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Sazetak:

Zaraza virusom SARS-CoV-2, nazvana COVID-19, obiljezila je posljednje 3 godine. U tom razdoblju
novootkriveni korona virus intenzivno se istrazuje kako bi se bolje razumjela njegova svojstva i nacin
prenosenja, te pronasle pogodne mete za razvoj ucinkovitih antivrusnih lijekova. Genom virusa
SARS-CoV-2 koji je kodiraju¢i (+) lanac jednolanc¢ane pozitivne ribonukleinske kiseline, a zajedno s
proteinima membrane, nukleokapside, omotnice i glikoproteinom $iljka ¢ini virusnu ¢esticu SARS-
CoV-2. Geneticki materijal u stanicu domacina ulazi reakcijom glikoproteina §iljka i receptora
domacina angiotensin 1 konvertiraju¢eg enzima. Nakon ulaska u stanicu, dolazi do translacije RNA
virusa prilikom ¢ega nastaje 16 nestruktrurnih proteina koji sudjeluju u ostatku zivotnog ciklusa.
Takoder, formiraju replikacijsko-transkripcijski kompleks koji provodi kontinuiranu i diskontinuiranu
transkripciju. Diskontinuirana transkripcija je jedinstveno obiljezje korona virusa te se odvija
mehanizmom zamjene kalupa, a rezultira subgenomskom RNA ¢ijom ekspresijom nastaju strukturni
proteini. Unato¢ lektorirajucoj aktivnost nestrukturnog proteina 14 koji sudjeluje u transkripciji RNA,
SARS-CoV-2 karakterizira velik broj mutacija, a time i novih sojeva, medu kojima su oni koji
izazivaju zabrinutost: alfa, beta, gama, delta i najnoviji, omikron.
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Abstract:

SARS-CoV-2 infection, or COVID-19, has strongly affected the last three years. During this period,
the newly discovered coronavirus was intensively researched in order to better understand its
properties and mode of transmission, and to find suitable targets for the development of effective
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of host-cell receptor angiotensin 1 converting enzyme 2 (ACE2) with spike protein leads to the release
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It yields a set of subgenomic RNAs used to express structural proteins. Despite the proofreading
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1. UvOD

Korona virusi pripadaju redu Nidovirales, porodici Coronaviridae i potporodici
Coronavirinae. Potporodica se nadalje dijeli na cetiri roda-alfa korona viruse, beta korona
viruse, gama korona viruse i delta korona viruse. Do danas, prepoznato je sedam sojeva
korona virusa patogenih za ¢ovjeka, dva alfa korona virusa hCoV-229E i hCoV-NL63 te pet
beta korona virusa, hCoV-HKU1, hCoV-OC43, MERS-CoV, SARS-CoV i SARS-Cov-2
(Brant i sur., 2021). Dok hCoV-229E, hCoV-NL63 i hCoV-OC43 uzrokuju simptome sli¢ne
prehladi, SARS-CoV, MERS-CoV i SARS-CoV-2 su uzro¢nici teskog akutnog respiratornog
sindroma (eng. severe acute respiratory syndrome, SARS). SARS-CoV otkriven je 2002.
godine u juznoj Kini prilikom ¢ega je izazvao 8437 sluajeva zaraze sa stopom smrtnosti od
10%. MERS-CoV odgovoran je za pojavu bliskoistocnog respiratornog sindroma 2012.
godine u Saudijskoj Arabiji s visokom stopom smrtnosti od 34%. SARS-CoV-2 otkriven je
krajem prosinca 2019. godine u Wuhanu, Narodnoj Republici Kini. Nakon naglog Sirenja
virusa u vise od 150 zemalja, Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health
Organization, WHO) proglasila je u velja¢i 2020. godine zarazu SARS-CoV-2 virusom,
nazvanom COVID-19, pandemijom (Bhat i sur., 2021.). Naj¢es¢i simptomi COVID-19 su
temperatura, kasalj, umor, anosmija (gubitak osjeta njuha) i disgeuzija (poremeéaj osjeta
okusa), a u tezim sluCajevima obostrana upala pluca i smrt. U tom trenutku ukupan broj
zarazenih iznosio je 79 331, a danas on iznosi 543 642 665 s 6 329 161 smrtnih slucajeva
(JHU, 2022.)

Svi patogeni korona virusi smatraju se zoonoti¢kim virusima, odnosno rezultatom prelaska
virusa sa zivotinja na Covjeka, ponekad uz Zzivotinju posrednika. Tako beta korona virusi
hCoV-OC43 i hCoV-HKUI najvjerojatnije potje¢u od glodavaca, a preostali izvor beta
korona virusa su najvjerojatnije SiSmisi. U slucaju prijelaza SARS-CoV na ¢ovjeka Zivotinja
posrednik je bila azijska cibetka, dok kod MERS-CoV je to bila deva. Nakon
sekvencioniranja genoma SARS-CoV-2 utvrdeno je 96% podudaranje s korona virusom
SiSmisa RaTG13 iz juzne Kine i 94% podudaranje s korona virusom pangolina upucujuéi na
njegovo porijeklo, no s nepoznatom posrednikom (Brant i sur.,2021.). Poznati humani korona

virusi I njihova osnovna svojstva navedeni su u Tablici 1.



Tablica 1. Humani korona virusi (preuzeto i uredeno iz Brant i sur.,2021.)

Rod Soj Otkriven Receptor Simptomi
Alfa korona hCoV-229E 1966. aminopeptidaza N(CD13) blagi
virus hCoV-NL63 2004. ACE2 blagi
hCoV-0C43 1967. 9-O-acetilat siali¢na kiselina blagi
hCoV-HKU1 2005. 9-O-acetilat siali¢na kiselina blagi
Beta korona
) SARS-CoV 2003. ACE2 teski
virus
MERS-CoV 2012. DPP4 teski
SARS-CoV-2 2020. ACE2 teski

ACE2-angiotensin 1 konvertiraju¢i enzim 2, DPP4-dipeptidil peptidaza 4

Tema ovog rada jest struktura genoma i ekspresija gena u virusu SARS-CoV-2. U teoretskom
dijelu rada najprije ¢e ukratko biti objaSnjena grada Cestice SARS-CoV-2 virusa (poglavlje
2.1.), a zatim ¢e biti opisana struktura njegovog genoma (poglavlje 2.2.). U poglavlju 2.3. biti
¢e obuhvaceni svi dijelovi Zivotnog ciklusa virusa, dok ¢e poglavlje 2.4. dati detaljniji prikaz
replikacijsko-transkripcijskog kompleksa. U posljednjem poglavlju teoretskog dijela rada
(poglavlje 2.5.) biti ¢e navedene najistaknutije mutacije i sojevi virusa Koji izazivaju

zabrinutost.

