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ABSTRAKT 

Flaviviry, stejně jako koronaviry, patří mezi +RNA viry schopné způsobit celou řadu 

onemocnění, která mohou mít až fatální následky. Teprve nedávná pandemie COVID-19 

nám ukázala pravý potenciál těchto virů. I z tohoto důvodu je v současné době snaha 

vyvinout látky, které budou aktivní vůči co největší skupině +RNA virů. Jedněmi 

z hlavních cílů antivirové terapie jsou enzymy hrající klíčovou roli v replikaci virů jako 

jsou RNA-dependentní RNA polymerázy a methyltransferázy. V případě flavivirů má 

obě tyto funkce nestrukturní protein NS5. Skládá se z N-koncové domény mající 

methyltransferázovou aktivitu a C-koncové RNA-dependentní RNA polymerázové 

domény. Tento protein je tedy zodpovědný jak za replikaci RNA, tak za připojení 

čepičky na 5´ konec RNA. U koronavirů zastává funkci polymerázy protein NSP12 

a jeho dva kofaktory NSP7 a NSP8, methyltransferázovou funkci komplex dvou 

proteinů NSP10 a NSP16. 

Tato disertační práce se v první řadě zaměřuje na strukturní a funkční charakterizaci 

vybraných virových methyltransferáz a polymeráz, a to zejména z důvodu porovnání co 

největšího množství těchto enzymů mezi sebou. Další snahou bylo nalezení případných 

odlišností, které by mohly být zásadní ve vývoji nových antivirotik. V neposlední řadě 

je v této práci představeno několik látek, které jsou slibným výchozím bodem pro vývoj 

širokospektrálních antivirotik.  
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ABSTRACT 

Flaviviruses and coronaviruses are +RNA viruses capable of causing a wide range of 

diseases, which can be fatal. The true potential of these viruses was revealed by recent 

COVID-19 pandemic. Currently, there is an effort to develop compounds that will be 

active against most or many +RNA viruses. One of the main targets of antiviral therapy 

are enzymes that play a key role in virus replication, such as RNA-dependent RNA 

polymerases and methyltransferases. In the case of flaviviruses, the enzyme that is 

responsible for both these functions is the non-structural protein NS5. It consists of 

an N-terminal polymerase domain and a C-terminal methyltransferase domain. 

Therefore, this protein is responsible for both, RNA replication and the addition of 

the 5´ RNA cap. In coronaviruses, the polymerase function is carried out by the NSP12 

protein and its two cofactors NSP7 and NSP8, while the methyltransferase function is 

performed by a complex of two proteins, NSP10 and NSP16. 

This dissertation thesis primarily focuses on the structural and functional 

characterization of selected viral methyltransferases and polymerases, particularly for 

the purpose of comparing as many of these enzymes as possible to identify potential 

differences that could be crucial in the development of new antivirals. Furthermore, 

several compounds are presented in this work as promising starting points for the 

development of broad-spectrum antivirals. 

 

 



 

8 

 

1  TEORETICKÝ ÚVOD 

1.1  Flaviviry 

Flaviviry jsou obalené viry s jednovláknovou RNA s pozitivní polaritou (+RNA). 

Jsou řazeny do rodiny Flaviviridae, pod kterou spadají čtyři rody: hepaciviry, pegiviry, 

pestiviry a již zmíněné flaviviry1. Většina flavivirů je přenášena zejména klíšťaty 

či komáry a řadí se tak mezi arboviry, jejichž název je odvozen z anglického arthropod-

borne virus, tedy viry přenášené členovci. Do této rodiny spadá celá řada známých virů 

jako je Zika virus2, Dengue virus3, virus žluté zimnice4, virus klíšťové encefalitidy5 

a virus japonské encefalitidy6, stejně jako méně známé viry jako například Ntaya virus7, 

Langat virus8 a mnoho dalších. Tyto viry jsou schopny způsobit celou řadu onemocnění 

jako je encefalitida, hemoragická horečka a další a mohou v nejvážnějších případech 

skončit smrtí9. 

Genom flavivirů se skládá z jediného otevřeného čtecího rámce (ORF, z angl. open 

reading frame), který je na 5´ a 3´ konci ohraničen takzvanými nepřekládanými 

oblastmi (UTR, z angl. untranslated region), které jsou důležité při replikaci, translaci 

a během regulace vrozené imunitní odpovědi10. ORF kóduje jeden polyprotein, který je 

ukotven v membráně endoplasmatického retikula (ER) a je během virové replikace ko- 

a post-translačně štěpen hostitelskými a virovými proteázami na tři strukturní a sedm 

nestrukturních proteinů11 (obrázek 1).   

 

Obrázek 1: Schéma flavivirového polyproteinu. Nahoře je znázorněn polyprotein a jednotlivé 

proteiny, na které je štěpen: 3 struktrurní proteiny: kapsidový (C), premembránový (prM), obalový (E), 

a 7 nestrukturních proteinů (NS). Dole je znázorněna integrace proteinů do membrány endoplazmatického 

retikula (ER). 
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1.1.1  Vstup flavivirů do buňky 

Flaviviry využívají pro vstup do buňky klathrinem zprostředkovanou endocytózu, po 

které následuje konformační změna obalu, fúze membrán a konečně uvolnění virového 

genomu dovnitř buňky (obrázek 2). Klathrinem zprostředkovaná endocytóza je proces 

vezikulárního transportu, při kterém dochází k přenosu molekul z povrchu buňky do 

jejího nitra. Na začátku virové infekce virové částice difundují podél povrchu buňky 

směrem k již předem vytvořeným klathrinem potaženým jamkám, dokud se nepřipojí na 

receptor pro vstup (obrázek 2, krok 1). Případně může být nejprve vytvořen komplex 

virus-receptor a ten je transportován k již existující, klathrinem potažené jamce. Zde 

vzniká klathrinem opláštěný měchýřek, který je dále transportován z plazmatické 

membrány do cytosolu a dochází k uvolnění klathrinového pláště12 (obrázek 2, krok 2). 

Z měchýřku, nesoucí virovou RNA, vzniká endozom, uvnitř kterého je kyselé prostředí, 

což způsobí  fúzi virové membrány s membránou endozomu a virová genomová RNA je 

uvolněna do cytoplazmy13 (obrázek 2, krok 3). Dalším krokem je translace za vzniku 

polyproteinu (obrázek 2, krok 4), který je následně na ER štěpen proteázami na 

jednotlivé strukturní a nestrukturní proteiny. Nestrukturní proteiny se účastní replikace 

RNA, kdy z původního +ssRNA vlákna vzniká -ssRNA (jednovláknová RNA 

s negativní polaritou, z angl. single-stranded -RNA) vlákno, které následně slouží jako 

templát pro vznik dalších +ssRNA (obrázek 2, krok 5). V ER dochází ke skládání virové 

částice (obrázek 2, krok 6) a nezralé viriony jsou přeneseny na Golgiho aparát, kde 

dochází ke štěpení prM na M (obrázek 2, krok 7) za vzniku zralého virionu. Ten je na 

závěr uvolněn z buňky pomocí exocytózy14 (obrázek 2, krok 8 a 9).  
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Obrázek 2: Životní cyklus flavivirů. Infekce flaviviry začíná vazbou virionu na receptory na povrchu 

buňky (krok 1). Následuje klathrinem zprostředkovaná endocytóza (2). Kyselé prostředí v endozomech 

způsobí fúzi virionu s membránou endozomu (3). V cytoplazmě poté dochází k uvolnění genomové RNA, 

translace polyproteinu (4), který je proteolyticky štěpen na strutruní (E, prM, C) a nestruktuní (NS) 

proteiny. NS proteiny se účastní replikace RNA (5), za vzniku -ssRNA (zelená) a ta slouží jako templát 

pro tvorbu dalších +ssRNA (modrá). +ssRNA je dále sbalena pomocí C proteinu za vzniku 

nukleokapsidy. Skládání virové částice probíhá v ER (6) a nezralé viriony jsou přeneseny přes Golgiho 

aparát, kde dochází ke štěpení prM na M a vzniká tak zralá virová částice (7). Ta poté opouští buňku 

pomocí exocytózy (8, 9). Převzato a upraveno15. 
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1.1.2  Strukturní proteiny flavivirů 

Jak již bylo zmíněno výše, genom flavivirů se skládá z jednoho ORF, který je během 

a po translaci štěpen na tři strukturní a sedm nestrukturních proteinů11. Mezi tři 

strukturní proteiny patří: kapsidový (C, z angl. capsid) protein, prekurzor membrány 

(prM) a obalový (E, z angl. enveloped) protein. Schéma virové částice s vyobrazenými 

strukturními proteiny je na obrázku 3. 

Kapsidový protein je klíčovou strukturní složkou flavivirů a nachází se na N-konci 

virového polyproteinu, ze kterého je vyštěpen pomocí virové proteázy NS2B/NS3. 

Tento protein, jak již název napovídá, se podílí na tvorbě nukleokapsidy, která  je 

složena z jedné kopie RNA a několika kopií kapsidových proteinů16. Mimo této funkce 

má i další jako například napomáhá intermolekulárním interakcím, jako je vazba na 

lipidovou membránu hostitelské buňky za účelem podpory replikace viru. Dále se také 

účastní sestavení virionu a jeho zrání17,18.  

