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Fehérjekutatoként nagy érdekldédéssel kovetem az Uj koronavirussal kapcsolatos
szerkezeti biolégiai fejleményeket, melyek egészen elképeszté iramban
torténnek a virus kutatasanak minden aspektusaban. Az irds mar csak emiatt
sem torekedhet a teljességre, hanem a talan leginkabb reflektorfényben allé
harom fehérje révid bemutatasara szoritkozik.

Egy néhany hdnapos kutatasi teriilet

2020 elején, a Covid-19 jarvany kitorésekor szamos kutatd valtott hirtelen
kutatasi témat az Uj koronavirus egyes jellegzetességeire fokuszalva. Nem
tortént ez masként a szerkezeti bioldgusok korében sem. Kiilonésen a korabban
a virus kozeli ismert rokonaival, mint a SARS-CoV vagy a MERS-CoV koér-
okozdkkal foglalkozd szerkezetkutatok fordultak az Uj virus vizsgalata felé. A
Nature folydirat majus 21-én megjelent szdamaban megjelent kommentar [1]
érzékletes mddon irja le a terilleten dolgozé néhany tudds személyes torténetét
az elmult hénapokbdl, hogyan forditottak erdforrasaikat gyakorlatilag egyik
naprél a masikra az Uj virus fehérjeszerkezeteinek kutatasara.

A SARS-CoV-2 szerkezeteinek vizsgalatakor kulcsfontossaglnak bizonyultak a
korabbi hasonlé virusok fehérjéirdl megismert informaciok. Mind a konstrukcidk
eldallitdsa, mint a szerkezetmeghatarozashoz hasznalt koértilmények kapcsan
felhalmozott korabbi tudas elengedhetetlen volt ahhoz, hogy szinte hihetetlen
sebességgel sikerilt szamos térszerkezet megolddsa. A PDB adatbazis
(rcsb.org) kilén aloldalt szentel a koronavirusnak, és e sorok irasakor, 2020.
majus 27-én mar 214(!) szerkezetet tartalmaz egy olyan organizmusbdl,
melynek |étezésérdlalig tobb mint fél éve hallottunk el0szor. A 214 szerkezet
természetesen nem ennyi kiilonboz6 fehérjét jelent, hanem egyes fehérjék tébb
kutatocsoport altal és/vagy eltér6 korlilmények kozott, sokszor szamos
kdlénbdz6 ligandummal komplexben |év6 szerkezetének felel meg. A szerke-
zetek kozill 196-ot rontgendiffrakcioval, 17-et krio-elektronmikroszképiaval és

Jelen attekintés a 2020. majus 21-én megtartott online Szint+ konferencian elhangzott el6adas
révid ésszegzése.
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egyet NMR-spektroszkopiaval hataroztak meg. A krio-elektronmikroszképiat jel-
lemz6en a nagyobb méretli komplexek, mint a tliskefehérje (S) és az RNS-
dependens RNS-polimerdz meghatarozasara hasznaljak.
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1. abra. A koronavirusok genomjanak és szaporodasanak egyszeriisitett vazlata. A

genomi RNS elsé szakasza azonnal leforditédik, a frameshift megtértentétdl fiiggbéen a ppla és

pplab poliproteinekre. Ezek feldarabolkédnak az un. nem-szerkezeti fehérjékre. Az ide tartozo

proteaz részt vesz dnmaga és a tobbi fehérje kivagasaban, az RNS-polimeraz komplex pedig a

teljes genomi RNS és a szubgenomikus mRNS-ek képzbdéséért felel6s. Utobbiakrdl forditédnak

Le ? izerkeget/ fehérjék, melyek a genomi RNS-sel egyiitt részt vesznek az Uj virusrészecskék
ialakitasaban