2. TEORIJSKI DIO

2.1. STRUKTURA VIRUSNE CESTICE SARS-CoV-2

Struktura SARS-CoV-2 (Slika 1) virusa sainjena je od Cetiri strukturna proteina;
glikoproteina siljka (protein S), proteina omotnice (protein E), proteina membrane (protein M)
i proteina nukleokapside (protein N). Protein S sluzi za interakciju sa stanicom domacina te za
ulazak genetickog materijala u stanicu, a naziv cijele porodice Coronaviridae rezultat je
njegovog izgleda i rasporeda na ovojnici koji pod elektronskim mikroskopom podsjec¢a na
krunu (lat. coronu). Protein E vazan je za patogenost virusa i zajedno s proteinom M sluzi za
morfogenezu virusa i njegovo sastavljanje u stanici, a protein N se veze na genomsku RNA
(gRNA) 1 na taj nacin ¢ini ribonukleoproteinski kompleks zvan kapsida koji sluzi za pakiranje

genoma u virus.



glikoprotein Siljka(S) protein membrane(M)

rotein nukleokapside(N)

genomska RNA

Slika 1. Shematski prikaz SARS-CoV-2 i njegovih strukturnih proteina: glikoproteina Siljka,
proteina omotnice, proteina membrane 1 proteina nukleokapside (preuzeto i prilagodeno iz

https://www.britannica.com/science/2019-nCov)

2.2. GENOM VIRUSA SARS-CoV-2

Genom virusa strukturiran je u obliku jednolancane kodiraju¢e (+) ribonukleinske kiseline
koja sadrzi 29 882, 29 891 ili 29 903 nukleotida ¢ime predstavlja jedan od najduzih genoma
medu RNA virusima. Zbog visokog udjela adeninskih i uracilnih parova baza od 62 %,
genom SARS-CoV-2 nestabilan je pri visokim temperaturama (Brant i sur.,2021.). SARS-
CoV-2, kao i ostali humani korona virusi, na svojem 5' kraju ima m’G-kapu, a na 3' kraju ima
30 do 60 nukleotida dugacak poli-A rep koji osigurava stabilnost genoma i sprjecava stani¢nu
egzoribonukleaznu razgradnju. Virusni genom sastoji se od translatirajuéih i netranslatirajucih
dijelova (eng. untranslated region, UTR). Netranslatirajuci dio na 5' kraju genoma dugacak je
265 nukleotida i1 sadrzi 5'-vode¢u sekvencu koja djeluje kao regulator transkripcije (eng.
transcription regulatory sequence TRS.), ACGAAC i jos$ nekoliko cis-djelujucih elemenata
za regulaciju translacije, sinteze subgenomskih molekula RNA i pakiranje virusnog genoma.
Netranslatiraju¢i dio SARS-CoV-2, koji se nalazi na 3' kraju genoma, dugacak je 337
nukleotida, a sadrzi mjesto vezanja replikacijsko-transkripcijskog kompleksa (eng. replication
and transcription complex, RTC), vaznog za iniciranje replikacije i transkripcije lanca RNA (-
gRNA). Ovaj dio genoma takoder sadrzi oktanukleotidnu sekvencu 5'-GGAAGAGC-3' s
nepoznatom funkcijom koja se nalazi 70 do 80 nukleotida od 3' kraja genoma te neesencijalnu
hipervarijabilnu regiju koja je prisutna kod cijele porodice Coronaviridiae. Kao i drugi korona
virusi, SARS-CoV-2 na 3' netranslatirajuéem dijelu ne sadrzi poliadenilacijsku signalnu

sekvencu AAUAAA vaznu za proces poliadenilacije pomocu poliA polimeraze (Danckwardt i

3


https://www.britannica.com/science/2019-nCov

sur.,2007.). Stoga, poliadenilaciju virusne RNA vjerojatno vrsi virusna adeniltransferaza,

nestrukturni protein 8 (nsp8).

Kodiraju¢i dio genoma obuhvaca gene za 16 nestrukturnih, 4 strukturna i 6 pomoc¢nih
proteina. Organiziran je u barem dvanaest okvira za ¢itanje (eng. open reading frame, ORF).
Krecu¢i od 5' dijela genoma, ORF1la i ORF1b zajedno zauzimaju oko 70% virusnog genoma.
Translacijom ova dva okvira za Citanje nastaju dva poliproteina 1a (ppla) i lab (pplab).
Njihovim cijepanjem nastaje svih 16 nestrukturnih proteina. ORFa i ORFb djelomi¢no se
preklapaju, pa je za ekspresiju ORFb potreban pomak okvira €itanja za -1, no mehanizam
pomocu kojeg se ovaj pomak desava jo$ nije potpuno razjasnjen. Strukturni proteini S, E, M i
N te pomo¢ni proteini 3a, 6, 7a, 7b, 8 1 9b kodirani su ostatkom genoma na 3' kraju. Genom je

shematski prikazan na Slici 2.

1 7a

O—l12. 3 456780910 5 13T S B E M (ELAEY (IN I Aseo

ORF1a ORF1b 7o 9

Slika 2. Struktura kodirajuceg dijela genoma SARS-CoV-2 prilikom ¢ega ORFla i ORF1b
oznacuju okvir ¢itanja dijela DNA koji kodira za poliproteine 1a i lab, S okvir ¢itanja gena za
glikoprotein $iljka, E proteina omotnice, M proteina membrane, N proteina nukleokapside, a

3a, 6, 7a, 7b, 8 1 9b su okviri ¢itanja pomocénih proteina. (preuzeto i prilagodeno iz Brant i

sur.,2021.)

2.3.  ZIVOTNI CIKLUS VIRUSA

2.3.1. Ulazak u stanicu i translacija genoma virusa
Infekcija virusom SARS-CoV-2 zapocinje vezanjem viriona na ciljanu stanicu interakcijom

glikoproteina Siljka i receptora ACE2 stanice domacina. Protein S je homotrimerni
glikoprotein koji je podijeljen na dvije funkcionalne podjedinice, S1 i S2 (Slika 3.).
Podjedinica S1 sadrzi N terminalnu domenu (NTD) i C terminalnu domenu koja se veze na
receptor (eng. receptor binding domain, RBD) koja je odgovorna za prepoznavanje ACE2
receptora domacina. RBD je ujedno meta imunoloskog sustava domacina. Podjedinica S2
sastoji se od podjedinice fuzijskog proteina (FP), dviju heptapeptidnih domeni 1 i 2 (HR1 i
HR2), transmembranske domene i C-terminalnog repa. Podjedinica S1 je dio koji se veZe na

stanicu domacina, a podjedinica S2 omoguc¢ava fuziju s membranom domacina. Odmah pri