Na C-konci polyproteinu se nachází obalový protein (E), který zprostředkovává 

vstup viru do hostitelské buňky19. Je zodpovědný za vazbu na receptor hostitelské 

buňky a usnadňuje fúzi virové a hostitelské buněčné membrány, což umožňuje vstup 

virového genomu do hostitelské buňky.  Tento protein prochází významnými 

strukturními změnami. Během vstupu do buňky dochází ke změně z homodimeru na 

homotrimer, což vede k fúzi membrány, vypuštění genetické informace a k následné 

replikaci a translaci20. Během sestavování virové částice v ER dochází ke spojení 

proteinu E s třetím strukturním proteinem prM a tento vzniklý heterodimer prM-E 

zabraňuje nově vznikajícím virionům splynout s membránou hostitelské buňky dříve 

než je virus plně připraven k infekci21. Při zrání viru je prM štěpen hostitelskou 

proteázou furinového typu na konečný membránový (M) protein, což je nezbytný krok 

pro tvorbu infekčních virionů schopných vstoupit do hostitelské buňky22.  
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Obrázek 3: Flavivirová částice. RNA genom flavivirů je sbalen uvnitř nukleokapsidy složené z C 

proteinů. Strukturní proteiny prM a E a lipidová vrstva nukleokapsidu zavírají. 

 

1.1.3  Nestrukturní proteiny flavivirů 

Nestrukturní proteiny flavivirů hrají zásadní roli ve virové replikaci11. Mezi sedm 

nestrukturních proteinů je řazeno NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5.  

NS1 je multifunkční glykoprotein23. Ihned po jeho syntéze dochází k translokaci do 

lumen ER, kde je dále glykosylován a kde dimerizuje. Následně pomáhá vzniku 

replikačního komplexu nezbytného pro replikaci virové RNA24.  

NS2A je transmembránový helikální protein. Jeho N-konec se nachází v lumen ER, 

kdežto C-konec se nachází v cytoplazmě a je štěpen virovou proteázou NS2B-325 

(obrázek 1, dole). Tento protein se účastní jak syntézy flavivirové RNA, tak sestavování 

virionu. NS2B je klíčový kofaktor pro proteázovou doménu NS3 proteinu. 

NS3 je multifunkční enzym, která má hned několik funkcí. Slouží jako serinová 

proteáza (NS2B funguje jako kofaktor), 5´-RNA trifosfatáza, nukleosid trifosfatáza 

a helikáza26. Proteázová doména hraje důležitou roli při štěpení polyproteinu, zatímco 

helikázová doména se účastní replikace, při které rozmotává sekundární strukturu 

dvojvlákna RNA. To je nezbytný krok pro syntézu nového vlákna RNA27,28.  

Dalšími z nestrukturních proteinů jsou NS4A a NS4B. Zatímco NS4A funguje jako 

jakési lešení pro replikační komplex, NS4B inhibuje interferonový signál, čímž brání 
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hostitelské imunitní odpovědi na infekci virem29,30. Spolu s NS4A napomáhá disociaci 

helikázové domény NS3 od RNA31. 

  Největším z nestrukturních proteinů je NS5, kterému bude věnována následující 

kapitola.  

1.1.3.1  NS5 protein 

Tento nestrukturní protein je složen z N-koncové methyltransferázové domény 

(MTázy) a C-koncové RNA dependentní RNA polymerázové (RdRp) domény (obrázek 

4). Má tedy jak methyltransferázovou, tak polymerázovou aktivitu32. MTázová doména 

je klíčová pro stabilitu nově vzniklé mRNA, jelikož přidává takzvanou čepičku, která 

ochraňuje virovou RNA před rozpoznáním hostitelským imunitním systémem 

a zajišťuje její stabilitu33. RdRp doména katalyzuje samotnou syntézu virové RNA34. 

Obě tyto domény jsou slibným cílem antivirové léčby, jelikož jak MTázová, tak RdRp 

doména jsou zásadní pro virovou replikaci a jsou přítomny pouze v infikovaných 

buňkách.  

 

Obrázek 4: Schéma proteinu NS5. NS5 protein se skládá z 5´- koncové MTázové a 3´- koncové 

RdRp domény. 

1.1.3.1.1  MTázová doména 

Jedná se o globulární protein složený ze tří poddomén: vazebná doména pro GTP, S-

adenosyl-L-methionin vazebná doména a vazebné místo pro RNA35. Přidání čepičky na 

virovou mRNA probíhá ve třech následných enzymatických reakcích, jejichž schéma je 

zobrazeno na obrázku X36. Nejprve je pomocí trifosfatázy (RTPázy, z angl. RNA 

triphosphatase) odštěpen γ-fosfát z 5´ konce RNA (obrázek 5, krok 1). U flavivirů roli 

RTPázy zastává NS3. Následně je guanylyltransferázou přenesen guanosinmonofosfát 

(GMP, z angl. guanosine monophosphate) z guanosintrifosfátu (GTP, z angl. guanosine 

triphosphate) na ppA-RNA (p označuje fosfát a A adenosin), čímž vznikne základ 

čepičky (obrázek 5, krok 2). Poté N-7-MTáza methyluje guanin na pozici N-7 za vzniku 

čepičky 0 (m7GpppA-RNA, obrázek 5, krok 3). Vyšší eukaryota dále methylují čepičku 

0 na 2´-O pozici ribózy pomocí 2´-O-MTázy za vzniku čepičky 1 (m7GpppAm, 
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obrázek 5, krok 4) a následně ještě za vzniku čepičky 2 (m7GpppAmNm), kdy dochází 

k methylaci na 2´-O pozici ribózy následujícího nukleotidu. Donor methylu pro všechny 

reakce je S-adenosyl-L-methionin (SAM), který se přeměňuje na S-adenosyl-L-

homocystein (SAH)36,37.  

Již známé krystalové struktury z různých MTáz odhalují, že katalytická tetráda 

složená z aminokyselin K-D-K-E (lysin-aspartát-lysin-glutamát) je konzervována mezi 

2´-O-MTázami z různých organismů38–42. Zatímco celý motiv K-D-K-E je zásadní pro 

2´-O-methylaci, pro N-7 methylaci je nezbytný pouze aspartát (D)43. 

 

Obrázek 5: Schéma přidávání čepičky na RNA. V prvním kroku dochází k odštěpení γ-fosfátu 

pomocí trifosfatázy, což zastává NS3. Dále dochází k přenosu GMP na 5´ konec pomocí 

guanylyltransferázy (NS5). NS5 následně přenáší methyl z S-adenosyl-L-methioninu (SAM) na guanin na 

pozici N-7 za vzniku čepičky 0. Posledním krokem je 2´-O-methylace nukleotidu za vzniku čepičky 1. 

1.1.3.1.2  RdRp doména 

Polymerázová doména proteinu NS5 katalyzuje de novo syntézu RNA. Genomové 

+RNA vlákno je použito jako templát, ze kterého RdRp nejprve syntetizuje 

komplementární vlákno s negativní polaritou (-RNA) a vzniká replikační meziprodukt 

dvojvláknové RNA. Z nově vzniklé -RNA jsou následně syntetizovány další +RNA 
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vlákna. Na dvojvláknovou RNA se váže NS3 helikáza, a to specificky na 5´-UTR 

sekvenci 5´-AGUUGUUAGUCU-3´ a dochází k rozdělení replikačního 

meziproduktu na jednotlivá vlákna ve směru 3´-5´. Nová genomová RNA je uvolněna 

stejně jako -RNA vlákno, které může znovu sloužit jako templát pro další kolo 

replikace28. Pro elongaci RNA je důležitá změna konformace aktivního centra RdRp 

z uzavřené na otevřenou44. Nově vytvořená virová RNA je dále sbalena a nezralý virion 

je přenesen sekreční dráhou, kde je prM štěpen a zralý virion je uvolněn z infikované 

buňky pomocí exocytózy. 

Všechny flaviviry mají obdobnou strukturu RdRp, jak je možné vidět z porovnání  

již známých struktur41,45–47. Podobá se sevřené pravé ruce, kterou lze rozdělit na 

subdomény dlaně, prstů a palce, které obklopují aktivní místo. Rovněž je možno 

pozorovat sedm strukturních motivů (A-G), které jsou zodpovědné za vazbu NTP 

a katalýzu a také tři tunely: tunel pro vstup templátu, NTP a tunel pro výstup dsRNA48. 

Na motivech A a C se nachází dva konzervované aspartátové zbytky (D533 a D665), 

které jsou zodpovědné za vazbu dvoumocných iontů potřebných při polymerizační 

reakci. Motiv B umožňuje pohyb templátového vlákna během pozdní fáze transkripce49. 

K359, nacházející se na motivu D, hraje důležitou roli při změně struktury probíhající 

během tvorby RNA-NTP-UTP komplexu50. Motivy E a C interagují s RNA produktem. 

Motiv F je složen z několika podmotivů a nejspíše pomáhá stabilizovat přicházející 

nukleotid51. Posledním motivem je motiv G, který reguluje vstup jednovláknové RNA 

do vstupního tunelu pro RNA templát a translokaci RdRp32. Již zmíněný tunel se spolu 

s tzv. N kapsou nachází na spojení subdomén place a dlaně a jedná se o dvě místa 

vázající inhibitory41.  

1.2  Koronaviry 

Koronaviry jsou obalené  +ssRNA viry s nesegmentovaným genomem, největším 

mezi RNA viry. Patří do řádu Nidovirales, čeledi Coronaviridae, podčeledi 

Orthocoronavirinae a dále se dělí do čtyř rodů: alfa-, beta-, gamma-,  deltakoronaviry. 

