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Zwigkszanie wewnatrzkomérkowego Zn 2+ Stezenie cynkiem-jonoforami jak pirytion (PT) moze efektywnie ostabiajg replikacje wielu wiruséw, w tym wirusa polio RNA
i wirus grypy. Dla niektérych wiruséw efekt ten zostat przypisany do ingerencji wirusa przetwarzanie poliproteiny. W badaniu tym wykazaé, ze potaczenie Zn 2+ i PT w
niskich stezeniach (2 m M Zn 2+ i 2 m M PT) hamuje replikacje koronawirusa SARS-CoV (SARS) oraz wirus zapalenia tetnicy koni (EAV) w hodowli komoérkowej.
Synteza RNA z tych dwdch odlegtych, zwigzanych nidoviruses jest katalizowana przez polimerazy RNA zaleznej od RNA (RdRp), ktory to enzym rdzen
wielobiatkowym ich replikacji i transkrypcji kompleksu (RTC). Stosujac test aktywnosci dla RTCs izolowanego z komérek zainfekowanych SARS-CoV i EAV,

w poprzek btony plazmowej-pokazujemy, ze Zn 2+ skutecznie hamuje aktywnosé syntezy RNA z RTCs obu wiruséw. Enzymatyczne Badania wykorzystujgce
rekombinacji RdRps (SARS-CoV nsp12 i dodana nsp9) oczyszczone z E coli Nastgpnie ujawniono, Ze Zn 2+ bezposrednio hamowat in vitro Dziatalno$¢ obu
polimerazy nidovirus. Doktadniej, Zn 2+ Stwierdzono, ze blok etap inicjacji syntezy RNA EAV, podczas gdy w przypadku wydtuzenia SARS CoV RdRp zahamowany i
szablon wigzanie zmniejszone. Przez chelatowania Zn 2: z MgEDTA hamujacy wptyw kationu dwuwartosciowego moze zosta¢ odwrécone, co stanowi nowg dla
celéw eksperymentalnych in vitro Badania molekularne szczegéty nidovirus replikacji i transkrypciji.
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Wprowadzenie

Jony cynku sg zaangazowane w wiele réznych proceséw komdrkowych, ktére
okazaly sig istotne dla prawidtowego fatfdowania i aktywnosci réznych enzyméw
komérkowych i czynniki transkrypcyjne. Zn 2+ Prawdopodobnie waznym kofaktorem
licznych biatek wirusowych, jak réwniez. Niemniej jednak, wewnatrzkomorkowe
stezenie wolnego Zn 2+ utrzymuije sie na stosunkowo niskim poziomie, przez
metalotionein, prawdopodobnie ze wzgledu na fakt, ze Zn 2+ moze stuzy¢ jako drugi
przekaznik wewnatrzkomérkowego i moze wywota¢ apoptoze lub spadek syntezy biatka
w podwyzszonych stezeniach [1,2,3]. Co ciekawe, w badaniach na hodowlach
komoérkowych o wysokiej Zn 2+ Stezenia i dodanie zwigzkéw, ktdre stymulujg komérkowa
import Zn 2+, takie jak hinokitol (Hk), pirolidyny ditiokarbaminian (PDTC) i pirytionianu
(PT), stwierdzono, ze hamuja replikacje wielu wiruséw, w tym RNA wirusa grypy [4],
wirusowi syncytium nabtonka oddechowego, [5], a kilka Pikornawirusy [6,7, 8,9,10,11].
Chociaz te poprzednie badania dostarczyty niewiele mechanistyczny informaciji,
sugeruje to, ze wewnatrzkomoérkowe Zn 2+ Poziomy wpltynaé wspdlny krok w cyklu
replikacji tych wiruséw.

W hodowli komérek, PT stymuluje Zn 2+ wychwytu w ciagu kilku minut i hamuje
replikacje wirusa RNA, przez mechanizm, ktéry zostat przebadany tylko w rozsagdnym
szczegotowo na Pikornawirusy [11,12].
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In vitro Badania z oczyszczonych rinowiruséw i polio proteazy 3C wykazaly, ze
aktywnos$¢ proteazy hamowana przez Zn2+( 13,14], ktéra jest zgodna z hamowaniem
przetwarzanie poliproteiny przez jony cynku, ktére zaobserwowano w komérkach
zakazonych wirusem ludzkiego wirusa niezytu nosa i wirus Coxsackie B3 [11].
Replikacja segmentowego ujemnej nici RNA wiruséw, takich jak wirus grypy,

natomiast nie zalezy od przetwarzanie polibiatek i efekt PDTC posredniczy Zn 2+ importu
zatem hipoteze, wynika z hamowania wirusowej RNA-zaleznej polimerazy RNA

(RdRp) i kofaktoréw komérkowych [4]. Ponadto, dziatanie hamujgce Zn 2+ na

aktywnos$c¢ oczyszczonych RdRps Rinowirusy z wirusa zapalenia watroby typu C i
stwierdzono, nie badane w szczegoty [15,16].

Szczegoty dotyczace wptywu jondw cynku sg obecnie w duzej mierze nieznane
dla nidoviruses. Ta duza grupa dodatniej nici RNA (+ RNA) wiruséw zawiera istotne
patogeny cztowieka i zwierzat, takie jak ciezki ostry koronawirusa oddechowego
zespotu (SARS-CoV), inne koronawirusy ludzkie, w arteriwirusow wirus zapalenia
tetnic koni (EAV), oraz rozrodczo i wirusa zespotu oddechowego $win (PRRSV)
[17-18]. Wspolne pochodzenie od nidoviruses znajduje odzwierciedlenie w ich
podobne;j strategii organizacji genomu i ekspresji, a takze w ochronie wielu
kluczowych funkcji enzymatycznych w ich
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Autor Podsumowanie

Pozytywna nici RNA (+) RNA wirusy obejmujg wiele waznych czynnikéw
chorobotworczych. Sg rozwinely rézne strategie do replikacji, ale sg
ujednolicone na fakt, ze zalezna od RNA polimeraza RNA (RdRp) dziata jako
enzym rdzen ich urzadzen syntezy RNA. RdRp powszechnie si¢ w kompleksie
replikacji zwigzane z btong, ktory jest zmontowany z wirusowego RNA i biatka
wirusa, lub gospodarza. Biorgc pod uwage ich kluczowa funkcje w cyklu
replikacji wirusa, RdRps sg kluczowymi celami dla badan przeciwwirusowego.
Zwigkszona wewnatrzkomérkowe Zn 2+ Stezenia sg znane skutecznie
pogarszajace ich replikacje wielu wiruséw RNA, na przyktad poprzez
zakiocanie prawidtowej proteolityczng obrébke wirusowych poliprotein. Tutaj
nie tylko pokazaé, ze Corona- i arterivirus replikacji moze by¢ hamowany
przez wzrost Zn 2+ poziomach, ale réwniez wykorzystywaé zaréwno izolowane
kompleksy replikacji i oczyszczone zrekombinowane RdRps zademonstrowac,
ze efekt ten moze by¢ oparty na bezposrednim hamowaniu nidovirus RdRps.
Potaczenie protokotéw opisanych tutaj bedg przydatne do badan nad funkcjg
nidoviral komplekséw enzymatycznych przyszto$ci.

duze replikazy poliprotein [19]. Cecha charakterystyczng koronowej i arterivirus cyklu
replikacyjnego jest transkrypcja 5 9-i 3 9-

koterminalne zagniezdzony zestaw subgenomowych (sg) z ktérych mRNA genéw wirusowych
biatek strukturalnych i pomocnicze sg wyrazone [20,21].