4



prianjanju virusa uz stanicu domacina, dolazi do cijepanja glikoproteina $iljka na podjedinicu
S1i podjedinicu S2 pomocu proteaze furin i transmembranske serinske proteaze (TMPRSS2)
domacina koje specificno prepoznaju i cijepaju vezu medu dvjema podjedinicama. Do
cijepanja proteazom furin dolazi zahvaljujuéi kratkoj sekvenci PRRAR koja kodira za
inserciju Cetiriju aminokiselina na mjestu polibaznog cijepanja izmedu podjedinica, a koje
prepoznaje upravo proteaza furin. Medu humanim korona virusima prisutnost sekvence
PRRAR je jedinstvena karakteristika SARS-CoV-2, a nedavnim istrazivanjem sli¢na
sekvenca otkrivena je u korona virusu §iSmisa RmYNO2 kod kojeg takoder dolazi do insercije
triju aminokiselina na mjestu polibaznog cijepanja proteina S. Upravo ova ¢injenica ukazuje
na vaznost proteina S u evoluciji korona virusa i razvoju zoonotickih svojstava i prilagodbu
novom domacinu (V’kovski i sur.,2021.). Cijepanjem proteina S na dvije podjedinice dolazi
do konformacijske promjene u podjedinici S2. Fuzijski protein se pri¢vr§éuje za stani¢nu
membranu nakon ¢ega se HR1 i HR2 domene privlace jedna prema drugoj. Nakon dodira,
heptapeptidne domene formiraju skup od Sest heliksa koji priblizavaju membranu virusa i
domacina $to uzrokuje spajanje lipidnih dvosloja (Slika 3.). Spajanje osigurava ulazak virusne
nukleokapside u citoplazmu domacina gdje se virusni genom razdvaja od proteina

nukleokapside s kojima je bio vezan pomocu stani¢nih proteaza.

trimer skup od 3est heliksa

ACE2 receptor

membrana
stanice domadina

Slika 3. Shematska struktura trimera glikoproteina Siljka s heptapeptidnim domenama (HR) i
podjedinicama S1 i S2 (A), te vezanje na ACE2 receptor stanice domacina (B). Nakon

vezanja HR domene formiraju skup od Sest heliksa koji priblizavaju stani¢nu membranu i



ovojnicu virusa §to dovodi do fuzije lipidnih dvosloja (preuzeto i preuredeno iz Shiehzadegan
i sur., 2021.)

Oslobadanje genoma SARS-CoV-2 u stani¢nu citoplazmu domacina oznacCava pocetak
slozenog procesa ekspresije gena i stvaranja novih virusnih Cestica. Virusna genomska
kodiraju¢a (+) RNA molekula sluzi kao mRNA (eng. messenger RNA) koju stanica domacina
zamjenjuje za vlastitu i translatira ORF1a i ORF1b (Slika 4.). Translacija ovih dvaju ORF-ova
rezultira poliproteinom la i poliproteinom lab. Cijepanjem poliproteina la i lab pomocu
dvaju samoaktivirajucih virusnih proteaza nastaje 16 nestrukturnih proteina; iz poliproteina la
nastaju nestrukturni proteini 1 do 11, a iz poliproteina lab nestrukturni proteini 1 do 10 i 12
do 16. Nestrukturni protein 1 (nspl) zauzima ribosomalni kanal za vezanje mRNA kako bi
inhibirao translaciju proteina domacina, nsp2 se veze na prohibitin 1 i 2 domacina, nsp3 je
proteaza nalik na papain koja sluzi za procesiranje virusnih poliproteina, nsp4 i1 nsp6
omogucuju tvorbu vezikula s dvostrukom membranom (eng. double membrane vesicles,
DMV) u kojima se odvija sinteza RNA, nsp5 je proteaza nalik na 3C koja takoder sluzi za
procesiranje virusnih poliproteina, nsp7 i nsp8 su pomoc¢ni faktori RNA ovisne RNA
polimeraze (eng. RNA-dependent RNA polymerase, RARp), nsp8 takoder funkcionira kao
primaza i RNA 3' terminalna adenililtransferaza, nsp9 je RNA vezujuéi protein, nspl0 je
kofaktor nspl4 i nspl6, uloga nspll je nepoznata, nspl2 je RNA ovisna RNA polimeraza i
nukleotidiltransferaza, nspl3 je helikaza, nspl4 je 3'-5' egzonukleaza s lektoriraju¢om
(,,proofreading®) aktivno$¢u i ujedno metiltransferaza za formaciju RNA Kkape, nspl5 je
uridin-specifi¢na endoribonukleaza, a nsp 16 je riboza 2'-O-metiltransfezara koja takoder
sluzi za formaciju RNA kape (Brant i sur.,2021.) Nestrukturni proteini od 2 do 16 tvore
virusni replikacijsko-transkripcijski kompleks (RTC). Za nestrukturne proteine od 2 do 11
smatra se da sudjeluju u procesu regulacije intracelularnih membrana, sprjecavanju
imunoloske reakcije domacina i omogucavanju kofaktora replikacije. Nestrukturni proteini
12, 13, 14 1 15 sadrze osnovne enzimske funkcije uklju¢ene u sintezu RNA, njenu

modifikaciju i lektoriranje (VV’kovski i sur., 2021.)
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Slika 4. Zivotni ciklus virusa SARS-CoV-2. Infekcija stanice zapocinje prepoznavanjem i
vezanjem receptor-vezujuée domene proteina S na angiotensin konvertiraju¢i enzim 2 (ACE2)
Sto uzrokuje spajanje lipidnih dvosloja i ulazak virusnog genoma u stanicu domacdina.
Oslobadanje genomske RNA dovodi do translacije ORF-ova la i ab rezultirajuéi sintezom
nestrukturnih proteina, ukljucujuéi i nestrukturne proteine koji tvore replikazu RdRp, odnosno
replikacijsko-transkripcijski kompleks (RTC). RTC wvrsi sintezu -gRNA pomocu kalupa
+gRNA kako bi se pripremio genetski materijal za nove virusne ¢estice, no prilikom sinteze
dolazi i do diskontinuirane transkripcije koja rezultira subgenomskim RNA molekulama.
Njihovom translacijom nastaju strukturni proteini S, M, E i N Kkoji se prenose u
endoplazmatski retikulum kako bi doSlo do njihovog smatanja. Od tamo prelaze u ERGIC
gdje dolazi do enkapsulacije +gRNA N proteinom te sinteze omotnice interakcijom proteina
M i E. Novoformirani virus izlazi iz stanice egzocitozom (preuzeto i preuredeno iz Malone i

sur.,2022.)