Zatímco gammakoronaviry a deltakoronaviry napadají výhradně zvířata (především pak 

ptáky), alfa a betakoronaviry jsou široce rozšířené mezi savci (včetně lidí) a způsobují 

především respirační či střevní onemocnění52,53. Mezi alfakoronaviry se řadí lidský 

koronavirus (HCoV, z angl, human coronavirus) 229E, HCoV-NL63, virus infekční 
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peritonitidy u koček (FIPV, z angl. feline infectious peritonitis virus) a virus prasečího 

epidemického průjmu (PEDV, z angl. porcine epidemic diarrhea virus). Betakoronaviry 

zahrnují zbývající lidské koronaviry jako je HCoV-OC43, HCoV-HKU1, těžký akutní 

respirační syndrom způsobený koronavirem SARS-CoV (z angl, severe accute 

respiratory syndrome coronavirus), SARS-CoV-2 a MERS (z angl. Middle East 

respiratory syndrome)53. 

RNA genom koronavirů se skládá nejméně z šesti otevřených čtecích rámců. Čtecí 

rámce ORF1a a ORF1b, které zaujímají dvě třetiny genomu, kódují dva polypeptidy 

pp1a a pp1ab. Ty jsou následně ko- a posttranslačně štěpeny proteázami na 16 

nestrukturních proteinů (NSP1-16), s výjimkou gammakoronavirů, které nemají NSP154 

(obrázek 6, šedě a modře). Čtecí rámce na 3´ konci genomu kódují čtyři strukturní 

proteiny: povrchový nebo také spike (S), membránový (M), obalový (E) 

a nukleokapsidový (N) protein (obrázek 6, zeleně) a dále také pomocné proteiny 

(obrázek 6, žlutě). Pomocné proteiny jsou vysoce variabilní skupinou proteinů, které 

přispívají k přizpůsobení hostitelské buňky na infekci a jsou určujícími faktory virové 

patogenity55. Většina nestrukturních proteinů se účastní replikačního cyklu, zatímco 

strukturní proteiny se podílejí na skládání virionu a infekci hostitelské buňky.  

 

Obrázek 6: Schematické znázornění genomu SARS-CoV-2. Jsou znázorněny ORF1a (šedě) 

a ORF1b (modře), které kódují 16 nestrukturních proteinů (NSP). 4 strukturní proteiny (S, E, M a N) jsou 

vyobrazeny zeleně a pomocné proteiny kódované ORF 3a, 6, 7a, 7b, 8 a 9b žlutě.  

1.2.1 Lidské koronaviry 

Lidské koronaviry obsahují nejdelší nesegmentovaný virový genom, který je 

ohraničen 5´ a 3´ UTR, které jsou důležité při inter- a intramolekulárních interakcích. 

První lidské koronaviry byly objeveny v 60. letech 20. století a jednalo se 

o respirační onemocnění označené jako HCoV-229E a HCoV-OC4356. V listopadu 2002 

byla ve Foshanu v Číně zaznamenána rychle se šířící nákaza koronaviru. Ta nakonec 

propukla v epidemii SARS-CoV57. O deset let později, v roce 2012, se ze Saudské 
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Arábie rozšířil další koronavirus způsobující respirační syndrom nazývaný MERS58. 

Poslední epidemie vypukla v prosinci 2019 v provincii Wuhan v Číně a byla 

klasifikována jako SARS-CoV-259. Na rozdíl od SARS-CoV, který cílí primárně na 

pneumocyty a makrofágy v plicních tkáních dolních cest dýchacích, SARS-CoV-2 se 

replikuje v epitelu horních cest dýchacích.  

Přenos koronavirů na člověka ještě není plně objasněn, jedná se pravděpodobně 

o přenos z netopýra prostřednictvím mezihostitele. Po infekci člověka koronavirem je 

virus následně přenášen mezi lidmi přímým kontaktem60.  

1.2.1.1 SARS-CoV-2 

SARS-CoV-2 je hlavním původcem onemocnění COVID-19, který v roce 2020 

propukl ve světovou pandemii. Klinické projevy této nemoci se pohybují od 

asymptomatické infekce až po onemocnění s fatálními následky. Těžký projev mají 

většinou imunokopromitovaní a starší pacienti. Významnými rizikovými faktory jsou 

věk, vysoký krevní tlak, cukrovka, imunodeficience, chronická kardiovaskulární a plicní 

onemocnění, a v neposlední řadě nádorová onemocnění61. 

Vstup HCoV do buňky je zprostředkován glykoproteinem S. Dochází při něm 

k přichycení k membráně hostitelské buňky a k následné fúzi membrán. Během 

biosyntézy se v infikovaných buňkách štěpí protein S na dvě podjednotky S1 a S2. 

Podjednotka S1 váže angiotenzin-konvertující enzym 2, zatímco podjednotka S2 

zprostředkovává fúzi virové a hostitelské buněčné membrány62. Jakmile dojde 

k přiblížení virové a buněčné membrány, vznikne fúzní pór, který umožňuje průnik 

virového genomu do cytoplazmy hostitelské buňky63. Samotné uvolnění genomu do 

cytoplazmy hostitelské buňky zahrnuje komplexní mašinerii exprese virových genů64. 

1.2.1.2  Strukturní proteiny 

Schéma koronavirové částice složené ze strukturních proteinů a genomové RNA je 

znázorněno na obrázku 7. 

S protein je glykoprotein složený ze dvou domén, ekto- a endodomény. Formuje se 

do homotrimerů nazvaných „spiky“. Ty se nachází na povrchu virů a jsou zodpovědné 
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za uchycení virové částice k receptorům hostitelských buněk a následnou fúzi virové 

a buněčné membrány, čímž napomáhají rané fázi infekce65.  

Třídoménový transmembránový glykoprotein M se účastní skládání virových částic 

a spojuje se s dalšími strukturními proteiny, jako například s nukleokapsidou66.  

E protein je nejmenším ze strukturních proteinů a hraje klíčovou roli při skládání 

virové částice a jejím následném uvolnění.  

Posledním ze strukturních proteinů je nukleokapsidový protein N, který, jak název 

napovídá, formuje nukleokapsidu a skládá se ze dvou domén. Jeho primární funkcí je 

vazba na RNA a také hraje roli v replikaci virové RNA a v reakci hostitelské buňky na 

virovou infekci67.  

U některých betakoronavirů, jako například HCoV-OC43 či HCoV-HKU1, byl 

přítomen ještě pátý strukturní protein, kterým je hemaglutinin-esteráza. Ta váže sialové 

kyseliny na povrchu glykoproteinů a má acetyl esterázovou aktivitu68. 

 

Obrázek 7: Koronavirová částice. Virová částice je tvořena čtyřmi strukturními proteiny: obalový (E, 

světle modře), membránový (M, fialově), spike (S, zeleně) a nukleokapsidový (N, žlutě). N protein 

interaguje s genomovou RNA. Proteiny S, E a M jsou ukotveny v lipidové membráně (šedě). 
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1.2.1.3  Nestrukturní proteiny 

Jak již bylo zmíněno výše, genom koronavirů (s výjimkou gamakoronavirů) obsahuje 

16 nestrukturních proteinů.  

NSP1 se v hostitelské buňce váže na kapsu pro vazbu mRNA, čímž brání translaci 

hostitelských proteinů. To brání syntéze důležitých proteinů zapojených do vrozené 

imunitní odpovědi. Rovněž zvyšuje translaci virových mRNA69.  

Proteiny NSP2-16 utváří replikačně-transkripční komplex (RTC, z angl. replication-

transcription complex), konkrétně NSP2-11 modulují intracelulárních membrány, 

pomáhají při úniku před imunitní odpovědí hostitele a poskytují kofaktory potřebné pro 

replikaci70.  

NSP3 má proteázovou aktivitu a podílí se na štěpení posttranslačních modifikací 

hostitelských proteinů zapojených do vrozené imunitní odpovědi71.  

NSP4 je transmembránový protein podílející se především na modifikaci membrán 

ER za účelem vytvoření váčků s dvojitou membránou. V tom mu pomáhá NSP6. Tyto 

váčky slouží k oddělení virové replikace od skládaní virové částice a je to další ochrana 

před protivirovou odpovědí buňky72.  

Hlavní proteázou je NSP5, ta uvolňuje NSP4-16 z polyproteinu pp1a a pp1ab73.  

NSP7 je spolu s NSP8 kofaktorem NSP12, který zajišťuje samotnou syntézu RNA74.  

NSP9 se váže na NSP8 a aktivuje ho. Působí jako primer pro NSP12 a hraje tak 

významnou roli při syntéze RNA75.  

NSP10 je kofaktorem NSP16 a napomáhá tak nasazování čepičky na virový mRNA 

transkript. Rovněž zvyšuje aktivitu NSP14 jakožto exonukleázy při odstraňování 

nesprávně spárovaných bazí76.  

NSP11 reguluje aktivitu endoribonukleázy a je nezbytný pro virovou replikaci77.  

Již výše zmíněný NSP12 je RdRp. Váže jednu molekulu NSP7 a dvě molekuly NSP8 

a tím stabilizuje oblast pro vazbu RNA při virové replikaci78. Jeho N-terminální NiRAN 

doména (z angl. N-terminal nidovirus RdRp-associated nucleotidyltransferase) přenáší 

GMP na 5´pp-RNA a vzniká tak 5´Gppp-RNA čepička, která je následně methylovaná 

NSP14 v druhé fázi nasazování čepičky na mRNA79.  
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NSP13 působí jako helikáza při rozmotávání RNA, rovněž váže ATP a působí jako 

RTPáza, tedy odstraňuje 5´ γ-fosfát z mRNA za účelem tvorby 5´ pp-RNA při 

nasazování čepičky80.  

Jak již bylo zmíněno výše, NSP14 je exoribonukleáza, která kontroluje a odstraňuje 

nesprávně spárované nukleotidy ve směru 3´-5´, které byly nesprávně přidány RNA 

polymerázou během replikace genomu79. Také funguje jako N-7 MTáza, kdy předává 

methylovou skupinu ze SAMu na N-7 pozici Gppp-RNA během druhého kroku 

nasazování čepičky na mRNA81.  