Analogiczny do Pikornawirusy [13,22], jony cynku, jak wykazano, hamuje pewne
proteolitycznych w przetwarzanie polibiatek replikazy koronawirusa w zakazonych
komoérkach i systemoéw bezkomorkowych [23,24]. W badaniu tym donosza, ze
pirytion cynku jonofor (PT) w kombinacji z Zn 2+ jest silnym inhibitorem replikacji
koronawirusa SARS-CoV (SARS) oraz wirus zapalenia tetnicy koni (EAV) w hodowli
komérkowej. Aby oceni¢, czy - oprécz ewentualnego wptywu na obrébke
proteolityczng - podjednostki nidovirus RTC i syntezy RNA bezposrednio wptywa Zn 2+,
zatrudniali$my in vitro Systemy syntezy SARS-CoV i dodana RNA, ktére sg oparte
na bfonie zwigzane RTCs wyizolowanych z zainfekowanych komérek (okreslanym
tutaj jako testach RTC) [25,26]. Dodatkowo uzyliémy in vitro Oznaczenia RdARp
rekombinowane bezposrednio zbada¢ wptyw jonéw cynku na RdRps SARS-CoV i
EAV [27,28].

Korzystanie z tych niezaleznych in vitro podej$¢, byliSmy w stanie wykazaé, ze Zn 2+
uposledza nidovirus bezposrednio syntezy RNA, poniewaz wykazywat silny efekt
hamujacy w obu testach RTC i RdRp. Co ciekawe, Zn 2+- hamowaniem moze by¢
odwrécone przez dodanie cynku 2+ chelatorem (MgEDTA). Dlatego zastosowano ten
zwigzek, aby zatrzymac i ponownie uruchomi¢ in vitro

RNA syntezy aktywno$¢ woli. Ten wygodny narzedzie pozostawiono na badanie réznych
mechanistyczne aspekty syntezy arteri- RNA koronawirusa, a bardziej szczegétowo.
Dodatkowo, hamowanie cynkowego posredniczg syntezy nidovirus RNA opisany tutaj
moze stanowi¢ interesujgca podstawg do dalszego zbadania uzycia cynkowo-jonoforami

w terapii przeciwwirusowej.

wyniki

Pirytion cynku i hamujg replikacje nidovirus in vivo

Jony cynku sg zaangazowane w wiele ré6znych proceséw komérkowych, ale
stezenie wolnego Zn 2+ utrzymuje sie na stosunkowo niskim poziomie, metalotionein
[1]. Zn 2+ i zwigzki, ktdre stymulujg import Zn 2+ do komorek, takich jak Pt, uprzednio
hamujg replikacjg wielu Pikornawirusy, w tym rinowiruséw, wirusa pryszczycy i jamy
ustnej, wirus Coxsackie, wirus Mengo i hodowli komérek [-6,7,8,9,10,11]. Aby
okresli¢, czy Znz+ ma
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Zn 2+ Hamuje Nidovirus Replication

Podobny efekt na nidoviruses, badalismy wptyw PT i Zn 2+ replikacje EAV i
SARS-CoV w komdrkach Vero E6, z uzyciem wiruséw reporterowe, ktére wyrazajg
Zielone biatka fluorescencyjne (GFP), czyli dodana-GFP [29], SARS CoV-GFP [30].
Dodana-GFP koduje N-koncowy fuzje wirusa GFP do niestrukturalnego biatka nsp2
(2), jeden z produktéw rozktadu z polibiatek replikazy, a tym samym dostarcza
bezposredniego odczytu dla translacji genu replikazy. W SARS-CoV-GFP
reporterowy zachodzi ekspresja mRNA z sg 7, w wyniku zastgpienia dwdch
dodatkowych genéw kodujgcych biatka ORF (7a i 7b), ktére nie sg niezbedne do
replikacji w hodowlach komérkowych.

Najpierw oceniano cytotoksycznos¢ réznych stezeniach PT (0-32 m M) w
obecnosci 0 do 8 m MZnOAc 2. Leczenie PT stezenia 32 m M w kombinacji z4 m MZnOAc
2
nie zmniejszaty zywotnos$ci komoérek zakazonych wirusem, po 18 h (Fig. 1A), mierzona
kolorymetrycznych MTS (3- (4,5-dimetylotiazol-2-ilo) -5 (3-karboksymetoksyfenylo) -2- (
4-sulfofenylo) -2H-tetrazoliowy) Test zywotnosci. Poniewaz podwyzszone Zn 2+ stezenia
hamujg ttumaczenie komdrkowg réwniez stosowane znakowanie metabolicznych z 35 S-metioniny,
aby oceni¢ wplyw PT i Zn 2+ od syntezy biatka komérkowego. Inkubacja komérek Vero
E6 przez 18 h przy kombinacje PT i Zn 2+ wspomniano powyzej, a nastepnie przez 2 h
metabolicznego oznakowania, nie wykazaty zmian w catkowitej syntezy biatek
komérkowych, gdy stezenie ZnOAc2byta 4 m M (dane nie pokazane).

Korzystanie z tych niecytotoksyczna warunkéw my nastgpnie testowano efekt PT i
ZnOAc2na dodana-GFP i SARS-CoV-GFP replikacji. W tym celu, komérki Vero E6 na
ptytkach z 96 studzienkami zakazono przy wielokrotnosci infekcji (MOI) rownym 4.

Jedng godzing po zakazeniu (pi H) pomigdzy 0i 32 m M Pti 0, 1 lub 2 m M ZnOAc2dodaje
sie do pozywki hodowlanej. W 17 godzin po zakazeniu, w punkcie czasowym, w ktorym
ekspresja GFP w nietraktowanych zakazonych komoérek osigga swoje maksimum dla
obydwu wiruséw, komoérki utrwalano i GFP fluorescencje ilosciowo.

Ekspresja genu reporterowego zaréwno SARS-CoV-GFP i GFP-EAV juz
znaczgco hamowany, w sposob zalezny od dawki, przez dodanie tylko PT (fig. 1B i
C). Efekt ten byt znacznie zwigkszona, gdy 2 m M Zn 2+ dodano do pozywki. Okazato
sig, ze dodanie ZnOAc 2 sam réwniez zmniejszenie replikacji wirusa, ale tylko na
poziomach, ktére byty zblizone do stezenia 50% cytotoksycznosci (CC so) z ZnOAc 2 Komarki
Vero-E6 (70 m K, dane nie pokazane). Jest to prawdopodobnie ze wzgledu na stabg
rozpuszczalno$é Zn 2+ w pozywce zawierajacej fosforany i nieefektywnego wychwytu
Zn 2+ przez komorki przy braku cynku-jonoforéw. Potaczenie 2 m M PT i 2 m M ZnOAc 2 Spowodowato
to 98 6 1% do 85 6 3% redukcji sygnatu GFP w GFP-EAV i SARS-CoV-GFP,
odpowiednio. Nie zaobserwowano cytotoksycznosci dla tej kombinacji PT i ZnOAc 2 stgzeniach.
Z krzywych dawka-odpowiedz na fig. 1, CC sowarto$¢ 82 m M obliczono dla punktéw
w obecnosci 2 m Roztwdr cynku. Stezenie pétmaksymalnego hamowania (IC s0) 1,4 m M
i 0,5 m M i indeksy selektywnosci 59 i 164 zostaty obliczone dla SARS-CoV i EAV,
odpowiednio.

