lS‘/TA S \]\\.$

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS
CHEMIJOS INSTITUTAS
ORGANINES CHEMIJOS KATEDRA

Laurynas Vaitkus
Farmaciné chemija
Magistro baigiamasis darbas

SARS-COV-2 VIRUSO HELIKAZES NSP13 MECHANISTINIAI
TYRIMAI

Darbo vadovas
dr. Algirdas Toleikis

Vilnius 2023



TURINYS

SANTRUMPOS. ... ..o ettt et e st e bt e s e et e sbe e st e e Rt e s e esee st e et e nreen e e nreenbeenes 3
L YN D 7. N ST PRORRSR 4
LLLITERATUROS APZVALGA........oooiiiomiiiiieeneitie et esss e ssss st ses st 5
1.1 Korona virusy struktlira ir gen0mo OTZANIZACT]A.......eeueeereerrieerreereeieeereenseessreesne seessseessseesseesseesnes 5
1.2 Viruso Sars-CoV-2 VYStYMOST CIKIAS. .......cc.oiuiiiiiieicie e s 6
1.3 Helikaziy Struktlra it fUNKCIJa........ooovieiieeie ettt ettt et ettt n et enbe e nees 9
1.4 Helikazés kaip antivirusiniy Vaisty taiKinys. .......ccveveiieiieririecseee e 11
1.5 Koronavirusy helikazés nsp13 strukttira ir funkeijal........cooovvvveiiiiiiiiiiiiceee e 13
1.6 Junginiy, nukreipty pries Sars-CoV-2 helikaze nsp13, terapinis potencialas..........ccccevveeiiennnnns 14
2.MEDZIAGOS IR TYRIMO METODIKA...........coceooviiiriiriieeiesietesssstesesseseenssesssns s 16
2.1 MedZiagos ir PrietaiSal...............cooiiiiiiiiiii e 16
2. 1.1 REAGENTAL ...ttt sttt ettt h ekt s et s et et b eb e bR bt en e s nr e s 16
2.1.2 OlIGONUKIBOTIAL. .....eceeiee ettt sr e e 16
2. 1.3 FIIMEINTAL ...ttt ettt ettt et s et se etttk b bbbt eb et ne et nn et e s 17
2. 14 RINKINIAL ...ttt ettt et s et s e ee e etk £ttt eb et e s e enenbenr et nn s 17
2.1.5 Naudoti buferiniai tIrPalai..........cccoo i s 17
2.1.6 DAZAT I ZYIMEILYS. c....eeetieeuieeuteeutiiees e et e s ssee s e e s e e st e esse e e e e e e e nn e e aseean e es e e et e nn e e sneennneenne e e e nnn o 19
21,7 PIICINONIES. ... cu ettt ettt ea e ettt e b et eh e eabe et SR reenEe e nn e e nr e e ar e s e e 19
2. 1.8 PIIBLAISAL ... iute e ettt ettt ettt s et s et e h bbbt b et eh e n e e enn s 19
B B B /4 11 16 1< TSP RP PP TP 20
2.1.10 BaKterijy KamMICNal........cceeuvieiiiieiiieeeiieeectieetieeerte et eeeeteeeseteeessaeessaeensaessneeessneeessses srreesnseesssns 20
2.2 IMBEOTA. .. r st h et h ek ek e h e e 20
2.2.1 E.COli tranSTOrMACIA. ... .cueiieieiieeie ettt ettt e e et e st e e e e e en seneenneenaennes 20
2.2.2 Baltymy TAISKA......ceeiuiiieiiie e et ee e e 20
2.2.3 BaltymU UYNINIIMAS. ...ccuvveeeivieeirieeitee et eestveeetveeesuaeesseeesseessseeessseeessseeessseessaes eeessesssseessseesssns 21
2.2.4 Baltymy €leKtrofOreZE. .......ccuiiiiiiiiiie e e 21
2.2.5 Bradford baltymy koncentracijos nustatymo metodas.........cc.eevveriiviriiiiniieeniiie e eneeesiee e 21
2.2.6 Mutacijy jvedimas ] nSp13 akty V]l CONIIG.....ccuvviiuiieeiiieiieeeiie ettt seae e e e 22
2.2.7 Malachito zalumos ATPazinio aktyvVumo tYTIMAS. .........cecveerevieeriieeeeeeeieeeeeieeesiaeessas sreeeseee e 22
2.2.8 ATP/NADH jungtinis fermentinis ATPazinio aktyvumo tyrimas..........cccccevvvvverveinesiesnennens 23
2.2.9 Sakoto DNR SUDSLIAO SIMEEZE..........veveeeeeeeeseeeeeeeeeeee e eeee e ee e e ee e e eeee e sean et seeen 24
2.2.10 DNR EIEKLOTOTEZE. .....ceveeeietiee ettt et ettt eva et e et eateerae s s eneeaae s 25
2.2.11 Helikazinio aktyvumo KOKyDINIS tyrimas...........ccccvieiiiiiie e 25
2.2.12 Denatiiruojanti RNR €leKtroforeze. ..........c.oooiiiiiiiiiiiiieee e e 25
2.2.13 Polimerazinio aktyvumo KOKYDINIS tyrimMas..........ccceviiiiiiecie i e 25
3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS . ... .ottt et e 27
3.1 NSPL3 eKSPresija ir gryNiNIMAS.........cccviiveieeiueieeiestee st e se e e eraesreesr e s e ebeesaesraesressebees sbeeseearaensens 27
3.2 Nsp13 neaktyviy mutanty KOIIMAS. ........coeuieiiiiriieiie ettt et s r e e s 29
3.3 Nspl3 ATPazinio aktyVumo MataViMal...........cccueieiiiiiieiieeiesieestese et e se e e eae e sraesre s 30
3.4 Nspl13 helikazinio aktyVumo MAataViMal............cccceeiueeieiiiieiie e s srae e 30
3.5 Nsp13 jtakos polimerazes nsp12 polimeraziniam aktyvumui matavimal............cceeevveiveerieeneenne. 35
ISVADOS. ... oottt 37
LITERATUROS SARASAS........oooioiiiieeeeeeees e eeee e e 38
SANTRAUKA . et bttt bbbt e et e bt es b e eh b e eh e et e e bt es e et b e sa e e e e beenbees 2ane s 42
SUMMARY L bbbttt s e bbbt e e e Rt e st b e sb e et e bt s bbb e e e e ne sheenre s 43



SANTRUMPQOS

ADP — adenosin-5’-difosfatas

ATP — adenozin-5’- trifosfatas

BSA — jaucio serumo albuminas

DTT- ditiotreitolis

EDTA — etilendiamintetraacto riigstis

ERGIC — Siurksciojo endoplazminio tinklo ir Goldzio komplekso tarpinis kompartmentas
IMAC — imobilizuoty metaly jony chromatografija
IPTG — izopropiltio-p -D-galaktozidas

IRNR — informaciné RNR

NTP — nukleotidy trifosfatas

ORF — atviro skaitymo rémelis

PAGE — poliakrilamidinio gelio elektroforeze

RTC — replikazés transkirptazés kompleksas

SDS — natrio dodecil sulfatas

UTR — netransliuojamas regionas

ZBD — cinkg suriSantis domenas



IVADAS

Koronavirusai, pirma karta identifikuoti XX a. septintajame deSimtmetyje, Zmoniy
populiacijose periodiskai sukelia didelio masto epidemijas. Per pastaruosius dvidesimt mety jvyko
trys koronavirusy protrikiai: 2003 metais SARS (angl. severe acute respiratory syndrome)., 2012
metais MERS (angl. Middle East Respiratory Syndrome), ir 2020 metais COVID-19 (angl.
Coronavrus Disease 2019). 2019 metais pasirodziusi liga COVID-19 sukélé pasaulinio masto krize.
Sig liga sukelia SARS-Cov-2 (angl. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) — viengrandés
RNR virusas. Sis oro lageliniu biidu perduodamas virusas pasireiskia jvairiais simptomais, jskaitant
kars¢iavima, kosulj, skonio ir kvapo praradimg, raumeny skausmus, bei gal sukelti rimtas sveikatos
komplikacijas — plauc¢iy uzdegima, kraujo kreSulius ir mirtj. Déka turimy vaisty ir vakciny
nekontroliuojamas viruso plitimas buvo suvaldytas ir visuomenés prisitaiké gyventi su virusu. Taciau
Si liga vis dar kasdien yra diagnozuojama milijonams Zmoniy visame pasaulyje ir dél jos sukelty
padariniy mirSta tiikstan¢iai Zzmoniy. Dél spar€ios viruso genomo mutacijos vis pasireiSkia naujos
viruso atmainos, todél negalima atmesti, Zymiai pavojingesniy SARS-CoV-2 atmainy atsiradimo
ateityje, galimybés. Todél labai svarbi iSlieka vaisty, nukreipty j visas SARS-CoV-2 viruso atmainas
paieska. Tam reikalingas konservatyvus, nekintantis skirtingose viruso atmainose, baltyminis
taikinys. Tokiu taikiniu galéty bati vienas i§ svarbiausiy viruso replikacijoje dalyvaujanéiy fermenty
— helikaze nsp13.

Helikaziy funkcija replikacijos metu yra i§vynioti DNR ar RNR grandines. Nsp13 inaktyvacija
uzkirsty kelig viruso pasidauginimui ir tolimesnei ligos eigai. Deja, nspl3 veikimo mechanizmas
néra iki galo suprastas. Taip pat néra iki galo suprastas nsp13 vaidmuo SARS-CoV-2 replikaciniame
komplekse, kuriame svarbiausia funkcija atlicka RNR polimerazé nsp12, taciau tikétina, kad nspl3
turi didele jtakg nsp12 veiklai.

Gilesnis nsp13 mechanistiniy sagvybiy supratimas, galéty padéti sukurti priemones, padedancias
suvaldyti koronavirusy protrikius, ateityje, todél savo darbo objektu pasirinkome SARS-CoV-2
helikazés nsp13 mechanistinius tyrimus.

Darbo tikslas:
Istirti SARS-CoV-2 helikazés nsp13 mechanistines sgvybes.

Darbo uzdaviniai:
e E.coli Igstelése atlikti nsp13 baltymo raiska ir gryninima.
e [vertinti nsp13 ATPazin;j ir helikazinj aktyvumus.

o Nustatyti kokig jtakg nsp13 helikazé turi polimerazés nsp12 aktyvumui.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Korona virusy struktiira ir genomo organizacija

Koronavirusais vadinami RNR genoma turintys virusai, priklausantys Coronaviridae seimai,
Nidovirales biiriui. Jie yra zinomi kaip kvépavimo taky infekcijy sukéléjai — nuo paprasto persalimo
iki sunkesniy ligy. Siuo metu yra nustatyti septyni zmogaus koronavirusai, keturi i jy sveikatai
nepavojingi — 229E, OC43, NL63, HKUL, o trys yra patogeniniai — SARS-CoV, Mers-CoV (angl.
Middle East respiratory syndrome coronavirus) ir SARS-CoV-2 (Malik, 2020).

Pavadinimas ,koronavirusas® kiles i$ lotynisko zodzio ,.corona”, reiSkiancio kariing arba
aureole, kadangi viruso paviriuje yra charakteringi spygliai, primenantys karing. Sie virusai
dazniausiai aptinkami gyviiny organizmuose, taCiau kartais zoonozés budu gali biti perduodami
zmonéms ir sukelti ligos protrukj (Pal ir kt., 2020).

SARS-CoV-2 yra sferinés formos dalelé, kurios skersmuo yra 65-125 nm. Virusas turi keletg
pagrindiniy struktiiriniy komponenty, kurie yra svarbiis jo veikimui ir dauginimuisi (1 pav.).
SARS-CoV-2 virusg sudaro keturi struktiiriniai baltymai: apvalkalo baltymas (E), membranos
baltymas (M), nukleokapsidés baltymas (N) ir spyglio baltymas (S). E sudaro iSorinj viruso sluoksnj
ir sgveikauja su Seimininko lgsteléemis. E taip pat supa viruso geneting informacijg apsaugantis lipidy
dvisluoksnis. M padeda iSlaikyti viriono formg ir stabilumg. N apsaugo viruso geneting medziagg ir
dalyvauja viruso genomo replikacijoje. S reikalingas, kad virusas galéty prisijungti prie Seimininko
Igsteliy ir jas uzkrésti (Astuti ir Ysrafil, 2020).

— Pagrindiniai strukturiniai baltymai

Lipidy dvisluoksnis

1 pav. Sars-CoV-2 struktiriniai elementai (Khan et al., 2021). Pagrindiniai strukttiriniai baltymai: S — spyglio
baltymas, M — membranos baltymas, E — apvalkalo baltymas, N — nukleokapsidés baltymas.

Koronavirusai turi nesegmentuotg, prasminés (angl. positive-sense) viengrandés RNR genoma,
kurio ilgis yra apie 30 kb, kas yra didziausi zinomi virusiniai RNR genomai (2 pav.). Genomas turi
5" kepurés struktiirg ir 3’ poli(A) uodega, todél jis gali veikti kaip iRNR. Du dideli atvyro skaitymo
rémeliai (angl. open reading frames) ORFla ir ORF1b koduojantys 16 nestruktiiriniy baltymy, uzima
apie 20 kb, i§ kuriy struktiiriniy ir pagalbiniy baltymy genai sudaro tik apie 10 kb. Viruso genomo 5’
gale yra lyderiné seka ir netransliuojama sritis (UTR), kurioje yra daugybé stiebo kilpy (angl. stem
loops) struktiiry, reikalingy RNR replikacijai ir transkripcijai.
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2 pav. Sars-CoV-2 viruso genomo organizacija. Viruso genomas sudarytas i§ RNR 29903 nt ir koduoja 16
nestruktlrinius, 4 struktirinius ir pagalbinius baltymus (Redondo et al., 2021).

SARS-CoV-2 viruso struktiiros ir genomo organizacijos supratimas yra labai svarbus, siekiant
daugiau iSsiaiSkinti apie viruso elgseng ir dauginimosi mechanizmus. Tai yra biitina norint sukurti
efektyvius Sio ir panaSiy viruso sukeliamy ligy prevencijos ir gydymo biidus.