NSP15 je nidovirová RNA uridylyl-specifická endoribonukleáza NendoU 

(z angl. nidoviral RNA uridylate-specific endoribonuclease). Katalytická doména štěpí 

poly-U sekvenci na 3´ konci RNA, aby nedošlo k detekci imunitním systémem 

hostitele82.  

Posledním nestrukturním proteinem je NSP16. Jedná se o 2´-O-MTázu, která přidává 

v posledním kroku nasazování čepičky methylovou skupinu ze SAMu na 2´-O-ribózu. 

Jejím kofaktorem je NSP1083. 

1.2.2 Replikace koronavirové RNA 

Samotná replikace RNA je zahájena stejně jako u flavivirů syntézou -RNA vlákna 

z +RNA vlákna, které následně slouží jako templát pro vznik nových genomových 

+RNA. Ty jsou během translace překládány na nestrukturní proteiny, RTC, případně 

jsou sbaleny do nově vznikajícího virionu. Koronaviry mají diskontinuální proces 

virové transkripce, který vede ke vzniku subgenomické RNA (sgRNA)84. Během 

syntézy negativního vlákna dochází k přerušení transkripce replikačně-trankripčním 

komplexem ve chvíli, kdy narazí na transkripčně regulační sekvenci TRS, nacházející se 

před většinou ORF. Transkripce je následně znovu zahájena v TRS sousedící s vedoucí 

sekvencí TRS-L (z angl. TRS leading). V tomto diskontinuálním kroku tedy dochází 

k interakci mezi komplementárními TRS nově vznikajícího vlákna (-ssRNA) 

a genomovou +ssRNA. Takto vzniklá sgRNA vlákna s negativní polaritou následně 

slouží k syntéze sgRNA s pozitivní polaritou, které jsou následně přeloženy do 

strukturních a pomocných proteinů85.  
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1.3 Antivirová terapie  

Nukleotidové a nukleosidové analogy jsou slibnými látkami při vývoji nových 

antivirotik. Nukleosidové analogy jsou chemicky modifikované syntetické nukleosidy, 

které napodobují ty endogenní a které mohou inhibovat buněčné a virové enzymy, 

účastnící se jejich metabolismu. Obvykle jsou pojmenovány podle cíle, který inhibují 

v životním cyklu viru86,87. Jsou tedy známy inhibitory RdRp, MTáz, helikáz 

a inhibitory, které potlačují biosyntetické dráhy nukleosidů v hostitelské buňce. 

U flavivirů je slibným cílem pro vývoj antivirotik zejména RdRp doména proteinu NS5, 

jelikož její polymerázová aktivita je unikátní pro viry, a tedy u lidských replikačních 

enzymů se nevyskytuje88. U koronavirů tuto úlohu zastává protein NSP12.  

Jednou z nejslibnějších látek, která cílí na NSP12 je remdesivir (obrázek 8), který 

v organismu podléhá přeměně a ve své trifosfátové podobě se chová jako ATP a působí 

tedy jako substrát pro virovou RdRp. Po začlenění remdesiviru do vlákna RNA 

nedochází k okamžitému ukončení syntézy, ale dochází k začlenění dalších tří 

nukleotidů a až poté je syntéza ukončena. Tento jev je mezi nukleosidovými analogy 

výjimečný a může souviset s jeho zvýšenou účinností. Opožděné ukončení syntézy 

vlákna RNA by mohlo vést k maskování remdesiviru před NSP14, která má 

exonukleázovou opravnou funkci89. Jedná se rovněž o první malou molekulu 

schválenou pro použití proti COVID-1990. Následně pak byly schváleny léky 

molnupiravir a Paxlovid. Zatímco molnupiravir cílí na RdRp, Paxlovid cílí na hlavní 

proteázu SARS-CoV-291,92. Příkladem inhibitoru MTáz je sinefungin, jehož schéma je 

na obrázku 9. Jedná se o derivát adenosinu, který soutěží se SAMem (přirozeným 

substrátem)93. 
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Obrázek 8: Chemická struktura remdesiviru.  

 

Obrázek 9: Chemická struktura sinefunginu. 
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2  CÍLE PRÁCE 

  V průběhu doktorského studia byly mým hlavním zaměřením RdRp z flavivirů 

a koronavirů a také MTázové domény proteinu NS5 z různých flavivirů, a to i z těch 

méně známých, jako je například Ntaya. Hlavním cílem byla jejich strukturní a funkční 

charakterizace. Jedná se o nezbytný krok při návrhu antivirotik účinných proti širokému 

spektru flavivirů, a koronavirů. 

Konkrétní cíle byly:  

1. Připravit a objasnit strukturu MTázové a RdRp domény proteinu NS5 z Ntaya 

viru. 

2. Porovnat zejména jejich aktivní centra se stejnými enzymy z jiných flavivirů 

a rovněž porovnat vazebné stavy sinefunginu a GTP se zmíněnými enzymy.  

3. Získat a porovnat struktury různých flavivirových MTáz (konkrétně z viru Zika 

a Ntaya) s navázaným AT-9010. Jedná se o analog GTP, jehož proléčivo AT-752 

je považováno za lék proti různým flavivirům. 

V další části mého studia jsem testovala aktivitu potenciálních inhibitorů na 

polymerázách z flavivirů a koronavirů.  

Konkrétní cíle byly:  

4. In vitro testování inhibičního efektu sloučeniny PR673, jakožto nenukleosidového 

analogu na RdRp z různých flavivirů a ze SARS-CoV-2. 

5. In vitro testování inhibičního efektu sloučeniny HeE1-2Tyr a jejích derivátů na 

RdRp ze SARS-CoV-2. 
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4 VÝSLEDKY 

4.1  Structural and functional insights in flavivirus NS5 proteins gained 

by the structure of Ntaya virus polymerase and methyltransferase 

4.1.1  Úvod 

Flaviviry jsou viry s jednovláknovou RNA s pozitivní polaritou (+RNA), které jsou 

zodpovědné za řadu onemocnění, jako jsou žlutá zimnice, horečka dengue, 

zika, západonilská horečka a další1. Epidemie viru Zika zdůraznila jejich nebezpečnost, 

když se relativně neškodný virus známý již z 50. let minulého století změnil ve smrtící 

patogen94. Klíčovým proteinem v replikaci flavivirů je NS5, který se skládá z N-

koncové MTázy a C-koncové RdRp domény. Je zodpovědný za replikaci RNA a rovněž 

za připojení 5´ RNA čepičky32. Přestože flaviviry zapříčinily nejvíce úmrtí již v 19. 

století, do dnešní doby byla objasněna struktura pouze malého množství RdRp 

domén32,34,47,48,95. Pro vývoj antivirotik účinných proti celé této skupině virů je ale 

zásadní znát a porovnat struktury co nejvíce z nich, zejména jejich aktivních center, a to 

i z méně známých virů. Jedním z nich je například Ntaya virus. Naše studie tedy 

poskytuje komplexní analýzu proteinu NS5 z Ntaya viru, přičemž se zaměřuje na obě 

jeho domény MTázovou i RdRp. Zároveň zdůrazňuje strukturní konzervaci 

enzymatických center, což může být slibným výchozím bodem pro návrh antivirotik 

účinných proti všem flavivirům.  

4.1.2  Souhrn 

Strukturní analýza MTázové i RdRp domény ukazuje na vysoký stupeň konzervace 

enzymatických center napříč celou rodinou Flaviviridae40,41,47,48,93. To naznačuje, že je 

možný vývoj léků cílených na celou rodinu flavivirů. Byly nicméně zaznamenány 

rozdíly v enzymových aktivitách MTázových domén různých flavivirových proteinů.  

Byla vyřešena struktura Ntaya RdRp domény. Jedná se o převážně alfa-helikální 

protein se strukturou připomínající tvar lidské pravé ruky, kde jsou rozlišitelné prsty, 

dlaň a palec, což je typické pro virové polymerázy (obrázek 10, A). Tato doména rovněž 

obsahuje 2 zinkové prsty důležité pro celkovou stabilitu struktury. Podél kanálu pro 

vstup templátu, aktivního místa a kanálu pro výstup dsRNA byly pozorovány 
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konzervované motivy A-G, ve kterých se nalézá většina katalyticky důležitých 

aminokyselinových zbytků (obrázek 10, D). Celková struktura RdRp domény je 

v souladu s předchozími popisy flavivirových RdRp. Nejvyšší podobnost pozorujeme 

s RdRp doménou z viru Zika a naopak nejméně s RdRp ze západonilského viru (WNV, 

z angl. West Nile virus).  

Podrobně jsme rovněž zkoumali konformaci tzv. primovací smyčky (z angl. priming 

loop) a porovnali ji se smyčkou ze Ziky a západonilské horečky (obrázek 10, B-C). Tato 

smyčka částečně plní funkci primeru v průběhu syntézy RNA, jelikož flavivirové RdRp 

patří mezi polymerázy nezávislé na primeru. Uzavřená konformace totiž umožňuje 

pouze vstup ssRNA. Aminokyselinové zbytky na začátku a na konci smyčky byly vždy 

ve stejné konformaci, zatímco rozdíl byl pozorován v konformaci postranních řetězců 

Trp800 a His803. V porovnání Trp800 se Zikou se jednalo pouze o jiný rotamer. 

U WNV byl Trp800 oproti ostatním dvěma posunut. Zajímavé je, že pozice Trp808 je 

zcela konzervovaná mezi analyzovanými flavivirovými polymerázami, což naznačuje 

její důležitost v rámci primovací smyčky. 