A koronavirusok fébb jellemzdi

A koronavirusok Un. pozitiv-szald RNS-virusok, meglep6éen nagy, mintegy
30.000 nukleotid hosszisagu genommal rendelkeznek, a legnagyobbal az ismert
RNS-virusok kozott: genomjuk a HIV virusénak tébb mint haromszorosa, az
influenzavirusénak tébb mint kétszerese [2]. A virus sejtbe jutdsakor a pozitiv
szalid RNS els6 szakasza leforditédik, és a ppla, illetve a hosszabb ppilab
poliprotein keletkezik, melyek aztan proteolitikus hasitasok altal darabolédnak
fel az an. nem-szerkezeti fehérjékre (non-structural proteins). A ppla poli-
peptidet kodold6 ORFla végén, a STOP kodon el6tti ,csuszés” (slippery)
UUUAAAC heptamer szekvencianal bizonyos (in vitro ~30%-0s) valdszinliséggel
frameshift torténik a transzlacid soran, ez vezet az ORF1b folytatdélagos
leforditdsahoz és a hosszabb pplab poliprotein keletkezéséhez. A ppla az un.
~immediate early”, a pplab pedig ezeken felll az ,early” fehérjéket tartalmazza
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[3]. A genom nagyjabdl utolsd harmadanak megfeleld szakaszardl szamos
révidebb, an. szubgenomikus mRNS masolddik le egy e helyltt nem részletezett
komplex mechanizmus révén [4], és ezekrdl forditddnak le a szerkezeti fehérjék
(structural proteins), melyek a genomi RNS-sel és az endoplazmas reticulum-
Golgi koéztes kompartmentumbdl (ERGIC) szarmazé lipid membrannal egyitt a
virusrészecsék felépitésében vesznek részt (1. dbra). A tovabbiakban az Uj virus
harom talan legintenzivebben kutatott fehérjéjét mutatom be roviden, a Spike
(,tiske”) szerkezeti fehérje mellett a f0 protedz és az RNS-dependens RNS-
polimerdz egyes szerkezeti vonasait targyalom.

2. abra. A tiiskefehérje (Spike protein, S) szerkezete és miikodése. A) A prefuzids és a
posztfuzids allapot. A receptorkétés soran a homotrimer fehérje S1 alegysége tavozik, az S2
alegység pedig egy nagyléptékii szerkezeti atalakuldson megy keresztil, ami utan képes a
membranok fuzidjat elosegiteni. PDB kddok: 3JCL (prefuzids allapot) és 6B30 (posztfuzids
allapot).B) A SARS-CoV-2 spike szerkezete, melyben az egyik protomer S1 receptorkétd
doménje (RBD) ,up” konformaciéban van. PDB kéd: 6VSB. C) A SARS-CoV-2 spike RBD:ACE2
interfész szerkezete. A kiemelés olyan hidrogénhidkétéseket mutat, melyeket a SARS-CoV
megfelel6 komplexében nem észleltek. A ,hattérben” az RBD Arg402 aminosava és az ACE2
Asn90 aminosavan 1évé glikan kélcsénatasa latszik. PDB kod: 6VW1. A térszerkezeti abrak az

UCSF Chimera programmal késziiltek.
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A Spike fehérje szerkezete és mikoédése

A Spike vagy ,tiuske” fehérje a virus lipid membranrétegében taldlhatd, sajatos
alaku fehérje, a koronavirusok ezen fehérjék virusrészecskén vald jellegzetes
megjelenésikrél kaptak a neviket. Szereplik a megtamadott sejteken vald
receptorfehérje felismerése, majd azutdn a virus és a sejt membranja
Osszeolvadasanak el6segitése. A homotrimer tiskefehérje mintegy 1300 amino-
sav hosszu alegységekbdl all, melyek legnagyobb része a virus membranjabdl
JKifelé” mutat, csupan egy pici C-terminalis szakasz néz a virion belseje felé. A
fehérje két ismert proteolitikus hasitéhelyet tartalmaz, melyek koézil az un.
S1/S2 hataron |évo az, amely mentén a fehérje érése soran annak S1 és S2
alegységekre hasad ketté. Az S1 alegység kot a sejtfelszini receptorhoz, mely a
SARS-CoV-2 esetében az ACE2 (angiotenzin konvertadlé enzim 2) fehérije,
csakugy, mint a SARS-CoV virusnal. A receptorkotés feltétele, hogy az Si1
alegység receptorkété doménje (RBD) Un. ,up” helyzetben legyen. Erdekesség,
hogy a nagy virulenciat mutaté SARS és MERS kdérokozdk, valamint az (j virus
esetén a homotrimer szerkezet egyik alegységében ez a domén apo allapotban
is nagy valdszinliséggel ,up” helyzetben van, mig a csak enyhe nathat okozé
rokon virusok esetében ez nem jellemzd, csak a receptorral komplexben
észlelhetd ez a téralkat [5-7]. A receptorkotés utan az S1 és az S2 alegységek
disszocidlnak, melynek természetesen feltétele az S1/S2 helyen torténd
proteolitikus hasitds. Az Uj virus egyik fontos jellemzG6je, hogy kézeli rokonaitdl
eltéréen ezen a helyen egy 4 aminosavas betoldast tartalmaz, mely altal egy
argininban gazdag un. polibazikus hely jon létre, mely a furin nevli emberi enzim
felismerGhelye [8]. A furin sejteken belll és kivil is jelen van, és a tliskefehérje
érése és transzportja soran szamos alkalommal képes lehet azzal érintkezésbe
keriilni. Igy a feltételezések szerint az Uj virus esetében a hasitds és ezaltal a
virusrészecsék fuziot eredményezd receptorkotésének valdszinlsége igen nagy.
Erdekes, hogy szadmos egyéb, nem feltétlentl kozeli rokon, de analdg
mechanizmust hasznald, nagy virulencidju virus - EBV, egyes influenza térzsek
stb. - esetében is kimutathaté a furin hasitéhely megjelenése [9]. Mindazonaltal
igaz az is, hogy a SARS-CoV-2 esetében kisérleti adatok utalnak a TMPRSS
membrankotott szerin-protedz enzim szerepére a tlskefehérje hasitdsaban
[10].