Zn 2+ odwracalnie hamuje aktywno$¢ syntezy RNA z izolowanych RTCs
nidovirus

Woczesniej opracowane testy do badania in vitro RNAsynthesizing aktywno$¢
RTCs wyizolowanych z komdrek zakazonych SARS-CoV i EAV [25,26]. W tych
testach RTC [ za- 32 P] CMP uwzgledni¢ zarébwno genomowego (replikacji) i SG mRNA
(transkrypcja) (fig. 2). Pozwolito to na monitorowanie syntezy samych wirusowych
czagsteczek RNA, ktére moga by¢ wykrywane przez hybrydyzacje z RNA z komoérek
nidovirus wirusem. Zaletg tych testow jest to, ze aktywnos$¢ nie zalezy od syntezy
biatek kontynuowane i to, ze pozwala nam badac¢ syntezy wirusowego RNA
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Figura 2. Hamowanie in vitro RNA z izolowanych aktywnos¢ syntezy RTCs przez Zn 2+. Wbudowanie
[ za- 32 P] CMP do wirusowego RNA przez EAV ( ZA) i SARS-CoV ( B) RTC prébach w obecnosci
réznych Zn 2+

Stezenia, jak wskazano powyzej, kazdy tor. doi: 10.1371/

journal.ppat.1001176.g002

Zn 2+ na synteze wirusowego RNA, zbadali$my wplyw Zn 2+ Dodatek na dziatalno$ci
RTC. Dla obu EAV (fig. 2A) i SARS-CoV (fig. 2B), zmniejszenie dawki, zalezne od
ilosci RNA zsyntetyzowane obserwowana przy ZnOAc 2 byt obecny. Dla obydwu
wiruséw, zmniejszenie wigcej niz 50% catkowitego RNA syntezy zaobserwowano
przy Zn 2+ Stezenie 50 m M, a mniej niz 5% aktywnosci pozostawaty na Zn 2+ Stezenie
500 m M. Zaréwno syntezy genomu i produkcja mRNA SG byly w réwnym stopniu.

Aby sprawdzi¢, czy hamowanie aktywnosci RTC przez Zn 2+ bylo odwracalne
reakcje RTC rozpoczeto w obecnosci lub nieobecnosci 500 m M Zn 2:. Po 30 minutach,
reakcje te podzielono na dwie porcje i magnezu nasycony EDTA (MgEDTA) dodano
w jednej z probéwek, do koncowego stezenia 1 mM (Fig. 3A). Uzylismy MgEDTA
jako Zn 2+ chelator w nich in vitro Testy, poniewaz specyficznie Chelaty Zn 2+ podczas
zwalniania Mg 2+, dzigki wyzszej statej trwato$ci kompleksu ZnEDTA.
Nieskompleksowanego EDTA hamowaty aktywno$¢ RTC wszystkich reakcji (dane
nie przedstawione), najprawdopodobniej przez chelatowanie Mg 2+ Ze ma zasadnicze
znaczenie dla aktywnosci RdRp [27,28], a MgEDTA nie miat wptywu na reakcje
kontrolne bez Zn 2+ ( Fig. 3B, poréwnaj pasmo 1 i 2). Jak pokazano na fig. 2, dziatanie

Figura 1. jonofor pirytion cynku hamuje nidovirus replikacji w hodowlach komérkowych. (ZA) Cytotoksycefi$éna RTC, ktory byt hamowany przez Zn 2+ ( Fig. 3B i C, $ciezka 3) moze byé

PT w komérkach Vero E6 w nieobecnosci (niebieski kotka) albo w obecnosci 2 (czarne
kwadraty), 4 (red tréjkaty) lub 8 m M (szare romby) ZnOAc 2 okreslona przez test MTS po 18
godzinach wystawienia na dziatanie. ( B) Krzywe dawka-odpowiedz przedstawiajace wptyw PT i
Zn 2+ na fluorescencji GFP w komoérkach Vero E6 zakazonych EAV szczepu reporterowego GFP
ekspresje co 17 h pi dane znormalizowano ekspresji GFP w zakazonych hodowli kontrolnych nie
poddanych obrébce (100%). R6zne Zn 2+ stezenia dodane do pozywki O (niebieski kétka), 1
(zielen), tréjkaty lub 2 m M ZnOAc 2 ( czame kwadraty). ( DO) Wptyw PT i Zn 2+ na fluorescencji GFP
w komorkach Vero E6 zakazone SARS-CoV szczepu reporterowego GFP ekspresje co 17 h pi
dane znormalizowano ekspresji GFP w komoérkach zakazonych nieleczonych kontrolnych
(100%). Kolory réznych Zn 2+ stgzenia, jak na fig. 1B. Stupki blgdéw wskazujg odchylenie
standardowe (n = 4). doi: 10.1371 / journal.ppat.1001176.g001

niezaleznie od innych aspektéw cyklu replikacji wirusa [26]. W celu zbadania, czy efekt
hamujacy PT i jondw cynku na nidovirus replikacji w hodowlach komérkowych znajduje

odzwierciedlenie w bezposrednim dziataniem
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przywrdcony przez dodanie MgEDTA (Fig. 3B, $ciezka 4) do poziomu
obserwowanego dla reakcji kontrolnych bez Zn 2+

(Fig. 3B, $ciezka 1). W stosunku do nietraktowanej préby kontrolnej, test dodana
RTC wytwarza w przyblizeniu 30% mniej RNA, ktérego budowa jest zgodna z 30%
krétszy czas reakcji po dodaniu MgEDTA (100 w poréwnaniu do 70 minut dla $ciezki
1 4, odpowiednio). Nieoczekiwanie, testy SARS CoV RTC, ktore zostaty kolejno
uzupetnia sie Zn 2+ i MgEDTA wigczone nieco [ za-32 P] CMP w poréwnaniu z
nietraktowanymi reakcji kontrolnych (fig 3C. Poréwnac¢ $ciezka 1 i 4). Efekt ten nie
byt spowodowany chelatowania Zn 2+ obecna w supernatancie po jadrowego (PNS)
komérek SARS CoV zakazonych, jak wzrost ten nie zaobserwowano, gdy MgEDTA
dodano do reakgcji kontrolnej bez dodatkowego Zn 2+ ( Fig. 3C, $ciezka 2).
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Figura 3. Hamowanie aktywnosci nidovirus RTC przez Zn 2+ mozna odwrdci¢ przez chelatowanie.

(ZA) Schematyczne przedstawienie in vitro

Préby z wyizolowanym RTCs, ktére zapoczatkowane zostaty w [ za- 32 P], CTP, albo przy braku
(préba 1 2) lub w obecnosci 500 m M Zn 2+. Po inkubacji przez 30 minut w temperaturze 30 u C
zaréwno leczone i Zn 2 +- Traktowane prébki podzielono na dwie porcje, i 1 mM Zn 2+ Chelator
MgEDTA dodano do prébek 2 i 4. Wszystkie reakcje inkubowano przez kolejne 70 minut przed
zakoriczeniem. ( B) Analiza produktéw RNA zsyntetyzowane w testach z EAV RTCs. Liczby nad
torami odnoszg si¢ do numeréw probek opisanych w punkcie (a). ( DO) In vitro

Test aktywnosci SARS-CoV RTCs. doi: 10.1371 /
journal.ppat.1001176.g003

Jony cynku wptywa na aktywno$¢ in vitro rekombinacji RdRps
nidovirus

W celu ustalenia, czy hamowanie aktywnosci RTC moze by¢ spowodowane
bezposrednim dziataniem Zn 2+ na dziatalnosci nidovirus RdRp, przetestowali$my
dziatanie Zn 2+ na aktywno$¢ oczyszczonych rekombinowanych RdRps SARS-CoV
(nsp12) i dodana (nsp9) przy uzyciu wczesniej opracowanych testach RdRp [27,28].
Przy uzyciu 18-mer polyU szablon The dodana RdRp wiaczone [ za-32 P] AMP do
produktéw RNA do 18 nukleotydéw dtugosci (fig. 4A). inicjacja byta de novo, co jest
zgodne z wcze$niejszymi obserwacjami, a obecnosci konserwowanej petli
poprzedzajgce w sekwencji nsp9 [28]. W przeciwienstwie do nsp9 EAV RdRp The in
vitro Aktywno$é SARS CoV RdRp nsp12 - starterowy, ktéry nie ma petli - okazata sie
by¢ Scisle zalezna od startera. [27] W ten sposob, w celu zbadania aktywnosci RdRp
SARS-CoV nsp12 podktadowq szablon polyU uzyto (fig. 4B), co pozwala nam
probce [ za- 32 P] AMP wigczenia, jak opisano wczesniej [27]. Jako kontrolg
specyficznosci, zastosowano opisany wczesniej SARS-CoV nsp12 mutanta D618A
[27], ktory zawiera asparaginian alaning w motyw A miejsca aktywnego RdRp i EAV
nsp9D445A,

w ktorym zaprojektowane asparaginianu alaning w odpowiednim

miejscu EAV nsp9 [28,31]. Oba zmutowane RdRps wykazaty znacznie zmniejszone [ za-

32 P] AMP wtgczenie w naszych testach (Fig. 4), co potwierdza, ze ponownie
znakowane produkty RNA pochodzacy z dziatalnosci nidovirus RdRp.