Nedávno bylo popsáno další místo v blízkosti aktivního místa RdRp, takzvaná 

N kapsa96. Sloučeniny cílené na tuto kapsu jsou účinnými inhibitory replikace viru 

Dengue a ze sekvenčního porovnání s WNV a JEV bylo předpokládáno, že by se mohlo 

jednat o vhodné místo pro návrh inhibitorů cílících na celou rodinu flavivirů. Z tohoto 

důvodu jsme se rozhodli porovnat objem a tvar těchto kapes mezi zkoumanými 

flaviviry (obrázek 10, E-F). Naše výsledky ukázaly, že N kapsa z Ntaya viru má největší 

objem, a to téměř dvakrát větší něž kapsa viru Zika. Tvar je rovněž rozdílný, což je ale 

patrně způsobeno tak značnými rozdíly ve velikostech.   

Rovněž jsme objasnili strukturu MTázové domény, a to jak s navázaným 

sinefunginem, tak s GTP (obrázek 10, G-I). Tato doména má rovněž 

guanylyltransferázovou aktivitu, která je důležitá při přenosu GMP na RNA v průběhu 

nasazení čepičky na mRNA. Bylo pozorováno složení z alfa helixů a beta listů, typické 

pro flavivirové MTázy. Byly popsány vazebné módy pro navázaný sinefungin a GTP, 

a ty byly následně porovnány s těmi pro Ziku. Sinefungin se váže do SAM vazebného 

místa, a to především pomocí vodíkových vazeb. Rozdíl byl zaznamenán v orientaci 

postranního řetězce Glu111. GTP je navázáno v GTP vazebné kapse. Rozdíl v případě 

vazby GTP byl pozorován v různých konformacích trifosfátu. 
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V neposlední řadě jsme porovnali enzymatické aktivity MTáz a RdRp z různých 

flavivirů. Je zajímavé, že ačkoliv enzymatické vlastnosti zkoumaných rekombinantních 

MTáz byly velmi různorodé, všechny rekombinantní RdRp vykazovaly podobné 

chování. Nejaktivnější MTázou byla ta ze Ziky a ostatní vykazovaly maximálně 47% 

aktivitu v porovnání se Zikou. MTáza z YFV vykazovala dokonce pouze 3% aktivitu.  

4.1.3 Můj příspěvek 

Připravila jsem expresní konstrukt pro Ntaya RdRp, následně jsem provedla 

rekombinantní expresi a purifikaci jak RdRp, tak MTázové domény NS5 proteinu. 

Provedla jsem veškeré krystalizační pokusy a nasbírala jsem data. Vyřešila jsem model 

struktury RdRp a MTázy v komplexu se sinefunginem. Připravila jsem rovněž obrázky 

do článku a podílela se na jeho přípravě.  
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Obrázek 10: Krystalová struktura jednotlivých domén proteinu NS5 viru Ntaya. A) Celková 

struktura NTAV RdRp domény s vyznačenými subdoménami různými barvami: prsty (zelená), dlaň 

(modrá), palec (růžová) a červeně je zobrazena primovací smyčka. Zaostřeno je na dva zinkové prsty. 

B,C) Strukturní porovnání primovacích smyček NTAV (modrá), ZIKV (zelená, PDB: 5M2Z) a WNV 

(růžová, PDB: 2HZF). D) Struktura NTAV RdRp, s vyznačenými tunely pro vstup RNA a výstup dsRNA, 

motivy A-G, a polohou N kapsy. E,F) Porovnání velikosti a tvaru N kapes z NTAV (modrá, 349Å3), ZIKV 

(zelená, 186Å3) a DENV (červená, 303Å3). G) Celková struktura MTázové domény proteinu NS5 viru 

Ntaya s navázaným sinefunginem (SFG). Je znázorněna Fo-Fc mapa, vykreslená na 2σ kolem SFG. H) 

Strukturní porovnání vazebných módů sinefunginu pro NTAV, ZIKV (PDB: 5MRK), WNV (PDB: 4R8S). 

Katalytická tetráda je vyznačena žlutými šipkami. I) Strukturní porovnání vazby GTP mezi NTAV 

a ZIKV (zelená, PDB: 5GOZ). 
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4.2  Structural basis for broad spectrum binding of AT-9010 to flaviviral 

methyltransferases 

4.2.1 Úvod 

V posledních letech vzrostl vědecký zájem o vývoj inhibitorů MTáz napříč různými 

virovými rodinami, včetně Flaviviridae97. 2´-methyl-2´-fluoro guanosin trifosfát 

označovaný jako AT-9010 je analog GTP. Jeho proléčivo označované AT-752 je 

považováno za lék proti několika flavivirům. AT-9010 byl identifikován jako duální 

inhibitor jak RdRp, tak i MTázové domény, přičemž jeho primárním cílem je vazebné 

místo pro GTP na MTázové doméně proteinu NS5 z orthoflavivirů. Zabraňuje 

správnému nasazení čepičky na mRNA. Přítomnost fluoru namísto hydroxylové 

skupiny na 2´ pozici ribózového kruhu zase vede k ukončení replikace RNA, když 

RdRp zařadí tuto látku místo GTP do nově vznikajícího vlákna. Jelikož ovšem AT-9010 

ve formě trifosfátu není schopno proniknout plazmatickou membránou, byla navržena 

proléčiva AT-752 a AT-281, která se uvnitř buněk přeměňují na aktivní trifosfátovou 

formu. Obě tyto látky mají nízkou cytotoxicitu98,99. V této studii jsme zkoumali vazbu 

AT-9010 na MTázy z virů Ntaya a Zika a naše publikace tak poskytuje strukturní základ 

pro vysvětlení účinnosti AT-9010 proti několika flavivirovým MTázám. 

4.2.2 Souhrn  

Cílem této studie bylo prozkoumat interakci AT-9010, fluorovaného nukleotidového 

analogu, s MTázovými doménami vybraných orthoflavivirů, a to se zaměřením na 

pochopení jeho vazebných mechanismů a potenciálu jako širokospektrálního 

antivirotika. Vybrali jsme viry Ntaya a Zika. Krystaly MTáz těchto virů byly 

inkubovány s AT-9010, byly vyřešeny krystalové struktury těchto komplexů s cílem 

porovnání jejich vazebných módů s již vyřešenou strukturou komplexu inhibitoru 

s MTázou z viru Dengue. Získali jsme struktury s vysokým rozlišením (2Å pro Ziku, 

obrázek 11, B a 1,8 Å pro Ntayu, obrázek 11, A). Molekula AT-9010 byla u obou 

proteinů umístěna v GTP vazebném místě, stejně jako v případě Dengue. Byly ovšem 

pozorovány rozdíly ve vazebných interakcích (obrázek 11, E-F). Nebyla pozorována 

elektronová hustota v místě γ-fosfátu u Zika MTázy, což naznačuje, že γ-fosfát je 

v tomto případě velmi flexibilní.  
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Byly rovněž pozorovány rozdíly ve vazbě molekuly AT-9010 s klíčovými 

aminokyselinovými zbytky, zejména v interakcích s ribózou a guaninovým kruhem AT-

9010, což zdůrazňuje jemné strukturní rozdíly mezi MTázami. V případě Ntaya MTázy, 

aminokyseliny Leu16 a Leu19 vytváří vodíkové vazby s guaninovým kruhem GTP, 

zatímco v případě Ziky byla pozorována ještě další interakce, konkrétně s Asn17. 

Rozdíl v konformaci postranního řetězce byl pozorován v případě aminokyseliny Lys13. 

Dalším rozdílem byl aminokyselinový zbytek 152. U Ntaya MTázy se na tomto místě 

nachází prolin, který tvoří vodíkovou vazbu s ribózovým kruhem GTP. Zika má na této 

pozici serin, který tuto vazbu netvoří.  

Srovnání vazby AT-9010 a GTP u MTáz z obou virů ukázalo konzervované pozice 

báze, cukru a α-fosfátu, zatímco β- a γ- fosfáty se ukázaly jako flexibilní (obrázek 11, 

C-D). Strukturní rozdíly, jako je přítomnost Lys28 u Ziky a Arg28 u Ntayi, přispívají 

k rozdílné tvorbě vodíkových vazeb s α-fosfátovou skupinou. I přes tyto rozdíly byl 

celkový vazebný mód AT-9010 obdobný napříč flavivirovými MTázami, což podporuje 

jeho potenciál jako širokospektrálního antivirotika. 

Tato studie přispívá k pochopení strukturních interakcí AT-9010 s flavivirovými 

MTázami a zdůrazňuje jeho potenciál jako širokospektrálního inhibitoru proti 

orthoflavivirům. Výsledky poskytují základ pro vývoj antivirových strategií 

zaměřených na konzervovanou oblast MTáz. 

4.2.3  Můj příspěvek 

Provedla jsem rekombinantní expresi a purifikaci MTázové domény NS5 proteinu 

Ntaya i Zika viru. Provedla jsem veškeré krystalizační pokusy a nasbírala jsem 

krystalografická data. Vyřešila jsem strukturu Zika MTázy v komplexu s AT-9010. 