Az S1 alegység ,tavozasa” utdn az S2 egy igen jelentds — az ezt leird kdozlemény
szavaival élve: tektonikus - konformacidvaltozason megy at. A szerkezetvalto-
zast talan egy - pontosabban harom - bicska kinyilasaval lehet legjobban szem-
|éltetni. Az eddig a kozponti hélix mellé ,hajtogatott” HR1 régid mintegy
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~Kiegyenesedik”, és a kozponti hélixszel folytonos, hosszu hélixet alkotnak,
melyek mellé a C-terminadlis régidobdl szarmazo plusz révid hélix is kerll. Ez az
elrendez6dés az, amely a jelenlegi modellek szerint el6segiti a virdlis és a

-7 s

a4

fel. A SARS-CoV-2 egyedi jellegzetességei nem itt, hanem a receptorkotésben
és a glikozilaciéos mintazatban érhet6k tetten. Mint azt egészen koran kimutat-
tak, a SARS-CoV-2 a SARS-CoV-hoz hasonldéan az ACE2 receptorral kapcsolédva
jut be a sejtbe. A szekvencidk dsszevetésébdl nyilvanvald, hogy a SARS-CoV-2
ACE2-kot6 régidja tobb aminosavcserét tartalmaz a SARS-CoV megfeleld
a SARS-CoV-nal mintegy tizszer er6sebben képes kotni az ACE2-t [6]. Ennek
szerkezeti okait a receptorkété domén és az ACE2 altal alkotott komplexek
vizsgalataval lehet feltarni, melyhez nagy segitséget jelentett a két virusfehérje
kozeli rokonsaga. Az elsd szerkezeteket kiméra fehérje hasznalataval hataroztak
meg, ahol a SARS-CoV konstrukcid ACE2-kotd, a komplexben eltemetett részeit
kicserélték az Uj virus megfelel6 szakaszara, és igy a kapott komplex a SARS-
CoV fehérje komplexével megegyez6 kortilmények kozott volt kristalyosithatd.
A komplex szerkezete alapjan egyértelmien azonosithaték azok a hidrogénhid-
kotések, melyek a SARS-CoV-2 esetében jonnek csak létre a két fehérje kozott.
A glikanok receptorfelismerésben jatszott szerepére példa az ACE2 Asn90
aminosavara keril6 glikozid, mely a tliskefehérjék konzervalt Arg408 amino-
savaval hoz létre hidrogénkotést mindkét emlitett virus esetében [12].

3. abra. A koronavirus fé proteazanak szerkezete. A) A SARS-CoV-2 MP° dimer szerkezete
az alegységek Cys-His katalitikus diadjanak kiemelésével. PDB kod: 6Y2E. B) A SARS-CoV-2
proteaz és a vonatkozoé kézleményben [14] N3 néven emlitett inhibitor kovalens komplexe. PDB
kdéd: 6LU7. A térszerkezeti abrak az UCSF Chimera programmal késziiltek.
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Az Uj virus tlskefehérjének glikozilaciés mintazatat is vizsgaltdk, a 22 N-
glikozilacids helybdl 16 azonosithatd a krio-EM szerkezetekben, és 6sszesen 20
k6zbs a SARS-CoV tlskefehérjéjével [7] (2. dbra).