Dodanie ZnOAc2Testy z RdRp HCV w wyniku silnego, dosedependent
hamowanie aktywnosci enzymatycznej zaréwno EAV i
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Rysunek 4. EAV i SARS-CoV testach RdRp enzymem typu dzikiego i mutantéw miejscu
aktywnym. (ZA) Polimeraza EAV byta niezdolna do wydtuzania startera i wymagat Free 3 9 koniec
poli (U) reszty zainicjowa¢. Nukleotydoéw wigczajac aktywnos$¢ enzymu typu dzikiego i mutanta
D445A nsp9 na 18-mer poli (U) wzér potwierdza specyficzno$é naszym tescie. ( B) SARS-CoV
nsp12 testach RARp przeprowadzono z dupleksu RNA z 5 9 U 10 Zwis jako szablon. Wykres
pokazuje pasek nukleotyd wigczenie dziatania typu dzikiego i D618A nsp12. Stupki btedow
przedstawiajq btad standardowy $redniej (n = 3). doi: 10.1371 / journal.ppat.1001176.9004

Enzym SARS CoV (fig. 5A i B, odpowiednio), podobnie do tego, co zaobserwowano w badaniach
RTC. W rzeczywistosci, w poréwnaniu z innymi jonami metali dwuwarto$ciowych takiej wspotpracy 2+ i
Ca 2+, ktére zwykle wigzg sig¢ z aminokwasow tancuchami bocznymi zawierajacymi atomy tlenu,
zamiast grupy siarkowe, Zn 2+

jest najbardziej skuteczny inhibitor aktywnosci SARS CoV nsp12 RdRp Company
(fig. S1). Aby sprawdzi¢, czy podobnie jak w tescie RTC hamowanie RdRp przez
jony cynku odwracalny Testy z RdRp preinkubowano 6 mM Zn 2+, stezenie, ktére
konsekwentnie dat

, 95% hamowania. Po uptywie 30 minut, 8 mM MgEDTA dodano zaréwno do
kontroli reakgiji i reakcje zahamowano ZnOAc 2,

i prébki inkubowano przez kolejne 30 minut (fig. 5C). Jak pokazano na fig. 5D,
hamowanie aktywnos$ci dodana RdRp przez Zn 2+ moze zosta¢ odwrécony przez
chelatowania Zn 2+ ( Figura 5D.; poréwnaj $ciezki 3 i 4). lloé¢ produktu zsyntetyzowane
konsekwentnie 60 6 5% tego zsyntetyzowanego w reakcji kontrolnej 60 min (Fig 5D;.
Poréwnaj $ciezki 1 i 4), ktére miesci si¢ w granicach oczekiwanego zakresu z uwagi na

krotszy

Listopad 2010 | Tom 6 | Issue 11 | 1001176



A EAV B SARS-CoV

[ZnZ*] (mM) [Zn?*] (mM)

002051 2 4 6 0025056 1 2 4 6
18 :“'ﬁ«.
15[ o
p+10 i
.
p+d b 8
10 A
R ]
p+'| e i
-MgEDTA
c control R p sample 1
N sample 2
start reaction +MgEDTA
with 0.17 pM
[o-=F]ATP “MgEDTA ,, sample 3
+Zn* sample 4
+MgEDTA
time (min) 0 30 60
D EAV E SARS-CoV
1 2 3 4 2 3 4
16 -] CIE
- .
-
15 -
-
- -
10 bt | I
- B
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Zn 2+ Hamuje Nidovirus Replication

Roéznica efekt Zn 2+ w inicjaciji i elongaciji etapie syntezy nidovirus RNA

Dla EAV blisko kontroli testach RARp wykazata mniej wyrazny efekt Zn2+ na
wytwarzanie petnej dtugosci 18-nt produkty niz w syntezie zwigzkéw posrednich
reakcji mniejszych (fig. 5A). Sugeruije to, ze Zn 2+ swoiscie hamowat etap inicjacji
syntezy RNA EAV. W celu zbadania tej hipotezy, zastosowano test RTC inkubowano
przez 30 minut z nieznakowanego CTP (inicjacja), po czym mieszanine reakcyjng
podzielono na dwie czegsci. Nastepnie, [ za-s2 P] CTP zostat dodany do dwdch rur
(impuls), 500 m M Zn 2+ dodano do jednej z rur, a pobierano prébki w réznych
punktach czasowych w czasie reakgji (Fig. 6A). Fig. 6B przedstawia, ze w obecnosci
Zn2+[ za-32 P] cmp przewaznie wtaczy¢ do powstajacych czasteczek RNA, ktére byly
juz po fazie inicjowania w chwili, Zn 2+ Dodano do mieszaniny reakcyjnej. nie wystapit
nowy inicjujgce wskazano przez rozmaz krétkich produktow znakowanych,
stopniowo przesuwana w gore do potozenia petnej diugosci genomu RNA. Sugeruje
to, ze Zn 2+

nie wpltywajg na wydtuzenie fazy dodana syntezy RNA i ze specyficznie hamuje
inicjacji. To wyjasnia réwniez stosunkowo stabg intensywnos$¢ sygnatu pasma
mniejszych SG (mRNA na przykfad, poréwnanie wzglednej zmiany sygnatu RNA2 do
RNA?7) wytwarza sie w obecnosci Zn 2+, od wielu zdarzen inicjacyjne sa wymagane w
tych kroétkich czasteczek w celu otrzymania intensywnosci sygnatu podobne do
wynikéw uzyskiwanych w jednym przypadku inicjacji na dtugim genomowego RNA na
przykfad, 16 razy wigcej w przypadku RNA7. W przeciwienstwie do EAV, efekt Zn 2: na
RNA syntezy SARSCoV RTCs nie ogranicza sie do inicjacji, ale wydaje sie ostabia¢
etap wydtuzenia jak réwniez biorac pod uwage, ze oprécz Zn 2+

catkowicie blokowato dalszy wbudowywanie [ za- 32 P] CMP gdy dodaje sig 40 minut
po rozpoczeciu reakcji (Fig. 6C).

W testach RdRp, krétkie szablony wykorzystywane robione to technicznie
niemozliwe do zrobienia eksperymenty podobne do tych wykonywanych z petng
RTCs. Jednak wczesniej zauwazyt, ze przy niskich stezeniach [ za-32 P] ATP (0,17 m Aktywno$¢
M), SARS CoV nsp12 RdRp byto ograniczone do dodawania tylko jednego
nukleotydu startera [27]. Dodana nsp9 produkowane gtdéwnie bardzo krotki (2-3 NT
diugosci) nieudane produkty RNA i tylko czes$¢ petnej dtugosci produktu, co jest
wspoline dla de novo inicjujgce RdRps [28]. To pozwolito nam osobno zbadania
wplywu Zn 2+ w inicjacji i elongacji przeprowadzajgc eksperyment, w ktérym impuls o
niskim stezeniu [ za- 32 P] ATP nastepnie Chase w obecnosci 50 m M nieznakowanego
ATP, ktdére wzrosty processivity i pozwala na badanie wydtuzeniu (fig. 7 A i C), jak
opisano wczesniej [27]. Wyniki tych eksperymentdw byly zgodne z wynikami
uzyskanymi z izolowanych RTCs. EAV, dla inicjacji syntezy dinukleotydu a
catkowicie zahamowany przez obecno$é 6 mM Zn 2+ ( Uzupetniajacy fig. S2A), ilos¢

i SARS-CoV nsp12 ( B) w obecnosci réznych Zn 2+ stezen, jak podano powyzej paséw. ( DO) Schematygzaeluktow posrednich reakcji krotszy niz 18 NT zmniejszyta sie z czasem, podczas

