klinické prejavy ochorenia, ¢o naznacuje, Ze Supinatce nie su rezervoarom tychto
koronavirusov ale skor medzihostitel'om (Xiao et al., 2020). Napriek rozsiahlym vyskumom,
zatial’ nebol urc¢eny prechodny hostitel’, spdsob prenosu virusu na cloveka ani konkrétny priamy

predchodca koronavirusu SARS-CoV-2.

2.3 Nspl4

Nestruktirny protein 14 (nspl4) je Strndsty neStruktirny protein koronavirusov. Je
koédovany génom nachddzajicim sa v Orf 1b. Vznika ako stcast’ polyproteinu pplab, z ktorého
je vystiepeny hlavnou koronavirusovou 3C-like protedzou predstavujicou protein nspS5 (Anand
et al., 2002). Nspl4 ma dve domény: N-koncovu exonukleazovii doménu (ExoN) s 3’-5’
exoribonukleazovou aktivitou a C-koncovi metyltransferazovi doménu s N7-guanin
metyltransferazouvou aktivitou, zacastiiujicou sa tvorby 5’ €iapocky na 5° konci virusovej
RNA. (Minskaia et al., 2006, Chen et al., 2009). Velkost’ nsp14 je asi 60 kDa, pricom priblizne
polovicu zabera ExoN doména a zvys$nu polovicu metytranferdzova doména. Tieto domény st
prepojené kratkym spajacim usekom bez Specifickej sekundarnej Struktary. Hlavnou funkciou
exonukledzovej domény je opravnd aktivita pocas replikacie genomu. Vzhl'adom na vysoku
chybovost’ RNA polymeraz a rozsiahlu velkost’ gendému koronavirusov je u niektorych druhov
esencidlna a jej nepritomnost’ je pre virus letdlna (Minskaia et al., 2006, Ogando et al., 2020),
u inych druhov je neesencialna ale jej nepritomnost’ vyrazne ovplyviiuje presnost’ replikacie

(Eckerle et al., 2007, 2010).
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ExoN doména proteinu nspl4 je na zaklade sekvencnej podobnosti zaradend medzi
DEDDW/DEEDh exonukleazy. Nazov tejto skupiny exonukledz je odvodeny od aminokyselin
pritomnych v konzervovanych aktivnych miestach, v ktorych sa vyskytuju tri kanonické
motivy: D90, E92 (motiv I), D243 alebo E191 (motiv II) a D273 (motiv III). (zhrnuté v Ogando
etal., 2019). Struktura jadra ExoN je tvorena pretodenym beta-listom ohrani¢enym piatimi alfa-
helixovymi Strukturami. ExoN proteinu nsp14 tvori tiez dva motivy zinkového prstu a vizbové
miesto pre neStruktarny protein 10 (nsp10). Motiv zinkového prstu 2 sa nachédza v blizkosti
aktivneho miesta a jeho pravdepodobna funkcia je katalyza exonukleazovej reakcie, zatial’ o
motiv zinkového prstu 1 je pravdepodobne ddlezity pre Struktirnu stabilitu proteinu nsp14 (Ma
et al., 2015) a pravdepodobne tiez ovplyviiuje vizbu proteinu nsp10 (Ogando et al., 2020). Na
fungovanie enzymatickej aktivity ExoN domény je v aktivnom mieste, viazucom RNA,
potrebna pritomnost dvoch Mg?" iénov. Jeden znich sluzi na aktiviciu molekuly vody
potrebnej na nukleofilni substituciu exonukledzovej reakcie a druhy umoziuje odchod
produktu reakcie (Ma et al., 2015). Dal§im ddlezitym prvkom pre fungovanie exonukleazovej
aktivity je vizba nspl0. ExoN doména dokaze hydrolyzovat’ jednovldknovu aj dvojvldknovua
RNA v smere 3’ k 5 ale nedokaze Stiepit DNA. Bazalne fungovanie exonukleazovej aktivity
nevyzaduje pritomnost kofaktoru nsplO ale pri vdzbe nspl0 dochddza k 35-ndsobnému
zvySeniu aktivity (Bouvet et al., 2012). Zmena aktivity je spdsobend vyrazne odliSnou
konforméciou Casti nspl4 obsahujicej vizbové miesto pre nspl0. VacSina oblasti viazucej
nsp10, obsahujuca hydrofébne aminokyseliny, je v jeho nepritomnosti zloZzenad do jadra ExoN

domény. Toto zloZenie vyrazne meni aktivne miesto a stazuje pristup substratu (Imprachim et

al., 2023).

2.4 Nspl0
Nestruktarny protein 10 je maly protein o velkosti asi 15 kDa. Vyskytuje sa Specificky

u virusov, ked’ze nebol najdeny Ziaden podobny ekvivalent u prokaryot ani eukaryot. M4 dva
motivy zinkovych prstov. Jeden z nich sa nachadza blizko N konca, druhy v dlhej C-terminélne;j
sluckovej oblasti (Rogstam et al., 2020). Nema enzymaticki aktivitu ajeho funkcia je
pravdepodobne aktivacia a zvySovanie efektivity enzymatickych aktivit inych virusovych nsps.
Viaze protein nsp14 a vyrazne tym zvySuje exonukleazovua aktivitu ExoN domény, pricom jeho
vézba pravdepodobne nema vplyv na metyltranserdzovl aktivitu nspl4 (Chen et al., 2009).
Interaguje tieZ s proteinom nspl6 a aktivuje jeho 2°O-metyltransferdzova aktivitu (Bouvet et
al., 2010). Nsp10 je schopny viazat nukleové kyseliny, co pravdepodobne tiez prispieva k

stabilizacii substratu a zefektivneniu enzymatickej aktivity d’alSich nsp, s ktorymi interaguje
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(Matthes et al., 2006). Jeho nepritomnost’ je pre replikaciu koronavirusov letalna (Donaldson

etal., 2007).

Obrazok &. 5: Struktira nestrukturnych proteinov nsp14 a nsp10 koronavirusu SARS-CoV-2
v komplexe s dSRNA (PDB: 7NOB), zachytena pomocou kryo-elektronovej mikroskopie.
OranZovou farbou je oznaceny protein nsp14, zelenou farbou protein nsp10, ruZovou farbou je
oznacen¢ Stiepené vlakno dsRNA a fialovou farbou nestiepené vldkno dsRNA (Liu et al., 2021).
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3 Ciele prace
Cielom tejto diplomovej prace bolo charakterizovat exonukledzovu aktivitu

koronavirusového proteinu nsp14 a jeho interakciu s proteinom nsp10.

e Priprava expresnych vektorov nestcich mutované verzie nspl4 (E191A; H268A,
D273A) a mutovanu verziu nsplOFL (T5A)

e Expresia nemutovanych aj mutovanych proteinov v bakteridlnom expresnom systéme
vyuzivajucom baktérie E. coli

e Purifikécia vSetkych verzii proteinov

e Charakterizacia exonukledzovej aktivity nemutovanej nspl4 v pritomnosti nsp10FL,
nsp10sh a v nepritomnosti nsp10

e Charakterizacia exonukledzovej aktivity mutovanych verzii nspl4 v pritomnosti

nspl0FL a nemutovanej nsp14 v pritomnosti mutovanej verzie nsp10
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4 Material a metody

4.1 Material
4.1.1 Pristroje

elektroforézu EV 231

Aparatira a zdroj pre vertikalnu Bio-Rad
elektroforézu PowerPac Basic
Aparatira a zdroj pre horizontalnu Consort

Centrifiiga Allegra X-15R

Beckman Coulter

Centrifiiga Avanti J-26S XPI

Beckman Coulter

Centrifuga Avanti J-30I

Beckman Coulter

Centrifaga Centrifuge 5415 R

Eppendorf

Centrifaga Centrifuge 5418

Eppendorf

FPLC systém AKTA purifier

GE Healthcare Life Sciences

Inkubator Incubating Mini Shaker

VWR

Inkubator Innova 44R

New Brunswick Scientific

Inkubator Petriho misiek IPP 400

Memmert

Kolodna pre gélova chromatografiu

Superdex™ 75 16/600 pg

GE Healthcare Life Sciences

Laminéarny box Clean air

Telstar

Laserovy skener Amershan Typhon imager

RGB

GE Healthcare Life Sciences

Sonikator Q700 QSonica Sonicatitors
Spektrofotometer NanoDrop ND-1000 Thermo Fisher Scientific
Termoblok SBH130D Stuart

Termocykler Professional TRIO Biometra

Thermocycler

UV-fotoaparat Quantum ST4-1100 Vilbert Lourmat

HV

Vortex Gene 2 Scientific Industries
Zahrievacia vodna kupel’ JB Aqua 2 Plus Grant
Zdroj pre vertikalnu elektroforézu PowerPac | Bio-Rad
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4.1.2 Laboratérne pomocky

Centrifugacné kyvety Oak Ridge

Sigma

Centrifugacné skimavky

Kartell, Carl Roth

Koncentrator Macrosep® Advance

Pall Corporation

Centrifugal Device 30K

Koncentrator Macrosep® Advance Pall Corporation
Centrifugal Device 3K

Laboratorne sklo Simax

PCR mikroskumavky Scientific Specialties Inc
Pipety Gilson
4.1.3 Chemikalie
Agaroza pre DNA elektroforézu SERVA
Akrylamid/bisakrylamid 40% Rotiphorese Carl Roth
gel 40 (19:1)
Ampicilin Carl Roth
Coomassie Brilliant Blue R250 Sigma-Aldrich