A virus f6 proteaza

A f6 protedz (main protease, MP°, mas néven 3C-like protease, 3CLP™) 11 helyen
képes a pplab poliproteint hasitani, sét, képes sajat magat is kivagni a
van. A 3CLP° egy homodimer cisztein-protedz, melynek katalitikus doménje a
tripszinszerl szerinproteazok csalddjaba tartozik, aktiv helyén Cys-His kata-
litikus diaddal. A dimerizacid a katalitikus aktivitas feltétele, az S1 szubsztrat-
kot6hely csak a dimerben nyeri el a sziikséges szerkezetét. Az enzim(csalad)
nem rendelkezik ismert emberi homoldggal, igy antiviralis szerek specifikus
célpontja lehet. Az MP° a szubsztrat P1 helyén GIn aminosavra specifikus,
jellemz6 hasitéhelyei LQ[SAG] szekvencidk. Az ellene fejlesztett inhibitorok
jelentOs része un. ,6ngyilkos”, a katalitikus ciszteinnel kovalens kotést |étesito
portjat egy azzal analdg laktam gydr( helyettesiti [14, 15] (3. abra). A SARS-
CoV-2 fehérjéinek PDB-ben majus 27-én elérhetdé 214 szerkezetébdl mintegy
140-et tesznek ki a f6 protedz és annak kiilénb6z6 inhibitorokkal meghatarozott
komplexei. Természetesen az inhibitorok tervezéséhez jé kiindulasi alapot adnak
a SARS-CoV f3 protedza ellen mar vizsgalt vegylletek. Erdekesség, hogy a
SARS-CoV enzim esetében a dimerizaciés interfészben 1évé Thr285 aminosav
alaninra torténé mutaciéja a monomerek egymashoz kozelebb kerlilését és a
katalitikus aktivitas (k_/k,) tébb mint haromszoros névekedését eredményezi,
ugyanakkor az ebben a pozicidban alanint tartalmazé SARS-CoV-2 enzim csak
minimalisan, a mérési hibahataron belll aktivabb a SARS-CoV proteaznal
nagyobb aktivitast, és a két proteaz dimer disszociacios allanddja is megegyezik
[15].

Az RNS-dependens RNS-polimeraz és a replikacio

A koronavirusok RNS-genomja kozvetlenil mikoédik mRNS-ként, tovabbi mRNS-
ek templatjaként és masolddik le teljes hosszaban az Uj virusrészecskékbe vald
csomagolodashoz. Mig a transzlaciéhoz a virus a sejt riboszémait hasznélja, a
masik két folyamatot a sajat maga altal kddolt RNS-dependens RNS-polimeraz,
pontosabban az ezt tartalmazd replikdz-transzkriptaz komplex végzi. Maga a
polimeraz az nsp12 (non-structural protein 12) fehérje, de a minimalisan aktiv
enzim az ennek nsp7 és nsp8 fehérjékkel alkotott komplexe. Maga az nsp12 egy
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uan. ,jobbkezes” RdRp (RNA-dependent RNA-polymerase) domént es egy N-
terminalis, a nidovirusok csoportjara jellemzd, nukelotidiltranszferaz aktivitassal
rendelkez6 - de nem teljesen tisztazott szerepl - NiRAN domént tartalmaz,
melyeket egy 115 aminosav hosszu ,interfész domén” kot 6ssze.

4. abra. Az RNS-dependens RNS-polimeraz komplex szerkezete. A) A SARS-CoV-2 virus
aktiv komplexének szerkezete. A komplex egy nsp12, egy nsp7 és két nsp8 molekulat tartalmaz,
melyek koziil az nsp7 és az egyik nsp8 egymassal is kapcsolatban van. PDB kéd: 6M71. B) A
polimeraz komplex kétszalu (templat + szintetizalodé szal) RNS-t és a remdesivir nevi inhibitort
is tartalmazoé komplexe. PDB kod: 7BV2. C) a remdesivir a polimeraz aktiv helyén, az épiil6 RNS-
ldnchoz utolsé nukleotidjaként kovalensen kétve. A térszerkezeti abréak az UCSF Chimera
programmal készliltek.