1.2 Viruso Sars-CoV-2 vystymosi ciklas

Viruso SARS-CoV-2 vystymosi ciklg galima suskirstyti j keletg etapy: 1) prisijungimas (angl.
attachment), 2) jsiskverbimas (angl. entry), 3) viruso apvalkalo pasalinimas (angl. uncoating), 4)
viruso replikacinés masinerijos transliacija, 5) RNR replikacija, 6) transkripcija, 7) viruso struktiiriniy
baltymy transliacija, 8) replikuotos RNR supakavimas nukleokapsidéje, 9) naujy viriony
susiformavimas (angl. virion assembly) ir 10) viruso iSsiskyrimas i$ Igstelés (3 pav.) (Abebe ir
Dejenie, 2022). Gilus viruso vystymosi ciklo suvokimas yra butinas norint suprasti $iuo metu
naudojamus gydymo budus ir kuriant potencialias terapines priemones kiekvienam etapui (Astuti ir
Ysrafil, 2020).
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3 pav. Sars-CoV-2 vystymosi ciklas. 1 — prisijungimas, 2 — jsiskverbimas, 3 — viruso apvalkalo pasalinimas,
4 —viruso replikacinés masinerijos transliacija, 5 — RNR replikacija, 6 — transkripcija, 7 — struktiiriniy baltymy
transliacija, 8 — RNR supakavimas nukleoplazmidéje, 9 — naujy viriony susiformavimas, 10 — viruso
iSsiskyrimas i§ lIgstelés (Burmer ir Pabuwal, 2020).

SARS-CoV-2 prisijungimas prie Seimininko lgsteliy yra ypac svarbi $io viruso vystymosi ciklo
ir COVID-19 patogenezés stadija. Virusas naudoja savo spyglio (S) baltyma, kad prisijungty prie
angiotenzing konvertuojancio fermento 2 (ACE2) receptoriaus Seimininko Igsteliy pavirsiuje (Letko
ir kt., 2020) Subrendusio viriono S baltymg sudaro jungtuku (angl. linker) sujungti subvienetai S1 ir
S2. Subvienete S1 esantis fragmentas RBD (angl. receptor binding domain) atpaZjsta receptoriy
ACE2, o S2 subvienetas jtvirtina S baltyma prie viruso membranos. S2 subvienete taip pat yra
suliejimo peptidas (angl. fussion peptide) batinas susiliejimui su $eimininko Igstelés membrana
(Jackson ir kt., 2022).

SARS-CoV-2  Seimininko lgsteles jsiskverbia keletu budy, kas lemia jo uzkre¢iamuma ir
patogeniSkumg. DaZniausias jsiskverbimo biidas yra per lastelés pavirSiy, kur viruso S baltymas
prisijungia prie $eimininko lIasteles ACE2 receptoriy. Siuo patekimo j lastele biidu S baltymas yra
aktyvuojamas neutraliame pH, Seimininko proteazéms sukarpant jj tarp subvienety S1/S2 (Nejat ir
kt., 2023). Tai lemia viruso ir lagstelés Seimininkés membrany susiliejimg, ir virusas patenka j
Seimininko Igstele. Taciau jeigu Salia néra egzogeniniy S baltymg aktyvinanciy proteaziy, SARS-
CoV-2 i Seimininko Iasteles gali patekti ir per nuo klatrino priklausoma endocitoze — mechanizma,
kuris leidZia integruoti j lasteles jvairias medZziagas, jskaitant virusus. Sars-CoV-2 isiskverbus i
Seimininko Igstelés vidy per lastelés pavirSiaus ar endocitozés biidus sekantis Zingsnis viruso
vystymosi cikle yra nukleokapsidés isardymas. Sis procesas jvyksta dél eimininko Iasteléje esanciy
proteaziy, suardanc¢iy nukleokapsidés N baltyma, taip iSleisdamos viruso genoma | citozolj (Jackson
ir kt., 2022).



Sars-CoV-2 RNR genomui patekus | lastelés Seimininkés citoplazma, pradedama viruso
replikacinés masinerijos ekspresija. Kad galéty pasinaudoti lgstelés Seimininkés transliacijos sistema,
Sars-CoV-2, kaip ir kiti RNR virusai, imituoja Seimininko iRNR, turinc¢ig 5' kepure, 3' poliadenilinta
uodega ir netransliuojamas sritis 5' ir 3'. Replikazé yra koduojama ORFla ir ORFL1b, i§ kuriy
transliuojami du koterminaliniai poliproteinai (angl. polyprotein) — ppla ir pplab. Vykstant pplab
transliacijai, SARS-CoV-2 baltymo raiskag lemia molekulinis mechanizmas, vadinamas
programuojamu ribosominiy rémeliy poslinkiu (Romano ir kt., 2020). Ribosominiy rémeliy poslinkio
mechanizmas yra iSlikes visuose koronavirusuose, jskaitant ir SARS-CoV-2. Tai procesas, kurio i$
vienos iRNR yra nuskaitomi keli atviro skaitymo rémeliai, kas leidzia efektyviau naudoti geneting
informacija, taip iSple¢iant ir patobulinant iSreiSkiamy baltymy spektra ir stechiometrija. Ribosominiy
rémeliy poslinkio déka, i§ vienos viruso iRNR yra iStransliuojama nuo RNR priklausoma RNR
polimerazé nsp12, ir uz jos koduojami nestruktiiriniai baltymai, dalyvaujantys RNR modifikavime,
apdorojime ir koregavime. Véliau ppla ir pplab yra autoproteolitiSkai suskaidomi j 16 atskiry
nestruktiiriniy baltymy (nsps) veikinat papaino tipo proteaze nsp3 ir pagrindine chimotripsino tipo
proteaze nsp5. Proteazé nsp3 yra atsakinga uz baltymy nspl, nsp2, nsp3 ir nsp4 atskyrimg, o nsp5 —
uz likusiy vienuolikos nestruktiiriniy baltymy atskyrimg (V.Kovski ir kt., 2021). Susidar¢ nsp
baltymai suformuoja RNR replikazés-transkriptazés kompleksg (RTC), kurj sudaro nsp7-nsp8
praimazeés kompleksas, polimerazé nsp12, RNR helikazé nsp13 ir RNR modifikuojantys fermentai
nspl4, nspl5 ir nsp16. RTC yra bitinas RNR replikacijai ir transkripcijai naudojant genoming RNR
kaip matrica (angl. template). Be to, RTC sukuria palankig aplinkag RNR sintezei, tarpininkaudamas
pertvarkant SiurkS¢iojo endoplazminio tinklo membranas, tam, kad uzkréstos Igstelés citoplazmoje
susidaryty dvigubos membranos piislelés (DMV), kuriose vyksta viruso replikacija ir transkripcija
(Mishchenko ir Ivanisenko, 2022).

Susiformavus viruso RTC, pradedama viruso genominés ir subgenominés RNR sintezé.
Genominé RNR naudojama kaip genetiné medziaga formuojant naujiems virionams, o subgenoming
RNR — kaip iRNR struktiiriniy ir pagalbiniy viruso baltymy transliacijoje. ISskirtinis Nidovirales
biirio bruozas yra tas, kad visos prasminés subgenominés RNR turi bendrg 3' koterminaling sekg su
viruso RNR genomu, kas leidzia susiformuoti genominés ir subgenominés RNR tinklui (angl. Nested
RNA's) (Alexandersen ir kt., 2020). Koronavirusai pasizymi gebéjimu rekombinuotis tiek
homologinés, tieck nehomologinés rekombinacijos budu, kas reiskia, kad virusas gali dalintis genetine
informacija tiek su panasiomis, tiek su skirtingomis nukleotidy sekomis. Sis gebéjimas susijes su nuo
RNR priklausomos RNR polimerazés (RdRp) gebéjimu perjungti grandines. Si rekombinacija atlieka
svarby vaidmenj Sars-CoV-2 evoliucijoje, kas lemia sparty naujy Viruso atmainy atsiradima (Focosi
ir Maggi, 2022).

Viruso struktiiriniai baltymai yra transliuojami i§ subgenominés viruso iRNR, lastelés
Seimininkés baltymus sintetinanciose organelése. Dauguma su membrana susijusiy struktiiriniy ir
pagalbiniy baltymy, tokiy kaip S, M ir E yra sintetinami Siurks¢iojo endoplazminio tinklo ribosomose,
o kiti viruso baltymai, jskaitant N baltyma, yra transliuojami lgstelés citozolyje esanciose ribosomose.
Be to, Siems struktliriniams baltymams taip pat atlickamos potransliacinés modifikacijos kurios
pritaiko juos savo atliekamoms funkcijoms (Wong & Saier, 2021). Pats virionas suformuojamas
Siurks¢iojo endoplazminio tinklo ir Goldzio komplekso tarpiniame kompartmente ERGIC (angl. ER-
Golgi intermediate compartment). M baltymas yra pagrindinis viruso morfogenezéje, kadangi
virionas formuojasi dél $io baltymo heterotipiniy sagveiky — M-S ir M-E. Viruso nukleokapsidé
susiformuoja citoplazmoje, kai supakuota viruso genominé RNR, yra apgaubiama N baltymu.
Virionas pilnai susiformuoja, kai dél M-N saveikos jvyksta viruso nukleokapsidés ir apvalkalo
kondensacija (Wong ir Saier, 2021).



Kaip ir kity koronavirusy, SARS-CoV-2 viruso i$siskyrimo i$ lastelés mechanizmas yra vienas
1§ maziausiai iStirty SARS-CoV-2 infekcinio ciklo etapy. Dauguma apvalkala turin¢iy RNR virusy
iSsiskiria dél pumpuravimosi (angl. budding) proceso plazminéje membranoje arba pumpuruojantis
vidiniuose Seiminino kompartmentuose, tada biosintezés sekrecijos keliu jie egzocituojami |
uzlasteling ertme. SARS-CoV-2 pumpury susidarymas ERGIC ir Goldzio komplekse rodo, kad $is
virusas taip pat iSsiskiria i§ lgstelés Seimininkés biosintetiniu sekrecijos buidu. Taciau viename
neseniai atliktame tyrime pasitilytas modelis, pagal kurj koronavirusai, jskaitant SARS-CoV-2, i§
lastelés issiskiria naudodami lizosomas, o ne biosintetinj sekrecinj kelig (Wong ir Saier, 2021).

Apibendrinant galima daryti i§vadg, kad SARS-CoV-2 replikacijos ciklas yra sudétingas ir
dinamiskas procesas, apimantis viruso sgveika su Seimininko lgstelés veiksniais ir lgsteliniais
procesais. ISsamus SARS-CoV-2 replikacijos ciklo mechanizmy ir etapy supratimas yra labai
svarbus, kuriant veiksmingas gydymo strategijas COVID-19 prevencijali.

1.3 Helikaziy struktiira ir funkcija

Helikazés yra motoriniai baltymai, naudojantys energijg gautg i§ ATP hidrolizés ir atskiriantys
nukleortig§¢iy grandines. Pri¢jimas prie viengrandés nukleortigS§¢iy grandinés yra bitinas DNR ir
RNR metabolizmo procesuose, tokiuose kaip replikacija, transkripcija, reparacija. Helikazés sudaro
salygas vykti Siems procesams, nes atskiria dvigrande DNR, RNR ar DNR-RNR kompleksg ir
pertvarko chromatina. Sias funkcijas helikazés atlieka kryptingai judédamos viengrande ar dvigrande
nukeortig§¢iy grandine, naudojant nukleotidy trifosfato (NTP) hidrolizés energija. D¢l gyvybiSkai
svarbaus vaidmens nukleoriig§¢iy apytakoje helikazés yra paplitusios visose gyvosios gamtos
karalystése ir virusuose ir yra iSskirtinai konservatyvios baltymy sekos bei struktaros (Awate ir Brosh,
2017).

Helikazes gali buti klasifikuojamos pagal substrata, translokacijos kryptj, oligomering struktiirg
ir pirming struktiira. Pagal substrata, helikazés skirstomos ;| RNR ir DNR helikazes. Taciau $§i
klasifikacija néra labai griezta, kadangi dauguma helikaziy yra aktyvios tiek su DNR tiek su RNR
substratais. Pagal translokacijos kryptj helikazés skirstomos ] 3‘—5° ir 5°—3° helikazes. ISsikisSes
viengrandés nukleoriigsties motyvas yra reikalingas daugumai helikaziy norint prisijungti prie
substrato ir inicijuoti dvigubos grandinés iSvyniojimg. Pagal oligomering struktira helikazés
skirstomos j ziedines (angl. ring-shaped) ir neziedines (angl. non-ring-shaped) (Raney ir kt., 2013).
Dauguma neziediniy helikaziy veikia 3'—5' kryptimi, o ziedinés helikazés dazniausiai veikia 5'—3’
kryptimi. Taciau papilomos viruso neziediné helikazé E1 veikia 3'—5’, o bakteriofago T4 ziediné
helikazé¢ Dda — 5'—3' kryptimi. Pati detaliausia helikaziy klasifikacija yra paremta jy pirmine
struktiira. Si klasifikacija, pirma karta sudaryta 1993 m. rusy virusology A. Gorbalenya ir E. Koonin,
yra paremta konservatyviy amino rig$c¢iy sekos motyvy panasumais (Cameron ir kt., 2009). Pagal
konservatyviy motyvy panaSuma visos helikazés gali biiti suskirstytos j 6 superSeimas (angl.
superfamilies) i$ kuriy kiekviena detaliau yra skirstoma j keletg skirtingy Seimy (Meir ir Greene,
2021).

Visos helikazés pasizymi dviem ypac konservatyviais motyvais I ir II, dar vadinamais Volkerio
motyvais (angl. Walker motifs), dalyvaujanéiais NTP prisijungime ir hidrolizéje. Volkerio A motyvas
turi lizino liekana, kuri prisijungia prie ATP B-fosfato grupés ir taip stabilizuoja pereinamaja biiseng
ATP hidrolizés metu. Volkerio B motyvas turi konservatyvia DExx seka, kurioje aspartatas
koordinuoja katalitinj magnio jona, kuris be pereinamosios busenos stabilizavimo reikalingas ir
netoliese esancios nukleofilinés vandens molekulés aktyvavimui fosfoanhidrido hidrolizéje (Byrd ir
Raney, 2012).