2.3.2.  RNA sinteza i diskontinuirana transkripcija
Nastankom replikaze RdRp i formacijom replikacijsko-transkripcijskog kompleksa RTC,

sinteza RNA i strukturnih proteina potrebnih za stvaranje novih ¢estica virusa moze zapoceti.
Virusna genomska jednolancana RNA (+gRNA) sluzi kao mRNA za translaciju nestrukturnih
proteina, ali i kao kalup za sintezu nekodirajuceg (-) lanca (-gRNA). Nekodirajuéi (-) lanac
tada sluzi kao intermedijer (posrednik) jer predstavlja kalup za sintezu novog kodirajuceg (+)
RNA lanca. Novonastala +gRNA moze se koristiti za stvaranje dodatnih nestrukturnih
proteina i replikacijsko-transkripcijskih kompleksa ili se pakira u nove virusne cestice.
Sinteza -gRNA odvija se pomocu replikacijsko-transkripcijskog kompleksa (RTC) u
vezikulama s dvostrukom membranom kako bi se fizi¢ki odvojile RNA molekule od

imunoloskih senzora u citoplazmi domacina te sprijecio imunoloski odgovor (Slika 4.).

Prilikom sinteze -gRNA pomoc¢u kalupa +gRNA, dolazi do prekida kontinuirane 5'-3'
transkripcije 1 pocetka diskontinuirane transkripcije koja je obiljezje korona virusa i veéine
Clanova reda Nidovirales. Smatra se kako se diskontinuirana transkripcija odvija prema
mehanizmu zamjene kalupa (eng. template switch). Replikacijsko-transkripcijski kompleks
zaustavlja kontinuiranu transkripciju prilikom susreta sa sekvencom koja djeluje kao regulator
transkripcije (eng. transcription regulatory sequence, TRS). Ova sekvenca nalazi se na
virusnom genomskom ,.tijelu® (eng. body), pa se oznacava sa indeksom B, TRSg, a pojavljuje
se uzvodno od svakog induvidualnog gena za strukturni ili pomo¢ni protein na 3' kraju
genoma. Sinteza RNA ponovno zapocinje od regije TRS susjedne sekvenci koja djeluje kao
regulator transkripcije na vodecoj sekvenci (eng. leader), TRS.. TRS, je kodirana sekvencom
ACGAAC 1 nalazi se oko 70 nukleotida od 5' kraja genoma. Na taj nacin, mehanizmom
zamjene kalupa, dolazi do privremenog odvajanja RTC-a od 3' kraja +gRNA kalupa do
ponovnog prihvacanja na 5' kraju rezultiraju¢i preskokom velikog dijela genoma sto je
shematski prikazano na Slici 5. Dodatkom negativne kopije vodece sekvence na sintetiziranu -
sgRNA zavrSena je njena sinteza. Nekodirajuéi lanci subgenomske RNA (-sgRNA) sluze kao
kalupi za sintezu pozitivnih lanaca (+sgRNA) ¢ijom translacijom nastaju strukturni i pomo¢ni
proteini virusa. Posljedi¢no, sve +sgRNA molekule razlicitih veli¢ina imaju istu 5' vodecu
sekvencu i isti 3' dio genoma. lako su subgenomske mRNA korona virusa strukturalno
policistronske, pretpostavlja se da su funkcionalno monocistronske na nacin da se samo prvi
ORF na 5' kraju, koji je odsutan u slijedeoj manjoj sgRNA, translatira iz svake sgRNA
(V’kovski i sur., 2021.).
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Slika 5. Mehanizam zamjene kalupa (eng. template switch) diskontinuirane transkripcije

+gRNA SARS-CoV-2. Detaljno objasnjenje se nalazi u tekstu. (preuzeto i uredeno iz Brant i
sur., 2021.)

Smatra se kako su -gRNA i -sgRNA manje zastupljene u inficiranim stanicama te kako
vjerojatno ne kodiraju za virusne proteine. Iako je vecina sgRNA molekula dobivena
mehanizmom zamjene kalupa ovisnim o vode¢oj sekvenci izmedu TRS. i TRSg, manji udio
(10 %), sgRNA dobiveno je TRSg-neovisnim mehanizmom ili ¢ak mehanizmom bez
sekvence koja djeluje kao regulator transkripcije (Slika 6.). Ta ¢injenica ukazuje na iregularne
RNA-RNA interakcije koje se mogu dogoditi tijekom mehanizma zamjene kalupa, a
potaknute su odredenim RNA strukturama ili vezanju virusnih i stani¢nih faktora (Brant i sur.,
2021.)

interakcije TRSgi TRSL (90%)

>50%

vodeca 4§
sekvenca

ORF1a ORF1b

TRSEs neovisni mehanizam mehanizam neovisan o TRS

Slika 6. Dijagram SARS-CoV-2 genoma s okvirima itanja (obojene kuéice) i transkripcijsko

regulatornim sekvencama (manje crvene kucice) koje se nalaze uzvodno od svakog okvira



Citanja. Crnom bojom prikazane su interakcije TRSg i TRS. koje sudjeluju u sintezi SgRNA u
90% slucajeva, pri ¢emu je najcesce sintetizirana sgRNA koja kodira za N protein. Crvenom
bojom prikazane su interakcije TRSL pri TRSg-neovisnim mehanizmom, a plavom bojom

spajanje pri mehanizmu neovisnom o TRS (preuzeto i preuredeno iz Brant i sur., 2021.)

Takoder je uoceno kako se virusne gRNA molekule pune duzine, nastale kontinuiranom
transkripcijom, u virusnoj cestici nalaze u znatno manjim koli¢inama naprema subgenomskim
RNA molekulama (Brant i sur., 2021.). Razlog tome je $to je za formaciju viriona potrebna
samo jedna +gRNA molekula, ali ne i sgRNA, kako bi se infekcija novih stanica i
razmnozavanje virusa ostvarilo. Brant i sur. (2021.) predlozili su moguéi uzrok te pojave:
RNA transkripcija inicirana replikacijsko-transkripcijskim kompleksom zapocinje na 3' kraju
virusne gRNA i prva TRS na koju nailazi je TRSg uzvodno od gena za N protein (Slika 6.).
RTC se zaustavlja nakon reakcije TRSg i TRSL i zahvac¢a 5' vode¢u sekvencu kako bi se
dovrsila sinteza sgRNA koja kodira za N protein. Ukoliko sinteza RNA prode kontinuirano
kroz prvu TRSg na koju je RTC naiSao, ona se nastavlja do slijede¢e TRSg. Kako bi doslo do
transkripcije cijele virusne gRNA, RTC bi trebao preskociti sve TRSg koji se nalaze uzvodno
od svakog ORF-a. 1z tog razloga, subgenomske RNA koja kodira za N protein ima najvise u
inficiranim stanicama, sgRNA koja kodira za protein S malo, a gRNA pune duzine najmanje
(Slika 7.).