Erdekes mddon a SARS-CoV-2 polimerdz komplex jobb felolddst szerkezetet
eredményezett, mint a SARS-CoV megfelel6 komplexe, el6bbiben a NiRAN
domén korabban nem latott szerkezeti részletei is megfigyelhetdk, ezen belll
egy olyan hajtlszerkezettel, mely az RdRp ,Palm” doménjével a mar ismerteknél
tovabbi stabilizald kolcsdnhatast biztosit [16]. A SARS-CoV polimerazban két,
korabban nem megjosolt, de konzervalt aminosavak altal alkotott cinkion-koto
helyet sikertlt azonositani [17]. A szerkezet legfontosabb aspektusa a polimeraz
BIOKEMIA
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szubsztratkoté helye, mely nukleotid analdég antiviralis szerek tervezése
szempontjabdl Iényeges. A remdesivir nevl nukleotid analdg virusellenes szerrel
valé komplex szerkezete, mely a templadt szdlat és az RNS primert is
tartalmazza, szintén rendelkezésre all [18].

A koronavirusok nagy genomja pontos replikacios mechanizmust igényel, ami
els6 hallasra meglep6 lehet egy olyan organizmus esetében, amelynél a gyors
evoluciés adaptacié kifejezett elonyt jelenthet. A valasz abban rejlik, hogy a
koronavirusok hatékonyan rekombindlédnak, egy sejten belll két kilénb6zo
virus is képes lehet erre, ilyen folyamatok szerepet jatszhattak a SARS-CoV-2
|étrejottében is [19]. Erdekes moédon az RNS-polimerzacié proofreading
mechanizmuséaért felelds nspl4 exonukledz egyidejlleg a rekombinacidért is
felelds lehet. Ugyanakkor maga az RNS-polimeraz is egy viszonylag nagy
masolasi pontossagot mutatd enzim. A beépitend6 szubsztrat nukelotid 2’ és 3’
hidroxilcsoportjai az  enzim konzervalt  aminosavaival |étesitenek
hidrogénkotéseket. Az egyes antiviralis szerek hatasanak kikiszobdlésére
|étrejott, rokon virusokban ismert mutacidok pontos helyének és szerkezetre
gyakorolt hatdsanak megismerése fontos eleme az (j virus ellen hatékony
szerek kifejlesztésének.

Hogyan tovabb?

A SARS-CoV-2 virus fehérjéi kozul természetesen még tovabbiak szerkezete is
ismert, mint a mar emlitett exonukledz, vagy az nspl5 uridilat-specifikus
endoribonukledz, illetve a nukleokapszid fehérje stb. Nem ismert azonban az
0sszes szerkezet és az 6sszes fontos molekuldris mechanizmus sem, ide tartozik
pl. egyebek mellett a koronavirusok uUn. capping folyamata. A virus altal
szintetizdlt mMRNS-ek renedlelkeznek a celluldris mMRNS-ekre jellemzd 5’
guanozin ,sapka” strukturaval, ami a hatékony transzlaciéhoz és az antiviralis
mechanizmusok kikertiléséhez is szikséges. Mivel a virus RNS-ek a
citoplazmaban keletkeznek, a sejtmagi capping enzimekkel nem taldlkoznak, igy
a virus nagyrészt sajat fehérjéivel végzi el ezt a folyamatot. Ennek egyik
|épésérdl jelenleg még nem ismert, hogy melyik virdlis vagy esetleg
gazdasejtbeli fehérje lehet felelés érte [20]. Természetesen a hasonlé
folyamatok jobb megismerése (jabb terapias tdmadaspontok azonositdsahoz
vezethet.

Végezetll a szerkezetekhez visszakanyarodva megemlithetd, hogy a korona-
virus genom ismeretében a szerkezetpredikcidval foglalkozé kutatdcsoportok is
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aktivan foglalkoznak a virusfehérjékkel. Az I-TASSER eljarast fejlesztd Yang
Zhang csoportjanak honlapjan (https://zhanglab.ccmb.med. umich.edu/COVID-
19/) pl. teljes ,galéria” talalhaté a legujabb, mélytanuldsos eljarasokat is
integrald mddszerikkel becsult virusfehérje szerkezetekrol.

Az Uj koronavirus kutatdsara 6sszpontositott hatalmas eréfeszitések révén
varhatéan mar a kozeljovében szamos tovabbi kérdésre valaszt kapunk, nem kis
részben a fehérjeszerkezetkutatoknak készonhetben.
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