przedstawienie doswiadczeniu w celu zbadania, czy Zn 2 + - hamowaniem aktywno$ci RARp moze
by¢ reversedwithMgEDTA. Reakcje RdRp, nie leczonych kontroli (prébki 1 i 2), lub reakcje
zawierajgcego 6 mM Zn 2+ ( Prébki 3 i 4) inkubowano przez 30 min. zaréwno Zn 2 + - zawierajace i
kontrolne prébki podzielono na dwie porcje i 6 mM MgEDTA dodano do prébki 2 i 4. Wszystkie
reakcje inkubowano przez 30 min, po czym zakonczono. Produkty reakcji w testach z RdRp
dodana nsp9 i SARS-CoV nsp12 przedstawiono w ( RE) i ( MI), odpowiednio. Liczby nad torami
odnoszg si¢ do numeréw prébek opisanych w (C). doi: 10.1371 / journal.ppat.1001176.9g005

czas reakcji. Hamowanie SARS CoV RdRp réwniez byta odwracalna. Podczas
30-minutowej inkubacji po dodaniu MgEDTA SARS-CoV nsp12 wigczone 40 6 5%
znacznika wigczone w standardowg 60 minutach reakcji (fig. 5E). Ta byta
nieznacznie nizsza niz oczekiwana wydajno$¢ i moze by¢ spowodowane przez
elevatedMg 2+ stezeniu, ktére okazato sie byé ponizej optymalnej aktywnosci nsp12
[27] i wynikéw uwalniania Mg 2+ od MgEDTA na chelatowania Zn 2-.
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gdy produkty z szablonéw, na ktérych RdRp juz zainicjowane zostato wydtuzone do
petnej dlugosci 18-nt czgsteczek (Fig. 7B, prawy panel). Jest to zgodne z
obserwacja, ze dodana RdRp pozostata zdolna wysuna¢ syntetycznego dinukleotydu
APA tréjek nukleotydéw w obecnosci Zn 2+ ( Miejski Rys. S2B). Prawdopodobnie ze
wzgledu na brak reinicjacji w reakcjach przedstawionych na Fig. 7B, niski
processivity z EAV RdRp i konkurencji podtoza pomiedzy pozostatymi [ za-32 P] ATP |,
200-krotnego nadmiaru nieznakowanego ATP, réznice migdzy 5 i 30 min punktow
czasowych byly niewielkie. W przypadku braku Zn 2+, RdRp nadal zainicjowa¢ jak
wskazano drabiny mniejszych rozmiarach czasteczek RNA ponizej produkt o petnej
diugosci (Fig. 7B, lewy panel) oraz w czasie przebieg pokazany na fig. Supplemental
S2A. Natomiast dodatek Zn 2+ reakcji SARS CoV RdRp blokuje rowniez wydtuzenie,
poniewaz
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Figura 6 Wplyw cynku 2+ w inicjacji i elongaciji w in vitro

Proby z wyizolowanym EAV i SARS-CoV RTCs. (ZA) Na in vitro RTC Test z wyizolowanym RTCs
EAV pozostawiono do zainicjowania niewyznakowanym NTPs (inicjacja). Po 30 min, [ za-32 P],
dodawano CTP (impuls), mieszaning reakcyjng podzielono na dwie réwne objetosci i Zn 2+ dodano
do koncowego stezenia 0,5 mM do jednej z rur. Na wskazanych punktach czasowych pobierano
prébki oraz wprowadzenie [ za- 32 P] CMP do wirusowego RNA byta analizowana. ( B) Znakowany
radioaktywnie dodana RNA zsyntetyzowane w punktach czasowych wskazanych powyzej

pasow, w obecnosci i przy braku cynku 2+. ( DO) Znakowany radioaktywnie RNA syntetyzowane
przez pojedyncze SARS CoV RTCs w reakcji zakoriczony po 100 ($ciezka 1) i 40 ($ciezka 2)

min. Produkty reakcji w reakcji na ktére 500 m M Zn 2+ Dodano po 40 minutach i zostata
zakonczona w czasie t = 100 przedstawiono na $ciezce 3. doi: 10.1371/
journal.ppat.1001176.9g006

Rozszerzenie radioznakowanego startera, jak obserwuje si¢ w przypadku braku Zn 2+ ( Na fig.
7D, lewy panel), nie wystepuje (w fig. 7D, prawy panel).

Cynk wptywa na SARS-CoV RdRp szablon wigzacy

Aby oceni¢, czy Zn 2+ wplywa na oddziatywanie rekombinowanego nsp12 SARS
CoV z szablonem zastosowali$my w naszych testach, przeprowadzono testy zmiany
electromobility (EMSA), w obecnosci i przy braku cynku 2+ ( Fig. 8A). Do pomiaru
powinowactwa wigzania RdRp do matrycy, ze okreslona cze$¢ zwigzanego matrycy
w réznych stezeniach biatka i obserwuje sie 3-4 krotne zmniejszenie wigzania RNA
przy Zn 2+ obecny byt w tym tescie (fig. 8B). Mamy réwniez ocenic¢, czy pre-inkubacja
RdRp lub RNA z Zn 2+ byt wymég ten spadek powinowactwa wigzania, ale nie
stwierdzono istotnej réznicy eksperymentach nie obejmujacych takiej wstepnej
inkubacji (dane nie przedstawione).

Wigzania nie zaobserwowano, gdy RNA podobny test wigzania prowadzono
oczyszczonym EAV RdRp. Podobnie nsp9 nie wigzania RNA w rozwijanym
eksperymentéw Talon-peretek, His s
Tagged nsp9 i radioaktywnie EAV genomowego RNA lub r6zne
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Szablony krotkiego RNA, podczas gdy w tym polyU to byto wykry¢ wigzanie z
biatkiem kontrolnym (SARS-CoV nsp8, ktora wykazata RNA i DNA, aktywnos¢
wiagzania [32]), za pomoca tego testu. obecnie pozostaje ono jasne, dlaczego nie
jestesmy w stanie wykry¢ wigzanie rekombinowanego nsp9 EAV na matrycy RNA.

Dyskusja

Chociaz badano wiele zwigzkéw, ktére, zarejestrowanych obecnie $rodki
przeciwwirusowe nadal brakuje do skutecznego leczenia SARS i inne choroby
zwigzane z nidovirus, [33]. RdRps sg odpowiednie cele dla lekéw przeciwwirusowych
rozwoju, poniewaz ich dziatalno$¢ jest écisle wiruséw i mogg zosta¢ zablokowane bez
powaznego wptywu na kluczowe funkcje komorkowe. Kilka inhibitorow rozwiniete
przeciw np polimerazy wirusa ludzkiego niedoboru odpornoéci (HIV) i wirus zapalenia
watroby typu C sg obecnie stosowane w leczeniu przeciwwirusowym i préb klinicznych
[34,35,36]. W zwigzku z tym postep wiedzy czasteczkowej nidovirus RdRps i wieksze
kompleksy enzymatyczne, ktére sg czescia, a takze do wykorzystania potencjatu
ostatnio opracowane in vitro Testy RdRp [25,26,27,28] moze ostatecznie poméc w

rozwoju skutecznych strategii przeciwwirusowych.

Jony cynku i cynk-jonofory, takich jak Pti PDTC, zostaty uprzednio opisane jako
silne inhibitory réznych wiruséw RNA. Dlatego badano, czy PT stymulowane import
jonéw cynku w komérkach réwniez hamowat replikacje nidoviruses w hodowli
komadrkowej. Korzystanie z ekspresjg GFP EAV i SARS-CoV [29,30], okazato sie, ze
kombinacia2 mMPTi2mM Zna+

skutecznie hamowat replikacje, cho¢ nie powoduje wykrywalny cytotoksycznosci (fig.
1). Hamowanie replikacji przez PT i Zn 2+ przy podobnych stezeniach (2-10 m M)
wczeéniej obserwowane od kilku Pikornawirusy takie jak rinowirusy,

foot-and-mouth
wirus choroby Coxsackie i wirus Mengo [-6,7,8,9,10,11].