DNA standard GeneRuler™ 1 kb Plus DNA
Ladder

Thermo Fisher Scientific

DTT (1,4-Dithiotreitol)

Thermo Fisher Scientific

EDTA (kyselina etyléndiamin tetraoctova) Carl Roth
Ethidium bromid Carl Roth
Glycerol anhydrous G.R. Lach-ner
HEPES Carl Roth
Chlorid hore¢naty (MgCl,) Lach-ner
Chlorid Sodny (NaCl) Lach-ner

IPTG (Isopropyl B-D-1-
thiogalaktopyranozid)

Thermo Fisher Scientific

Izopropanol Penta chemicals
Mocovina Penta chemicals
NiNTA agaroza Thermo Fisher Scientific

Persiran amonny

Carl Roth
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Proteinovy $tandard PageRuler™ Plus

Prestained Protein Ladder, 10-250 kDa

Thermo Fisher Scientific

SDS (Dodecylsiran sodny)

Carl Roth

TCEP (Tris(2-karboxyetyl)fosfin)

Thermo Fisher Scientific

TEMED

Carl Roth

B -merkaptoetanol

Sigma-Aldrich

4.1.4 Pufry a roztoky

5% nanaSaci pufor pre SDS-PAGE

60 mM Tris (pH 6,8); 25% glycerol; 2,9%

elektroforézu SDS; 714 mM BME; 0,1% bromfenolova
modra

EB 10 mM Tris (pH 8,0)

Elu¢ny pufor 50 mM Tris (pH 8,0); 5 mM MgCly; 300

mM imidazol; 300 mM NaCl; 3 mM BME;
10% (V/V) glycerol

Farbiaci roztok Coomassie Brilliant Blue

3 mM Coomassie Brilliant Blue R250; 1,5
M CH3COOH; 50% (V/V) metanol

Lyza¢ny pufor 50 mM Tris (pH 8,0); 5 mM MgCly; 20 mM
imidazol; 300 mM NaCl; 3 mM BME; 10%
(V/V) glycerol

N3 4,2 M Guanidium hydrochlorid, 0,9 M KAc,

pH 4,8

Nanasaci pufor pre DNA elektroforézu

6% DNA Loading Dye, Thermo Fisher

Scientific

NiNTA aktiva¢ny pufor 100 mM NiCl

NiNTA cistiaci roztok 50 mM EDTA; 500 mM NaCl

P1 50 mM Tris (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100
mg/ml RNAsa A

P2 200 mM NaOH, 1% (V/V) SDS

PB 5 M Guanidinium hydrochlorid, 30% (V/V)
1sopropanol

PE 10 mM Tris (pH 7,5), 80 % ethanol
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Pufor na gélovu chromatografiu

25 mM Tris ( pH 7,4); 4 mM MgCly; 150
mM NaCl; 1 mM TCEP; 10% (V/V)
glycerol

Pufor pre SDS elektroforézu

25 mM Tris NacCl, 0,25 M glycin, 0,1 %
(w/w) SDS, pH 8,8

Reakény pufor 200 mM HEPES (pH 7,5); 1 M NaCl; 50
mM MgClz; 10 mM DTT
T4 Ligacny pufor 5% Rapid Ligation pufor, Thermo Scientific

Zastavovaci pufor

8 M mocovina; 50 mM EDTA; 1,5%x TBE

4.1.5 Enzymy

2x Phusion Flash PCR master mix

Thermo Scientific

5% T4 DNA ligaza

Thermo Scientific

SUMO proteaza

Pripravena v laboratoriu

4.1.6 Média

LB Carl Roth
LB Agar Carl Roth
4.1.7 Bakterialne kmene
Escherichia coli DH5a New England BioLabs
Escherichia coli BL21 CodonPlus(DE3)- Agilent

RIL
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4.1.8 Oligonukleotidy

Muticie | E1I91A fw | GCACTGACCAGCATGAAATAC
proteinu | E191A rev | [phos]AAAACCATGTGCCCACAGAAC
nspl4 H268A, D273A | fw | GCAGTTGCAAGCTGTGCAGCAATTATGACCCG
TTGTCTG
H268A, D273A | rev | [phos]TGCATTACCATGAACCTGAC
Mutacie | TSA fw | GCAGAAGTTCCTGCAAATAGCACCGTTCTG
proteinu | T5A rev | [phos]TGCGTTACCAGCTCCACCAATC
nsp10FL

Tabul’ka 4: Sekvencie primerov vyuzitych na mutéciu proteinov nsp14 a nsp10FL.

[ SUMOSeq [ CTTAAGATTCTTGTACGACGGT

Tabul’ka 5: Sekvencia sekvenaéného primeru SUMOSeq.

Templatové vlakno na AUAUAACUUAAUCUCACAUAGC
tvorbu dsRNA/dsRNA MM

Primer na tvorbu dsRNA Cy5-GCUAUGUGAGAUUAAGUUAU

Primer na tvorbu dsRNA Cy5-GCUAUGUGAGAUUAAGUUAG
MM

Primer ssRNA Cy5-GCUAUGUGAGAUUAAGUUAU

Tabul’ka 6: Sekvencie oligonukleotidov pouzitych na aktivitné eseje. U templatového vldkna
hrubym pismom vyznaceny 5’ presah, u primeru na tvorbu dsSRNA MM cervenou farbou
vyznacend bdza tvoriaca nespravne parovanie vo vyslednej dsSRNA MM.
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4.2 Metody
4.2.1 Priprava plazmidov mutovanych verzii nspl4, nspl0 a skratenej
verzie nsp10

4.2.1.1 Navrh primerov na pripravu mutovanych verzii nsp14 a nsp10

Primery boli navrhnuté v programe A Plazmid Editor (ApE). Ako templat na pripravu
mutovanych verzii proteinu nspl4 a nsp10 bol pouzity plazmid pSUMO nesuci gén kodujuci
protein nspl4 (pSUMO nspl4), respektive gén kédujuci protein nspl0 plnej dizky
(pSUMO _nspl10FL). pSUMO plazmid je plazmid odvodeny od komeré¢ného plazmidu pHIS2
s ampicilinovou rezistenciou, ktory nesie 8 histidinov (HisTag) vo fzii so Sumo kotvou
(SumoTag, z angl. Small Ubiquitine-like Modifier), ktoré slizia ako purifika¢na a solubiliza¢na
kotva. Priame (fw, z angl. Forward) primery na pripravu mutantov nsp14 a nspl10FL s jednou
mutaciou niesli na 5’ konci zdmenu prvého, pdvodného tripletu za triplet kodujuci alanin (tab.
7). Priamy primer na pripravu verzie nspl4 nesucej dve mutéicie niesol v smere od 5’ konca
zamenu prvého a Siesteho povodného tripletu za triplet kodujici alanin (tab. 7). Na 5’ koniec
vSetkych spétnych (rev, z angl. Reverse) primerov bol pridany fosfat. Sekvencie vSetkych
primerov su uvedené v kapitole 4.1.8. Navrhnuté primery boli vytvorené firmou Microsynth

a dorucené v lyofilizovanej forme.

Protein | Primer Pozicia Pévodny Povodna AK Novy NovaAK
tripletu  triplet triplet
Nsp14 Kyselina
E191A fw 1. GAA GCA Alanin
glutamova
1. CAT Histidin GCA Alanin
H268A, D273A fw Kyselina
6. GAT GCA Alanin
asparagova
Nspl10FL | T5A fw l. ACA  Treonin GCA Alanin

Tabulka 7: Zameny povodnych tripletov za nové v priamych primeroch na pripravu
mutovanych verzii proteinov nspl4 a nsplOFL. AK — aminokyselina.
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4.2.1.2 Priprava plazmidu skratenej verzie nsp10

Plazmid nestici gén kodujtci skratent verziou proteinu nsp10 bol vytvoreny RNDr. Evou
Zileckou, Ph.D.. Bol pouzity rovnaky pSUMO plazmid, obsahhujici HisTag, SumoTag
a ampicilinovl rezistenciu, ako v kapitole 4.2.1.1. Gén bol na 5’ konci skrateny o sekvenciu
kodujicu 9 aminokyselin a na 3’ konci o sekvenciu kddujacu 8 aminokyselin. Skratena verzia
nspl0 (nsp10sh) bola vytvorend na zédklade porovnania sekvencie nspl0FL virusu SARS-CoV-
2 s nsp10 virusu SARS-CoV so zverejnenou Struktirou v proteinovej databaze. Koncové Casti,

ktoré neboli v struktare nsp10 virusu SARS-CoV viditeIné boli odstranené.

4.2.1.3 PCR mutagenéza

Plazmid pSUMO nspl4, resp. pSUMO _nspl0 bol nariedeny v pomere 1:500 sterilnou
dH:20. Vysledné mnozstvo plazmidovej DNA v 20 pl PCR reakénej zmesi bolo okolo 0,3 ng.
Priame aj spétné primery v lyofilizovanej forme boli rozpustené v sterilnej dH>O na
koncentraciu 100 umol/l, ¢ast' z oboch primerov bola nariedena na 10 umol/l. Nasledne

bola v mikroskiimavke vytvorena zmes podla tab. 8.