Pagrindinis kiekvienos helikazés funkcinis vienetas yra vadinamoji helikazés Serdis (angl.
helicase core), kurig sudaro du baltyminiai domenai RecA. Helikaziy veikimo mechanizmg lemig jy
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oligomeriné struktiira. SF1 ir SF2 superSeimy helikazés yra neziedinés ir monomerinés, jy RecA
domenai yra i$sidéste tandemiskai toje pacioje polipeptidingje grandinéje. Ziedinés helikazés,
kurioms priklauso SF3-SF6, pasizymi kitokia ketvirtine struktiira, jos dazniausiai sudaro heksamering
zieding sistemg, ir kiekviename monomere turi po atskirg RecA domeng. Konservatyviis helikazés
motyvai, atsakingi uz ATP hidrolize, paprastai yra plySyje tarp dviejy gretimy RecA domeny. ATP
prisijungimas, hidrolizé bei ADP ir fosfato jono disociacija greta esantiems RecA domenams sukelia
konformacinius pokyCius vienas kito atzvilgiu, kas lemia skirtingg RecA domeny afiniSkumag
nukleoriig§¢iy substrato atzvilgiu. Pasikartojantys ATP hidrolizés ciklai tiesiogiai virsta
translokacijos zingsniu per nukleortig¢iy grandine (Leitdo ir kt., 2015).

Pats helikaziy veikimo mechanizmas néra iki galo iStirtas. Egzistuoja du dazniausiai naudojami
bendrojo helikaziy mechanizmo modeliai, vadinami ,,vikSro“ (angl. inchworm) ir ,aktyviojo
riedéjimo* (angl. active rolling) modeliais (Becker ir Hub, 2023) (4 pav.). Pagal ,,viksro* modelj
helikazé juda iSilgai DNR ar RNR grandinés pirmyn vienu i§ dviejy motoriniy domeny, o kitas
motorinis domenas lieka prisijunges prie grandinés. D¢l §io judéjimo DNR i§vyniojama, kai helikaze
zingsnis po zingsnio juda i8ilgai grandinés. Jvairiy helikaziy zingsnio dydZio apskai¢iavimai svyruoja
nuo 4 ar 5 baziy pory UvrD helikazéje iki 2 baziy pory NS3 RNR helikazeje ir vos 1 baziy poros Rep
helikazéje (Raney ir kt., 2013). Pagal ,,aktyvaus riedéjimo* modelj helikazé juda isilgai nukleoriigs¢iy
grandinés nuolat besisukdama aplink granding, taciau iSlikdama prie jos prisitvirtinusi. Dél §io
rotacinio judesio, helikazei judant pirmyn, nukleortigs¢iy grandiné i$sivynioja. Abu modeliai buvo
patvirtinti eksperimentiniais jrodymais, o konkretus mechanizmas, kurj naudoja tam tikra helikaze,
gali priklausyti nuo jos specifiniy struktiiriniy savybiy ir konkretaus nukleoriigiciy substrato
(Lehmann ir kt., 2015).

Aktyvaus riedéjimo modelis

Dimeras

Viksro modelis
Domenas 1 Domenas 2
ADP+P
A _are N\ _aoeer

Monomeras

4 pav. Helikaziy mechanizmo modeliai. ,,Aktyvaus riedéjimo™ modelis: helikazé juda isilgai nukleortigsciy
grandinés nuolat besisukdama aplink granding, dél Sio rotacinio judéjimo pirmyn, nukelortig§¢iy grandiné
i§sivynioja. ,,Viksro* modelis: helikazé juda iSilgai DNR ar RNR grandinés pirmyn vienu i§ dviejy motoriniy
domeny, o kitas motorinis domenas lieka prisijunges prie grandinés, $ie helikazés zingsniai sukelia DNR
grandinés i§vyniojimg (Tanner ir Linder, 2001).

Helikazés kaip fermenty klasés reik§mé visiems gyviems organizmams yra fundamentali,
kadangi be jy negalima nukleortig§¢iy replikacija. D¢l savo konservatyvumo ir svarbos helikaziy
funkcijy slopinimas gali biiti efektyvus biidas kovojant su jvairiomis virusinémis ligomis.
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1.4 Helikazés kaip antivirusiniy vaisty taikinys

Virusinés infekcinés ligos kelia didelge grésme zmoniy sveikatai. Taciau vakciny kiirimas ir
higienos reikalavimy laikymosi pageréjimas labai prisid€jo prie to, kad i§ dalies pavyko sustabdyti
naujy virusiniy ligy plitimg. Nepaisant to, kontroliuoti virusiniy ligy epidemijas pavyko ne itin
s¢kmingai, tai rodo SARS, Ebolos, MERS, Zikos bei COVID-19 protriikiai (Trovato ir kt., 2020).

Antivirusiniai vaistai kuriami remiantis dvejomis pagrindinémis strategijomis — taikantis ]
infekuotos lgstelés arba | viruso baltymus. Kadangi virusai replikuojasi naudodami savo paties
koduojamus baltymus arba perimdami Igstelés ciklo kontrolg, virusy replikacijai nutraukti skirtos
medziagos i$ esmés galéty vienodai veiksmingai veikdamos tiek virusinius, tiek lastelés metabolizma
reguliuojancius baltymus. Jeigu vaistiné medziaga yra nukreipta pries§ virusinj baltyma, kurio funkcija
neturi atitikmens Seimininko Igsteléje, pavyzdziui kapsidés formavimas, toksinio poveikio tikimybé
Seimininko organizmui yra maZesné. Toks taikinys, kaip virusiné helikaze, daznu atveju, pasiZymi
mazesniu specifiSkumu, nes viruso ir lgstelés fermentai katalizuoja panaSig fermenting reakcija.
Taciau, kadangi viruso ir lIgstelés fermentai néra identiski, iSnaudojant Seimininko ir viruso fermenty
strukt@irinius skirtumus, galima sukurti didelio specifiSkumo antivirusinius vaistus. Tam reikalingas
detalus virusiniy helikaziy struktiiros ir funkcijos supratimas (Kwong ir kt., 2005).

Virusiniy helikaziy struktiirg ir funkcija daugiausiai yra nulemta konkretaus viruso genomo
savybiy. Virusy genomai yra jvairts, jie gali biiti tiek viengrandziai, tiek dvigrandziai, sudaryti tiek
18§ RNR tiek i§ DNR. Dvigrandziuose virusuose, helikazés reikalingos atskirti dviguba spiralg
replikacijos metu, o viengrandZziuose — atskirti po replikacijos susidariusius DRR-RNR ar RNR-RNR
dupleksus. Be Siy funkcijy helikazés dalyvauja virusy iRNR transkripcijoje, transliacijoje, RNR-
baltymy kompleksy suardyme ir nukleoriig§¢iy supakavimui j virionus.

Beveik visos virusinés helikazés priklauso SF1, SF2 ir SF3 superSeimoms. SF1 ir SF2
priklausancios helikazés turi po septynis konservatyvius motyvus, o SF3 — tris. SF3 superSeimai
priklauso dauguma virusiniy helikaziy. Be to, dalis virusiniy helikaziy nepriklauso Sioms
superSeimoms ir yra priskiriamos E.coli helikazes Dnab primenanciy (angl. Dnab-like) helikaziy
Seimai (Cameron ir kt., 2009).

RNR genoma turintys virusai, kuriems priklauso ir SARS-CoV-2, yra prisitaik¢ infekuoti
skirtingo tipo Seimininko lgsteles, jos skiriasi savo genomo sandara, aktyvumu bei konservatyviais
pirminés struktiiros motyvais (1 lentel¢).

1 Lentelé. RNR genomg turinéiy virusy helikaziy jvairové (Frick ir Lam, 2006).

Seimininkas Virusas Seima Ruasis Baltymas Aktyvumas H;Llil::;es
. - . 5'-3'RNR
Bakterijos Cystoviridae Bakteriofagas @6 P4 helikazinis SF3
. . Burokéliy geltonumo iy
Augalai Closteroviridae . hel RNR surisimas SF1
klosterovirusas
Augalai Flexiviridae Bambulfo mozaikos Orfl RTPazinis SF1
virusas
. I 5'-3"ir 3-5' RNR
Augalai Flexiviridae Bulviy virusas X TGNBpL oS T SF1
helikazinis
Augalai Potyviridae Slyvy raupy virusas C1 RNR helikazinis SF2
Augalai Potyviridae Tamarll_lo mozaikos C1 RNR helikazinis SF2
virusas
. . Ropés geltonosi NTPazinis, RNR
Augalai Tymoviridae Opes BETIONOSIOs 206 p Z.IV.I SF1
mozaikos virusas suriS§imas
Augalai Tobamo virusas Tabako mozaikos virusas Rep RNR helikazinis SF1
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. Mélynojo liezuvio li 5-3'ir 3-5' RNR
Gyviinai Reoviridae CYROJO TEZUVIO U80S VPG "o T SF2
virusas helikazinis
. L . o 5'-3' RNR/DNR
Gyviinai Arteriviridae Arkliy arterito virusas nsp10 helikazinis SF1
Gyviinai Caliciviridae Sautamptono virusas 41p NTPazinis SF3
7 K . 5'-3' RNR/DNR
Gyviunai Coronaviridae SRR T nspl3 helikazinis SF1
229E .
NTPazinis
5'-3' RNR/DNR
Gyviinai Coronaviridae SARS koronavirusas Nsp13 helikazinis SF1
NTPazinis
RNR
I 1 ios karstiné L
Gyviinai Flaviviridae Ge tonosllos arstines NS3 stimuliuojamas SF2
virusas .
NTPazinis
. S o RTPazinis, 3'-5'
Gyviinai Flaviviridae Vakary Nilo virusas NS3 helikazinis SF2
Dengés karstligés virusas 3'-5'RNR
Gyviinai Flaviviridae NS3 helikazinis, SF2
NTPazinis
Gyviinai Flaviviridae Japonijos encefalito NS3 $-5'RNR SF2
virusas helikazinis
RNR
Gyviinai Flaviviridae Pavasano virusas NS3 stimuliuojamasATP SF2
azinis
_ . - e e 3'-5'RNR
Gyviinai Pesti virusas Galvijy diar¢jos virusas NS3 helikazinis SF2
. . . . 3'-5' RNR/DNR
Gyvinai Hepacivirusas Hepatito C virusas NS3 helikazinis SF2
Gyviinai Picornaviridae Poliovirusas 2C NTPazinis SF3
Gyviinai Picornaviridae Echovirus 9 atmaina Barty 2C NTPazinis SF3
Gyviinai Togaviridae Semliki migko virusas nsP2 RNR helikazinis SF1
o . L RNR stimuliuoja
Gyvinai Rubivirusas Raudonukeés virusas P70 NTPazinis SF1

IS 1 lenteléje pateikty duomeny, kad tarp RNR genoma turinciy virusy yra reikSmingy skirtumy.
Augalus infekuojanciy RNR virusy helikazés priklauso SF1 ir SF2 helikaziy Seimoms ir jos aktyvios
tik su RNR substratu. Taciau gyviinus infekuojan¢iy RNR virusy helikazés priklauso SF1, SF2 ir SF3
helikaziy Seimoms ir jos aktyvios tiek su RNR tiek su DNR substratu.

Pirmga karta, kaip sékmingas antivirusiniy vaisty taikinys, helikazés buvo panaudotos slopinant
herpes simplex (HSV) viruso helikaze, taip stabdant viruso replikacija ir ligos progresija gyviny
modeliuose (Frick ir Lam, 2006). Nors helikazés yra labai svarbios virusy funkcijai, vaisty, kuriy
veikimas paremtas helikazés slopinimu, kiirimas atsilieka nuo kity antivirusiniy vaisty, kurie veikia
kitus fermentus, pavyzdziui., polimerazes. Taciau vil¢iy teikia tai, kad jau yra s¢kmingy helikazes
(AIC316), inhibitoriai, veikiantys HSV helikazes, yra perspektyviis antivirusiniai vaistai. Siuo metu
vieni perspektyviausiy yra Priteliviro klinikiniy tyrimy rezultatai, kurie jau gavo JAV maisto ir vaisty
administracijos patvirtinimg gydyti aciklovirui atsparias HSV infekcijas suaugusiems, kuriy
imunitetas susilpnéjes. Tai patvirtina, kad helikazés gali biiti svarbiu antivirusiniy vaisty taikiniu
(Spratt et al., 2021).
veikia DNR virusus, vis dar néra klinikiniy jrodymy patvirtinan¢iy antivirusiniy vaisty, kurie biity
veiksmingi prie§ RNR virusus.
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1.5 Koronavirusy helikazés nsp13 struktiira ir funkcija

Nspl3 yra nestruktiirinis baltymas, koduojamas koronavirusy, pavyzdziui, SARS-CoV-2,
SARS-CoV ir MERS. Tai yra esminis viruso replikacijos mechanizmo komponentas, veikiantis kaip
RNR helikazé, katalizuojantis dvigubos grandinés RNR i$vyniojimg viruso replikacijos metu.

Nors nspl3 baltymas yra labai konservatyvus, skirtinguose koronavirusuose nspl3 baltymo
homologai Siek tiek skiriasi. SARS-CoV ir SARS-CoV-2 nspl3 skiriasi viena amino rugstimi
(1570/Vv570), 0 SARS-CoV ir MERS-CoV helikazés tarpusavyje turi 70 % identisky aminortigsciy
(Yue et al., 2022). SARS-CoV-2 ir SARS-CoV nsp13 helikazés yra sudarytos i§ 601, 0 MERS-CoV
— 1§ 598 aminortigséiy (Zeng ir kt., 2021; Hao ir kt., 2017). Analizuojant nsp13 baltymy aminoragsciy
sekas, taip pat pastebimi specifiniai funkciniy domeny skirtumai tarp skirtingy koronavirusy.
Konservatyvus cinkg jungiantis domenas, esantis koronavirusy nsp13 baltymo N-galingje srityje, yra
svarbus baltymo stabilumui ir funkcijai. Nors SARS-CoV-2, SARS-CoV ir MERS nsp13 baltymai
yra homologai, jy struktiiriniai skirtumai gali lemti skirtingg funkcijg ir stabilumg. Konservatyvus
cinkg jungiantis domenas, esantis nsp13 baltymo N-galinéje srityje, yra svarbus baltymo stabilumui
ir funkcijai, taCiau sudétinés aminortigiciy liekanos Sioje srityje yra specifiSkai skirtingos tarp
skirtingy koronavirusy. Siy struktiiriniy skirtumy supratimas yra svarbus, kuriant tick specifinius tiek
nespecifinius nsp13 baltymg veikiancius antivirusinius vaistus (Cavasotto ir kt., 2020).