ORF3a ORF6 ORF7 ORF8 “vg
ORF1A ORF1B S
L ~NE m\ [ N <s
- l [ [T LTI M ~na
w vg ¥ | 4 ORF3a
- s <E
[ ORF3a -4 M
[} E
- M . < ORF6
= ORF6 < ORF7
o ORF7
= ORFS . <4 ORF8
B—————-N '4 N

Slika 7. Na dijagramu je prikazan genom SARS-CoV-2 i induvidualne sgRNA (crne linije)
pri cemu crveni kvadrati predstavljaju 5' vodecu sekvencu dobivenu pomocu mehanizma
zamjene kalupa. Vg predstavlja virusnu genomsku RNA dobivenu kontinuiranom
transkripcijom cijelog genoma. Na desnoj strani prikazan je Northern blot svih RNA

ekstrahiranih iz stanica bubrega Africkog majmuna inficiranih SARS-CoV-2. 1z Northern blot
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analize vidljivo je kako sgRNA koja kodira za N protein ima najvise, a vg (virusne genomske

RNA) najmanje. (preuzeto iz Brant i sur., 2021.)

2.3.3. Preinake virusne RNA
Za efikasnu translaciju na ribosomima eukariotske stanice kao §to je stanica Covjeka, pre-

mRNA odnosno primarni transkript podlijeze vezanju 7-metilgvanilata na 5' kraj i poliA
sekvencije na 3' kraj u jezgri stanice. Zbog sinteze RNA u citosolu stanice eukariotskog
domacina, SARS-CoV-2 Kkoristi vlastite proteine za modifikaciju RNA (Slika 4.). U
dodavanju 5'-kape sudjeluju nestrukturni proteini 10, 12, 13, 14 i 16. Prvi korak je hidroliza vy-
fosfata s 5'-trifosfata prilikom Cega nastaje 5'pp-RNA, a odvija se pomo¢u RNA trifosfatazne
aktivnosti helikaze nspl3 (Slika 8.). Slijede¢i korak je kovalentno vezanje gvanozin
monofosfata na izloZeni 5' B-fosfat RNA za $to je odgovorna gvanilil transferazna aktivnost
NiRAN domene (eng. nidovirus RdRp-Associated Nucleotidyltransferase) RNA ovisne RNA
polimeraze, to¢nije nestrukturnog proteina 12. Bifunkcionalni nestrukturni protein 14 nakon
toga vrsi metilaciju dusika N7 vezanog gvanina N’-metiltransferaznom aktivno$¢u. Rezultat
reakcije je struktura nazvana ,kapa 0 (eng. cap 0) ili m7GpppN-RNA. Posljednji korak u
uspostavljanju 5' kape je metilacija 2'-O skupine riboze prvog nukleotida RNA molekule.
Produkt ove reakcije je ,kapa 1“ ili ™GpppN1™, a provodi ju druga metiltransferaza,
nestrukturni protein 16. Obje metiltransferaze koriste S-adenozilmetionin (SAM) kao donor
metilne skupine te kao nusprodukt nastaje S-adenozilhomocistein (SAH). Takoder, za

aktivnost obiju metiltransferaza, nsp14 i nsp16, neophodna je stimulativna podjedinica nsp10.

" CH, CH,
; : 1 2 ‘ 3 ' !
5" nucleotide GGG~ ) Q6 | . { wpVpYp | : | QOG- | TT | PoPrYe) |
L )RN/\ (7] )RN/\ +GIP J SAM SAH  Cap0 ) SAM SAH Cap1 ) CH,

Nukleotidiltransferazna aktivnost nestrukturnog proteina 12 i metiltransferazna aktivnost
nestrukturnog proteina 14 kljuéne su za virusnu replikaciju stoga predstavljaju mete za

antivirusne lijekove (Malone i sur., 2021.)

Slika 8. Vezanje 7-metilgvanilata na 5' kraj genoma SARS-CoV-2. 1 oznatava RNA
trifosfataznu aktivnost nsp13, 2 gvanilil transferaznu aktivnost NiRAN domene, 3 N’-
metiltransferaznu aktivnost nspl4 i 4 2'-O metiltransferaznu aktivnost nspl6. (preuzeto i

uredeno iz Malone i sur., 2021.)

Za sada nije poznat mehanizam poliadenilacije RNA virusa SARS-CoV-2. Novosintetizirana

+gRNA ima 30 do 60 parova baza dugacak poliA rep na 3' kraju genoma. Kao §to je vec
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spomenuto u poglavlju 2.2., budu¢i da humani korona virusi ne posjeduju konvencionalnu
poli-A signalnu sekvencu AAUAAA koja sluzi u procesu poliadenilacije pomoc¢u poliA
polimeraze te se transkripcija vrs$i u citoplazmi domacina, smatra se kako poliadenilaciju

provodi nestrukturni protein 8 adenililtransferaznom aktivnoscu (Brant i sur., 2021.)

2.3.4. Slaganje viriona i izlazak novonastalih virusa iz stanice
Slijede¢i sintezu +gRNA i +sgRNA lanaca, zapocinje translacija strukturnih proteina

glikoproteina Siljka, proteina omotnice, proteina membrane i proteina nukleokapside te
pomo¢nih proteina kodirani ORF-ovima 3a, 6, 7a, 7b, 8 i 9b. Nakon translacije strukturni
proteini se unose u endoplazmatski retikulum domacina (Slika 4.). Endoplazmatski retikulum
je sustav plosnatin odjeljaka u citoplazmi biljnih i Zivotinjskih stanica vaznih za
unutarstani¢ni prijenos tvari topljivih u vodi, a na njegovoj razvedenoj povrsini odvijaju se
procesi izmjene i sinteze (Hrvatska enciklopedija, 2021.). Na povrsini endoplazmatskog
retikuluma odvija se smatanje strukturnih proteina. Proteini se nakon toga prenose u odjeljak
koji se nalazi izmedu endoplazmatskog retikuluma i Golgijevog aparata (eng. ER-to-Golgi
intermediate compartment, ERGIC) gdje dolazi do enkapsulacije +gRNA proteinom N. Kako
bi se virion kona¢no formirao, potrebna je sinteza ovojnice koja se takoder odvija u ERGIC-u.
Za sintezu ovojnice potrebna je interakcija izmedu proteina M i proteina E. Protein M ima
srediSnju ulogu u organizaciji slaganja viriona jer usmjerava formaciju ovojnice i osigurava
matriks na koji se veze nukleokapsida prije pupanja (Bai, Zhong i Gao, 2021.). Osim
interakcije izmedu proteina M 1 E, uoceno je da su za pravilnu sintezu ovojnice potrebni
nestrukturni proteini nsp3 i nsp4. Oni zakrivljuju novonastale membrane i na taj nacin
omogucuju nastajanje pupova virusa Koji ¢e se odvojiti od membrane. Formirana virusna
Cestica izlazi iz stanice domacina egzocitozom, pomocu sekretnih puteva prisutnih u glatkom
zidu vezikule koji pomazu u transportu novonastale cestice spajaju¢i je s membranom

domacina (Kaur i sur., 2020.).