Objem [pl] | ZloZzka
10 2x Phusion flash PCR Master Mix
8 Plazmid (nariedeny 1:500)
1 Primer fw (konc. 10 pmol/1)
1 Primer rev (konc. 10 pmol/1)

Tabul’ka 8: ZloZenie reakénej zmesi na pripravu plazmidov nestcich mutované formy génov
nspl4 a nspl OFL PCR mutagenézou.

Mikroskiimavka s pripravenou zmesou bola vlozena do termocykleru a PCR reakcia prebehla
podrla tab. 10. Hodnoty teploty nasadania primerov a ¢asu elongacie u jednotlivych PCR reakcii

su uvedené v tab. 9.
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Templat Primery Teplota nasadania  Cas elongicie
primerov [°C] [min:s]

E191A fw

pSUMO nspl4 58,2 02:00
EI91A rev
H268A, D273A fw

pSUMO nspl4 61,1 02:00
H268A, D273A rev
T5A fw

pSUMO _nspl0FL 68,2 01:40
T5A rev

Tabul’ka 9: Teplota nasadania primerov a ¢as elongécie jednotlivych PCR reakcii.

Teplota [°C] | Cas [min:s] | Opakovanie
98.0 00:10 1%
98.0 00:01
Tab. 9 00:05 41x%
72.0 Tab. 9
72.0 00:10 1x
18.0 o3 1%

Tabul’ka 10: Priebeh PCR reakcie na vytvorenie plazmidov nestucich mutovanu formu génov
nspl4 anspl0FL.

4.2.1.4 Agarozova elektroforéza

Na overenie uspesného prebehnutia PCR mutacnej reakcie bola vyuzitd horizontdlna
elektroforéza s agar6zovym gélom. Bol pouzity 1% agar6zovy gél obsahujuci etidium bromid
(EtBr), napitie 300 V, ¢as 15 — 30 minut. Elektroforéza prehebla v TAE pufre. Na vizualizaciu
nukleovych kyselin na agar6zovom géle po prebehnuti elektroforézy bol pouzity UV fotoaparat

Quantum ST4-1100.

4.2.1.5 Predlistenie PCR produktu

Na precistenie PCR produktu od zvySnych zloziek PCR reakcie bol pouzity QIAquick
PCR Purification Kit. K zmesi po prebehnuti PCR reakcie bolo pridané patnasobné objemové
mnozstvo pufru PB. QIAquick kolona bola vloZzena do zbernej mikroskiimavky. Na zachytenie

DNA bol preneseny cely objem PCR zmesi s pridanym PB pufrom na QIAquick kolonu, ktora
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bola nasledne centrifugovana pri 15 000 g, izbovej teplote (RT, z angl. room temperature), 1
minutu. Zachyteny roztok v zbernej mikroskiimavke bol zahodeny. Na QIAquick kolonu s
naviazanou DNA bolo nanesenych 750 ul PE pufru na premytie a kolona bola nasledne opéat’
centrifugovana pri 15000 g, RT, 1 minttu. Roztok zo zbernej mikroskimavky bol opat
zahodeny. Na odstranenie zvyskov etanolu, ktory je hlavnou zlozkou PE pufru, bola kolona
centrifugovana znovu 1 minuatu pri 15 000 g, RT. Koléna QIAquick bola vlozena do distej
mikroskimavky. Na uvol'nenie DNA z kolony bolo do stredu QIAquick kolony pridanych 50
ul pufru EB a koldna bola centrifugovana pri 15 000 g, RT, 1 minutu. Ziskana linedrna DNA
ako produkt PCR reakcie bola hned’ ligovana alebo skladovana pri -20 °C.

4.2.1.6 Stanovenie koncentracie DNA
Koncentracia DNA bola uréena spektrofotometricky pomocou Thermo Scientific

NanoDrop 1000 — Prodigy Scientific. Ako slepa vzorky bola pouzitd voda.

4.2.1.7 Ligacna reakcia

Na uzavretie linearnej DNA vzniknutej pri PCR reakcii bola pouzité liga¢na reakcia, pri
ktorej doslo k spojeniu fosfatovej skupiny na 5’ konci molekuly s hydroxylovou skupinou na
jej 3° konci. V mikroskiimavke bola vytvorend ligacnd zmes zmieSanim 6,2 pl linedrnej DNA
s 1,5 pl 5x T4 ligacného pufru, 0,3 pl T4 ligazy a 7 pl sterilnej vody. Vytvorena zmes bola
inkubovana pri laboratornej teplote 1 hodinu. Vysledné ligovand DNA bola nésledne vloZena

do baktérii E. coli DHS5-a alebo skladovana pri -20°C.

4.2.1.8 ZmnoZenie plazmidu v bunkach E. coli DHS-a

Na ziskanie vic¢Sieho mnoZstva plazmidove] DNA bola vyuzita produkcia plazmidovej
DNA v bunkach E. coli DH5-a. Kompetentné bunky £. co/i DH5-a boli rozmrazené na lade.
K 100 pl bunkovej suspenzie bolo pridanych 8 pl ligacnej zmesi obsahujucej ligovanu
plazmidova DNA. Suspenzia bola inkubovana 15 minut na lade. Bunkova suspenzia bola
vystavena teplotnému Soku o teplote 42°C po dobu 45 sekind a nasledne bola inkubovana
nalade 1 minutu. K suspenzii bolo pridanych 500 pl LB média a dalej bola inkubovana pri
37°C asi 45 minut. Po inkubacii bola bunkova suspenzia nanesena na agarozové misky
obsahujice ampicilin v kone¢nej koncentracii 100 mg/1 a inkubovana pri teplote 37°C cez

noc.

4.2.1.9 Nizkoobjemova priprava plazmidovej DNA
Vybrané samostatné koldnie boli sterilnou Spi¢kou prenesené z agarozovej misky do 5 ml

LB média obsahujuceho ampicilin v konecnej koncentracii 100 mg/l. Suspenzia bola
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inkubovana pri 37°C za stdleho trepania pri 220 ot/min (Inkubator Incubating Mini Shaker,
VWR) cez noc. Dalsi defi bola suspenzia centrifugovana pri 4500 g, 5 minat, 4°C. Plazmidova
DNA bola nasledne izolovana pomocou supravy QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAGEN
(QIAgen, 2012).

4.2.1.10 Sekvenovanie DNA

Na overenie spravneho priebehu mutagenézy bola vyuzita sekvenécia. Bola vytvorena
sekvenacna reakcia obsahujtica okolo 4,1 ng plazmidovej DNA a sekvenacny primer SUMOseq
o vyslednej koncentracii 2,5 pumol/l. Sekvencia sekvena¢ného primeru je uvedena v kapitole

4.1.8. Sekvenacia Sangerovou metodou bola prevedend firmou SEQme.

4.2.2 Priprava proteinu nsp14 a jeho mutovanych verzii
4.2.2.1 Transformacia kompetentnych buniek E. coli BL21 CodonPlus(DE3)-RIL
Kompetentné¢ bunky E. coli BL21 CodonPlus(DE3)-RIL (d’alej len E. coli RIL) boli
rozmrazené na ade. K 100 pl bunkovej suspenzie bol pridany 1 pl plazmidovej DNA nestcej
gén kodujici pozadovanu formu proteinu nsp14. Suspenzia bola inkubovand 15 mintt na l'ade.
Bunkova suspenzia bola vystavena teplotnému Soku o teplote 42 °C po dobu 45 sekund,
nasledne bolo pridanych 500 pl LB média a d’alej bola inkubovana pri 37 °C asi 45 minut. Po
inkubécii bola suspenzia prenesena do 100 ml LB média obsahujiceho ampicilin v kone¢ne;j
koncentracii 100 mg/l. Pripravené inokulum bolo nasledne inkubované pri 37 °C za staleho

trepania pri 220 ot/min (Inkubéator Incubating Mini Shaker, VWR) cez noc.

4.2.2.2 Expresia proteinu v E. coli RIL

Bolo pripravenych 12 x 1 I LB média. Kazdy liter LB média bol obohateny o MgCl»
o vyslednej koncentracii 1 mmol/l, ZnSO4 o vyslednej koncentracii 40 mmol/l a ampicilin
o vyslednej koncentracii 100 mg/l. Do kazdého litra média bolo néasledne pridanych 8 ml
pripraveného inokula. Takto pripravené médié boli inkubované pri 37 °C za staleho trepania pri
220 ot/min (Inkubator Innova 44R, New Brunswick Scientific) a spektrofotometricky bola
pozorovana ich opticka denzita pri vinovej dizke 600 nm (ODsoo). Po dosiahnuti ODgoo = 1 boli
bunkové suspenzie ochladené v I'adovej kupeli a inkubované pri 4 °C v chladovej miestnosti
po dobu 20 minut za ob¢asného mieSania. Nasledne bolo do kazdého litra bunkovej suspenzie
pridané IPTG o vyslednej koncentracii 1 mmol/l a suspenzie boli inkubované pri 18 °C za

staleho trepania pri 220 ot/min (Inkubator Innova 44R, New Brunswick Scientific) cez noc.
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4.2.2.3 Lyza bakterialnych buniek

Pripravené bunkova suspenzia bola prenesena do uzatvaratel'nych centrifugacnych kyviet
a bola centrifugovana pri 6000 g, 8 minut, 4 °C. Supernatant bol zahodeny. Pelet bol rozpusteny
v lyza¢nom pufre v objeme asi 15 ml lyza¢ného pufru na 1 1 pdvodnej bunkovej suspenzie.
Rozpusteny pelet bol podrobeny sonikacii pri amplitade 80, 8 minut, 1 s impulz, 5 s pauza. Po
prebehnuti sonikacie bol bunkovy lyzat centrifugovany pri 30 000 g, 20 minut, 4 °C. Pelet bol
zahodeny a supernatant bol bud’ okamzite pouzity v d’alSich krokoch purifikécie, alebo bol

skladovany pri -80 °C.