Nspl13 sudaro penki struktiiriniai domenai: cinkg suriSantis domenas ZBD (angl. zinc-binding
domain), 1B domenas, stiebo domenas (angl. stalk domain), ir du RecA tipo domenai 1A ir 2A. ZBD
koordinuoja tris strukttrinius cinko jony kompleksus, kurie yra biitini nsp13 struktiirai stabilizuoti ir
sgveikai su RNR substratais palengvinti (5 pav.). Helikazinio aktyvumo iniciacijai atpazjstant ir
suriSant RNR substratg svarbus i§ beta laksty sudaryras domenas 1B. Uz ATP hidrolize ir nukleotidy
grandinés translokacijg yra atsakingi RecA tipo domenai 1A ir 2A. RecA tipo domenai yra
konservatyvis tarp SF1 helikaziy, juose yra konservatyvi ATP prisijungimo vieta. Po ATP hidrolizés
1 RecA tipo domenuose jvyksta konformaciniai poky¢iai, sukeliantys RNR iSvyniojimg. Be to,
helikaziniam aktyvumui yra svarbus i§ alfa spiraliy sudarytas stiecbo domenas, jungiantis du RecA
tipo domenus. Nspl3 domeny struktGros supratimas leidzia suprasti mechanizmus, kuriais
grindziamas fermentinis aktyvumas (El Hassab ir kt., 2022).

RecA1

5 pav. NSP13 struktira. ZBD - cinka suriSantis domenas, stiebo domenas, 1B domenas, RecAl, RecA2
domenai (PDB: 6ZSL).
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Nspl3 helikazé yra daugiafunkcinis fermentas, pasizymintis helikaziniu ir ATPaziniu
aktyvumu. Nspl3 gali iSvynioti RNR dupleksus 5'—3' kryptimi ir judéti iSilgai RNR grandiniy.
Nustatyta, kad Nsp13 pasizymi helikaziniu aktyvumu tiek su DNR tiek su RNR substratais, o tai rodo
jo galimg dalyvavimg RNR ir DNR rekombinacijoje viruso replikacijos metu. Be to, nsp13 helikaze,
sgveikauja su keliais baltymais, dalyvaujanciais RNR replikacijoje ir transkripcijoje. Nsp13 su nspl2,
nuo RNR priklausoma RNR polimeraze, sudaro stabily kompleksg ir galimai skatina polimerazinj
nsp12 aktyvumg (Chen et al., 2020). Be to, nsp13 taip pat sgveikauja su pagalbiniais baltymais nsp7
ir nsp8, kurie sudaro vadinamgjj praimazés kompleksa, atsakingg uz trumpy RNR pradmeny,
reikalingy RNR sintezei pradéti, sinteze. Si saveika padidina RNR sintezés efektyvuma, nes
palengvina nsp12 prisijungimg prie viruso RNR matricos. Be to, nustatyta, kad nsp13 saveikauja su
egzonukleaze nspl4, dalyvaujancia susintetintos RNR redagavime ir kepurélés uzdéjime (angl.
capping) ant 5° galo (El Hassab et al., 2022). Sgveika tarp nspl3 ir nspl4 sustiprina nspl4
egzonukleazinj aktyvumg ir taip padidina RNR sintezés tikslumg (Perry et al., 2021). Nspl3
aktyvuma taip pat gali reguliuoti potransliacinés modifikacijos, pavyzdziui, fosforilinimas ir
ubikvitilinimas. Nspl3 fosforilinimas specifinése vietose reguliuoja jo ATPazinj ir helikazinj
aktyvuma, bei gali turéti jtakos jo sgveikai su kitais virusiniais baltymais. Taip pat, nspl3
ubikvitilinimas yra svarbus reguliuojant koronaviruso replikacija, nors tikslus mechanizmas dar néra
iki galo iSaiSkintas (Sommers et al., 2023).

Apibendrinant, nspl3 yra daugiafunkcinis fermentas, pasizymintis nuo ATP hidrolizés
priklausomu helikaziniu aktyvumu, kuris yra labai svarbus koronavirusy RNR replikacijai ir
transkripcijai. Jo fermentiniam aktyvumui jtakos gali turéti jvair@is veiksniai, jskaitant potransliacines
modifikacijas ir sgveika su kitais baltymais.

1.6 Junginiy, nukreipty pries§ Sars-CoV-2 helikaze nsp13, terapinis potencialas

D¢l COVID-19 pandemijos sukelty padariniy visuomenei ir ekonomikai, pastaruoju metu daug
démesio buvo skirta vaisty ir vakciny nuo SARS-CoV-2 kiirimui. Deja, kol kas néra jokiy patvirtinty
vaisty, kurie biity specifiSkai sukurti veikti SARS-CoV-2 helikaze nspl3. Moksliniy tyrimy
duomenys rodo, S$iuo metu naudojamos vakcinos, sukurian¢ios imunitetg SARS-CoV-2 spyglio
baltymui, tokios kaip AstraZeneca, Moderna ir Pfizer, yra patikimos ir veiksmingos. Deja, nerimg
kelia vis naujai pasirodan¢ios vakcinoms atsparios viruso atmainos, tokios kaip BA.4 ir BA.5, kuriy
mutacijos gali sumazinti vakcinos veiksmingumg ir padidinti uzkreCiamumg. Taip pat reikia
atsizvelgti j tai, kad vakciny veiksmingumas gali skirtis priklausomai nuo asmens imuninés sistemos
buklés ar alergijy ir galimus Salutinius vakcinos poveikius. Tod¢l reikalingos jvairios strategijos Be
to, reikalingos jvairios strategijos kovojant su SARS-CoV-2 infekcija (Tegally et al., 2022; Ugurel et
al., 2020).

COVID-19 pandemijos pradzioje nebuvo patvirtinty antivirusiniy vaisty SARS-CoV-2 virusui
gydyti, taciau padétis pasikeité 2020 m. spalio ménesj, kai JAV maisto ir vaisty administracija (FDA)
skubiai patvirtino remdesivirg hospitalizuoty pacienty gydymui. Remdesiviras slopina viruso nuo
RNR priklausan¢ia RNR polimeraze, taciau jo veiksmingumas skirtinguose tyrimuose buvo
vertinamas nevienareikSmiskai. Véliau JAV maisto ir vaisty administracija suteikeé skuby leidima
naudoti plataus veikimo antivirusinius vaistus, tokius kaip molnupiraviras, taciau nerimag kelia jy
galimas poveikis mutacijy dazniui viruso replikacijos metu (Hashemian ir kt., 2022).

Dél savo konservatyvumo ir svarbos viruso vystymosi cikle nsp13 yra potencialus antivirusiniy
vaisty taikinys. Sis fermento katalizinis aktyvumas gali bati slopinamas keliais badais — inhibuojant
ATPazinj aktyvuma, trukdant RNR substrato prisijungimui prie helikazés ir blokuojant translokacija.
Pastarojo meto tyrimai rodo, kad tam tikri cheminiai junginiai, galéty biti potencialtis nauji SARS-
CoV-2 gydymo budai slopinant nsp13 (Yazdi ir kt., 2022).
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Siuo metu Zinomus potencialius nspl3 slopiklius pagal savo struktiira ir chemines savybes
galima suskirstyti i keturias grupes — heterocikliniai junginiai, aromatiniai junginiai, mazi peptidai ir
fenoliai. Manoma, kad heterocikliniai junginiai, tokie kaip benzotriazolas, imidazolas,
imidazodiazepinas ar pirolas slopina nspl13 ATPazinj aktyvuma. NSP13 ATPazinio aktyvumo
slopinimu pasizymi ir aromatinius Ziedus turintys junginiai, tokie kaip fenotiazinas, trifenilmetanas
ir akridono dariniai, taciau jy slopinimo mechanizmas dar néra iki galo aiSkus. Nedidelés peptidinés
molekulés taip pat buvo tyrinétos kaip nsp13 inhibitoriai. Nustatyta, kad 12 aminortig§¢iy linijinis
peptidas ir ciklinis peptidas, turintis septynias aminoriigstis, slopina nspl3 ATPazés aktyvuma.
Siekiant visapusiskai istirti mazy peptidy, kaip antivirusiniy medziagy, nukreipty prie§ nspl3,
potencialg ir optimizuoti jy savybes terapiniam naudojimui, reikalingi tolesni tyrimai. Dar viena,
potenciali nsp13 slopikliy klasé¢ yra fenoliniai junginai. Nustatyta, kad natiiralus fenolinis junginys
bananinas ir jo dariniai pasizymi antivirusinémis savybémis ir slopina keliy virusiniy fermenty,
iskaitant proteazes ir helikazes, aktyvuma. Jie gali saveikauti su Sy fermenty aktyviaisiais centrais,
pakeisti jy konformacija slopinant katalizinj aktyvumga. Taciau reikalingi papildomi tyrimai, siekiant
suprasti tikslius $iy junginiy veikimo mechanizmus ir galimg toksiskumg (Corona ir kt., 2022; Perez-
Lemus ir kt., 2022; Seck ir Nguemo, 2021).

Nors aptarti junginiai duoda daug zadanciy rezultaty slopinant nsp13 helikazés aktyvumg ir
mazinant koronaviruso replikacija, jie dar néra patvirtinti kaip vaistai, skirti naudoti Zmonéms. Reikia
atlikti tolesnius tyrimus, kad biity nustatytas jy saugumas, veiksmingumas ir optimali dozé. Be to,
antivirusiniy vaisty potenciala, reikia atlikti daugiau tyrimy, kad biity nustatytas jy saugumas ir
veiksmingumas, kol juos bus galima naudoti kaip patvirtintus gydymo biidus.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODIKA
2.1 Medziagos ir prietaisai
2.1.1 Reagentai

2.1. Lentelé. Darbe naudoti reagentai bei jy gamintojai.

Gamintojas Reagentai

Proteaziy inhibitorius (A32965), Pierce™ Coomassie Plus
(Bradford) Assay Reagent, DTT, ATP, NTP rinkinys, DEPC-
treated Water, H3BOs

ThermoFisher Scientific
(Lietuva, JAV)

Fisher Bioreagents (JAV) Glicerolis

NaCl, KCI, Tris-HCI, Imidazolas, NaOH, LB terp¢,

Roth (Vokietija) Chloramfenikolis, kanamicinas, IPTG

Sigma-Aldrich (JAV) BSA, EDTA, Fosfoenolpiruvatas
Cytiva(JAV) Heparinas, IMAC sefarozé (Chelating Sepharose. Fast Flow)
Fermentas (Lietuva) 10 mM dNTP
Roche (Vokietija) NADH
Merck (Vokietija) Karbamidas

2.1.2 Oligonukleotidai

2.2. Lentelé. Darbe naudoti oligonukleotidai.

Oligonukleotidas Seka (nuo 5¢ link 3¢) \ Papildoma informacija

Nspl3 aktyviojo centro mutacijoms skirti pradmenys

D410->A pET28a 6xHis
LV1 GTAGTCTTTGCTGAAATCTCT | PreScission SARS-CoV-2
ATGGCTAC plasmidei skirtas tiesioginis
pradmuo
D410->A pET28a 6xHis
L2 GAGATTTCAGCAAAGACTACA | PreScission SARS-CoV-2
ATGTCAG plasmidei skirtas netiesioginis
pradmuo
E411->A pET28a 6xHis
LV3 GTCTTTGATGCAATCTCTATG | PreScission SARS-CoV-2 8
GCTACTAATTATG plasmidei skirtas tiesioginis
pradmuo
E411->A pET28a 6xHis
L4 CATAGAGATTGCATCAAAGAC | PreScission SARS-CoV-2 8
TACAATGTCAG plasmidei skirtas netiesioginis
pradmuo
D410E411->AA pET28a
LV5 GTAGTCTTTGCTGCAATCTCT | 6xHis PreScission SARS-
ATGGCTACTAATTATG CoV-2 plasmidei skirtas
tiesioginis pradmuo

16



D410E411->AA pET28a
LV6 CATAGAGATTGCAGCAAAGA | 6xHis PreScission SARS-
CTACAATGTCAG CoV-2 plasmidei skirtas
tiesioginis pradmuo
Sakoto DNR substrato sintezei naudoti oligonukleotidai
ACGGATATCACTCACGACAAT
ATACCTATATCAATGGCCTCC .
ATS5 CACGCATAAGCTGACAATCTG 5¢ gale turi CyS5 fluoroforg
ATTCACAGTC
AT10 'IA\_II_'IAI_I_ICICIGI_I_I FTTGTCGTGAGTG 3¢ gale turi Cy3 fluoroforg
GACTGTGAATCAGATTGTCAG
ATS CTTATGCGTGGGAGGCCATTG | DNR ,,spastai‘
ATATAGGTATATTGTCGTGAG | prisijungiantys prie AT5
TGATATCCGT
RNR substratas skirtas nsp12 polimerazei
N230314-170 BBSSEQESSUACGCGUAGUU 5¢ gale turi 5-FAM fluoroforg

2.1.3 Fermentai

2.3. Lentelé. Darbe naudoti fermentai ir jy buferiniai buferiai.

Fermentas

Gamintojas

FastDigest Dpnl

Thermo Fisher Scientific, Lietuva

Q5 DNA polimerase

New England BioLabs, JAV

5X Q5 reaction buffer

New England BioLabs, JAV

Pyruvate Kinase/Lactic

Sigma-Aldrich, JAV

Dehydrogenase
Plazmidés addgene katalogo numeris: 172199
RepX o . .
(baltymas iSgrynintas laboratorijos kolegy)
2.1.4 Rinkiniali
2.4. Lentelé. Darbe naudoti rinkiniai.
Rinkinio pavadinimas Funkcija Gamintojas
GeneJET Plasmid Plazmidinés DNR gryninimas i$ Thermo Fisher Scientific,
Miniprep Kit biomasés Lietuva
Malachite Green . .
Phosphate Assay Kit Fosfato koncentracijos nustatymas BioAssay Systems, JAV