Připravila jsem rovněž obrázky do článku a podílela se na jeho přípravě. 
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Obrázek 11: Krystalové struktury Ntaya a Zika MTáz s navazaným AT-9010. A) Celková 

struktura Ntaya MTázy s navázaným AT-9010 a SAHem. Je zobrazena Fo-Fc mapa elektronové hustoty 

vykreslená na 3σ pro obě látky. B) Celková struktura Zika MTázy s navázaným AT-9010 a SAHem. Je 

zobrazena Fo-Fc mapa elektronové hustoty vykreslená na 3σ pro SAH a na 2σ pro AT-9010. C, D) 

Strukturní porovnání vazby AT-9010 a GTP pro NTAV (modrá, panel C, PDB kód struktury s GTP: 

8CQH) a Ziku (zelená, panel D, PDB kód struktury s GTP: 5GOZ). E, F) Strukturní porovnání mezi 

Ntaya (modrá, panel E) Zika (zelená, panel F) a Dengue (šedá, PDB kód: 8BCR) MTázovými doménami 

s navázaným AT-9010.  
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4.3  A helquat-like compound as a potent inhibitor of flaviviral and 

coronaviral polymerases  

4.3.1 Úvod 

RNA viry s pozitivní polaritou (+RNA), jako jsou flaviviry a koronaviry, ukázaly 

svůj potenciál jakožto patogeny schopné ohrozit společnost. Již dříve tuto schopnost 

prokázaly viry Zika, MERS-CoV a SARS-CoV100,101. Ovšem až SARS-CoV-2 ukázal 

jejich plný potenciál, když v roce 2019 propukl v pandemii COVID-1961. Návrh 

sloučenin účinných proti většině +RNA virů je tedy v tuto chvíli zásadní.  V naší studii 

byla představena sloučenina PR673, která se svou strukturou podobá helquatu a která je 

schopna inhibovat replikaci viru SARS-CoV-2 a viru klíšťové encefalitidy (TBEV) 

v tkáňových kulturách. Pomocí in vitro testování RdRp z různých flavivirů 

a ze SARS-CoV-2 bylo ukázáno, že PR673 zastavuje syntézu RNA. Výsledky naší 

práce naznačují, že vývoj širokospektrálních nenukleosidových inhibitorů RdRp je 

možný. 

4.3.2 Souhrn 

Nejprve byla pomocí screeningu knihovny sloučenin ÚOCHB vybrána molekula 

PR673 jakožto potenciální inhibitor replikace viru SARS-CoV-2 v buňkách. Hodnoty 

EC50 se pohybovaly v rozmezí od 17 µM do 29 µM v buňkách Vero-E6, Calu-3 

a Caco-2.  

Dalším krokem bylo objasnění molekulárního cíle této sloučeniny. Na základě 

chemické struktury se dalo předpokládat, že by jím mohla být koronavirová RdRp. 

V případě SARS-CoV-2 se jedná o heterotrimer složený z proteinu NSP12 a jeho dvou 

kofaktorů NSP7 a NSP8. Pro ověření naší hypotézy byla zjišťována inhibiční aktivita 

PR673 na tomto proteinovém komplexu. Měření bylo provedeno sledováním ubývání 

produktu reakce, ve které dochází k prodlužování RNA primeru podle templátu pomocí 

RdRp. Sekvence použitého primeru a templátu je znázorněna na obrázku 12, A. Tyto 

reakce jsou následně vizualizovány na polyakrylamidových denaturujících gelech. 

Jakmile dojde k inhibici, produkt reakce není pozorován. Syntéza RNA byla zcela 

zastavena při koncentraci inhibitoru vyšší něž 12,5 µM, což dokazuje, že cílem PR673 

je skutečně RdRp (Obrázek 12, B).  
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Dále byla analyzována inhibiční aktivita a stanovena IC50 naší sloučeniny i na 

flavivirových RdRp (Obrázek 12, B-C). Byly vybrány virus japonské encefalitidy 

(JEV), Ntaya (NTAV), virus klíšťové encefalitidy (TBEV), virus žluté zimnice (YFV) 

a virus Zika (ZIKV). Byla pozorována inhibiční aktivita všech testovaných polymeráz 

s hodnotami IC50 od 3,0 ± 0,1 µM do 4,9 ± 0,5 µM (obrázek 12, C).  

Jelikož byla pozorována silná inhibice všech testovaných flavivirových RdRP in 

vitro, rozhodli jsme se zjistit, zda PR673 inhibuje flaviviry i v buňkách. Zvoleným 

virem byl TBEV. Byla měřena cytotoxicita na buňkách prasečích ledvin a porovnána se 

zvolenou pozitivní kontrolou, kterou byl 7-deaza-2′-C-methyladenosin (7-deaza-2′-

CMA) a která je prokázaným inhibitorem TBEV RdRp. Látka PR673 se ukázala jako 

netoxická s hodnotou CC50 přes 50 µM. Dále byla pozorována kompletní inhibice 

replikace TBEV při koncentraci 0,4 µM a PR673 vykazoval hodnotu EC50 0,11 µM. 

4.3.3 Můj příspěvek 

Podílela jsem se na expresi a purifikaci proteinů NS5 vybraných flavivirů a rovněž 

RdRp ze SARS-CoV-2. Následně jsem se podílela na in vitro testování inhibičního 

efektu PR673 na všechny připravené enzymy. Vyhodnotila jsem získaná data pro učení 

IC50. Následně jsem se podílela na přípravě obrázků do článku. 
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Obrázek 12: Porovnání inhibiční aktivity látky PR673 vůči různým RdRp. A) RNA primer 

a templát použité při tomto měření. RNA primer nese na 5´ konci fluorescenční značku (Cy5 v případě 

flavivirů a HEX u SARS-CoV-2). Šipky označují směr prodlužování vlákna RNA. B) Inhibice 

prodlužování vlákna pomocí RdRp látkou PR673. Ředící řada látky PR673 (v µM), za stejné koncentrace 

polymerázy (20 nM) a templátu/primeru (10 nM). Reakce byly zahájeny přídavkem 10 µM NTP 

a inkubovány při teplotě 33°C 1 hodinu. Následně byly zastaveny přidáním denaturujícího pufru 

a získané produkty byly rozděleny pomocí denaturačních polyakrylamidových gelů. C) Procenta inhibice 

(oproti kontrole) jsou vynesena proti logaritmu koncentrace PR673. Výsledky byly proloženy sigmoidální 

křivkou závislosti účinku na dávce.  
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4.4  Non-nucleotide RNA-dependent RNA polymerase inhibitor that 

blocks SARS-CoV-2 replication 

4.4.1 Úvod 

SARS-CoV-2 způsobil rozsáhlou pandemii onemocnění COVID-19 po celém světe52. 

Hlavními cíli vývoje nových antivirotik proti tomuto viru se staly klíčové virové 

enzymy. Jedním z nich je RdRp, jelikož hraje zásadní roli v replikaci virové RNA102. 

V této studii byla použita sloučenina HeE1-2Tyr, již dříve představená v práci Tarantina 

a kol.103, a její dva deriváty. Tyto látky byly původně objeveny jako inhibitory RdRp 

flavivirů. V našem článku ukazujeme, že tyto deriváty pyridobenzothiazolu rovněž 

významně inhibují RdRp SARS-CoV-2.  

4.4.2  Souhrn 

V této studii jsme se zaměřili na vývoj nových nenukleosidových inhibitorů RdRp 

viru SARS-CoV-2. Konkrétně jsme se soustředili na sloučeninu HeE1-2Tyr, která byla 

již dříve zveřejněna v práci Tarantina a kol.103, a její další dva nové deriváty. Z důvodu 

snadnějšího zavedení širšího spektra substituentů do benzothiazolopyridinového jádra 

byl modifikován způsob syntézy. Tímto způsobem byla připravená molekula HeE1-2Tyr 

(označovaná číslem 16) a dva nové analogy (17 a 18) a následně byl testován jejich 

inhibiční účinek na RdRp ze SARS-CoV-2 v in vitro měřeních a rovněž byly provedeny 

experimenty ve tkáňových kulturách. 

Byly připraveny proteiny NSP7, NSP8 a NSP12, které dohromady utváří RdRp 

SARS-CoV-2. S nimi byly následně provedeny in vitro experimenty zaměřující se na 

inhibiční aktivitu připravených látek. 

Provedené in vitro experimenty potvrdily, že všechny sloučeniny vykazují inhibiční 

aktivitu, i když s různými IC50. Nejlepším inhibitorem se ukázala původní sloučenina, 

tedy HeE1-2Tyr, a to s hodnotou IC50 27,6 ± 2,1 µM. Inhibiční účinek sloučeniny 18 

byl nejslabší s hodnotou IC50 85,5 ± 2,0 µM (obrázek 13).  

Následně byla testována cytotoxicita a antivirová aktivita všech sloučenin 

v tkáňových kulturách. Tato měření ukázala, že sloučeniny HeE1-2Tyr a 17 účinně 

inhibují replikaci viru v buňkách Vero a CaCo-2, a to v submikromolárních 
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koncentracích. Tyto sloučeniny rovněž vykazovaly antivirovou aktivitu s hodnotami 

EC50 kolem 653,5 nM, resp. 527,3 nM. Tyto hodnoty jsou srovnatelné s remdesivirem, 

známým inhibitorem RdRp schváleným americkým úřadem pro kontrolu potravin 

a léčiv (FDA, z angl. Food and Drug Administration).  

Dále bylo prokázáno, že výše zmíněné sloučeniny nejsou cytotoxické s hodnotami 

CC50>50 µM. Rovněž vykazují vysoké selektivní indexy, což prokazuje, že selektivně 

cílí na virovou replikaci, aniž by významně ovlivnily životaschopnost buněk. 

Obdobných výsledků získaných z měření na tkáňových kulturách bylo získáno i pro 

kočičí koronavirus (FIPV), tedy potlačení replikace tohoto viru a nízké hodnoty EC50. 

Na druhou stranu sloučenina 18 byla méně účinná jak v polymerázových in vitro 

testech, tak v buňkách. 