4.2.2.4 Izolacia proteinu — afinitna chromatografia

Agarozova matrica nesuca naviazanu kyselinu nitrilotrioctova (NTA) bola na kolone
dokladne premyta vodou. Dalej bol pridany roztok 100 mM NiCl, v mnozstve asi jedného
objemu kolony, ¢im doSlo k naviazaniu iénov niklu na NTA (Ni-NTA). Ni-NTA bola opéat’
dokladne premyta vodou a nasledne premyta lyzaénym pufrom. Premytd Ni-NTA bola pridana
k supernatantu ziskanému v kapitole 4.2.2.3 v mnozstve asi 10 ml roztoku Ni-NTA na 40 ml
supernatantu a zmes bola za staleho mieSania (rolovania) inkubovand pri 4 °C asi 1 hodinu,
pricom doslo k naviazaniu proteinu pomocou afinitnej kotvy HisTag na Ni-NTA. Po inkubdcii
bola zmes centrifugovana pri 500 g, 3 minuty, 4 °C, supernatant bol zahodeny, Ni-NTA rezin
s naviazanym proteinom bol resuspendovany v 40 ml lyzacného pufru a znova centrifugovany
pri 500 g, 3 minuty, 4 °C. Tento krok premyvania bol opakovany 5-krat. Po premyti bol Ni-
NTA rezin s naviazanym proteinom preneseny na kolonu, znovu premyty lyzacnym pufrom
a protein zachyteny na Ni-NTA bol uvol'neny pridanim elu¢ného pufru obsahujuceho imidazol

o koncentracii 300 mmol/I.

4.2.2.5 Stiepenie purifika¢nej kotvy a dialyza

Dialyza prebehla v 1 1 €erstvo pripraveného lyzacného pufru. K eluovanému proteinu
bolo pridanych 100 pl SUMO proteazy o koncentracii 1 mg/ml a zmes bola prenesena do
dialyza¢nej membrany o velkosti porov 12 az 14 kDa (priprava nspl4) alebo 6 az 10 kDa
(priprava nsp10), ktord bola predtym premytd vodou a lyzaénym pufrom. Dialyza a Stiepenie

purifikacnej kotvy prebehlo stibezne za stdleho mieSania pri 4 °C cez noc.

4.2.2.6 Overenie uspesSnosti Stiepenia purifika¢nej kotvy

Uspesnost’ $tiepenia purifikaénej kotvy bola overena pouzitim denaturaénej proteinovej
elektroforézy (SDS-PAGE). 10 pl proteinovej vzorky bolo zmieSanych s 2 pl 5x vzorkového
pufru na SDS-PAGE. Bol pouzity 10% polyakrylamidovy gél (priprava nspl4) alebo 15%
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polyakrylamidovy gél (priprava nsp10), pri 200 V resp. 220 V, 40 — 60 minut. ZlozZenie 10%
gélu je uvedené v tab. 11 a zlozenie 15% gélu v tab. 12. Po prebehnuti elektroforézy bol gél
preneseny do nadoby obsahujtcej farbiaci roztok Coomassie Brilliant Blue, kratko zahriaty a za
staleho pohybu inkubovany pri laboratornej teplote asi 3 minuty. Nasledne bol odstraneny
farbiaci roztok, gél bol niekolkokrat premyty vodou, ponoreny vo vode bol zahriaty na bod

varu vody a inkubovny pri laboratdrnej teplote za staleho pohybu do odfarbenia.

Zlozka Zaostrovaci gél Separacny gél
Tris-HC1 125 nmol/l (pH 6,8) 375 nmol/l (pH 8.,8)
Akrylamid/bisakrylamid 4 % (VIV) 10 % (V/V)
(37,5:1)

SDS 0,1 % (W/V) 0,1 % (W/V)

Tabulka 11: ZloZenie 10% polyakrylamidového gélu na SDS-PAGE.

Zlozka Zaostrovaci gél Separacny gél
Tris-HCI 125 nmol/1 (pH 6,8) 375 nmol/l (pH 8,8)
Akrylamid/bisakrylamid 4 % (V/IV) 15 % (V/V)
(37,5:1)

SDS 0,1 % (W/V) 0,1 % (W/V)

Tabulka 12: ZloZenie 15% polyakylamidového gélu na SDS-PAGE.

4.2.2.7 Reverzna afinitna chromatografia

Matrica s NTA bola pripravend rovnako ako v kapitole 4.2.2.4. Ni-NTA bola pridana
k proteinovej zmesi po prebehnuti dialyzy a inkubovana za staleho pohybu pri 4 °C po dobu asi
1 hodiny. Po inkubdcii bola zmes prenesend na kolonu, pricom bol zachyteny roztok obsahujici

protein nezachyteny na Ni-NTA.

4.2.2.8 Gélova permeacna chromatografia

Na precistenie ziskaného proteinu bola vyuzitd gélova permeacna chromatografia, pri
ktorej dochadza k rozdeleniu zloZiek roztoku na zéklade vel'kosti. Kolona Superdex 75 16/600
prep grade bola premyta filtrovanou HPLC vodou a ekvilibrovand pufrom na gélova
chromatografiu. Roztok proteinu bol centrifugovany pri 5 000 g, 5 minuat, 4 °C a pomocou

injek¢nej striekacky naneseny do nanaSacej slucky. Maximalny tlak kolony je 0,5 MPa. Gélova

40



chromatografia prebehla pri prietoku 0,9 ml/min. Frakcie boli zachytavané do 96 jamkovej
platni¢ky po 1,5 ml. V priebehu bola sledovana absorbancia pri vinovej dizke 254 nm, 280 nm

a vodivost’ prechadzajuceho roztoku.

4.2.2.9 Odber vyslednych frakcii

Frakcie so zvySenou absorbanciou pri 254 nm a 280 nm boli analyzované pomocou SDS-
PAGE rovnakym spdsobom ako v kapitole 4.2.2.6. Na zdklade SDS-PAGE analyzy boli frakcie
obsahujuce Ccisty protein spojené a koncentrované na koncentraciu 20 pmol/l a vysSiu.
Zakoncentrovany protein bol rozdeleny do niekol’kych mikroskimaviek v potrebnom objeme,

zamrazeny na suchom l'ade a skladovany pri -80 °C.

4.2.3 Priprava proteinu nsp10 a jeho skratenej a mutovanej verzie
4.2.3.1 Tranformacia kompetentnych buniek E. coli RIL
Bolo pripravenych 10 ml inokula postupom zhodnym s postupom pripravy nspl4

uvedenom v kapitole 4.2.2.1.

4.2.3.2 Expresia proteinu v E. coli RIL

Bolo pripravenych 2 x 1 1 LB média rovnakym spdsobom ako v kapitole 4.2.2.2. Do
kazdého litra média bolo pridanych 5 ml pripravené¢ho inokula. V d’alSom postupe bol
vynechany krok chladenia bakteridlnych suspenzii a po dosiahnuti ODsoo = 0,6 — 0,8 bolo do
kazdého litra bunkovej suspenzie pridané IPTG o vyslednej koncentracii 300 pumol/l. Dalsi
postup pripravy proteinu nspl0, jeho mutovanej a skratenej verzie je zhodny s postupom

pripravy proteinov nsp14 popisanym v kapitolach 4.2.2.2 — 4.2.2.9.

4.2.4 Aktivitna exonukleazova esej
4.2.4.1 Priprava reakénych zloziek

Proteiny nsp14 a nsp10 boli rozmrazené. Protein nsp14 bol nariedeny pufrom na gélova
chromatografiu na koncentraciu 10 umol/l a protein nsp10 bol nariedeny rovnakym pufrom na
koncentraciu 50 pmol/l. Jednovldknova RNA (ssRNA), vyrobend firmou Microsynth a dodana
v lyofilizovanej forme, bola rozpustend vo vode oSetrenej dietyl pyrokarbonatom (DEPC).
Dvojvlaknova RNA (dsRNA) bola vytvorena spojenim dvoch ssRNA oligonukleotidov,
jedného znaceného fluorescencnou znackou Cyanin 5 (Cy5), ktory sluzi ako primer, a druhého,
komplementarneho, bez fluorescencnej znacky, sliziaceho ako templat. Primer aj templat
o koncentracii 10 umol/l boli v pritomnosti NaCl o koncentracii 50 mmol/l zahriate na 95 °C
po dobu 10 minit a samovolne ochladené na laboratérnu teplotu. dsSRNA MM (z angl.

mismatch) bola pripravend rovnakym spdsobom s vyuzitim Cy5 znaceného primeru s
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nespravnym parovanim na poslednom péare bdz. dsRNA a dsRNA MM zdiel'aju rovnaké
templatové vlakno, ktoré tvori dvojnukleotidovy presah na 5’ konci. Sekvencie pouzitych RNA

su uvedené v kapitole 4.1.8.