2.4. REPLIKACIISKO-TRANSKRIPCIISKI KOMPLEKS

Genom virusa SARS-CoV-2 duzi je od mnogih virusa i upravo je replikacijsko-transkripcijski
kompleks (RTC) odgovoran za prevladavanje teSkoca uzrokovanih veli¢inom genoma. RTC
specifi¢no raspoznaje i polimerizira virusnu RNA pritom izbjegavaju¢i imunolosku reakciju
stanice domac¢ina. RTC provodi kontinuiranu i diskontinuiranu transkripciju, pri ¢emu

ukladuje odnos izmedu subgenomske RNA i genomske RNA (Wilamowski i sur.,2021.).
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Sami kompleks nastaje interakcijama nestrukturnog proteina 12, jedne kopije nestrukturnog
proteina 7, dviju kopija nestrukturnog proteina 8 i dviju helikaza; nestrukturnih proteina 13-1
i 13-2 (Slika 9.). Nspl2, odnosno njena srz RARp domena, je kataliticki centar ovog
makromolekularnog kompleksa. Na nspl2 domenu vezane su dvije nsp8 jedinice, no zbog
asimetrije nsp12, nsp7 je potreban kako bi posredovao interakcijama izmedu nsp8 i nsp12 na
jednoj strani. Nsp8 sadrzi vrlo dugacak a-heliks koji se izduzuje iz njegove globularne
domene i u interakciji je s nspl2 i nsp7. Ova tri nestrukturalna proteina Cine centralnu
strukturu RTC-a koja je odgovorna za sintezu RNA, a prilikom toga nspl13 je u inaktivnhom
stanju. Kako bi zapocela sinteza RNA, nsp13-1 se veze na nsp8-1 i nspl2 svojom domenom
za koju se veze cink (eng. zink-binding domain, ZBD) i domenom 1B te stabilizira strukturu
RTC-a. Ova struktura je potrebna kako bi doslo do vezanja nsp13-2 koja posjeduje helikaznu
aktivnost za odmatanje dvostrukog lanca RNA. Nsp 13-2 se veze na nsp8-2 i nspl2 ZBD
domenom te stvara dodatni kontakt s nsp8-2 putem 1B domene. Dvije nspl3 molekule se
medusobno povezuju svojim 1B domenama (Yan i sur.,2020.) sto omogucuje strukturalnu
promjenu u nspl3-2 1B domeni i time postizanje potpuno otvorene konformacije kanala u
koji se veze RNA.

Odmotana, jednolan¢ana RNA, prolazi kroz kanal u koji se veze RNA nspl13-2 i dolazi do
aktivnog mjesta nspl2 nakon Cega slijedi sinteza komplementarnog lanca. Sinteza RNA
zapoCinje prepoznavanjem supstratnog nukleotida nespecificnim ionskim vezama izmedu
nukleotida i pozitivno nabijenih lizinskih i argininskih ostataka u RdRp domeni. Nukleotid
zatim ulazi u aktivno mjesto te ostvaruje Watson-Crick sparivanje baza s RNA kalupom. Za
ispravnu orijentaciju nukleotida odgovorna su dva Mg?* iona. Nakon toga slijedi nukleofilni
napad 3'-OH skupine RNA na alfa atom fosfora nadolaze¢eg ribonukleozid-trifosfata i

formiranje fosfodiesterske veze (Malone i sur.,2022.)
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Slika 9. Struktura replikacijsko-transkripcijskog kompleksa (RTC) dobivena kriogenom
elektronskom mikroskopijom. Struktura pod (b) predstavlja strukturu (a) zakrenutu za 90 ° u
smjeru kazaljke na satu pri ¢emu je dsSRNA dvolan¢ana DNA, t-RNA kalup RNA, a p-RNA
predstavlja produktnu RNA. (preuzeto i uredeno iz Malone i sur., 2022.)

2.5, MUTACIJE U GENOMU VIRUSA SARS-CoV-2

Mutacijom se Cesto naziva svaka promjena genetickog materijala bilo na razini jednog ili vise
nukleotida, cijelog kromosoma ili cjelokupnog genoma bez obzira na mehanizam nastanka
geneticke promjene. Mutacija u genomu korona virusa najée$¢e nastaje kao posljedica
umnazanja virusa u ljudskoj stanici tijekom transkripcije gRNA molekula pomocéu
replikacijsko-transkripcijskog kompleksa. Ucestalost nastanka mutacija ovisi o raznim
faktorima kao $to su preciznost polimeraze, imunoloski odgovor domacina, stani¢na okolina i
replikacijski mehanizam. Mutacije su jedan od glavnih mehanizama virusne evolucije i pojave
varijabilnosti koja omogucéava prilagodbu imunoloskom sustavu domacina i antivirusnim
lijekovima. SARS-CoV-2 ima ucestalost mutacije od 1-5-10° po nukleotidu po infekcijskom
ciklusu (Amicone i sur.,2022.) $to je manje u odnosu na ostale jednolan¢ane RNA viruse kao
§to je HIV ¢&ija udestalost mutacije iznosi 10* do 10° mutacjia po paru baza po ciklusu
(Rawson i sur., 2015.). Razlog tome je lektorirajuca 3'-5' egzonukleazna aktivnost
nestrukturnog proteina 14 koji ispravlja pogreske RNA ovisne RNA polimeraze pri
transkripciji RNA. Takoder, faktor koji smanjuje ucestalost mutacija je i kratkotrajan vrhunac
infekcije SARS-CoV-2 do kojeg dolazi rano pri infekciji $to rezultira smanjenjem vremena za

in vivo virusnu evoluciju u domacinu prije prijenosa (Fischer i sur., 2021.). Do sada je
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otkriven velik broj mutacija genoma i sojeva SARS-CoV-2 pri ¢emu je vecina sojeva po
svojim infektivnim svojstvima skoro pa identi¢na izvornom soju otkrivenom u Wuhanu 2019.
godine. Takvi sojevi se prenose na isti nacin, istom brzinom i uzrokuju jednaku tezinu bolesti.
No, Svjetska zdravstvena organizacija prepoznala je odredene sojeve kao sojeve koji izazivaju
zabrinutost (eng. variant of concern, VOC). Takvi sojevi prenose se lakse, uzrokuju razvoj
tezih oblika bolesti, otporni su na imunoloske reakcije domacina i/ili smanjuju efektivnost
alata za borbu protiv §irenja bolesti kao §to su cjepiva i zdravstvene mjere (WHO, 2021.). U
trenutku pisanja ovoga rada, 5 sojeva se klasificira kao VOC: B.1.1.7. (alfa), B.1.351. (beta),
P.1 (gama), B.1.617.2 (delta) i B.1.1.529 (omikron) nazvani po Pango nomenklaturi (Rambaut
i sur., 2020.).