Dziatanie hamujgce Zn 2+ replikacje Pikornawirusy wydaje si¢ by¢ wynikiem
zaktécen w wirusowego przetwarzanie poliproteiny. Zakazen wirusem zapalenia
watroby typu koronawirusa myszy (MHV), Zn 2+ réwniez zaktdcac kilka podziatow
polibiatek replikazy [24], aczkolwiek w znacznie wyzszym stezeniu (100 m M Zn 2+ niz
stosowane w naszych badaniach. Od utraty przetwarzanie replikazy posrednio
wplywa na synteze RNA wirusa w zainfekowanej komoérce zastosowano dwie ostatnio
opracowane in vitro testéw w celu zbadania, czy Zn 2+

ma réwniez wplyw na syntezg RNA nidovirus bezposrednio. Nasz in vitro Badania
wykazaty silny hamujacy wptyw jonéw cynku na aktywnos$¢ RNAsynthesizing z
izolowanych EAV i SARS CoVRTCs. Testy z rekombinowanych enzyméw stwierdzono
pozniej, ze jest to prawdopodobnie spowodowane bezposrednim hamowaniu funkcji
RdRp. Efekt hamujgcy moze by¢ odwrocona przez chelatowanie jonéw cynku, ktére
zawiera interesujgcy eksperymentalne (wtaczony / wytgczony) podejscie do badania
syntezy nidovirus RNA. Dodatek Zn 2+ po rozpoczgciu EAV synteze RNA miat niewielki lub
zaden wptyw na NTP stosowania w czasteczkach, ktérych sposoéb syntezy zostat juz
rozpoczety w nieobecnosci Zn 2+

(Fig. 6 i 7), co wskazuje, ze Zn 2+ nie wplywa na wydtuzenie i nie zwigksza czestosci

zakonczenia, jak poprzednio znalezionych dla Mn 2+[ 25]. W zwiazku z tym, Zn 2+ Wydaje

sie, ze specyficzny inhibitor fazy dodana inicjacji syntezy RNA. W przeciwienstwie do
tego, Zn 2+ Aktywnos$¢ hamowat SARS CoV RdRp takze podczas etapu wydtuzania
syntezy RNA, prawdopodobnie poprzez bezposredni wptyw na wigzanie szablon (fig.
8). W koronawiruséw, jony cynku, zatem wydaje sie, hamujg zaréwno odpowiednie
proteolityczne przetwarzanie polibiatek replikazy [23,24] i aktywno$¢ w tym badaniu
(RdRp). W przeciwienstwie do préb RTC milimoli zamiast mikromolowych stezen
ZnOAc2wymagane byty prawie catkowite zahamowanie wbudowywania
nukleotyddw, w testach RdRp.

Zostato rowniez ustalone, ze polimeraza DNA i RNA uzy¢ triade konserwowanych

reszt asparaginianowej motywach A i C wigzg
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Figura 7. Wpltyw Zn 2+ w inicjacji i elongacji aktywnosci oczyszczonej EAV i SARS-CoV RdRps. (ZA) Reakcja dodana RdRp rozpoczeto w obecnosci [ za- 32 P] ATP w warunkach, ktdre nie pozwalaja na
wydtuzenie, to znaczy, Niskie steZzenie ATP. Po uptywie 20 minut, mieszaning reakcyjng podzielono na dwie réwne objetosci i Zn 2+ dodano do jednej z rur. Lancuch z 50 m M nieznakowanego ATP, co
pozwala na wydiuzenie, zostato przeprowadzone w obu reakcjach i pobrano prébki po 5 i 30 min. ( B) Produkty reakcji dodana RdRp nagromadzone w obecnosci i przy braku cynku 2+

(Wskazane powyzej pasy) po 5 i 30 min Chase z nieznakowanego ATP. Dlugos¢é produktéw reakeji w NT wskazuje obok zelu. ( DO) Reakcje SARS-CoV RdRp rozpoczeto w obecnosci 0,17 m M [ za-32 P]
ATP, co ogranicza wydtuzenie. Po uptywie 10 minut, mieszaning reakcyjng podzielono na dwie réwne objgtosci i Zn 2+ dodano do jednej z rur. tancuch z 50 m M nieznakowanego ATP przeprowadza sig
w obu reakcjach i prébki pobierano po 5, 10, 15 i 30 minut. ( RE) Produkty reakcji SARS CoV RdRp uformowane w poscig czas wskazany powyzej paséw, w obecnosci i przy braku cynku 2+. Dlugo$é
produktéw reakcji w NT wskazuje obok zelu (p ma dtugo$¢ startera). doi: 10.1371 / journal.ppat.1001176.g007

dwuwartos$ciowych jondw metali, takich jak Mg 2+, ktéry nastepnie koordynowaé
przychodzace nukleotydéw podczas reakgji polimeryzacji [37,38]. mg 2+ jest jon metalu
dwuwartosciowego, ktdre jest wymagane dla in vitro

Aktywnos¢ pojedyncze SARS-CoV i EAV RTCs i rekombinowane RdRps
[25,26,27,28], przy czym de novo inicjowanie EAV nsp9 jest przede Mn 2+ . zalezny.
Zn 2+ nie moze zastgpié Mg 2+ lub Mn 2+ jako kofaktora, poniewaz nie byta zdolna do
podtrzymywania aktywnosci polimerazy nidovirus RTCs i RdRps w nieobecnos$ci Mg 2+
(dane nie przedstawione), a takze opisanej dla RdRp polio [39]. Ponadto, hamowanie
aktywnosci nidovirus RdRp przez Zn 2+ obserwowano nawet przy niskich stezeniach,
w obecnosci wigcej niz 25-krotny nadmiar Mg 2+, sugerujac, ze albo powinowactwa
miejsca aktywnego Zn 2+ jest znacznie wyzsza lub ze Zn 2+ nie konkurowaé o Mg2+-

wigzace wigze sig z innym (cynku) swoistej wobec miejsca wigzania biatka.
Specyficzne domeny biatkowe lub kieszenie zawierajgce jony cynkowe moga by¢

zaangazowane w oddziatywaniach biatko-biatko, biatko-RNA / DNA
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oddziatywania lub zmiany konformacyjne w strukturze enzymu. Cynk domeny
wigzace sktadajg sie zwykle z co najmniej trzy
konserwowane cysteiny i / lub reszty histydyny w odcinku

, 10-30 aminokwasow, takich jak w motywy palca cynkowego i metaloproteinaz
[2,40,41]. Jednak w RdRps niewiele jest precedenséw w obecnosci cynku kieszenie
wigzace, takie jak te okreslone w strukturze krystalicznej denga RdRp [42]. Analiza
sekwencji nsp9 EAV sekwencji aminokwasowej wykazata, ze brak plamy bogate w
konserwowanych cystein i/ lub histydyny. W przeciwienstwie, kontrola SARS-CoV
nsp12 sekwencji aminokwasowej wykazata, dwdch takich plastrow, tj
H295-C301-C306H309-C310 i C799-C813-H810-H816. Struktura krysztatu dla
nsp12 jest obecnie niedostgpny, ale przewiduje sig, ze struktura oznacza C-koncowe
dwa trzecie enzym zostat opublikowany [31]. Co ciekawe, w tym modelu, C799,
H810, H816 i C813 sg w uktadzie przestrzennym przypominajacej Zn 2+
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Figura 8. Wplyw cynku 2+ na szablonie SARS-CoV nsp12 wigzace. (ZA) Test zmiany ruchliwosci
elektroforetycznej znakowang dsRNA i nsp12 w obecnosci i przy braku cynku 2+ ( wskazano
powyzej, pasy). Stanowisko niezwigzanych i nsp12 zwigzanego RNA w zelu zaznaczono po
lewej stronie panelu. ( B) Okreslenie nsp12 powinowactwo do RNA w obecnosci i przy braku
cynku 2+. Statq ilo$§¢ RNA inkubowano z rosnaca iloscig nsp12. Ujawnito 3-4 krotne zmniejszenie
ilosci zwigzanego RNA w obecnosci jonéw cynku (szary) w stosunku do procentowej zawarto$ci
zwigzanego RNA w nieobecnosci jonéw cynku (czarny). Stupki btedow przedstawiajg btad
standardowy $redniej (n = 3). doi: 10.1371 / journal.ppat.1001176.9008