4.2.4.2 Priebeh eseje

V laminarnom boxe bola vytvorené reakéna zmes obsahujica RNA o koncentracii 0,05
umol/l a proteiny nsp14 a nsp10 v pomere koncentracii 1:4. Koncentracia nsp14 sa pohybovala
od 0,1 do 0,6 umol/l. Reakéna zmes bola inkubovana pri 37 °C 30 minut. Polovica reakéne;j
zmesi bola odobrand do mikroskimavky obsahujtcej zastavovaci pufor, zvysna polovica bola
znova inkubovana pri 37 °C d’alsich 30 minut. Po inkubécii bol k druhej polovici reakénej zmesi
pridany zastavovaci pufor a vzorky po 30 aj 60 minutovej inkubacii boli zahriate na 95 °C po

dobu 10 mintt.

4.2.4.3 Denaturacéna elektroforéza

Na rozdelenie fragmentov RNA podl'a velkosti po prebehnuti exonukledzovej reakcie
bola vyuzita vertikdlna elektroforéza v 20 % denaturatnom polyakrylamidovom géle, ktory
obsahoval 20 % akrylamidovej/bisakrylamidovej zmesi (19:1) a mocovinu o koncentracii 8

mol/l. Elektroforéza prebehla v TBE pufre pri 600 V, 23 minut.

4.2.4.4 Vizualizicia
Po prebehnuti elektroforézy bol gél nasnimany pri Ziareni o vinovej dizke 635 nm

fluorescenénym skenerom Amershan Typhon imager RGB.

4.2.4.5 Vyhodnotenie
Skeny gélov boli vyhodnotené v programe ImageQuant TL. Ziskané data boli spracované

do grafov programom GraphPad Prism 8 s vyuzitim funkcie jednofdzového rozkladu.
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5 Vysledky

5.1 Priprava plazmidov mutovanych verzii nsp14 a nsp10

Mutacnou PCR reakciou pouzitim Specificky navrhnutych primerov boli z divokych
kmenov génov pre nspl4 a nspl0, vloZzenych do plazmidov, vytvorené ich mutované verzie,
ktoré na 5’ konci obsahuju histidinova kotvu, umoziujicu jednoduchu purifikaciu,
v kombinacii so Sumo kotvou zvySujucou solubilitu. Horizontadlnou elektroforézou
v agarozovom géle bolo overené uspesné prebehnutie PCR reakcie. Pohyblivost’ vzoriek
odpovedala velkosti linedarneho pSUMO vektoru s vlozenymi génmi pre nspl4 resp. nspl0.
Linearne PCR produkty boli precistené, zacyklené ligacnou reakciou, zmnozené v baktériach
E. coli DH5-a a vysiate na agarézovu platiu. Nasledne bola prevedena selekcia ndhodnych
koldnii, ktoré boli rozmnozené v tekutom LB médiu a vyizolovana plazmidovd DNA bola
podrobend sekvencnej analyze. Na zaklade vysledkov sekvenénej analyzy boli vybrané vzorky

plazmidov nestce spravnu mutaciu.

5.2 Expresia a izolacia proteinov

Na pripravu proteinov bol vyuzity bakteridlny expresny systém vyuzivajuci baktérie E.
coli BL21 CodonPlus(DE3)-RIL (d’alej len E. coli RIL). Plazmid s rezistenciou na ampicilin,
nestci gén pozadovanej formy proteinu nsp14 resp. nsp10 bol transformovany do E. coli RIL.

Expresia pozadovanych proteinov prebehla po indukcii IPTG.

Bakteridlne bunky boli lyzované a protein bol z bunkového lyzatu izolovany afinitnou
chromatografiou. Histidinova kotva na N konci proteinu bola naviazana na nikelnaté i6ny
imobilizované na NTA agar6zovej matrici (Ni-NTA). Protein zachyteny na Ni-NTA bol
uvolneny pridanim pufru obsahujiceho vysokt koncentraciu imidazolu, ktord bola nésledne
odstranena dialyzou. Subezne s dialyzou prebehlo aj Stiepenie histidinovej kotvy a Sumo kotvy
pomocou SUMO proteazy. Uspesné prebehnutie Stiepenia bolo overené pouzitim SDS-PAGE
proteinovej elektroforézy. Zobrazeny je gél pripravy nemutovanej verzie nspl4 (obr. 5) a gél

pripravy mutovanej verzie nspl OFLmutT5A (obr. 6).
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Obrazok 5: SDS-PAGE clektroforéza nemutovanej verzie proteinu nspl4. 10%
polyakrylamidovy gél, 200 V, 40 minat. M — §tandard PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder, 10-250 kDa, A — nsp14 s kotvou SumoTag a histidinovou kotvou (HisTag), B — nsp14
po odstiepeni HisTag a SumoTag, C — vzorka bunkového lyzatu po prebehnuti afinitnej
chromatografie obsahujuca proteiny nezachytené na Ni-NTA.
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Obrazok 6: SDS-PAGE elektroforéza mutovanej verzie proteinu nsplOFLmutT5A. 15%
polyakrylamidovy gél, 220 V, 40 mintt. M — $tandard PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder, 10-250 kDa, A — vzorka po prebehnuti Stiepenia SUMO protedzou obsahujuca
nestiepenu formu nsplOFLmutT5A, Stiepentt formu nspl OFLmutT5A a odstiepeny fragment
obsahujici SumoTag a HisTag.

Protein bol nésledne precisteny gélovou permeac¢nou chromatografiou. Uvedeny je opét
chromatogram nemutovného proteinu nspl4 (obr. 7) achromatogram mutovanej verzie
nsplOFLmutT5A (obr. 9). Po prebehnuti gélovej permeacnej chromatografie boli ziskané
frakcie podrobené analyze SDS-PAGE elektroforézou. Na obrdzku 8 je zobrazeny gél
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vybranych frakcii proteinu nspl4, zachované boli frakcie C1 az C5 ana obrazku 10 je

zobrazeny gél vybranych frakcii proteinu nspl0FLmutT5A, zachované boli frakcie C12 az D7.

Objem eltcie [ml]

Obrazok 7: Priebeh gélovej permeacnej chromatografie nemutovanej verzie proteinu nsp14.
Pouzita koléna Superdex™ 75 16/600 prep grade. Prvy vrchol predstavuje agregat nspl4
s nukleovymi kyselinami, druhy vrchol predstavuje chceny protein. Fialovou farbou oznacena
absorbancia pri vinovej dizke 254 nm, modrou farbou oznagena absorbancia pri 280 nm, Zltou
farbou oznacend vodivost’, ¢islom oznacend pozicia frakcie v zbernej platnicke.

kba M B4 B7 B10 B12 C1 C2 C4 Ce Cl2
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Obrazok 8: SDS-PAGE elektroforéza vybranych frakcii proteinu nsp14 po prebehnuti gélove;j
permeacnej chromatografie. 10% polyakrylamidovy gél, 200 V, 40 minut. M — Standard
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10-250 kDa, B4 az C12 — vybrané frakcie
oznacené¢ podl’a pozicie v zbernej platnicke.
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Obrazok 9: Priebeh gélovej permeacnej chromatografie mutovanej verzie proteinu
nsplOFLmutT5A. Pouzitd kolona Superdex™ 75 16/600 prep grade. Prvy, Siroky vrchol
predstavuje agregat nsplOFLmutT5A s nukleovymi kyselinami a d’alSimi zachytenymi
necistotami, druhy vrchol predstavuje chceny protein. Fialovou farbou oznafena absorbancia
pri vinovej dizke 254 nm, modrou farbou ozna¢ena absorbancia pri 280 nm, Zltou farbou
oznacena vodivost, ¢islom a pismenom oznacend pozicia frakcie v zbernej platnicke.
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Obrazok 10: SDS-PAGE elektroforéza vybranych frakcii proteinu nsplOFLmutTSA po
prebehnuti gélovej permeacnej chromatografie. 15% polyakrylamidovy gél, 220V, 40 minat. M
— §tandard PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10-250 kDa, B9 az D10 — vybrané
frakcie oznacené podl'a pozicie v zbernej platnicke.
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5.3 Aktivitné eseje

Aktivita vytvorenych verzii proteinov nspl4 a nsp10 bola charakterizovand pouzitim in
vitro eseji vyuzivajucich ako substrat jednovlaknovii RNA, dvojvlaknovii RNA a dvojvldknovu
RNA s nespravnym parovanim v pozicii posledného paru baz na 3’ konci Stiepeného vldkna.
Koncentracia proteinu nsp10 bola vzdy Stvornasobne vyssia ako koncentracia proteinu
nspl4. VzorKky eseji boli analyzované horizontalnou elektroforézou vyuzivajicou 20 %
polyakrylamidové gély s mocovinou o koncentracii 8 mol/]l, ktoré boli nasledne
analyzované fluorescencnym skenerom Amershan Typhon imager RGB. Enzymaticka
aktivita exonukledzy nspl4 bola vyhodnotend ako ubytok povodného substratu v priebehu

reakcie.