2.1.5 Naudoti buferiniai tirpalai

2.5. Lentelé. Darbe naudoti buferiniai tirpalai.

Buferio pavadinimas

Panaudojimas

Sudétis
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TBE buferis

Nukleotidy elektroforezei
poliakrilamidiniame gelyje

0,13 M Tris, 45 mM boro
rugsties, 2,5 mM EDTA,
pH=8,3

Apatinis skiriamasis
gelis 12%

Baltymy elektroforezés
poliakrilamidinis gelis

3,17 mL H20, 2,5 mL, Tris-
HCI (pH=8,8), 4,0 mL 30%
AA/BAA, 100 pL 10 %
SDS 5 pL TEMED, 50 pL
10% APS

Virsutinis
koncentruojamasis
gelis 4%

Baltymy elektroforezés
poliakrilamidinis gelis

3,0 mL H20, 1,25 mL, Tris-

HCI (pH=6,8), 670 puL 30%

AA/BAA, 50 pL 10 % SDS

5 uL TEMED, 25 pL 10%
APS

Poliakrilamidinis 20%
gelis

Nukleotidy elektroforezés gelis

8 ml 30% akrilamido. 1,2 ml
10x TBE, 200 pL 10% APS,
2,6 ml H20, 10 pL TEMED

Baltymy elektroforezés
buferis

Baltymy elektroforezei
poliakrilamidiniame gelyje

Ruosiamas 1L 10X buferio,
kurio sudétis: 144 g glicino,
30 g Tris-OH, 10 g SDS,
H.O iki 1L turio

Baltymy suriSimo
buferis

Baltymy gryninimui nikeline
kolonéle

20 mM Tris, 0,5 M NacCl, 50
mM imidazolo, 10 mM b-
merkaptoetanolio, pH = 7,5

Eliucijos buferis

Baltymy gryninimui, sorbentas
IMAC sefaroze

20 mM Tris, 0,5 M NacCl,
0,5 M imidazolo, 10 mM b-
merkaptoetanolio, pH = 7,5

A+0,15 buferis

Baltymy gryninimui, sorbentas
heparinas

20 mM Tris, 0,15 M NacCl,
10 mM b-merkaptoetanolio,
1 mMEDTA,pH=75

A+0,75 buferis

Baltymy gryninimui

20 mM Tris, 0,75 M NacCl,
10 mM
b-merkaptoetanolio, 1 mM

EDTA, pH=7,5

Nsp13 dializés buferis

Ilgalaikiam nsp13 saugojimui

50 % glicerolio (v/v), 25
mM Tris, 250 mM KCl,
1mM MgCI2, ImM DTT,
pH=7,5




3xStabdymo buferis

Helikazés katalizuojamos

fermentinés reakcijos sustabdyamas

67,5 mM EDTA, 27% (V/v)
glicerolio, 0,3% (v/v) SDS

2xStabdymo buferis

Polimerazés katalizuojamos

fermentinés reakcijos sustabdymas

1x TBE buferio, 7TM
karbamido, 50 mM EDTA
pH 8,0

2.1.6 Dazai ir Zymenys

2.6. Lentelé. Darbe naudoti dazai ir Zymenys.

Pavadinimas

Gamintojas

Baltymy dazas: PageBlue
Protein Staining Solution

Thermo Fisher Scientific (Lietuva)

RNR dazas: 2x RNA loading
dye

Thermo Fisher Scientific (Lietuva)

Baltymy zymuo: Unstained
Protein Molecular Weight
Marker

Thermo Fisher Scientific (Lietuva)

Baltymy zymuo: Prestained
Protein Molecular Weight
Marker

Fermentas (Lietuva)

2.1.7 Priemonés

2.7. Lentelé. Darbe naudotos priemongés.

Pavadinimas Funkcija Gamintojas
Koncentruojantieji mégintuvéliai Pierce Meéginio Thermo Fisher Scientific
Protein Concentrators PES 10k sukoncentravimui (JAV)
Dializés Zarnelé: SnakeSkin Dializei atlikti | oM F('Jsgfj)sc'e”t'f'c

Paruosti geliai

Mini-PROTEAN TBE-Urea Precast Gels | denatiiruojanciai Bio-Rad (JAV)
RNR elektroforezei
: . . , Baltymy Thermo Fisher Scientific
Gravimetriné chromatografijos kolonéle gryninimas (JAV)

2.1.8 Prietaisai

2.8. Lentelé. Darbe naudoty prietaisy lentelé.

Gamintojas

Prietaisai

Merck (Vokietija)

Termostatas Eppendorf ThermoStat Plus
Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R

Agilent Technologies (JAV)

Termocikleris SureCycler 8800
Spektrofotometras Cary 60 UV-Vis
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Biometra (\Vokietija) Elektroforezés indo maitinimo Saltinis Biometra model 250
Bio-Rad Laboratories (Jungtiniai
araby Emyratai)

Transiluminatorius ChemiDoc MP Imaging System

Spektrofotometras Nanodrop ND-1000
Purtyklé MaxQ

Bandelin (VVokietija) Ultragarsinis desintegratorius SONOPULS
KERN (Vokietija) Svarstykles KERN EMB
Centrifuga-vorteksas FV-2400 mini
Centrifiiga LMC-4200R

Herolab (Vokietija) Centrifiiga HiGen SR

Kecskemét (Vengrija) Laminaras Ezermester 1SZ

Thermo Fisher Scientific (JAV)

Sia Biosan (Latvija)

2.1.9 Plazmidés

pGBW-m4046760 — raiSkos vektorius su nspl13 genu ir chloramfenikolio atsparumo genu. Baltymo
C-gale His-tag gryninimo inkaras (addgene katalogo numeris: 145600).

pPET28a 6xHis PreScission SARS-CoV-2 nspl3 — raiskos vektorius su nsp13 genu ir kanamicino
atsparumo genu. Baltymo C-gale His-tag gryninimo inkaras (addgene katalogo numeris: 159390).

2.1.10 Bakterijy kamienai
E.coli BL21(DE3) - F - ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3).
E.coli Rosetta(DE3) E.F - ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm (DE3) pRARE (CamR).

E.coli XL1-Blue - F’ proAB laclqZAM15 Tnl0 Tetr recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAl lac.

2.2 Metodai
2.2.1 E.coli transformacija

E.coli kompetentinés lgstelés buvo inokuliuotos su 100 ng transformuojamos DNR ir
inkubuotos 30 min. ledo vonel¢je. Po inkubacijos lastelés 30 sekundziy buvo veikiamos 42°C
temperatiiros kars¢io Sokui. Po to | mégintuvelj jpilta 950 uLL kambario temperatiiros LB terpés (2.1
lentelé). Lastelés inkubuotos 37°C 60 min. jas purtant 250 rpm greiCiu. Tada Igstelés paskirstytos
agarizuotos terpés pavirsiuje, kartu su plazmidei specifiniu antibiotiku (100 pg/mL) (2.1 lentele).
Lekstelés apverciamos ir inkubuojamos per naktj termostate 37°C temperatiiroje.

2.2.2 Baltymy raiska

200 ml LB terpés (2.1.1 lentelé) buvo inokuliuoti 4 ml transformanty naktinés kultiiros ir toliau
auginama kol optinis tankis (600 nm) pasiekia apytiksliai 0,6. Tuomet lastelés indukuotos 1 mM
IPTG ir inkubuotos per naktj 30°C temperatiiroje. Po inkubacijos paSalinama augimo terpé,
centrifuguojant lasteles 20 min. 5000 RCF 20°C temperatiiroje ir saugota tolesniam naudojimui -
20°C temperatiiroje.

2.2.3 Baltymy gryninimas

Biomasé suspenduota baltymy surisimo buferyje (2.5 lentel¢) ir ardyta ultragarsu ledo vonioje
2 min. su 30 % amplitude. Lasteliy nuolauzos ir netirpi baltymy frakcija nuo tirpios frakcijos atskirta
centrifuguojant 1 val. 18000 rpm greiciu, 4°C temperattroje. Baltymai gryninti per dvi gravimetrines

kolonéles — su IMAC sefarozés ir su heparino substratais (2.1 lentelé), kuriy kiekvieno tiiris buvo 2
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ml. Prie§ atlickant tikslinio baltymo eliucija, i§ kiekvienos kolonéles surinkta prie kolonélés
neprikibusiy baltymy frakcija (angl. Flow through) ir kolonélés praplovimo frakcija (angl. Wash).
Kiekvienai kolonélei atlickama eliucija, panaudojant jos sorbentui pritaikytus eliucijos buferius
(IMAC sefarozé — buferis su 100 mM imidazolo, heparinas — buferis su 0,75 M NaCl). (2.5. lentel¢).

2.2.4 Baltymy elektroforezé

Baltymy elektroforezei skirti méginiai denattiruoti juos sumaisius su Protein loading dye (6x)
(2.6 lentele) 5:1 santykiu ir pakaitinus 5 min. 95°C temperatiiroje. Baltymy frakcionavimui naudoti
4 % koncentracijos koncentruojamasis gelis ir 12 % skiriamasis geliai (2.5. lentel¢). Elektroforezé
vykdyta 1 val., naudota 100 V jtampa. Atlikus elektroforeze, gelis nuplautas verdan¢iu vandeniu ir
nudazytas PageBlueTM Protein Staining Solution dazais (2.6 lentel¢).

2.2.5. Bradford baltymy koncentracijos nustatymo metodas

I mégintuvélj jpilame 50 pl nezinomos koncentracijos 50 karty praskiesto baltymo ir 1,5 ml
Coomasie plus the better Bradford reagent (2.6 lentelé). Inkubuojama 10 min. kambario
temperatiiroje. Méginio sugertis matuojama ties 595 nm bangos ilgiu. Baltymy koncentracija
apskai¢iuojama pagal formulg (1):

Baltymy koncentracija (%) = As:g;a—b X Skiedimas (1)

kur:

Asgs — iSmatuota absorbcija;

b — ordinaciy aSies kreivés kirtimo taskas;

tga — kalibracinés kreivés nuokrypio kampas;

Skiedimas — naudotas baltymy tirpalo skiedimas, kartais.

Baltymy koncentracijos nustatymui buvo panaudota kalibraciné kreivé, kuri sudaroma
naudojantis 2 mg/ml JSA baltymo tirpalu. RuoSiami méginiai, kuriy JSA koncentracija yra 0, 25, 125,
250, 500, 750 ug/ml. I8 kickvieno méginio paima po 50 ul ir 1,5 ml Coomasie plus the better Bradford
reagent, sumaiSoma ir inkubuojama kambario temperatiiroje 10 min. Po to spektrofotometru
pamatuojama kiekvieno méginio 595 nm ilgio bangos Sviesos sugertis ir nubraizoma kalibraciné

kreivé (6 pav.).
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Bradford kalibracine kreive
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Baltymy koncentracija (mg/ml))
6 pav. Bradford kalibraciné kreivé, naudota baltymy tirpaly koncentracijoms nustatyti.
2.2.6 Mutacijy jvedimas j nsp13 aktyvyjj centrg

Aktyviojo centro mutacijos jvestos atliekant tiksling mutageneze pasitelkiant PGR reakcija. 25
uL PGR reakcijos miSinj sudaré 5 pL. 5X Q5 reakcijos buferio, 0,25 uL Q5 didelio tikslumo DNR
polimerazeés, 0,5 pL 10 uM dNTP, 1,25 pL 0,5 puM tiesioginio pradmens, 1,25 uL 0,5 pM
netiesioginio pradmens (2.2 lentele), 14,75 pL H20 ir 2 puL plazmidinés DNR, kurios koncentracija
1 ng/uL. PGR reakcijos salygos: pradinis grandiniy atskyrimas — 95 °C, 30 sek. Tuomet vykdyti 25
ciklai, kuriuos sudaré grandiniy atskyrimas - 98 °C, 10 sek., pradmeny prilydymas — 55 °C, 20 sek.,
grandiniy ilginimas — 72 °C, 3 min. 31 s, bei galutiné sintezés reakcija vykdyta 72 °C, 2 min. PGR
produktai inkubuoti su 1 val. su 1 ul Dpnl restrikcijos endonukleazés, matricinés DNR hidrolizei.

2.2.7 Malachito zalumos ATPazinio aktyvumo tyrimas

Po ATP hidrolizés susidariusio laisvojo fosfato koncentracija nustatyta naudojant malachito
zalumos fosfato koncentracijos nustatymo rinkiniu (Bioassay systems) (24 lentel¢). Malachito
zalumos fosfato analizés metodas yra pagrjstas kiekybiniu zaliojo komplekso, susidariusio tarp
malachito Zalumos, molibdeno ir laisvojo fosfato koncentracijos spektrofotometriniu (620 nm)
nustatymu. Reakcijos miSinys sudarytas i 30 mM KCI, 10 mM Tris pH = 7.5, 2mM MgCI2, 1 mM
ATP, 0,5 uM M13 viengrandés DNR. | reakcijos miSinj jpilta 95 pl reakcijos misinio ir 5 pl helikazés
nspl3, kurios baltymy koncentracija 0,78 mg/ml. Reakcija stabdyta po 20 min. su 10 mM galutine
EDTA koncentracija. Prie§ matavimg reakcijos miSinys praskiestas 10 k ir sumaiSytas santykiu 4:1
su malachito zZalumos rinkinio veikianéiu reagentu (working reagent). Veikiantis reagentas gaunamas
sumaiSant rinkinyje esan¢ius reagentus A ir B santykiu 100:1. Matuojant iSsiskyrusio fosfato
priklausomybg¢ nuo laiko, reakcija stabdyta su 40 mM EDTA tirpalu. Susidariusio fosfato
koncentracija skaic¢iuota pagal formule (2):
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Fosfato koncentracija (%) = AZ}% X Skiedimas (2)

kur:

Aso0 — iSmatuota absorbcija;
b — ordinaciy aSies kreivés kirtimo taskas;
tga — kalibracinés kreivés nuokrypio kampas;

Skiedimas — naudotas baltymy tirpalo skiedimas, kartais.

Fosfato koncentracija apskaiciuota i§ gauty fosfato koncentracijos kalibraciniy kreiviy (7 pav.).
Kalibracinei kreivei sudaryti 10 karty praskiestame reakcijos buferyje paruosiami 0, 0,8, 1,6, 3,2, 4,8,
3,2, 4,8, 6,4 mg/ml fosfato koncentracijos tirpalai. | vieng kalibraciniy tirpaly serija Jdedama 10 mM
EDTA, j kitag 40 mM EDTA. Tirpalai sumaiSyt santykiu 4:1 su malachito zalumos rinkinio veikian¢iu
reagentu (working reagent). Matuojama Sviesos sugertis ties 620 bangos ilgiu, i§ gauty rezultaty
sudaroma kalibracinés kreivés, kai reakcijy stabdymui naudojamas atitinkamas kiekis EDTA.