koordynujace pozostatosci w kieszeni wigzania Zn2 cynku znajduje sie¢ w motyw E z
RdRp wirusa dengi (patrz Fig. Supplemental S3). Oczywiscie, dogtebnej analizy
nidovirus RdRps, na przyktad za pomoca analizy strukturalnej i pézniejszych badan
ukierunkowanych mutacji wspomnianych cysteiny i histydyny, konieczne jest, aby
zapewni¢ dodatkowg wskazéwke i podstawe konstrukcyjng dla Zn 2 +- indukowane
hamujgcy wptyw na aktywno$¢ RdRp opisanych w tym badaniu. Badania te mogg
by¢ jednak skomplikowane, gdy Zn 2+ wigzania okazuje sie by¢ bardzo przemijajgce i
nie wykrywalna z obecnie dostgpnych metod.

Podsumowujgc, kombinacja jonéw cynku i cynk-jonofor PT skutecznie hamuje nidovirus
replikacji w hodowlach komérkowych. Stanowi to podstawe do interesujacy dalszych badan
nad zastosowaniem zincionophores jak zwigzki przeciwwirusowe, chociaz dziatanie
systemowe muszg by¢ uwazane [43,44], a rozpuszczalny w wodzie cynku jonofor mogg by¢
bardziej odpowiednie, ze wzgledu na wyrazny brak toksycznos$ci ogélnoustrojowej taki
zwigzek w stezeniach, ktére sg skuteczne wobec nowotworu w modelu heteroprzeszczepu
myszy [45]. W warunkach in vitro Odwracalne hamowanie przez Zn RdRp 2+ réwniez
dostarczyly nam wygodne narzedzie badawcze w celu uzyskania lepszego wgladu do
informacji molekularnych (nido) syntezy RNA wirusowego, a ujawnita nowe

mechanistycznych réznic pomigdzy RdRps SARS-CoV i EAV.

Materiaty i metody

Komérki i wirusy

komérki Vero E6 hodowano i zakazone SARS-CoV (szczep Frankfurt. 1; nr
dostepu AY291315) lub SARS CoV-GFP, jak opisano wczesniej [46]. Wszystkie
zabiegi polegajace na zywo SARSCoV przeprowadzono w 3 poziom bezpieczenstwa
biologicznego obiektu w Leiden University Medical Center. Komérki BHK-21 lub Vero
E6 hodowano i zakazono EAV (szczep Bucyrus;. nr dostgpu NC_002532) lub
dodana-GFP [29], jak to opisano w innym miejscu. [25]

Wptyw jonéw cynku na nidovirus replikacji w hodowlach komérkowych

Jeden dzien przed zakazeniem, komoérki Vero E6 wysiano na przezroczystej lub
czarny (niskg fluorescencje) 96-dotkowych klastrow w ilosci 10000 komoérek na
studzienke. Nastepnego dnia, komoérki zakazone SARS-CoV-GFP lub EAV-GFP z MOI
wynoszacym 4, i 1 h pi inokulum
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usuniete i 100 m L pozywki zawierajacej 2% ptodowej surowicy cielecej (FCS) dodano
do kazdego dotka. W niektérych doswiadczeniach 0-32 m M pirytionianu (Sigma) w
uzupetnieniu do 0-2 m M ZnOAc 2. Zainfekowane komorki utrwalano w 17 godzin po
zakazeniu przez odessanie pozywki i dodanie 3% paraformaldehydzie w PBS. Po
przemyciu PBS, ekspresja GFP ilosciowo przez pomiar fluorescencji na czytniku ptytki
LB940Mithras (Berthold) przy 485 nm. W celu okreslenia toksycznosci ZnOAc:2i PT,
komoérki eksponowano na 0-32 m M PT i 0-8 m M ZnOAc2. Po 18 h inkubacji, okreslano
zywotnosé komoérek za pomoca Miano 96 AQ MTS (Promega). EC soi CC s0 Warto$ci
obliczone Graphpad Prism 5 przy uzyciu modelu regresji nieliniowej.

matryce RNA i oligonukleotydy
RNA oligonukleotydéw SAV557R (5 9- GCUAUGUGAGAUUAAGUUAU-3 9) SAV481R
(6 9- WUUUUUUUUUAUAACUUAAUCUCACAUAGC-3 9) i poli (U) 18( 5 9- UWUUUUUUUUUUUUUUUU-
9) zakupiono z firmy Eurogentec, oczyszcza sie z 7 M mocznik / 15% PAGE i
odsolono przez NAP-10 kolumn (GE Healthcare). Hybrydyzowa¢ RNA dupleksu
SAV557R / SAV481R oligonukleotydy zmieszano w stosunkach réwnomolowych w
buforze do hybrydyzacji (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA),
denaturowano przez podgrzanie do 90 ° C u C i pozostawiono do powolnego
ochtodzenia do temperatury pokojowej, po czym oczyszcza sig z 15%
niedenaturujgcych PAGE.

In vitro Synteza RNA wirusa Test z wyizolowanym RTCs

SARS-CoV i EAVRTCs wyizolowano z zakazonych komérek i analizowano pod
katem aktywnosci in vitro jak opisano wczes$niej [25,26]. Aby ocenié wptyw Zn 2+, 1 m litrami
ZnOAc 2 Roztwér dodano do normy 28- m Reakcje |, w wyniku ostatecznej Zn 2+ Stezenie
10-500 m M. Gdy Zn 2+ musiaty by¢ chelatowane w trakcie reakcji magnezu nasycony
EDTA (MgEDTA) dodano do koncowego stezenia 1 mM. Po izolacji RNA, ktory sz P
znakowane produkty reakcji rozdzielono w 1% denaturujgcym (SARS-CoV) lub 1,5%
zele (EAV) agarozowym formaldehydu. Wbudowanie [ za- 32 P] CMP do wirusowego
RNA okreslono ilosciowo przez phosphorimaging wysuszonych zeléw stosujac
skaner Typhoon (GE Healthcare) i oprogramowania ImageQuant TL 7 (GE
Healthcare).

Ekspresja i oczyszczanie nidovirus RdRps

SARS CoV nsp12 i dodana nsp9 oczyszczano zasadniczo jak opisano gdzie
indziej [27,28], ale z modyfikacjami do nsp9. W skrécie, E coli BL21 (DE3) z plazmidu
pDEST14-nsp9-CH hodowano w pozywce autoindukcje ZYM, 5052 [47], w ciggu 6
godzin w temperaturze 37 ° C u C i dalsze 16 godzin w temperaturze 20 u C. Po lizie w
buforze A (20 mM HEPES, pH 7,4, 200 mM NaCl, 20 mM imidazol, i

0,05% Tween-20), supernatant naktadano na kolumne HisTrap (GE Healthcare).
Przeprowadzono elucje gradientem 20-250 mM imidazolu w buforze A. Frakcje
zawierajgce nsp9, dalej oczyszcza sie przez filtracje zelowg w 20 mM HEPES, 300
mM NaCl i 0,1% Tween-20 w kolumnie Superdex 200 (GE Healthcare) , Frakcje
zawierajgce nsp9-CH faczono, dializowano wobec 1000 objetosci buforu B (20 mM
HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM DTT i 50% glicerol) i przechowywano w temperaturze

220 u C. RdRps z D618A (SARS-CoV) lub D445A (EAV) mutacji otrzymano na drodze

miejscowo ukierunkowanej mutagenezy typu dzikiego (WT) plazmid

pDEST14-nsp9-CH [28] i oligonukleotydu 5 9- TACTGCCTTGAAACA GCC CTGGAGAGTTGTGAT-3