5.3.1 Nemutované verzie nsp14 a nsp10
5.3.1.1 Reakcie s dsSRNA

Vyuzitim in vitro aktivitnej eseje bolo pozorované Stiepenie dsSRNA proteinom nspl14
v pritomnosti jeho kofaktoru nsp10 plnej dizky (nsp10FL) (obr. 11, 12), skratenej verzie nsp10
(nsp10sh) (obr. 13, 14) a bez pritomnosti nsp10 (obr. 15, 16). Sekvencie templatu a primeru
tvoriacich dsRNA st uvedené v kapitole 4.1.8. V obr. 17 je uvedené porovnanie aktivity
Stiepenia dsRNA proteinom nsp14 v pritomnosti nsp10FL, nsp10sh a v nepritomnosti

nsp10 v 60 mindtovom priebehu reakcie.
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Nspl4 [uM] 01 01 02 02 03 03 04 04 05 05 0,6 06
NsplOFL[uM] K 04 04 08 08 12 12 16 16 20 20 24 24
Cas [min] 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60

20 nt -——P-
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Obrazok 11: G¢l horizontdlnej elektroforézy eseje pozorujlicej Stiepenie substratu dsRNA
proteinom nspl4 v pritomnosti proteinu nspl0FL. Cislom v hornej Gasti gélu je ozna¢ena
koncentrécia proteinov nsp14, nspl0FL a ¢as priebehu reakcie. K — negativna kontrola reakcie
neobsahujuca nsp14 ani nsp10.
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Obrazok 12: Grafické zobrazenie Stiepenia dsSRNA proteinom nspl4 v pritomnosti nsp10FL
v 60 minatovom ¢asovom intervale priebehu reakcie.
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Nsp14 [uM] 01 01 02 02 03 03 04 04 05 05 06 06
NsplOsh[pM] K 04 04 08 08 12 12 16 16 20 20 24 24
Cas [min] 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
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Obrazok 13: G¢l horizontalnej elektroforézy eseje Stiepiacej substrat dsSRNA proteinom nsp14
v pritomnosti proteinu nsp10sh. Cislom v hornej &asti gélu je oznadena koncentracia proteinov
nspl4, nsp10sh a ¢as priebehu reakcie. K — negativna kontrola reakcie neobsahujuca nsp14 ani

nspl0.
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Obrazok 14: Grafické zobrazenie Stiepenia dsRNA proteinom nsp14 v pritomnosti nsp10sh
v 60 minitovom ¢asovom intervale priebehu reakcie.
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Nspl4[uM] K 01 0,1 02 02 03 03 04 04 05 0,5 06 06
Cas [min] 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
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Obrazok 15: G¢l horizontalnej elektroforézy eseje Stiepiacej substrat dsSRNA proteinom nsp14
v nepritomnosti proteinu nsp10. Cislom v hornej &asti gélu je oznatena koncentracia proteinu
nspl4 a ¢as priebehu reakcie. K — negativna kontrola reakcie neobsahujuca nsp14 ani nsp10.
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Obrazok 16: Grafické zobrazenie Stiepenia dSRNA proteinom nsp14 v nepritomnosti nsp10
v 60 minitovom ¢asovom intervale priebehu reakcie.
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Obrazok 17: Grafické porovnanie aktivity Stiepenia dSRNA proteinom nsp14 v pritomnosti
nsp10FL, nsp10sh a v nepritomnosti nsp10 v 60 minttovom intervale priebehu reakcie.

5.3.1.2 Reakcie s dSRNA MM

Vyuzitim in vitro aktivitnej eseje bolo pozorované Stiepenie dvojvladknovej RNA
s nespravnym parovanim v pozicii posledného paru baz na 3’ konci Stiepeného vlakna (dsRNA
MM) proteinom nspl4 v pritomnosti jeho kofaktoru nspl10FL (obr. 18, 19), nsp10sh (obr. 20,
21) a bez pritomnosti nsp10 (obr. 22, 23). Sekvencie templatu a primeru tvoriacich dsRNA
MM su uvedené v kapitole 4.1.8. V obr. 24 je uvedené porovnanie aktivity Stiepenia dsRNA
MM proteinom nsp14 v pritomnosti nsp10FL, nsp10sh a v nepritomnosti nsp10 v 60
mintutovom priebehu reakcie. Obr. 25 zobrazuje porovnanie aktivity Stiepenia dsRNA

a dsRNA MM proteinom nsp14 v pritomnosti nsp10FL v 60 mintitovom priebehu reakcie.

51



Nspl14 [uM] 0,0 01 02 02 03 03 04 04 05 05 0,6 06
NsplOFL[uM] K 04 04 08 08 12 12 16 16 20 20 24 24
Cas [min] 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
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Obrazok 18: G¢l horizontalnej elektroforézy eseje Stiepiacej substrat dASRNA MM proteinom
nspl4 v pritomnosti proteinu nspl0FL. Cislom v hornej asti gélu je oznadena koncentracia
proteinov nspl4, nsplOFL a cas priebehu reakcie. K — negativna kontrola neobsahujica
proteiny nsp14 a nsp10FL.
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Obrazok 19: Grafické zobrazenie Stiepenia dSRNA MM proteinom nspl4 v pritomnosti
nspl0FL v 60 minttovom €asovom intervale priebehu reakcie.
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Nspl4 [uM] 01 01 02 02 03 03 04 04 05 05 06 06
NsplOsh[uM] K 04 04 08 08 12 12 16 1,6 20 20 24 24
Cas [min] 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
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Obrazok 20: G¢l horizontalnej elektroforézy eseje Stiepiacej substrat dsSRNA MM proteinom
nspl4 v pritomnosti proteinu nspl0sh. Cislom v hornej &asti gélu je oznadena koncentracia
proteinov nsp14, nsp10sh a ¢as priebehu reakcie. K — negativna kontrola reakcie neobsahujica

nsp14 ani nsp10.
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Obrazok 21: Grafické zobrazenie Stiepenia dSRNA MM proteinom nspl4 v pritomnosti
nsp10sh v 60 minatovom ¢asovom intervale priebehu reakcie.
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Obrazok 22: G¢l horizontalnej elektroforézy eseje Stiepiacej substrat dASRNA MM proteinom
nspl4 v nepritomnosti proteinu nspl10. Cislom v hornej ¢asti gélu je oznadena koncentracia
proteinu nsp14 a Cas priebehu reakcie. K — negativna kontrola reakcie neobsahujica nsp14 ani

nsp10.
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Obrazok 23: Grafické zobrazenie Stiepenia dSRNA MM proteinom nspl4 v nepritomnosti
nsp10 v 60 minatovom ¢asovom intervale priebehu reakcie.
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Obrazok 24: Grafické porovnanie aktivity Stiepenia dsRNA MM proteinom nspl4
v pritomnosti nsp10FL, nsp10sh a v nepritomnosti nsp10 v 60 minitovom intervale priebehu

reakcie.
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Obrazok 25: Grafické porovnanie aktivity Stiepenia dsSRNA a dsSRNA MM proteinom nsp14
v pritomnosti nsp10FL v 60 minitovom intervale priebehu reakcie.

5.3.1.3 Reakcie s ssSRNA

Vyuzitim in vitro aktivitnej eseje bolo pozorované Stiepenie jednovlaknove; RNA

(ssRNA) proteinom nsp14 v pritomnosti jeho kofaktoru nsp10FL (obr. 26, 27), nsp10sh (obr.

28, 29) a bez pritomnosti nsp10 (obr. 30, 31). Sekvencia ssSRNA je uvedena v kapitole 4.1.8.

V obr. 32 je uvedené porovnanie aktivity Stiepenia sSRNA proteinom nsp14 v pritomnosti

nsp10FL, nsp10sh a v nepritomnosti nsp10 v 60 mintitovom priebehu reakcie.
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Obrazok 26: G¢l horizontalnej elektroforézy eseje pozorujicej Stiepenie substratu sSRNA
proteinom nspl4 v pritomnosti proteinu nsplOFL. Cislom v hornej Casti gélu je oznacena
koncentrécia proteinov nsp14, nspl0FL a ¢as priebehu reakcie. K — negativna kontrola reakcie

neobsahujuca nsp14 ani nsp10.
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Obrazok 27: Grafické zobrazenie Stiepenia SSRNA proteinom nspl4 v pritomnosti nspl1OFL
v 60 minitovom ¢asovom intervale priebehu reakcie.
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Obrazok 28: G¢l horizontalnej elektroforézy eseje pozorujlicej Stiepenie substratu ssSRNA
proteinom nspl4 v pritomnosti proteinu nspl0sh. Cislom v hornej casti gélu je oznacena
koncentrécia proteinov nsp14, nsp10sh a ¢as priebehu reakcie. K — negativna kontrola reakcie

neobsahujuca nsp14 ani nsp10.
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Obrazok 29: Grafické zobrazenie Stiepenia sSRNA proteinom nspl4 v pritomnosti nsp10sh
v 60 minitovom ¢asovom intervale priebehu reakcie.
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Obrazok 30: G¢l horizontalnej elektroforézy eseje pozorujlcej Stiepenie substratu ssSRNA
proteinom nspl4 v nepritomnosti proteinu nsp10. Cislom v hornej &asti gélu je oznatena
koncentracia proteinu nspl4 acas priebehu reakcie. K — negativna kontrola reakcie

neobsahujuca nsp14 ani nsp10.
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Obrazok 31: Grafické zobrazenie Stiepenia sSRNA proteinom nspl4 v nepritomnosti nsp10
v 60 minatovom ¢asovom intervale priebehu reakcie.
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Obrazok 32: Grafické porovnanie aktivity Stiepenia sSRNA proteinom nspl4 v pritomnosti
nsp10FL, nsp10sh a v nepritomnosti nsp10 v 60 minttovom intervale priebehu reakcie.

5.3.2 Mutované verzie nspl14 a nsp10

Aktivitné eseje boli prevedené s dsRNA ako substratom. V pripade mutovanych verzii

proteinu nsp14 prebehli v pritomnosti nsp10FL.