Malachito zalumos kalibraciné kreivé

.
v =0,1033x +0,6236 '
a3 R*=0,3693

v = 0,1018% + 0,5079
R® = 0,9395

Sviesos sugertis (Abs)
(=]
]

| 40 mM EDTA
o * 10 mM EDTA
0,8
0,5
0,8
a 1 2 3 4 5

Fosfato koncentracija (mg/ml})

7 pav. Malachito zalumos kalibracinés kreivés, sudarytos su skirtinga EDTA koncentracija, naudotos
susidariusio fosfato koncentracijoms nustatyti.

2.2.8 ATP/NADH jungtinis fermentinis ATPazinio aktyvumo tyrimas

Jungtinis ATP/NADH fermentinis ATPazinio aktyvumo tyrimas (angl. ATP/NADH coupled
assay) pagristas reakcijomis, kuriy metu ATP regeneracija yra susiejama su NADH oksidacija (8
pav.). Po kiekvieno ATP hidrolizés ciklo, regeneraciné sistema, sudaryta i§ fosfoenolpiruvato (PEP)
ir piruvato kinazés (PK), pavercia vieng PEP molekule i piruvata, o ADP paverciamas atgal 1 ATP.
Véliau laktato dehidrogenazé (LDH) pavercia piruvatg laktatu, $ios reakcijos metu oksiduojama viena
NADH molekulé. Siuo metodu matuojamas NADH Sviesos sugerties (340 nm) mazéjimas,

atitinkantis ATP hidrolizés grei¢iui. Pastovi ATP regeneracija leidzia nepertraukiamai stebéti ATP
hidrolizés greit].
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Laktatas NADH

Laktato dehidrogenazé

ATP Piruvatas NAD*

ATPazé Piruvato kinazé

ADP + PO,* Fosfoenolpiruvatas

8 pav. Jungtinio ATP/NADH fermentinio ATPazinio aktyvumo tyrimo veikimo schema.

Reakcijos misinio taris — 200 ul, o sudétis — 10% (wi/v) glicerolio, 4,7 U LDH, 5,3 U PK, 0,2
mM NADH, 2 mM PEP, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM NaCl, 5 mM MgCI2, 3 nM M13 DNR ir
100 nM helikazés nspl13. Misinys inkubuotas 10 min. kambario temperatroje. Nenutriikstamai
matuota 340 nm Sviesos sugertis. Fermentiné reakcija pradéta j reakcijos misinj jlaSinus 1 mM ATP,
15 min. nenutriikstamai matuojama §viesos sugertis.

Kiekvienam meéginyje skai¢iuotas absorbcijos mokytis nuo pasirinktos pradines reikSmeés
kiekviename taske pagal formule (3):

NADH koncentracija(%) = ':i—g‘)’ X 100% (3)

kur:
Aasso — iSmatuota absorbcija;

A(0) — absorbcija vertinamos reakcijos pradiniame taske.

2.2.9 Sakoto DNR substrato sintezé

Sukurtas sakotas DNR substratas, sudarytas i§ centrinés duplekso srities, kurios galuose yra
fluoroforai Cy5 ir Cy3 ir dviejy viengrandziy atSaky, kuriy viena sudaryta i§ poliT uodegélés (9 pav.).

9 pav. Sakotas DNR substratas, turintis fluoroforus Cy3 ir Cy5 skirtas kokybiniam krypties helikaziniam
aktyvumui jvertinti.

Oligai ATS ir AT10 (lentele 2.1) prilydyti vienas per kito pakaitinus reakcijos miSinj 2 min.
95°C ir 45 min. tolygiai mazinant temperatiira iki 25°C. Reakcijos turis — 100 pl, misinio sudétis —
10 mM Tris, 50 mM NaCl, ImM EDTA, 1 uM ATS5, 1 pM ATI10. Sakotas DNR substratas
vizualizuotas 20 % PAGE gelyje pasirenkant Cy3 ir Cy5 $viesos kanalus.
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2.2.10 DNR elektoforezé

DNR elektroforezei skirti méginiai sumaiSyti su gliceroliu (2.1 lentel¢) 10:1 santykiu. Baltymy
frakcionavimui naudotas 20% skiriamasis geliai (2.5. lentelé). Elektroforezé vykdyta TBE buferyje
(2.5 lentelé) 1 val., naudota 100 V jtampa.

2.2.11 Helikazinio aktyvumo kokybinis tyrimas

Kokybinis helikazinio aktyvumo tyrimas pagristas helikazés reakcija su $akotu (angl. forked
substrate) DNR substratu, turin¢iu Cy5 ir Cy3 fluoroforus, ir $ios reakcijos produkty vizualizavimu
poliakrilamidiniame 20 % gelyje (2.5 lentelé) atliekant PAGE-elektroforezg. Cy5 fluoroforas yra
aptinkamas suzadinimui naudojant 647 nm ilgio bangas, o Cy3 fluoroforas — 570 nm. Kai helikazés
yra aktyvi, ji prisijungia pric DNR substrato ir pradeda procesiskai iSvynioti DNR dupleksus, kas
leidZia atlikus kontrolinius bandymus kokybiskai jvertinti helikazes aktyvuma.

Helikazinio aktyvumo reakcija vykdyta 60 pl tiiryje, o miSinio sudétis, 2 uM Sakoto substrato,
0,33 uM tiriamos helikazés, 10 mM Tris—HCI (pH 7.5), 60 mM KCI, 10% (v/v) glicerolio, 10 mM
MgCI2. Reakcija stabdyta su 20 ul 3X stabdymo buferiniu tirpalu, kurio sudétis — 67,5 mM EDTA,
27% (v/v) glicerolio, 0,3% (w/v) SDS. Atlikus DNR elektroforeze (2.2.5), gelio vizualizacija atlikta
pasitelkiant UV transiluminatoriy (2.7 lentel¢) pasirenkant Cy3 ir Cy5 Sviesos kanalus.

2.2.12 Denatiiruojanti RNR elektroforezé

Denatiiruojanc¢iai RNR elektroforezei skirti méginiai sumaisyti su 2XRNR loading dye (2.1
lentelé) 1:1 santykiu. | gauta misinj jlasinama 30%(v/v) glicerolio. RNR frakcionavimui naudotas
komercinis gelis Mini-PROTEAN TBE-Urea Precast Gels (2.7. lentel¢). Elektroforezé vykdyta TBE
buferyje papildytu 8 M karbamido (2.5 lentelé) 3 val., naudota 50 V jtampa.

2.2.13 Polimerazinio aktyvumo kokybinis tyrimas

Polimerazinio aktyvumo kokybinis tyrimas pagristas RNR polimerazés katalizuojamu
dvigrandés RNR molekulés prailginimu ir reakcijos produkty analize, atliekant denatiiruojanciaja
karbamido PAGE -clektroforeze. Polimerazés reakcijai panaudotas minimalus RNR substratas
suformuojantis plauky segtuko struktiira (angl. hairpin) su matricos ir ,produkto* sritimis. RNR
substratas sudarytas i§ 30 nukleotidy prie kuriy 5 galo prijungtas fluorescencinis Zymuo FAM (10

pav.)

. RNR sablonas . RNR produktas . Kilpa
+11

®®©0®©©©©é®©©®000®00 5’
UNNCAUALCIGICLG, >

3" RNR sintezés kryptis

10 pav. Substratas naudotas RNR polimerazés kokybiniam tyrimui turintis fluorescencinj Zymenj FAM 5’ gale
(Hillen ir kt., 2020).

Pagaminamas 100 pl reakcijos miSinys, kurio sudétis — 5 pM RNR substrato, — 5 uM tiriamos

RNR polimerazés, 100 mM NaCl, 20 mM Na-HEPES pH 7,5, 5% (v/v) glicerolio, 10 mM MgCI2, ir
5 mM B-merkaptoetanolio. Reakcijos misinys inkubuotas 5 min. 37°C. RNR grandinés prailginimas
inicijuojamas pridedant j reakcijos misinj 150 uM UTP, GTP, CTP ir 300 uM ATP. Reakcija
inkubuota 15, 30, ir 45 min. 37°C. Reakcija sustabdyta pridéjus j reakcijos misinj 2x stabdymo
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buferio, sudaryto i§ 1x TBE buferio papildyto 7 M karbamido, 50 mM EDTA pH 8,0. Baltymai
suskaidyti j sustabdyta reakcija pridéjus 1 mg/ml proteazés K ir inkubuojant 60 min. 55°C
temperatiiroje. RNR produktai iSskirstyti atlickant denatiiruojanciaja karbamido PAGE elektroforeze

1 TBE buferyje papildytame 8 M karbamido. Reakcijos produktai vizualizuoti transiluminatoriumi
pasirenkant FAM §viesos kanalg.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 Nsp13 ekspresija ir gryninimas

Moksliniame tiriamajame darbe nspl3 tikslinio baltymo gavimui i§ pradziy buvo naudotas
pGBW-m4046760 raiskos vektorius, turintis atsparuma chloramfenikoliui. Atliktas plazmidinés DNR
gryninimas su GeneJET Plasmid Miniprep Kit (2.4. lentel¢) pagal gamintojo pateikta protokola ir
transformacija j E.coli baltymy ekspresijos kamieng BL21(DE3) pagal 2.2.1 metoda. Pries patikrinant
baltymy raiska tiksliniy geny seka patikrinta VU Biotechnologijos instituto sekoskaitos centre. Pagal
2.2.2 metodg atliktas biomasés auginimas. Gauta biomasé¢ toliau ardyta ir gryninta naudojantis
imobilizuoty metaly jony chromatografijos (IMAC) metodu 2.2.3. Kolonélés sorbente esantys Ni?*
jonai sudaro kompleksa su rekombinantinio baltymo N gale esanciu histidino Zymeniu (His-Tag). Dél
Siy specifiniy sgveiky susidarymo galima atskirti His-Tag turin¢ius rekombinantinius baltymus i§
bendros biomasés (J. Porath, 1988). Per konkurencing eliucija su imidazolu baltymas atskiriamas nuo
kolonélés. Prie kolonélés prikibe baltymai buvo atplauti su buferiu turin¢iu 500 mM imidazolo.
Perteklinis imidazolis nuo baltymo buvo dializuotas, naudojant pusiau laidZzia membrang SnakeSkin
(2.7 lentelé). Atlikta baltymy elektroforezé 12% SDS-poliakrilamidiniame gelyje (11 pav.).

M Tp F W E
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11 pav. Baltymy gryninimas i$ E.coli BL21(DE3). Skirtingy afininés skys¢iy chromatografijos frakcijy analizé
SDS-PAGE metodu. M — baltymy molekulinés masés standartas, TP — tirpi baltymy dalis prie$ baltymy
gryninimg, FT — prie kolonélés neprikibusiy baltymy dalis, W — baltymy dalis po praplovimo, E — eliucija.

Atlikus SDS-PAGE baltymy elektroforezg, tikslinis baltymas — nsp13, kurio dydis 67 kDa,
nebuvo matomas, todél buvo nuspresta pakeisti E.coli baltymy ekspresijos kamieng j Rosetta(DE3).
Kadangi kompetentinés lastelés Rosetta(DE3) turi plazmidg, su chloramfenikolio atsparumo genu,
pGBW-m4046760 raiskos vektorius buvo netinkamas transformacijai. Ekspresijos optimizacijai buvo
pasirinkta plazmidé pET28a 6xHis PreScission SARS-CoV-2 nspl3, kadangi Si plasmidé turi
kanamicino atsparumo gena.

I§ E.coli DHSa klonavimo kamieno pagal buvo isgryninta nsp13 helikaze koduojanti plazmidé
su GeneJET Plasmid Miniprep Kit (2.4. lentelé) pagal gamintojo pateikta protokola. ISgryninta
plazmidé, buvo transformuota j E.coli Rosetta(DE3) raiskos kamieng pagal 2.2.1. 1,8 litre LB terpés,
su chloramfenikoliu ir kanamicinu, buvo atlikta baltymy raiska pagal 2.2.2 metoda. Tirpi biomasés
dalis buvo gryninta per dvi gravimetrines kolonéles atlickant imobilizuoty metaly jony
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chromatografija (IMAC) ir heparino chromatografija pagal 2.2.3 metoda. Pagal 2.2.4 metodg atlikta
SDS-PAGE baltymy elektroforezé (12 pav.).

M Ft W E D

kDa
116,0

66,2

35,0

25,0

12 Pav. Baltymy gryninimas i§ E.coli Rosetta(DE3). Skirtingy afininés skys¢iy chromatografijos frakcijy
analizé SDS-PAGE metodu. Sorbentas heparinas. M — baltymy molekulinés masés standartas, TP — tirpi
baltymy dalis. FT — prie kolonélés neprikibusi baltymy dalis, W — praplovimo frakcija, E — eliucijos frakcija,
D — dializuota eliucijos frakcija.

Kadangi tikslinis baltymas neprisijungé prie sorbento, buvo apjungtos neprisijungusiy baltymy
ir praplovimo frakcijos. Naudojantis 10 kDa koncentratoriumi apjungtoji frakcija buvo
sukoncentruota iki 2 ml ir dializuoti naudojantis pusiau laidzia membrana. Sukoncentruotiems
méginiams vizualizuoti, pagal 2.2.4 metoda atlikta SDS-PAGE elektroforezé (13 pav.).
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13 pav. Sukoncentruotos apjungtosios Nsp13 frakcijos tyrimas SDS-PAGE metodu. M — molekulinés masés
markeris, Konc — sukoncentruotas méginys, Dial — méginys po dializés.
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Pagal 2.2.5 metoda nustatyta baltymy koncentracija dializuotame méginyje — 0,78 mg/ml.
Gavus tikslinj baltyma buvo nuspresta iSgryninti nsp13 baltymus su pakeitimais aktyviajame centre.