Mutacije proteina S jedan su od glavnih uzroka povecane otpornosti novih sojeva i lakse
prenosivosti SARS-CoV-2 virusa. To je posljedica njegove znacajne uloge pri prepoznavanju
receptora domacina, ulasku virusnog genoma u stanicu i oslobadanju novih virusnih Cestica.
Jedna od prvih mutacija proteina S koja je potpuno istisnula divlji tip virusa je mutacija
D614G. Prvi put je uocena sredinom 2020. godine, a danas se moZe prona¢i u svim
cirkuliraju¢im sojevima SARS-CoV-2, pa tako i u svim sojevima koji izazivaju zabrinutost, te
se smatra da znatno doprinosi infektivnosti virusa (Magazine i sur.,2022.). Mutacija D614G
uzrokuje zamjenu aminokiseline aspartata aminokiselinom glicinom u RBD domeni
podjedinice S1 glikoproteina §iljka. RBD domena soja s mutacijom D614G uglavnom se
samim time i infektivnost virusa. RBD sekvenca smatra se najvarijabilnijom sekvencom
sklonom mutacijama $to predstavlja izazov s obzirom da je upravo ona meta imunolos$kog
sustava Covjeka. Na temelju antigena RBD B stanice proizvode antitijela, no $to se antigen
RBD vise mijenja mutacijama to ga je antitijelima teze prepoznati.

2.5.1. SojB.1.1.7. (alfa)

Alfa soj predstavlja prvi VOC, a identificiran je u Ujedinjenom Kraljevstvu tijekom rujna
2020. godine. Ovaj soj povezuje se s 70 % do 80 % povecanjem prenosivosti virusa (Liu i
sur.,2021.) te povecanim rizikom od smrtnih ishoda kod hospitaliziranih pacijenata
usporedujuci s tadasnjim sojevima. lako se ¢ini da se ovaj soj uspjesno neutralizira pomocu
antitijela dobivenih cjepivom, njegova povecana prenosivost mogla bi negativno djelovati na
grupnu imunost. B.1.1.7 karakterizira 19 nesinonimnih mutacija $to ukljucuje 8 supstitucija ili
delecija u sekvenci koja kodira za protein S. Glavni faktor odgovoran za povecanu

prenosivost je mutacija N501Y. To je mutacija domene koja se veZe na receptor proteina S na
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polozaju 501 gdje je aminokiselina asparagin zamijenjena aminokiselinom tirozinom, a
rezultira povecanjem interakcija te time i afinitetom izmedu RBD i ACE2 receptora (Liu i
sur.,2021.). Mutacija koja takoder karakterizira ovaj tzv. britanski soj, no ne korelira s
tezinom klinicke slike i ne utjece na efikasnost cjepiva, je A69/70 odnosno delecija na
polozaju 69/70 u proteinu S. Ova mutacija potice izbjegavanje imunoloskog odgovora. Treca
bioloski vazna mutacija ovog soja je P681H. Ova mutacija uzrokuje supstituciju
aminokiseline prolin aminokiselinom histidinom na poziciji 681 $to uzrokuje konformacijsku
promjenu u blizini polibaznog mjesta cijepanja furinom. Pokazano je kako ova mutacija
rezultira poveéanim cijepanjem furinom §to rezultira pove¢anjem virusnog opterecenja (eng.

viral load), a time i infektivnosti.

2.5.2. Soj B.1.351 (beta)
Beta soj ili B.1.351 po Pango nomenklaturi (Rambaut i sur., 2020.), prvi put je identificiran u

Juznoafrickoj Republici u listopadu 2020. godine gdje je u provincijama Isto¢ni i Zapadni rt
nedugo zatim postao dominantan soj (Cupi¢,2021.). lako se ovaj soj pojavio nezavisno od alfa
soja, posjeduje mutaciju N501Y. Mutacija koja je prvi put pronadena u genomu beta soja je
E484K, a kasnije i u alfa i gama soju, je mutacija koja se takoder dogada u sekvenci za
domenu koja se veZe na receptor proteina S. To je mutacija supstitucije aminokiseline
glutamata aminokiselinom lizinom. Ova mutacija rezultira smanjenjem efikasnosti
poliklonskih i monoklonskih antitijela koja se koriste pri lijeCenju zarazom SARS-CoV-2, ali i
smanjenjem efikasnosti neutralizacije pomocu stecenih antitijela (Yang i sur.,2021.). Ovaj soj
karakteriziraju i mutacije L18F, D80A, D215G, R2461, K417N, D614G, i A701V, od kojih
jos K417N zahvaéa sekvencu RBD.

2.5.3. SojP.1(gama)
Gama ili P.1 soj prvi put je otkriven u sjevernom Brazilu u sije¢nju 2021. godine te se do

ozujka iste godine prosirio u 45 drzava. Ovaj soj sadrzi 17 promjena aminokiselina, 3 delecije,
4 sinonimne mutacije i jednu inserciju od 4 nukleotida. Sekvenca proteina S zahvaca 10
mutacija te, kao i beta soj, 3 mutacije domene koja se veze na receptor; N501Y, K417N i
E484K. Uz povecanu prenosivost i smanjenje efikasnosti neutralizacije antitijela, beta i gama
soj povezuju se i sa pojavom reinfekcije (Cupié¢, 2021.)

2.5.4. S0j B.1.167.2 (delta)

Delta soj ili B.1.167.2 identificiran je u Indiji u prosincu 2020. godine gdje je 4 mjeseca
kasnije uzrokovao drugi val epidemije COVID-19 bolesti nakon ¢ega je proglasen sojem koji

izaziva zabrinutost. Ovaj soj ima 20 karakteristicnih mutacije usporedujuc¢i genom s
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genomom alfa soja, od kojih se 8 nalazi u sekvenci za protein S. Najznacajnije mutacije
proteina S ovog soja su L452R i ve¢ spomenuta mutacija P681R. Mutacija L452R je mutacija
koja uzrokuje supstituciju aminokiseline arginin aminokiselinom leucin na poziciji 452 RBD
sekvence. Ova mutacija rezultira pove¢anjem afiniteta RBD za ACE2 receptor i omogucava
delta soju da izbjegne imunolosku reakciju T stanica (Shiehzadegan i sur., 2021.). Osim
mutacija proteina S, u delta soju identificirane su mutacije proteina membrane,
nukleokapside, RNA ovisne RNA polimeraze te mutacije u OFR-ovima 3a, 7a, 7b i 8.
Mutacija RNA ovisne RNA polimeraze pod nazivom P323L prvi put je otkrivena u
Ujedinjenom Kraljevstvu u velja¢i 2020. godine. To je ,missense” mutacija zamjene
aminokiseline prolina u leucin i, iako su oba aminokiselinska ostatka nepolarna i alifatska,
prema tome P323L ne bi trebao znacajno utjecati na funkcionalnost nestrukturnog proteina
12, sve ¢es¢a pojava ove mutacije upucuje na moguénost povecanja prenosivosti SARS-CoV-
2 (Wang i sur., 2021.).