5.3.2.1 Nspl4mutE191A
Exonukledzova aktivita mutovanej verzie proteinu nspl4 so zamenou kyseliny
glutamovej za alanin v pozicii 131 (nspl4mutE191A) bola pozorovana vyuZitim in vitro

aktivitnej eseje (obr. 33, 34). Reakcia prebehla v pritomnosti proteinu nsplOFL. Ako substrat

bola pouzitd dsRNA.
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Nspl4mutE191A [uM] 01 0,1 02 02 03 03 04 04 05 0,5 06 06
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Obrazok 33: G¢él horizontdlnej elektroforézy eseje pozorujucej Stiepenie substratu dsRNA
proteinom nspl4mutE191A v pritomnosti proteinu nsplOFL. Cislom v hornej &asti gélu je
oznacena koncentracia proteinov nspl4mutE191A, nsplOFL a ¢as priebehu reakcie. K —
negativna kontrola reakcie neobsahujica nsp14 ani nsp10.
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Obrazok 34: Grafické zobrazenie Stiepenia dsRNA proteinom nsp14mutE191A v pritomnosti
nsp10FL v 60 minitovom ¢asovom intervale priebehu reakcie.
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5.3.2.2 Nspl4mutH268A, D273A

Exonukleazova aktivita mutovanej verzie proteinu nspl4 so zdmenou histidinu za alanin
v pozicii 268 a kyseliny asparagovej za alanin v pozicii 273 (nspl4mutH268A, D273A) bola
pozorovana vyuzitim in vitro aktivitnej eseje (obr. 35, 36). Reakcia prebehla v pritomnosti
proteinu nsplOFL. Ako substrat bola pouzitd dsRNA. Obr. 37 zobrazuje porovnanie aktivit

proteinu nsp14 a jeho mutovanych verzii v 60 miniitovom ¢asovom intervale prebiehajicich

reakcii.
Nspl4mutH268A, D273A [uM] 01 01 02 02 03 03 04 04 05 05 06 06
NsplOFL[uM] K 04 04 08 08 12 12 16 16 20 20 24 24
Cas [min] 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60

200t - ——

Obrazok 35: G¢l horizontalnej elektroforézy eseje pozorujucej Stiepenie substratu dsRNA
proteinom nspl4mutH268A, D273A v pritomnosti proteinu nsplOFL. Cislom v hornej &asti
gélu je oznacena koncentracia proteinov nspl4mutH268A, D273A, nsplOFL a ¢as priebehu
reakcie. K — negativna kontrola reakcie neobsahujica nsp14 ani nsp10.
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Obrazok 36: Grafické zobrazenie Stiepenia dsRNA proteinom nspl4mutH268A, D273A
v pritomnosti nsp10FL v 60 mintitovom ¢asovom intervale priebehu reakcie.
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Obrazok 37: Grafické porovnanie aktivity Stiepenia dsRNA proteinom nspl4 a jeho
mutovanymi verziami v pritomnosti nsplOFL v 60 minitovom intervale priebehu reakcie.

5.3.2.3 NsplOFLmutT5SA

Exonukleazova aktivita proteinu nsp14 v pritomnosti mutovanej verzie proteinu nsp10 so
zamenou treoninu za alanin v pozicii 5 (nsplOFLmutT5A) bola pozorovana vyuzitim in vitro
aktivitnej eseje (obr. 38, 39). Ako substrat bola pouzitd dsRNA. V obr. 40 je zobrazené
porovnanie Stiepenia dsRNA proteinom nspl4 v pritomnosti nsplOFL, nsplOsh,

nsplOFLmutT5A a v nepritomnosti nsp10.

Nsp14 [uM] 01 01 02 02 03 03 04 04 05 05 06 06
NsplOFLmutT5A[uM] K 04 04 08 08 12 12 16 16 20 20 24 24
Cas [min] 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
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Obrazok 38: G¢l horizontalnej elektroforézy eseje pozorujucej Stiepenie substratu dsRNA
proteinom nsp14 v pritomnosti mutovaného proteinu nspl OFLmutTSA. Cislom v hornej Gasti
g¢€lu je oznacena koncentracia proteinov nspl4, nspl OFLmutT5A a ¢as priebehu reakcie. K —
negativna kontrola reakcie neobsahujica nsp14 ani nsp10.
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Obrazok 39: Grafické zobrazenie Stiepenia dSRNA proteinom nspl4 v pritomnosti
mutovaného proteinu nspl OFLmutT5A v 60 minitovom ¢asovom intervale priebehu reakcie.
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Obrazok 40: Grafické porovnanie aktivity Stiepenia dsSRNA proteinom nsp14 v pritomnosti
nsplOFL, nsplOsh, nsplOFLmutT5A a v nepritomnosti nspl0 v 60 minatovom intervale

priebehu reakcie.
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6 Diskusia

Nestruktirny protein 14 (nspl4) u koronavirusov je zlozeny z dvoch enzymaticky
aktivnych domén. Jeho N koncova doména nesie 3’-5’ exoribunukledzovu aktivitu vystiepujucu
nukleotidy, ktoré boli RNA-dependentnou RNA polymerazou nespravne zaradené do novo
vznikajuceho retazca asluzi tak ako opravny mechanizmus pocas replikacie genomu.
Dolezitym kofaktorom pre exonukleazovu aktivitu proteinu nspl4 je d’alsi koronavirusovy
nestrukturny protein, nspl10. Exonukledza nspl14 patri medzi DEDDh/DEEDh exonukledzy
s konzervovanymi aminokyselinami D90, E92, E191, H268, D273 v aktivhom mieste enzymu.
Na charakterizaciu vyznamu jednotlivych aminokyselin boli vytvorené mutované verzie
proteinu nspl4. Vplyv kofaktoru nspl0 na exonukledzova aktivitu nspl4 bol overeny
vytvorenim nsp10 plnej diZky, jeho mutovane;j verzie a verzie nsp10 skratenej o koncové tseky.
Skratena verzia nspl0 bola vytvorena na zéklade porovnania sekvencie nsplOFL zo SARS-
CoV-2 s publikovanou Struktirou nspl0 zo SARS-CoV, v ktorej koncové tuseky neboli
viditeI'né a preto boli odstranené. Mutant nsplOFLmutT5A bol pouZzity na charakterizaciu
vplyvu N koncovej casti proteinu nspl0 na exonukledzovu aktivitu nspl4, pretoze
aminokyseliny 1-8 tvoria kontakt s aktivnym miestom nspl4. Oba virusové proteiny a ich
mutované verzie boli pripravené v bakteridlnom expresnom systéme vyuzivajlicom bakteridlny

kmen E. coli RIL.

Vsetky verzie proteinu nsplO boli pripravené v relativne vysokej koncentracii
Standardnym spdsobom. V priprave proteinu nsp14 boli ¢iastocne upravené kroky na zvysenie
vytazku. V porovnani s pripravou verzii proteinu nspl0 bol vytaZzok tvorby verzii proteinu
nspl4 aj napriek ciasto¢nej modifikacii postupu vyrazne niz$i. Jednou z moznych pricin
nizkeho vytazku pripravy proteinu nspl4 je jeho exonukledzova aktivita, ktord moze byt vo
vysokych koncentraciach proteinu pre produkéné baktérie toxickd. Na zaklade profilu
permeacnej choromatografie je moZné pozorovat’, Ze pocas pripravy verzii oboch virusovych
proteinov dochddza k ur€itému stupiiu oligomerizacie a vzniku komplexov s nukleovymi
kyselinami pochadzajicimi z produkénych baktérii, ¢o dalej zniZzuje vysledny vytazok
produkcie, ked’Ze frakcie obsahujuce takéto komplexy boli zahodené. U verzii proteinu nsp14
je tvorba komplexov s nukleovymi kyselinami vyrazne vyS$Sia. Pre protein nsplO je
oligomerizacia v roztoku prirodzena (Rogstam et al., 2020) a tvorba komplexov s nukleovymi
kyselinami je sposobena pritomnostou RNA vizbovych domén u oboch proteinov. Pridanie
nukledzy pred lyzovanim produkénych buniek by mohlo viest’ k zniZeniu tvorby komplexov

virusovych proteinov s nukleovymi kyselinami a dalSou optimalizaciou produkcie
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a purifikdcie proteinov by pravdepodobne bolo mozné docielit’ vyssich vytazkov. Pridanie
nukledzy by ale mohlo ovplyvnit’ vysledky aktivitnych eseji, preto v purifikacii nebola pouZzita.
V naSom pripade boli proteiny vyprodukované v dostatocnej koncentracii a Cistote a d’alSia

optimalizacia postupov ich pripravy nebola potrebna.

Enzymaticka aktivita exonukleazy nspl4 bola overena in vitro aktivitnymi esejami
pozorujucimi Stiepenie jednovldknovej RNA, dvojvldknovej RNA a dvojvlaknovej RNA
s nespravny parovanim bdz, ako substratu. Aktivitné eseje prebehli v roznej varidcii
pripravenych verzii proteinov nspl14 a nsp10. Podl'a ocakavani, nsp14 Stiepila jednovlaknovu
aj dvojvlaknovi RNA. Exonukledzova aktivita viedla k vzniku rebricku Stiepnych produktov
liSiacich sa o jeden nukleotid. Pomer jednotlivych Stiepnych produktov nebol rovnaky, pricom
niektoré vznikali s vy$Sou frekvenciou ako iné. To poukazuje na preferenciu exonukledzy nsp14
na pritomnost’ konkrétneho nukleotidu na 3’ konci Stiepeného vldkna, co sa zhoduje
s vysledkami $tudie charakterizujucej exonukledzu nsp14 koronavirusu SARS-CoV (Minskaia

et al., 20006).