3.2 Nsp13 neaktyviy mutanty kiirimas

Siekiant jsitikinti, kad i$ tikryjy gavome aktyvy tikslinj baltyma, prie$ atliekant ATPazinio ir
helikazinio aktyvumy matavimus, buvo nuspresta sukurti nspl3 mutantus su pakeitimais nspl3
aktyviajame centre, aspartatg D374 ir glutamatg E375 pakeisti alaninais. Plazmidéje pET28a 6xHis
PreScission SARS-CoV-2 nspl3 PGR reakcijos metu per tiksling mutagenezg (2.2.6 metodas) buvo
sukurtos trys plazmidés, turin¢ios mutacijas D374A, E375A, D374A/E375A. Gauti PGR produktai
buvo transformuoti j E.coli kamieng XL1 blue (2.2.1 metodas) ir auginti ant agarizuotos LB terpés su
tiksliniu antibiotiku, kanamicinu. Atliktas naktiniy kultiry auginimas ir plazmidziy gryninimas
panaudojant GeneJET Plasmid Miniprep Kit plazmidinés DNR gryninimo rinkinj (2.4 lentelé) pagal
gamintojo pateikta protokola. Atlikus méginiy sekoskaitg, jsitikinta, kad mutacijos jvestos teisingai.

Gautos naujos plazmidés su jvestomis mutacijomis buvo transformuotos j E.coli baltymy
ekspresijos kamieng Rosetta(DE3). Atlikta baltymy ekspresija D374A ir E375A transformantuose i$
400 ml, 0 D374A/E375A — 1§ 1,8 1 skystos LB terpés. Po baltymy ekspresijos i§ D374 A transformanty
gauta 0,75 g, 1§ E375A - 0,83 g, 0 1§ D374A/E375A — 4,5 g biomasés. Atliktas biomasés ardymas ir
baltymy gryninimas per dvi gravimetrines kolonéles, su IMAC sefaroze ir heparinu (2.1 lentelé)
panaudojant pagal 2.2.3 metods. Prie koloné¢lés su heparino sorbentu neprikibusi FT frakcija
sukoncentruota iki 2 ml, atlikta dializé. Dializé taip pat buvo atlikta ir heparininés kolonélés eliucijos
frakcijai, siekiant jsitikinti, ar baltymas nesijungia prie kolon¢lés. Baltymy ekspresijos rezultatai
analizuoti SDS-PAGE 2.2.4 metodu (14 pav.).

M Tp FT1 W1 E1 Dial(FT) Dial(E2)
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66,2

45,0

35,0

25,0

18,4

14,4

14 pav. Nspl3 mutanty, su aktyviojo centro amino riigstimis aspartatu (E) ir glutamatu (D), pakeistomis i
alaninus(A) (D374A/E375A), baltymy gryninimo rezultatas. Skirtingy afininés skys¢iy chromatografijos
frakcijy analizé¢ SDS-PAGE metodu. M — baltymy molekulinés masés standartas, TP — tirpi baltymy dalis,
FT — prie nikelinés kolonélés neprikibusi baltymy dalis, W1 — nikelinés koloné¢lés praplovimo frakcija,
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E1 — nikelinés kolonélés eliucijos frakcija, Dial(FT2) — prie heparininés kolonélés neprikibusiy baltymy dalis
po dializés, Dial(E2) — dializuota.

I§ baltymy gryninimo rezultaty matyti, kad 67 kDA nspl3 kaip ir tikétasi, nesijungé prie
heparino sorbento. Tolimesniems tyrimams naudoti nsp13 mutantai i$ sukoncentruotos ir dializuotos,
prie heparino sorbento neprikibusiy baltymy frakcijos.

Baltymy koncentracija nustatyta naudojant Bradford reagenta pagal 2.2.5 metoda. Mutanty
D374A/E375A baltymy koncentracija — 4,39 mg/ml, D374A — 1,95 mg/ml, D374A, E375A —
1,91 mg/ml.

3.3 Nsp13 ATPazinio aktyvumo matavimai

Norint jsitikinti, kad gautas tikslinis baltymas turi ATPazinj aktyvuma, pirmiausia buvo atlikti
ATP hidrolizés metu issiskirian¢io PO~ koncentracijos matavimai. Fosfato koncentracija buvo
nustatyta naudojantis malachito zalumos fosfato koncentracijos nustatymo rinkiniu The Malachite
Green Phosphate Assay Kit (2.4 lentelé), 2.2.7 metodas. Taip pat buvo atliktos skirtingos neigiamos
kontrolés, be reakcijoje dalyvaujanciy komponenty (15 pav.).

Fosfato koncentracijos priklausomybé nuo reakcijos misinio sudéties
3,5
3,0
3,0
2,5
1,5

1,0

0

(-)NSP13 (-JATP,DNR (-JDNR (-)ATP NSP 13

Fosfato koncentracija (pM)

Méginio pavadinimas

15 pav. Fosfato koncentracijos priklausomybé nuo misinio sudéties. (-)Nsp13 — neigiama kontrolé be nsp13,
(-)ATP,DNR — neigiama kontrolé be ATP ir DNR, (-)DNR — neigiama kontrolé be DNR, (-)ATP — neigiama
kontrolé be ATP, NSP13 — méginys kuriame jdéti visi reakcijos miSinio komponentai.

IS gauty rezultaty matyti, kad fosfaty jony koncentracija neigiamose kontrolése yra zymiai
mazesné negu meginyje, kuriame jdéti visi komponentai. Méginyje, 1 kurj buvo jdétas tikslinis
baltymas nsp13 ir visi reakcijos komponentai, fosfato jony koncentracija buvo 3,15 uM. Neigiamose
kontrolése fosfaty jony koncentracija buvo Zenkliai maZzesné, pavyzdziui méginyje, kuriame nebuvo
nei ATP nei DNR, fosfato jony koncentracija buvo maziausia — 0,61 UM, nedaug skyrési ir méginyje,
kuriame nebuvo jdéta tik ATP — 0,63 PM. I§ neigiamy kontroliy didziausia PO4+* koncentracija buvo
méginyje, kuriame buvo nspl3 bei ATP, tac¢iau nebuvo DNR, — 1,43 uM. Méginyje, kuriame nebuvo
jdéta nsp13, taiau buvo jdéta tick DNR tiek ATP fosfato jony koncentracija buvo 0,83 uM.

Taip pat, pasitelkiant §j metodg buvo atlikti ATP hidrolizés metu issiskirian¢io fosfato jony
koncentracijos priklausomybés nuo laiko tyrimai. Fosfaty jony koncentracija matuota po 0, 5, 20, 40
ir 60 min. (16 pav.).
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Fosfato koncentracijos priklausomybeé nuo laiko
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16 pav. Fosfato koncentracijos priklausomybé nuo laiko.

IS gauty rezultaty matosi, kad fosfaty koncentracija méginyje pirmas 10 min. stabiliai did¢ja, o
jos koncentracijos did¢jimas nuo 10 iki 60 min. Siek tiek sulétéja. PanaSu, kad gautas nspl3 turi
ATPazinj aktyvuma, taciau kad jsitikintume jog gavome aktyvy tikslinj baltyma buvo nuspresta
padaryti tolimesnius tyrimus su gautais nspl3 mutantais.

Norint jsitikinti, kad gautas nsp13 turi ATPazinj aktyvuma ir palyginti jj su gautais mutantais,
buvo atliktas ATP/NADH jungtinis fermentinis ATPazinio aktyvumo tyrimas (angl. ATP/NADH
coupled ATPase assay) pagal 2.2.8 metoda. Sis spektrofotometrinis metodas paremtas
nepertraukiamu NADH koncentracijos poky¢io nustatymu. Siekdami jvertinti gauto nsp13 ATPazinj
aktyvuma, atlikome matavimus su DNR ir ATP substratais, bei neigiamomis kontrolémis, kai reakcija
vykdoma be nsp13, be DNR arba be ATP. Kadangi neseniai atlikti tyrimai (Chen ir kt., 2020) parodg¢,
kad nsp13 gali pagerinti SARS-CoV-2 polimerazés replikacinio komplekso, sudaryto i§ polimerazés
nspl2, ir papildomy baltymy nsp8 ir nsp7 procesyvumg, noréjome patikrinti, kokig jtaka turés
sgveikos su Siais baltymais nspl13 aktyvumo matavimuose. Todél atlikome ATPazinio aktyvumo
matavimus ir nsp12-nsp8-nsp7 kompleksui atskirai ir sumaisius jj su miisy gautu nsp13. Nsp12-nsp-
8-nsp7 kompleksas iSgrynintas dr. Vaidos Juozapaitienés i§ Biotermodinamikos ir Vaisty tyrimy
skyriaus. I$ viso buvo atlikti 6 skirtingi matavimai su skirtingais reakcijoje dalyvaujanéiais
komponentais (17 pav.).
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NADH priklausomybé nuo laiko
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17 pav. NADH koncentracijos priklausomybé nuo laiko tiesiogiai proporcinga sunaudoto ATP Kiekiui.
Neigiamos kontrolés: 1 — be nsp13 helikazés, 2 — be ATP, 4 — be DNR. Skirtingi aktyvumo matavimai: 3
polimerazés nsp12, 5 —nspl3, 6 —nsp13 kartu su polimeraze nsp12.

IS gauty rezultaty matyti akivaizdus skirtumas tarp neigiamy kontroliy, kuriose nebuvo jdéta
tikslinio baltymo nspl3 ir ATP, ir méginiy, kur nspl3 reakcijoje buvo kartu su DNR ir ATP
substratais. Méginyje be nspl3 ir méginyje be ATP galutiné NADH koncentracija po 15 min.
reakcijos vis dar buvo apie 100% nuo pradinés. Méginyje, kuriame buvo jdéta tik ATP, DNR ir nsp12-
nsp8-nsp7 kompleksas reakcija taip pat beveik visiSkai nevyko. Geriausias aktyvumas buvo
méginyje, kur nsp13 buvo kartu su savo substratais, DNR ir ATP, bei méginyje, kur kartu buvo ir
nsp12-nsp8-nsp7 kompleksas — siuose méginiuose NADH koncentracija buvo apie 93 %. Méginyje,
kuriame nebuvo jdéta DNR, po 15 min. reakcijos, galutiné NADH koncentracija buvo apie 96 %.
Taip pat atliktas atskiras aktyvumo matavimas su mutantais E357A, D374A, D374A/E375A, kap
teigiamg kontrole naudojant i$grynintg nepakeistg nsp13 (18 pav.).

Nsp13 mutanty aktyvumo matavimas
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18 pav. Nsp13 mutanty aktyvumo matavimas. E375A — nsp13, su aktyviajame centre pakeistu glutamatu j
alaning, WT — pakitimy neturintis nsp13, D374A — nsp13, su aktyviajame centre pakeistu aspartatu j alaning,
D374A/E375A — nsp13, su aktyviajame centre pakeistais glutamatu ir aspartatu j alaninus
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IS gauty rezultaty matyti, kad maziausig jtakg aktyvumui turéjo aktyviajame centre esancio
glutamato pakeitimas j alaning (E375A), NADH koncentracija méginyje buvo panasi kaip ir su
pakeitimy neturinéio fermento, apie 93 %. Su pakeistu aspartatu j alaning (D374/A), kaip ir su
pakeistomis abejoms aminoragstimis (D374A/E375A), ATPazinis aktyvumas beveik i$vis nebuvo
matomas, po reakcijos likusi NADH koncentracija buvo apie 99 %.

3.4 Nsp13 helikazinio aktyvumo matavimai

Siekiant jvertinti ar iSgryninta SARS-CoV-2 helikazé nsp13 turi helikazinj aktyvuma, buvo
nuspresta atlikti helikazinio aktyvumo kokybinj tyrima pagal 2.2.11. metoda. Siam metodui
reikalingas Sakotas DNR substratas, su fluoroforais Cy5 ir Cy3, susintetintas i§ poros oligonukleotidy:
AT5, 5’ gale turinCio Cy5 fluoroforg ir AT10, 3’ gale turin¢io Cy3 fluoroforg pagal 2.2.9 metoda.
Substrato patikrinimui buvo atliktos kontrolés su atskirais oligonukleotidais ATS ir AT10. Siekiant
paruosti kokybiskg substrata, buvo vykdytos substrato sintezés reakcijos su trimis skirtingais
oligonukleotidy AT5 ir AT10 koncentracijy santykiy deriniais — 1:1, 1:2 ir 1:4. Gautiems reakcijos
produktams atlikta DNR elektroforezé pagal 2.2.10 metodg. Méginiai vizualizuoti pasitelkiant UV
transiluminatoriu (2.7 lentelé) su Cy3 ir CyS5 §viesos kanalais (19 pav.).

A B C D E F A B C D E F

19 pav. Sakoto DNR substrato sintezés rezultaty gelis per Cy5 ir Cy3 $viesos kanalus. Oligonukleotidai su
fluoroforais: A — AT5, B — ATI10. Sakotas DNR substratas susintetintas su su skirtingais ATS:AT10
oligonukleotidy santykiais: C —1:1, D — 3x1:1 (j Sulinélj jdéta trigubai didesné substrato 1:1 koncentracija),
E-1:2, F-1:4.

IS gauty rezultaty matyti, kad kaip ir tikétasi, Cy5 Sviesos kanale matyti tiktai ATS
oligonukleotidas, o Cy3 Sviesos kanale — tiktai AT10. Visuose méginiuose, kuriuose buvo atlikta
Sakoto DNR substrato sintezeé, Cy5 ir Cy3 Sviesos kanaluose matyti po dvi atskiras juosteles,
indikuojancias laisva oligonukleotida ir susiformavusj léciau judantj DNR substrata, kuris toje
pacioje vietoje matomas tiek Cy5 tiek Cy3 Sviesos kanaluose. Palyginus DNR substratus, gautus
naudojant skirtingus AT5 ir AT10 koncentracijy santykiy derinius, tolimesniems matavimams
pasirinktas substratas, gautas substrato sintezei naudojant 1:4 AT5:AT10 santykj.