9

i59- ATCACAACTCTCCAG_GGC TGTTTCAAGGCAGTA

-93i % sI) _plazmid pASK3-UB-nsp12-chis s oligonukleotydami 5§ 9- CCTTATGGGTTGGGCTTATCCAAAATG

CACATTTTGGATA AGC CCAACCCATAAGGA-3 9, jak opisano w innym miejscu. [27]

Zmutowane biatka oczyszczano réwnolegle do enzyméw wagowych.
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Testy z RdRp oczyszczonych enzyméw

Standardowe warunki reakgji dla testu z 0,1 RdRp m M oczyszczonych nsp12
SARS CoV opisano gdzie indziej [27]. W celu zbadania wptywu Zn 2+ W tym tescie,
0,5 m | serii rozcienczen 0-80 mMZnOAc2dodano do 5 m Mieszanine reakcyjna |,
uzyskujac koncowy Zn 2+ stezenia 0-8 mM. Test dodana RdRp zawierajacg 1 m M nsp9

Zn 2+ Hamuje Nidovirus Replication

zaobserwowano, gdy test przeprowadza sie¢ w obecnosci 6 mM Zn 2+, ale nsp9 zdolny
do wydtuzania startera dostarczonego dinukleotydu apa tri- (APA * Pa) i
tetranukleotyddw ((ApA * Pa-Pa) produktu (gwiazdka wskazuje radioaktywnie
fosforany). Z uwagi na brak 5 9 trifosforan grupy te produkty reakcji znacznie wolniej
migrujg przez 20% akrylamid i 7 M mocznik zelu stosowanych do analizy. Zobacz

1 m M szablonu RNA poli (U) 18, 0.17 m M [ za-32 P] ATP (0,5 m C / m |; Perkin-Elmer), 50 rgtéwny tekst dla dodatkowych szczegétéw eksperymentalnych na tescie RdRp EAV

MATP 20 mMTrisHCI (pH 8,0), 10 mM NaCl, 10 mM KCI, 1 mM MnCl 2, 4 mM MgOAc:,

5% glicerolu, 0,1% Triton X-100, 1 mM DTT i 0,5 jednostki RNaseOUT. ZnOAc2Dodano

do mieszaniny reakcyjnej w celu uzyskania koncowego stezenia 0-6 mM. Do
chelatowania Zn 2+ podczas reakcji, MgEDTA dodano do koricowego stezenia 8 mm.
Reakcje zatrzymano po 1 godzinie i analizowano jak opisano [27].

Test zmiany ruchliwosci elektroforetycznej SARS-CoV nsp12

SARS CoV RdRp inkubowano z 0,2 nM 5 9 32 P znakowanej SAV557R / SAV481R
dupleks RNA, przez 10 minut w temperaturze 30 u C albo w obecnosci lub nieobecnosci
6 mM ZnOAc2. Mieszaniny reakcyjne analizowano, jak opisano wczesniej [27].

Informacja wspieranie

Figura S1 Wptyw réznych kationdw dwuwarto$ciowych na aktywno$¢ RdRp
SARS-CoV nsp12. Oczyszczony rekombinowany nsp12 SARSCoV inkubowano z
biernego matrycy, ATP i [ za- 32 P] ATP w obecnoéci albo 6 mM Mg 2+ Tylko ($ciezka 1),
a wraz ze wzrostem stezenia metalu dwuwartosciowego drugi (M2+) w szczegdlnosci:
2-6 mM Ca 2+ ( pasma 2-4), 2-6 mm Co 2+ ( pasa 5-7) 2-6 mM Zn 2+ ( pasa 8-10) lub 2-6
mM Mn 2+ ( pasa 11-13). Najsilniejsze hamowanie zaobserwowano Zn 2+. Aby uzyskaé
wiecej informacji na temat testu nsp12 RdRp SARS-CoV, zobacz tekst gtowny.

Mozna znalez¢ w: DOI: 10.1371 / journal.ppat.1001176.s001 (1,55 MB TIF)

Figura S2 Wplyw cynku 2+ na aktywno$¢ wydtuzania dinukleotydéw EAV nsp9. Oczyszczony

rekombinowany nsp9 dodana inkubowano z U 18 Szablon w obecnosci [ za-32 P] ATP,
ATP, 4 mM Mgz+, 1 mM Mn 2+, i 1 m M APA. ( ZA) Mieszaniny reakcyjne zostaty
podzielone na dwie porcje, z ktérych jedng z dodatkiem 6 mM Zn 2+, i prébki pobierano
w punktach czasowych (minuty) wskazanych powyzej paséw. W przypadku braku Zn 2+,
EAV nsp9 inicjuje de novo i wytwarza di- i tréjek nukleotydéw oznaczong A2 i A3,
odpowiednio. Nieswoisty zespot, zwigzana z aktywnoécig RdRp migdzy A2 i A3 jest
oznaczony gwiazdka. W obecnosci 6 mM Zn 2+, Synteze dinukleotyddw i tréjek
nukleotydéw zostata zablokowana. ( B) Podczas wykonywania testu opisanego w (a)
w nieobecnosci Zn 2+, produkt o petnej diugosci 18 nukleotydéw osad. Ten produkt nie
jest
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Figura S3 Przypuszczalne reszty wigzace cynk w przewidywanej struktury
SARS-CoV nsp12 i wobec struktury domeny RdRp wirus Dengue zawierajgcym
cynk. (ZA) Dopasowanie sekwencji koronawirusa RdRps wykazujacych zachowania
czterech mozliwych pozostato$ci cynku wigzace kwasy aminowe
(C799-C813-H810-H816 w SARS-CoV, oznaczone gwiazdkg) do C-koncowego
regionu koronawirusa nsp12. Czarne cieniowanie oznacza petng ochrone wsréd
koronawirusy. Koronawirusa sekwencje RdRp dostosowano migéni 3.6.
Wyréwnanych Sekwencje i numery akcesyjne NCBI sg nastepujgce: mysiego wirusa
zapalenia watroby typu szczepu A59 (MHV_A59; NP_068668), ludzki CoV 229E
(HCoV_229E; NP_068668), zakazny wirus zapalenia oskrzeli szczep Beaudette
(IBV_B; POC6Y1), bydlecy koronawirus (BCoV; NP_742138.1 ), kociego
koronawirusa (FeCoV; YP_239353.1) i szczep SARS CoV Frankfurt 1 (SARS_Fr1;
AAP33696). ( B) Struktura krystaliczna domeny RdRp wirus Dengue pokazujacy
umiejscowienie czterech reszt cysteiny i histydyny, ktére tworzg Zn 2+

-kieszeni wigzania Zn2 usytuowany blisko motyw E (przedstawione na czerwono).
Drugi Zn2+- kieszeni wiazacej (Zn1) i dwa jony cynku okreslone w strukturze krysztatu
sg oznaczone na niebiesko-szarej. ( DO) Przewiduije sig tréjwymiarowa strukture
model SARS-CoV nsp12 (Xu et al, Nuci Acids Res. 31: 7117-7130).., W oparciu o
kod PDB 1058, wykonane z Swiss-PdbViewer 4.01 Pov-Ray 3.6. Potozenia
konserwowanych reszt cysteiny i histydyny wskazano w panelu A (C799-C813,
H810-H816) w poblizu motyw E (przedstawionego na kolor czerwony), RdRp
pozostatosci w miejscu aktywnym (D618, D760 i D761) sa wskazane. Uktad
przestrzenny cysteiny i histydyny w tym modelu uderzajgco podobny do
pozycjonowania metalu reszt jonowych, koordynujacych wigzania Zn-kieszeni Zn2 w
domenie RdRp wirusa Dengue (patrz Tablica B). Mozna znalez¢é w: DOI: 10.1371/
journal.ppat.1001176.s003 (0,86 MB TIF)
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