Vzhl'adom na to, Zze za hlavnu funkciu exonukledzy nspl4 je povazovana oprava
nespravne zaradenych nukleotidov pocas replikacie virusového gendému, bola prevedena
aktivitnd esej vyuzivajica dsRNA s nespravnym parovanim na prvom pare baz na 3’ konci
Stiepené¢ho vldkna (dSRNA MM) mimikujuca nespravne zaradenu bazu pocas replikacie. Podl'a
ocakéavani, dsSRNA MM bola Stiepend proteinom nsp14 (obr. 18-24), o sa zhoduje s vysledkami
stidie nspl4 koronavirusu SARS-CoV (Bouvet et al., 2012). Ciastoéne neo¢akavanym
vysledkom bolo, Ze dsSRNA MM bola Stiepena o nieCo horsie ako identickd dsSRNA so spravnym
parovanim (obr. 25). Podla vysSie spomenutej Studie by malo byt Stiepenie dsSRNA MM
s jednou neparujucou bazou na konci ekvivalentné so Stiepenim plne komplementarnej dSRNA
(Bouvet et al., 2012). Aktivitu Stiepenia dSRNA MM je potrebné overit’ d’al§imi esejami. Na
zaklade prevedenych experimentov nie je mozné urcit substratova preferenciu exonukleazy
nspl4. Na urCenie preferencie by bolo potrebné navrhnit' kompetitivnu esej s rozdielne
znacenymi dsRNA aj dsRNA MM zaroven v jednej reakcii, ¢o je otazkou dalSich

experimentov.

Vyznam Specifickych aminokyselin v aktivnom mieste nsp14 bol overeny vytvorenim
mutovanych verzii proteinu nspl4. Nspl4mutE191A niesla zdmenu kyseliny glutamove;j
v pozicii 191 za alanin a nspl4mutH268A, D273A niesla dvojitit zdmenu histidinu v pozicii

268 a kyseliny asparagovej v pozicii 273 za alanin. Takéto zdmeny by mali viest’ k zruSeniu
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funk¢nosti danej aminokyseliny ale nemali by vyrazne ovplyvnit’ celkovu Struktiru proteinu.
U proteinu nsp14mutE191A doslo k stiepeniu dsRNA (obr. 33, 34) ale v porovnani s aktivitou
nemutovanej verzie bola aktivita nspl4mutE191A vyrazne znizena (obr. 37). Kyselina
glutamova sa v pozicii 191 podiel’a na koordinacii jedného z dvoch i6nov Mg?* esencialnych
pre enzymaticku aktivitu exonukledzy nsp14 (Ma et al., 2015) a jej zamena za alanin vyrazne
znizuje schopnost’ viazat' ion Mg?" v danom mieste, ¢o vedie k negativnemu ovplyvneniu
exonukleazovej aktivity. Tento vysledok sa nezhoduje uplne s vysledkami S§tadii proteinu
nspl4mutE191A v dostupnych publikéciach, kde touto mutaciou dochadza k uplnému utlmeniu
exonukleazovej aktivity (Ma et al., 2015, Liu et al., 2021). Tento rozdiel je pravdepodobne
sposobeny rozdielnou koncentraciou proteinu nspl4mutE191A pouzitou v jednotlivych
Studiach, pricom je z vysledkov tejto prace zjavné, zZe s rastlicou koncentraciou proteinu rastie
aj vysledna aktivita. Protein nsp14mutH268A, D273 A mal vel'mi nizku enzymaticku aktivitu,
ked'Ze k Stiepeniu substratu pri nizkych koncentracidch proteinu nedochadzalo a u vyssich
koncentracii proteinu dochadzalo k Stiepeniu len minimalne (obr. 35, 36). Tieto aminokyseliny
sa tiez podiel’ajii na koordinacii jedného z esencidlnych Mg?* iénov a ich zimena za alanin teda

vedie k vyraznému zniZeniu exonukledzovej aktivity.

Dolezitost’ proteinu nsp10 pre enzymaticku aktivitu exonukledzovej domény nsp14 bola
overena vytvorenim mutovanej verzie nspl0 plnej dizky (nspl0FL) so zidmenou treoninu
v pozicii 5 za alanin (nsplOFLmutT5A) a skratenej verzie (nspl0sh) s chybajucim usekom na
oboch koncoch proteinu. Aktivita nspl4 bola sledovand v pritomnosti nsplOFL, nsp10sh
a v nepritomnosti proteinu nspl0 v esejach Stiepiacich ssSRNA, dsRNA a dsSRNA MM. Podl'a
ocakavani, najvyssiu aktivitu mala exonukledza nsp14 v pritomnosti nsp10FL (obr. 17,24 s 32).
V nepritomnosti nsp10 stale dochédzalo k Stiepeniu substratu, enzymaticka aktivita nsp14 bola
ale vyrazne niz$ia (obr. 17, 24 a 32). To je sposobené rozdielom konformacie proteinu nspl4,
kedy v nepritomnosti nsp10 je Cast’ nsp14, ktora obsahuje vdazbovi doménu pre nsp10, zloZzena
do priestoru vizbového miesta pre RNA atym dochadza k jeho Ciastonému uzavretiu
(Imprachim et al., 2023). Aktivita proteinu nsp14 v pritomnosti nsp10sh bola v pripade dsSRNA
a dsRNA MM takmer rovnaka ako jeho aktivita v nepritomnosti nsp10 (obr. 17 a 24). U ssRNA
bola aktivita Stiepenia pdvodného substratu vel'mi podobna tej v pritomnosti nspl1OFL (obr. 32),
lisila sa ale vo frekvencii vzniku jednotlivych Stiepnych produktov, pricom v reakcii s nsp1OFL
dochadzalo k vzniku kratkych produktov pri niz8ej koncentracii proteinov. Jednym z dévodov
vysSej aktivity Stiepenia ssSRNA v pritomnosti nspl0Osh moze byt vytvorenie Specifickej

konformécie nspl4 vo vdzbe skratenej nsp10sh, ktora je odlisna od tej vo védzbe s nspl0FL.
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Takato konformdcia Ciastocne uzatvara vizbové miesto pre RNA a stazuje pristup vicse;j,
dvojvldknovej RNA, zatial’ ¢o vdzba jednovldknovej RNA, ktora je v porovnani s dsSRNA
mensia, nie je tak vyrazne zasiahnutd. Na analyzu frekvencie vzniku jednotlivych Stiepnych
produktov nie je pouZita esej v momentalnej forme vhodna, po tprave §tiepenej RNA, prediZeni
Zasu priebehu elektroforézy alebo uprave dizky polyakrylamidového gélu by pravdepodobne
mohla byt na taktito analyzu v budicom vyskume pouzita. Najniz§iu enzymaticku aktivitu mala
exonukledza nspl4 v pritomnosti mutovanej verzie proteinu nsplOFLmutT5A, ktora bola
v nizkych koncentraciach proteinov nizSia, ako jej aktivita v nepritomnosti nspl0. Toto
zhorSenie exonukledzovej aktivity by mohlo byt opit vysvetlené tvorbou Specifickej
konformacie komplexu nsp14 s nspl OFLmutT5A, ktora blokuje RNA vidzbové miesto viac ako

samotna nsp14 bez pritomnosti nsp10.

Vysledky tejto prace sa vo vicSine pripadov zhoduju s dostupnou publikovanou
literaturou zaoberajucou sa exonukledzou nspl4 z koronavirusov SARS-CoV a SARSCoV-2.
Na dokladnejsiu charakterizdciu enzymatickej aktivity exonukledzy nspl4 a jej zavislosti na
nspl0 bude potrebné v dalSom vyskume modifikovat’ niektoré aktudlne pouzité a zaviest

niektoré nové metody.
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7 Suhrn

Expresné vektory nestice mutované verzie proteinov nspl4 (E191A; H268A, D273A)
anspl0 (T5A) boli Gspesne pripravené

Divoké kmene (wt, z angl. wild-type) proteinov nsp14 a nsp10FL, ich mutované verzie,
ako aj skratend verzia nspl0 (nsplOsh) boli pripravené v bakteridlnom expresnom
systéme vyuzivajicom baktérie E. coli andasledne precistené vyuzitim afinitnej
a gélovej permeacnej chromatografie

Exonukleazova aktivita nspl4 wt v pritomnosti nspl0OFL, nsp10sh, nsplOmutT5A
a v nepritomnosti nspl0 bola charakterizovana in vitro aktivitnymi esejami
vyuzivajucimi sSRNA, dsSRNA a dsSRNA MM ako substrat. Ziskané vysledky poukazuju
na pravdepodobne rozdielne konformacie nspl4 v pritomnosti nsplOFL, nsp10sh,
nsplOmutTS5A a v nepritomnosti nsp10

Exonukledzova aktivita mutovanych verzii nspl4 v pritomnosti nsplOFL bola
charakterizovana in vitro aktivitnymi esejami vyuzivajicimi dsRNA ako substrat. Eseje
mutovanych verzii nspl4 potvrdzuju vyznamnost' jednotlivych aminokyselin na

prislusnych poziciach v aktivnom mieste exonukleazy.
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