Su pasirinktu Sakotu DNR substratu atliktas SARS-CoV-2 helikazés nsp13 kokybinis tyrimas,
pagal 2.2.11. metods. Nspl3 patalpinta su DNR ir ATP substratais ir gauti méginiai, kuriuose
fermentiné reakcija stabdyta po 15, 30, 60 min. Taip pat atlikta neigiama kontrolé su nepaveiktu
Sakotu DNR substratu ir dvi teigiamos kontrolés — Sakotas DNR substratas 60 min. paveiktas aktyvia
helikaze RepX ir auksta temperatira (99°C, 5 min.) denatiiruotas DNR substratas. Reakcijy
produktams atlikta DNR elektroforezé pagal 2.2.10 metoda, rezultatai vizualizuoti pasitelkiant UV
transiluminatoriu (2.7 lentelé) su Cy3 ir Cy5 $viesos kanalais (20 pav.).
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20 pav. Nspl3 kokybinio tyrimo rezultaty gelis per Cy5 ir Cy3 Sviesos kanalus. Kontrolés: A — teigiama
kontrolé su aktyvia helikaze RepX, B — neigiama kontrolé su nepaveiktu DNR subsratu, C — teigiama kontrolé
Sakotag DNR substrata denattiruojant 99°C temperatiira. Nsp13 reakcija su DNR substratu ir ATP stabdyta po:
D — 15 min, E — 30 min, F — 60 min.

IS gauty rezultaty matyti skirtumas, tarp dviejy teigiamy kontroliy, méginyje paveiktame auksta
temperatiira beveik nebesimato virSutinés juostelés, kurioje matyti Sakotas DNR substratas. Taip pat
beveik visiSkai nematyti atskiry ATS ir AT10 oligonukleotidy nei Cy5 nei Cy3 Sviesos kanaluose.
Teigiamoje kontroléje su aktyvia helikaze RepX (2.3 lentelé) Cy5 ir Cy3 Sviesos kanaluose matyti
Sakotas DNR substratas, ir atskiras AT10 oligonukleotidas, su Cy3 fluoroforu, Cy3 kanale.
Neigiamoje kontroléje, kurioje buvo nepaveiktas DNR substratas CyS5 ir Cy3 Sviesos kanaluose taip
pat matosi DNR substratas, ir atskiras AT10 oligonukleotidas, su Cy3 fluoroforu, Cy3 kanale, taciau
ATI10 juostelé yra santykinai Siek tiek mazesné nei teigiamoje kontroléje su RepX, kurioje AT10
juostelés padidéjimas galéty biiti siejamas su fermentiniu helikazés poveikiu Sakotam DNR
substratui. I§ rezultaty, kuriose fermentiné reakcija tarp nsp13 ir Sakoto DNR substrato buvo stabdyta
po 15, 30, 60 min. matyti Sakoto DNR substrato koncentracijos mazéjimas, kas galéty indikuoti, kad
gautas nsp13 turi helikazinj aktyvumga. Taip pat PAGE gelio apacioje matoma trecia juostelé, kurios
rySkumas per laikg did¢ja.

Atlikus bandymus buvo nuspresta pakartoti helikazinio aktyvumo matavima j reakcija pridedant
auksta koncentracija DNR ,spasty” (angl. DNA trap) - prie ATS5 prisijungian¢io DNR
oligonukleotido ATS (2.2 lentel¢), nepazymétu fluoroforu. Tikétasi, kad DNR ,,spastai‘ turéty neleisti
susidaryti komplementarioms sgveikoms tarp i§vynioty DNR oligonukleotidy, kas leisty geriau
ivertinti kokybinj helikazeés poveiki Sakotam DNR substratui. Atlikti analogiski matavimai, kaip ir be
matuojant be DNR ,spasty”. Reakcijy produktai vizualizuoti 20 % akrilamidiniame gelyje,
pasitelkiant UV transiluminatoriu su Cy3 ir Cy5 §viesos kanalais (21 pav.).

34



21 pav. Nsp13 kokybinio tyrimo su DNR ,,spastais* rezultaty vizualizacija 20% akrilamidiniame gelyje per
Cy5 ir Cy3 §viesos kanalus. Kontrolés: A — neigiama kontrolé su nepaveiktu DNR subsratu, B — teigiama
kontrolé su aktyvia helikaze RepX, C — teigiama kontrolé Sakota DNR substratag denatiiruojant 99°C
temperattra. Nsp13 reakcija su DNR substratu ir ATP stabdyta po: D — 15 min, E — 30 min, F — 60 min.

Analizuojant gautus rezultatus neigiamoje kontrol¢je, kurioje buvo nepaveiktas substratas,
aiSkiai matyti virSutiné juostelé tieck Cy5 tiek Cy3 Sviesos kanaluose, bei zemiau esantys atskiri
ologonukleotidai su fluoroforais. Teigiamoje kontroléje su helikaze RepX vis dar matosi dvigrandés
DNR substratas, tac¢iau rySkiau matosi ir atskiri oligonukleotidai tiek Cy3 tiek Cy5 Sviesos kanaluose.
Teigiamoje kontroléje, kurioje DNR substratas buvo denatiiruotas auksta temperatiira, dvigrandés
DNR substrato beveik visiskai nesimato, matosi tik susidare atskiri oligonukleotidai su zymenimis.
Rezultatuose, kuriuose fermentiné reakcija tarp nsp13 ir Sakoto DNR substrato buvo stabdyta po 15,
30, 60 min. taip matyti Sakoto DNR substrato koncentracijos maz¢jimas ir atskiry oligonukleotidy
koncentracijy didéjimas. SKirtingai nuo tyrimo, kuriame nebuvo panaudoti DNR ,,spastai®, §j kartg
neaiskios kilmés trecios juostelés néra matyti. IS gauty rezultaty, galime daryti prielaida, kad helikazé
nsp13 turi helikazinj aktyvuma.

3.5 Nsp13 jtakos polimerazés nsp12 polimeraziniam aktyvumui matavimai

Pastaryjy mety tyrimai rodo, kad tarp SARS-CoV-2 viruso polimerazés nspl2 ir helikazés
nsp13 susidarancios sgveikos skatina nsp13 helikazinj aktyvuma (Jia ir kt., 2019). Polimerazei nsp12
tinkamai funkcionuoti reikalingi kofaktoriai nsp8 ir nsp7, skatinantys polimerazinj aktyvumg ir
procesyvuma (Hillen ir kt., 2020). Norédami jvertinti kokia jtakg misy iSgryninta helikazé nsp13 turi
nsp8-nsp7-nspl2 komplekso polimeraziniam aktyvumui, buvo nusprgsta atlikti RNR polimerazés
kokybinj tyrimg pagal 2.2.13. metoda, | dalj méginiy papildomai jdedant i§grynintos helikazés nsp13.
Reakcijos miSinyje polimerazés komplekso koncentracija buvo 0,58 mg/ml, o i§grynintos nsp13 —
0,156 mg/ml.

Atlikti matavimai su Siais kontroliniais méginiais: RNR substratas, nukleotidais neindukuota
reakcija su polimerazés kompleksu, nsp13 be polimerazés komplekso. Taip pat atliktos dvi matavimy
serijos trijuose laiko taskuose, kai reakcijos misinyje buvo polimerazés kompleksas ir kai reakcijos
miSinyje buvo polimerazés kompleksas kartu su helikaze nsp13. Reakcijos stabdytos po 15, 30, 45
min. Be to, atliktas matavimas su iSgrynintu nspl3 mutantu su pakeistomis aktyviojo centro
aminortgstimis (D374A/E375A), reakcija stabdant po 45 minuciy. Gauti reakcijy produktai
iSskirstyti atliekant denatiiruojanciajg karbamido PAGE elektroforeze (2.2.12). Méginiai vizualizuoti
pasitelkiant UV transiluminatoriy (2.7 lentelé) per FAM S§viesos kanalg (22 pav.).
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22 pav. Polimerazinio aktyvumo kokybinio tyrimo gelis. Kontroliniai méginiai: A — RNR substratas, B —
polimerazés kompleksas be NTP indukcijos, C — nspl3 be polimerazés komplekso. Nspl2-nsp8-nsp7
komplekso katalizuojama reakcija stabdyta po: D — 15 min, E — 30 min, F — 45 min. Nsp12-nsp8-nsp7
komplekso katalizuojama reakcija, kartu pridéjus nsp13, stabdyta po: G — 15, H— 30, | — 45 min. J — Nsp12-
nsp8-nsp7 komplesko katalizuojama reakcija, kartu pridéjus nspl3 su pakeistomis aminorfigStimis
(D374A/E375A), stabdyta po 45 min.

I$ rezultaty matyti akivaizdus skirtumas tarp kontroliniy méginiy ir méginiy, kuriuose bent
vienas 1§ komponenty buvo su NTP indukuota polimerazé nspl2. Polimerazés nepaveikto DNR
substrato padétis buvo panasi kaip ir kontroliniy méginiy, kuriuose reakcija buvo neindukuota su NTP
ir, kur buvo jdéta nspl3 helikazé be polimerazés komplekso. Matavimy serijoje, su indukuota
polimeraze, vis dar matomas stambus oligonukleotidy fragmentas nepaveikto RNR substrato dalyje,
taCiau per laikg stebimas ir sunkesniy oligonukleotidy atsiradimas, kas galéty indikuoti sékminga
polimerazing reakcija ir dvigrandés RNR susidaryma. Matavimy serijoje, kurioje nsp12-nsp8-nsp7
kompleksas buvo patalpintas su helikaze nsp13 jau po 15 min. matomas gausus, elektriniame lauke
léciau judancio, fragmento susidarymas. Taciau po 45 min. matomas labai rySkus uz RNR substrata
sunkesnis oligonukleotidy darinys, ta¢iau nepaveikto RNR substrato srityje esantis fragmentas beveik
visi$kai nebesimato. Tai galéty indikuoti labai sékmingg polimerazing reakcija, kuomet beveik visas
viengrandés RNR substratui yra pratesiama komplementari grandiné. Jdomu tai, kad j reakcijos miSinj
idéjus polimerazés komplekso ir neaktyvaus nsp13 su aktyviojo centro pakitimais (D374A/E375A),
taip pat gaunamas beveik vien tik sunkesni oligonukleotidy fragmentai. Tai galéty reiksti, kad nsp13
aktyvuoja nsp12 polimeraz¢ ne dél savo katalizinio aktyvumu, o dél palankaus nsp12 iSsilankstymo,
atsirandancio dél nsp13 ir nsp12-nsp8-ns7 komplekso saveikos.
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1)

2)

3)

4)

ISVADOS

Tyrimo metu nustatyta, kad iSgrynintos SARS-CoV-2 helikazés nspl3 ir polimerazés
komplekso nsp12-nsp8-nsp7 saveika reik§mingo skirtumo ATPaziniam aktyvumui neturi.

Aktyviajame centre esantis aspartatas D374 ir glutamatas E375 lemia nspl3 ATPazinj
aktyvuma, i§ kuriy reikSmingesne jtaka nspl3 aktyvumo sumazéjimui turi aspartato
pakeitimas.

Atlikus ATPazinio ir helikazinio nsp13 aktyvumy matavimus, ir jsitikinus, kad gautas
aktyvus fermentas, atliktas nsp12-nsp8-nsp7 komplekso polimerazinio aktyvumo tyrimas

ir nustatyta, kad sgveika su nsp13 Zenkliai pagerina polimerazés aktyvuma.

Polimerazinis nspl2 aktyvumas pageréja ir su pakeistas aktyviojo centro aminoragstis
(D374/ E375) turinéia helikaze nsp13
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

LAURYNAS VAITKUS
SARS-COV-2 viruso helikazés nsp13 mechanistiniai tyrimai

Milijonams zmoniy visame pasaulyje vis dar diagnozuojama COVID-19 liga ir iSliekantis
mirtingumas rodo, kad itin svarbu kurti vaistus, galinCius veikti visas SARS-CoV-2 atmainas.
Atsizvelgiant ] nuolatines viruso genomo mutacijas ir galimg pavojingesniy atmainy atsiradima,
konservatyvaus baltymo taikinys, nekintantis tarp skirtingy viruso atmainy, yra labai svarbus
kovojant su tebesitesiancia pasauline krize. Tokiu taikiniu galéty biti vienas 1§ svarbiausiy viruso
replikacijoje dalyvaujanciy fermenty — helikazé nsp13. Tyrinédami SARS-CoV-2 viruso helikazés
nsp13 mechanines savybes, siekéme jgyti gilesnj supratimg apie jos vaidmenj replikacijos komplekse.
Atlikti SARS-CoV-2 helikazés nsp13 mechaniniy savybiy tyrimai suteiké vertingy jzvalgy apie §j
svarby virusin] fermentg ir jo vaidmen;j replikacijos komplekse. Igyvendinus uzsibréztus tikslus,
iskaitant sekmingg nsp13 baltymo ekspresijg ir gryninimg, jo ATPazinio ir helikazini aktyvumo
kokybinj jvertinimg ir jo poveikio polimerazés nspl2 aktyvumui tyrima, gauta svarbiy rezultaty.
Masy tyrimas atskleidé, kad iSgrynintos SARS-CoV-2 helikazés nspl3 ir polimerazés komplekso
nsp12-nsp8-nsp7 saveika neturi didelés jtakos ATPaziniam aktyvumui. Be to, pastebéta, kad nsp13
sgveika su nsp12-nsp8-nsp7 kompleksu gerokai padidina nsp12 polimerazinj aktyvuma. Jdomu, kad
Sis polimerazés aktyvumo pageréjimas buvo pastebétas net ir tada, kai nspl3 helikazés aktyviojo
centro aminoriigstys (D374/E375) buvo pakeistos alaninais.
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SUMMARY SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES

LAURYNAS VAITKUS
Mechanistic Studies of SARS-CoV-2 Virus Helicase Nsp13

In the face of still ongoing COVID-19 diagnoses and mortality rates around the world, the
development of drugs capable of targeting all SARS-CoV-2 strains is crucial, given the constant
mutations and potential emergence of more dangerous virus variants. To address this, identifying a
conserved protein target that remains unaffected by variation between different virus strains is
essential. One such target is the helicase nsp13, a key enzyme involved in viral replication. By
investigating the mechanical properties of SARS-CoV-2 helicase nspl13, our study aimed to deepen
the understanding of its role within the replication complex. We successfully expressed and purified
the nsp13 protein, qualitatively assessed its ATPase and helicase activity, and examined the impact
of nsp13 on the polymerase nsp12 functionality. Notably, we observed that the interaction between
purified nspl3 and the polymerase complex nspl2-nsp8-nsp7 did not significantly affect ATPase
activity. However, this interaction significantly increased the polymerase activity of nspl2.
Intriguingly, even when the active center amino acids of the nspl13 helicase (D374/E375) were
replaced by alanines, the enhancement in polymerase activity was still observed.
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