25.5. Soj B.1.1.529 (omikron)

Najnoviji soj koji izaziva zabrinutost je omikron ili B.1.1.529 soj. Prvi put je identificiran u
studenom 2021. godine u Bocvani. Nakon samo dva dana od prijave ovog soja Svjetskoj
zdravstvenoj organizaciji, proglasen je sojem koji izaziva zabrinutost. Razlog tako brze
reakcije WHO-a je njegova povecana zaraznost naprema dosadasnjim sojevima. Naime, beta
soj izazvao je povecanje broja zarazenih u 100 dana za otprilike 50 %, delta za 80 %, no
prisutnost omikrona je u samo 25 dana povecala broj zarazenih za 90 % (Magazine i
sur.,2022.). U ovome soju otkriveno je ukupno preko 60 mutacija supstitucije, delecije i
insercije ¢ineci ga sojem s najve¢im brojem mutacija do sada $to je shematski prikazano na

Slici 10.
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Slika 10. Shematski dijagram mutacija proteina S u svim sojevima koji zabrinjavaju (VOC).

(preuzeto 1 uredeno iz He 1 sur., 2021.)

Omikron sadrzi mutacije u ORFla, ORF1b, ORF9b, strukturnim proteinima omotnice,
membrane i nukleokapside, no viSe od pola mutacija sadrzi u proteinu S. Kao i sve sojeve do
sad, karakteriziraju ga mutacije D614G i N510Y koje izazivaju povecan afinitet RBD za
ACE2 receptorom. Uz ove mutacije, sadrzi i mutaciju P681H koja stimulira proces
polibaznog cijepanja proteina S stanicnom proteazom furin. Ovaj soj takoder je akumulirao 15
mutacija u domeni koja se veze na receptor. To ¢ini omikron opasnijim od dosadasnjih sojeva
jer 40 % neutraliziraju¢ih antitijela protiv. SARS-CoV-2 ciljaju RBD domenu. Takoder,
omikron, ali i ostale sojeve koji izazivaju zabrinutost, karakteriziraju mutacije u N terminalnoj
domeni podjedinice S1. Na N terminalnu domenu veze se 35 % antitijela, no pokazano je
kako postoji odredeno ,,supermjesto na koje se vezu sva antitijela i upravo 14 od 18 mutacija
N terminalne domene dogadaju se u neposrednoj blizini antigenskog ,,supermjesta®
(Magazine i sur., 2022.). Bioloske karakteristike soja omikron, kao §to su povecana
prenosivost i patogenost, smanjena moguénost neutralizacije antitijelima, uspje$no
izbjegavanje reakcije imunoloSkog sustava domacina te pojava reinfekcije 1 u cijepljenih
pacijenata, su razlog zasto ovaj soj prevladava nad svim ostalima jo$ i u trenutku pisanja ovog
rada, u lipnju 2022. godine (Ritchie i sur.,2020.).
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ZAKLJUCAK

Od svoje pojave u prosincu 2019. godine, SARS-CoV-2 zarazio je 543 642 665 ljudi diljem
svijeta i pritom odnio 6 329 161 Zivota. U Republici Hrvatskoj ta brojka iznosi 16 050 (JHU,
2022.) Ovi iznosi rezultat su evolucije virusa i njegove izrazite prilagodbe nasim pokusajima
zaustavljanja pandemije. Od svih ostalih proteina koji ¢ine virusnu cesticu SARS-CoV-2,
proteina membrane, omotnice i nukleokapside, glikoprotein §iljka je najvarijabilniji, a time i
njegov glavni adut. Protein S, razlog naziva cijele porodice Coronaviridiae kojoj SARS-CoV-
2 pripada, odgovoran je za kontakt virusa sa stanicom domacinom, ulazak virusnog genoma u
stanicu te izlazak novosintetiziranih virusnih cestica iz stanice domacina. Unato¢ mRNA
cjepivima cija primjena je obiljezila 2021. godinu, pojavile su se mutacije, prvenstveno
proteina S, koje su smanjile djelotvornost cjepiva, ali i povecale prenosivost virusa. Uspjesno
odrzavanje virusa SARS-CoV-2 takoder se moze pripisati replikacijsko-transkripcijskom
kompleksu koji vrsi svu sintezu RNA ovog virusa. RTC je najbitniji faktor pri prevladavanju
nadprosje¢ne veli¢ine genoma SARS-CoV-2. Takoder vrsi kontinuiranu i diskontinuiranu
transkripciju, pri ¢emu uskladuje odnos izmedu subgenomske RNA za translaciju strukturnih
proteina i genomske RNA koja ¢e se pakirati u novonastale Cestice virusa. Diskontinuirana
transkripcija jedinstveno je obiljezje roda Nidovirales i odvija se mehanizmom zamjene
kalupa. Njome nastaju kratke +sgRNA razli¢ite duzine koje kodiraju za strukturne i pomocne
proteini. Ono §to joS uvijek nije razjasnjeno je kako virus razlikuje +gRNA 1 +sgRNA te zasto
se ba§ samo jedna molekula novosintetizirane +gRNA pakira u svaki virion. Kako bi virus
iskoristio ribosomsku aktivnost stanice ¢ovjeka i proveo translaciju, subgenomska RNA treba
pro¢i preinake u obliku vezanja 7-metilgvanilata na 5' kraj i poliA repa na 3' kraju te i u
ovome koraku Zivotnog ciklusa sudjeluju proteini replikacijsko transkripcijskog kompleksa.
Unatoc niskoj ucestalosti mutacije, za koju je odgovorna lektoriraju¢a aktivnost nestrukturnog
proteina 14, i tisu¢ama bezopasnih mutacija, pojavile su se odredene mutacije, a time i sojevi
koji pogorsavaju klinicku sliku, lakSe se prenose i izbjegavaju imunolosku reakciju domacina.
Najnoviji soj koji izaziva zabrinutost, omikron, trenutno prevladava medu ostalim sojevima
zahvaljuju¢i najve¢em broju mutacija do sada, medu kojima je vetina mutacija proteina S.
Ova ¢injenica nas upucuje na zakljucak kako je iznimno vazno pratiti sojeve koji nastaju kao
rezultat evolucije virusa SARS-CoV-2 kako bismo se novim varijantama virusa koje izazivaju
zabrinutost mogli prilagodavati, u prvom redu razvojem novih cjepiva koja su trenutno
najkorisniji alat u borbi protiv SARS-CoV-2.
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Izjava o izvornosti

7
Ja_ NIEA BILIC  (imei prezime) izjavljujem da je ovaj zavréni rad izvorni rezultat mojeg

rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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