Z této studie tedy vyplývá, že látka HeE1-2Tyr a její analog 17 představují nadějné 

nenukleosidové inhibitory RdRp mající potenciál pro další vývoj antivirotik proti 

SARS-CoV-2. Získané výsledky poskytují základ pro další optimalizaci a klinické 

využití.  

4.4.3 Můj příspěvek 

Podílela jsem se na expresi a purifikaci proteinů NSP7, NSP8 a NSP12 ze SARS-

CoV-2. Následně jsem se podílela na in vitro testování inhibičního efektu látek 16, 17 

a 18 a vyhodnocení dat pro získání IC50.  
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Obrázek 13: Inhibice RdRp ze SARS-CoV-2 látkami 16, 17 a 18. Vlevo) Hodnoty IC50 byly stanoveny 

pomocí radioaktivního měření sledování prodlužování primeru. Odchylka je vypočítána z průměru tří 

měření. Vpravo) Výsledky měření s použitím fluorescenčně značeného primeru. Se zvyšující se 

koncentrací látky ubývá produkt. 
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5 DISKUZE 

5.1  Structural and functional insights in flavivirus NS5 proteins gained 

by the structure of Ntaya virus polymerase and methyltransferase 

Tato studie je zaměřena na komplexní analýzu MTázové a RdRp domény proteinu 

NS5 z viru Ntaya. Již dříve byly zveřejněny struktury daných domén z různých jiných 

flavivirů32,39,40,47,48,93. Pro vývoj antivirotik účinných proti všem flavivirovým MTázám 

a polymerázám je zásadní objasnit jejich strukturu a odhalit tak jejich strukturní 

a funkční podobnosti a rozdíly. Naše studie odhaluje strukturní konzervaci 

enzymatických center, což naznačuje možný vývoj takových antivirotik. Vazbu látky, 

která by mohla být účinná proti celé rodině flavivirů, jsme následně zkoumali ze 

strukturního hlediska a výsledku jsou shrnuty v dalším článku, který je rovněž součástí 

této disertační práce (kapitola 4.2, strany 29-31). 

Naše strukturní analýza odhalila určité rozdíly v konformacích několika důležitých 

oblastí jako je primovací smyčka v RdRp či různé konformace Glu111 ve vazebné 

kapse pro S-adenosyl-L-methionin (SAM). Glu111 vytváří vodíkovou vazbu 

s 2´-hydroxylovou skupinou ribózového kruhu ve většině flavivirových MTáz, ale 

schopnost tohoto aminokyselinového zbytku změnit konformaci na nevazebnou, by 

mohla vysvětlit mechanismus uvolňování SAHu z aktivního místa, jelikož SAH i SAM 

jsou vázány stejným způsobem41.  

Z porovnání různých flavivirových MTáz a RdRp je patrné, že aktivní místa těchto 

enzymů jsou konzervována, což naznačuje, že terapeutické látky vyvinuté proti 

jednomu flavivirovému enzymu by mohly být účinné proti všem členům této rodiny 

virů. Bylo nicméně pozorováno, že N kapsa, již dříve navrhovaná jako potenciální 

vazebné místo pro pan-flavivirové inhibitory96, není ve skutečnosti stejná mezi 

medicínsky významnými flaviviry. Důsledkem toho je, že inhibitory cílené na tuto 

kapsu by byly pravděpodobně účinné pouze proti specifické podskupině flavivirů a ne 

proti všem.  

Naše enzymová analýza byla v souladu s již dříve získanými výsledky104–106. 

Nejaktivnější rekombinantní polymerázou byla Zika a to asi 4× více než nejméně 

aktivní YFV. Podobná situace byla pozorována u methyltránsferáz. Opět byla 
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nejaktivnější ta ze Ziky, ale tentokrát o více než o řád, konkrétně 30× více než nejméně 

aktivní YFV. Tyto výsledky je složité vysvětlit ze strukturního hlediska. Vysvětlení 

bychom mohli hledat v absenci evolučního tlaku na rychlost MTázy. Je třeba si 

uvědomit, že RdRp musí syntetizovat celý genom, což zahrnuje přes 10 000 

katalytických kroků. Za tu stejnou dobu musí MTázová doména převést jeden 

guanylylový zbytek, provést jednu N-7 a jednu 2´-O methylaci. Pomalá MTáza může 

být tedy stejně účinná jako ta rychlá. 
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5.2  Structural basis for broad spectrum binding of AT-9010 to flaviviral 

methyltransferases 

Tato studie se zaměřuje na porovnání vazebných módů látky AT-9010, inhibitoru 

RdRp orthoflavivirů, s různými virovými MTázovými doménami. Tato látka, respektive 

její proléčivo AT-752 je považováno za lék proti určitým flavivirům98,99. Náš výzkum 

odhaluje klíčové podobnosti a rozdíly ve vazbě AT-9010 s MTázami z virů Zika 

a Ntaya.  

AT-9010 se váže do GTP vazebného místa MTázových domén, což bylo očekávané, 

jelikož se jedná o GTP analog, konkrétně 2´-methyl-2´-fluoro guanosin trifosfát. V naší 

práci byly popsány interakce mezi guaninovým kruhem AT-9010 a jednotlivými 

aminokyselinovými zbytky MTáz. Byly pozorovány jisté rozdíly ve vazebném módu 

pro Ntayu a Ziku. Například u Ntaya MTázy tvoří Leu16 a Leu19 vodíkové vazby 

s guaninovým kruhem AT-9010, zatímco u Ziky byla pozorována ještě další vazba 

s aminokyselinovým zbytkem Asn17. Rozdíl v tvorbě vodíkové vazby 

aminokyselinového zbytku Lys13 můžeme přičítat odlišné konformaci tohoto lysinu. 

V případě Ziky je amino skupina vzdálena 4,5 Å daleko od 3´-hydroxylové skupiny 

ribózy, což znemožňuje tvorbu vodíkové vazby. Tyto nepatrné rozdíly zdůrazňují 

variabilitu ve struktuře MTáz různých flavivirů. 

Byly rovněž pozorovány rozdíly ve trifosfátové části molekuly AT-9010. Ve struktuře 

se Zikou nebyla pozorována elektronová hustota v místě γ-fosfátu, což ukazuje na 

vysokou flexibilitu této části. Významnou roli ve vazbě trifosfátu hraje 

aminokyselinový zbytek 28. Zatímco v případě Ziky je na této pozici lysin a tvoří 

vodíkovou vazbu s α-fosfátem, u Ntayi se na tomto místě vyskytuje arginin, který tuto 

vodíkovou vazbu netvoří.  

Z celkového porovnání vazebných módů AT-9010 s našimi dvěma MTázami a ještě 

s již dříve publikovanou strukturou Dengue99 lze shrnout, že i přes několik rozdílů je 

vazba této látky dostatečně konzervovaná. To ze strukturního hlediska podporuje použití 

AT-9010 jako širokospektrálního antivirotika. Strukturní analýza dále naznačuje, že 

flexibilita trifosfátové části nemá zásadní vliv na celkovou vazbu této látky. Drobné 

strukturní rozdíly, které by mohly ovlivnit afinitu vazby, otevírají cestu k dalším 
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optimalizacím AT-9010 a podobných sloučenin s cílem zlepšit jejich účinnost proti 

širšímu spektru flavivirů. 
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5.3  A helquat-like compound as a potent inhibitor of flaviviral and 

coronaviral polymerases 

Nedávná pandemie COVID-19 způsobená virem SARS-CoV-2 ukázala pravý 

potenciál +RNA virů61,107. Od propuknutí pandemie se aktivně vyvíjejí inhibitory proti 

různým koronavirovým enzymům, jako je RdRp, proteáza 3CLpro, helikáza, endo- 

a exonukleáza či MTáza92,108–111. Na první dva zmíněné enzymy již dokonce byly 

nalezeny inhibitory, které byly následně schváleny jako léčiva, konkrétně remdesivir 

a molnupiravir cílící na RdRp a nirmatrelvir (prodávaný v kombinaci s látkou ritonavir 

pod názvem Paxlovid) inhibující 3CLpro proteázu90–92,104.  

Cílem však je vyvinout sloučeninu účinnou proti více virům či dokonce rodinám 

virů. Jedním takovým příkladem je již výše zmíněný remdesivir, který byl původně 

objeven proti respiračnímu syncytiálnímu viru a následně vyvinut k boji proti epidemii 

Eboly v roce 2014 a znovu použit proti SARS-CoV-290. Nedávno bylo prokázáno, že je 

rovněž schopen inhibovat flavivirové RdRp104.  

V naší studii byla představena látka PR673, která, jak bylo experimentálně 

prokázáno, inhibuje RdRp, a to jak u SARS-CoV-2, tak u flavivirů.  

Naše experimenty ukázaly, že námi představená látka označovaná PR673 funguje 

jako pseudo-obligátní terminátor syntézy RNA a dokáže tedy zastavit jeho syntézu. 

Na rozdíl od inhibitorů působících jako obligátní terminátory syntézy RNA, které se 

začlení do RNA a zabraňují tak začlenění dalšího nukleosidu, jako je třeba 

remdesivir104, nedochází k začlenění této sloučeniny. Je možné, že PR673 soutěží 

o jedno z vazebných míst RNA. Tímto místem může být místo pro vstup či výstup 

RNA. Tyto oblasti jsou relativně konzervované u virových RdRp. Nelze rovněž vyloučit 

možnost, že PR673 je alosterický inhibitor. Tato hypotéza ovšem není příliš 

pravděpodobná, jelikož byla prokázána jeho aktivita na relativně odlišných RdRp, 

jejichž alosterická místa nejsou konzervována. V každém případě sloučenina PR673 

ukazuje, že vývoj nenukleosidových antivirotik aktivních proti širokému spektru virů je 

možný.  
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5.4  Non-nucleotide RNA-dependent RNA polymerase inhibitor that 

blocks SARS-CoV-2 replication 

Tato studie byla zaměřena na sloučeninu HeE1-2Tyr, která byla již dříve představena 

v práci Tarantina a kol.103 jakožto nenukleosidového inhibitoru RdRp SARS-CoV-2 

a její dva deriváty. Jak již bylo prokázáno v případě léčby HIV, kombinace 

nukleosidových a nenukleosidových inhibitorů reverzní transkriptázy může vést 

k efektivní léčbě i tak vážného onemocnění112. Podobně tomu bylo i v případě léčby 

hepatitidy B a C, kde inhibitory cílí primárně na polymerázu113. Není tedy překvapivé, 

že jedním z hlavních cílů vývoje inhibitorů proti SARS-CoV-2 je RdRp, jelikož hraje 

zásadní roli v replikaci virové RNA. Byly provedeny testy inhibiční aktivity těchto látek 

na již zmíněnou polymerázu in vitro a ty byly doplněny o testy na cytotoxicitu 

a antivirovou aktivitu v tkáňových systémech. 

V naší práci jsme úspěšně ukázali, že nové nenukleosidové inhibitory HeE1-2Tyr 

a jeho deriváty 17 a 18 vykazují významnou antivirovou aktivitu proti SARS-CoV-2, 

což představuje slibnou alternativu k současným nukleosidovým analogům, jako je 

remdesivir. Způsob syntézy těchto inhibitorů, který zahrnoval modifikovaný přístup 

k zavedení substituentů namísto 8-OH v benzothiazolopyridinovém jádru, umožnil 

optimalizovat fyzikálně-chemické vlastnosti sloučenin. Byly tak vytvořeny účinné 

inhibitory RdRp, které fungují na jiném principu než remdesivir. Tyto látky 

pravděpodobně fungují jako kompetitivní inhibitory tím, že interagují s tunelem pro 

vstup RNA. Rozdílný mechanismus působení je velmi důležitý, protože nabízí potenciál 

pro kombinovanou terapii, což by mohlo přinést synergický efekt a snížit 

pravděpodobnost vzniku rezistence vůči léčivům.  

Naše in vitro výsledky ukázaly, že HeE1-2Tyr (16) a sloučenina 17 účinně inhibovaly 

aktivitu RdRp a replikaci viru v testech na SARS-CoV-2 i na koronaviru koček (FIPV). 

Hodnoty IC50 získané pro HeE1-2Tyr a 17 byly srovnatelné s remdesivirem v buňkách 

Vero a Caco-2, i když strmější křivka inhibice růstu u remdesiviru naznačuje, že má 

remdesivir prudší závislost na dávce. Vysoký index selektivity a nízká cytotoxicita 

našich sloučenin ukazuje na jejich potenciál jako bezpečných a účinných antivirotik. 

Látka 18 byla méně účinná v testech in vitro a ukázala se neaktivní při stanovení 

aktivity proti viru SARS-CoV-2 ve tkáňových kulturách. Tato neaktivita by mohla být 
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způsobena špatným buněčným příjmem nebo metabolickou nestabilitou způsobenou 

degradací látek buněčnými katabolickými enzymy.  

Přestože bude nutná další optimalizace ke klinickému využití sloučeniny HeE1-2Tyr 

a 17, jedná se o jeden z mála nenukleosidových inhibitorů replikace koronavirů, 

konkrétně jejich RdRp. Tyto sloučeniny představují významný krok na cestě k vývoji 

nových terapeutik zaměřených na virovou RdRp.  
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6 ZÁVĚR 

Výzkum v rámci této disertační práce poskytl cenné informace ohledně strukturní 

a funkční podobnosti mezi MTázami nebo RdRp z různých flavivirů.  

Srovnání enzymatických center potvrdilo, že tato rodina virů má aktivní místa 

konzervována jak u MTáz, tak u RdRp. Toto zjištění jen potvrzuje, že snahy o nalezení 

inhibitoru nebo inhibitorů, které budou aktivní proti celé rodině virů a případně i proti 

všem +RNA virům, jsou velmi slibné.  

Naše výsledky ukazují, že je při vývoji širokospektrálních inhibitorů důležité zvolit 

správný cíl, jak bylo ukázáno v případě N kapsy v doméně RdRp. Ta zaujímá u různých 

flavivirů různý objem, což může způsobit rozdíly v účinnosti látek navržených právě na 

tuto kapsu.  

Strukturní studie týkající se interakcí AT-9010 s flavivirovými MTázami se 

zaměřovala na využití této látky jakožto širokospektrálního antivirotika. Byl představen 

konzervovaný vazebný mód napříč různými flavivirovými MTázami, který podtrhuje 

potenciál AT-9010 jako slibného kandidáta pro budoucí vývoj antivirové terapie 

zaměřené na MTázové a RdRp domény u orthoflavivirů.  

Další z testovaných látek byla HeE1-2Tyr a její dva deriváty. Testována byla 

tentokrát inhibiční aktivita in vitro a v buňkách. Tato látka rovněž inhibuje RdRp, a to 

jak u SARS-CoV-2, tak i u kočičího koronaviru FIPV. To opět potvrzuje důležitost 

snahy o vytvoření látky aktivní proti více rodinám virů. 

Poslední námi testovanou látkou byla PR673, u které bylo prokázáno, že inhibuje 

RdRp jak u flavivirů, tak u koronavirů. Touto látkou jsme se opět přiblížili cíli pro 

nalezení látek proti různým virům. V tomto případě je velkým vzorem látka remdesivir, 

která již byla schválena jako léčivo. Tato látka byla také nejprve vyvinuta proti 

respiračnímu syncytiálnímu viru, později použita v boji proti Ebole a nyní byly 

prokázány její účinky na flavivirovou i koronavirovou RdRp.  

Jak látka PR673, tak HeE1-2Tyr a její deriváty jsou nenukleosidové inhibitory a je 

tedy možná jejich kombinace s nukleosidovým inhibitorem, jako již bylo dříve ukázáno 

například při léčbě HIV. Tato kombinace může vést k vyšší efektivitě samotné léčby 

a vývoj takových látek použitelných v boji proti virům je tedy důležitý. 
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7 SEZNAM ZKRATEK 

ATP       adenosintrifosfát, z angl. adenosine triphosphate 

C protein     kapsidový protein, z angl. capsid protein 

CC50       50% cytotoxická koncentrace, z angl. cytotoxic concentration 50 

DENV      Dengue virus 

dsRNA      dvojvláknová RNA, z angl. double-stranded RNA 

E protein     obalový protein, z angl. enveloped protein 

EC50       50% účinná koncentrace, z angl. effective concentration 50 

ER       endoplazmatické retikulum 

FDA  Úřad pro kontrolu potravin a léčiv, z angl. Food and Drug 

Administration 

FIPV  virus infekční peritonitidy u koček, z angl. feline infectious 

peritonitis virus) 

GMP       guanosinmonofosfát 

GTP       guanosintrifosfát, z angl. guanosine triphosphate 

HCoV      lidský koronavirus, z angl. human coronavirus 

HIV  lidský virus imunitní nedostatečnosti, z angl. human 

immunodeficiency virus 

IC50       50% inhibiční koncentrace, z angl. inhibition concentration 50 

JEV       virus japonské encefalitidy, z angl. japanese encephalitis virus 

M protein     membránový protein 

MERS  blízkovýchodní respirační syndrom, z angl. Middle East 

respiratory syndrome 

mRNA      mediátorová RNA 

MTáza      methyltransferáza 
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N protein     nukleokapsidový protein 

NendoU  nidovirová uridylyl-specifická endoribonukleáza, z angl. 

nidoviral uridylate-specific endoribonuclease 

NS nestrukturní protein (u flavivirů) 

NSP1-16  nestrukturní protein 1-16, z angl. non-structural protein 1-16    

(u koronavirů) 

NTAV      Ntaya virus 

NTP       nukleosidtrifosfát, z angl. nucleoside triphosphate 

ORF       otevřený čtecí rámec, z angl. open reading frame 

PEDV virus prasečího epidemického průjmu, z angl. porcine epidemic 

diarrhea virus 

prM       prekurzor membrány 

RdRp       RNA-dependentní RNA polymeráza 

RNA       ribonukleová kyselina, z angl. ribonucleic acid 

+RNA      RNA s pozitivní polaritou 

-RNA      RNA s negativní polaritou 

RTPáza      RNA trifosfatáza, z angl. RNA triphosphatase 

S protein      spike protein 

SAH       S-adenosyl-L-homocystein 

SAM       S-adenosyl-L-methionin 

SARS-CoV  těžký akutní respirační syndrom způsobený koronavirem, z angl. 

severe acute respiratory syndrome coronavirus 

SARS-CoV-2  těžký akutní respirační syndrom způsobený koronavirem 2, 

z angl. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 

sgRNA  subgenomická RNA 
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ssRNA  jednovláknová RNA, z angl, single-stranded RNA 

SLA       vlásenka se smyčkou A, z angl. stem loop A 

TBEV      virus klíšťové encefalitidy, z angl. tick-borne encephalitis virus 

TRS       transkripčně regulační sekvence 

UTP       uridintrifosfát, z angl. uridine triphosphate 

UTR       nepřekládaná oblast, z angl. untranslated region 

WNV      západonilský virus, z angl. West Nile virus 

YFV       virus žluté zimnice, z angl. yellow fever virus 

ZIKV      Zika virus 
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