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Abstrakt

Viry rodu flavivirus, pattici do rodiny Flaviviridae, jsou rozsifenou skupinou virovych
patogenti, které piedstavuji globalni hrozbu pro lidské zdravi. Nasledky infekce jsou
neurologické nebo jiné onemocnéni jako je encefalitida, meningitida, mikrocefalie nebo
krvaciva horecka, pficemz pfima protivirova l1écba existuje pouze proti nékterym clenim
flavivira jako je Virus zluté zimnice (YFV) nebo Virus japonské encefalitidy (JEV). Genom
flaviviri je pozitivni jedno-vldknova RNA, po jejiz translaci vznikd dlouhy virovy
polyprotein Stépen hostitelskymi a virovymi proteasami na strukturalni a nestrukturalni
proteiny. Nestrukturalni protein 5 (NS5) je tvofen C-koncovou doménou s funkci RNA-
dependentni RNA-polymerasy (RdRp) a N-koncovou doménou s funkci methyltransferasy
(MTasa). Flavivirové MTasy katalyzuji posledni krok v tvorb& cepicky genomové RNA,
kterd hraje klicovou roli v procesech virové translace, replikace a Uniku pfed imunitnim
systémem hostitele. Kvili jeji konzervativni povaze je flavivirova MTasa slibnym cilem
terapeutického zasahu. Analyza jeji struktury je nezbytnd pro vyvoj Sirokospektralnich
inhibitoril a 1éCiv proti onemocnénim zpusobené flaviviry.

Kli¢ova slova

Flaviviry, Virus St. Louisské encefalitidy (SLEV), Flavivirova methyltransferasa (MTasa),
N-7 methylace, 2’-O methylace.



Abstract

Genus flavivirus, member of the Flaviviridae family, is a wide-spread group of viral
pathogens that pose a global threat to human health. Infections result in neurological and
other diseases such as encephalitis, meningitis, microcephaly or haemorrhagic fever with
direct anti-viral treatment restricted to only a few members including Yellow Fever Virus
(YFV) and Japanese Encephalitis Virus (JEV). The flaviviral genome consists of a positive
sense single-strand RNA, translated into a long viral polyprotein cleaved by host and viral
proteases into structural and non-structural proteins. Non-structural protein 5 (NS5) is a
highly conserved viral protein consisting of a C-terminal RNA-dependent RNA-polymerase
(RdRp) and N-terminal methyltransferase (MTase) domain. Flaviviral MTases catalyse the
final step of genomic RNA cap formation, that plays a crucial role in viral translation,
replication and host immune system evasion. Due to its conservative nature, the flaviviral
MTase is a promising drug target. It’s structural analysis is needed for the development of
broad-spectrum inhibitors and anti-viral treatment.
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Seznam zkratek

ssRNA
RNA
mRNA
kb
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NCR

nt
sfRNA
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RdRp
GTasa
MTasa
VP(s)
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SIN
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RMP
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0OD600
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SDS-ELFO
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Jednovldknova RNA z angl. single strand RNA
Ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)
Mediatorova ribonukleova kyselina (z angl. messenger ribonucleic acid)
Kilobaze z angl. Kilobase je jednotka poc¢tu nukleotida
Otevieny Cteci ramec z angl. open reading frame
Nekodujici oblasti nukleové kyseliny z angl. none coding region
Nukleotid

Subgemonova flavivirovda RNA

Endoplazmatické retikulum

Nestrukturalni protein z angl. nonstructural protein
Dvouvldknova RNA z angl. double strand RNA
Nukleosid-trifosfatasa

Ribonukleosid-trifosfatasa
RNA-dependentni-RNA-polymerasa

Guanylyl transferasa

Methyltransferasa

Vezikularni balicky (z angl. vesicular packets)
S-adenosyl-methionin

S-adenosyl-homocystein

Sinefungin

Guanosin trifosfat

Guanosin monofosfat

Ribavirin 5"-monofosfat

Inosin 5’-monofosfat

Ampicilin

Opticka denzita pfi vinové délce 600 nm
Poly-histidinové kotva

Elektroforesa v prostiedi SDS

Diferenc¢ni skenovaci fluorimetrie



1 Literarni prehled

1.1 Flaviviry

Viry zrodu Flavivirus zrodiny Flaviviridae ptedstavuji velkou skupinu obalenych
+ssRNA virt, které jsou celosvétovou hrozbou pro lidské zdravi. Nazev byl odvozen
z viru zluté zimnice (YFV, z angl. Yellow Fever Virus) od slova Flavus (Zluty), ktery je
jeden z hlavnich pfedstaviteli skupiny (Diosa-Toro et al., 2020). Mezi nejznaméjsi
zastupce této skupiny dale patii virus zapadonilské horecky (WNV, z angl. West Nile
Virus), Dengue virus (DENV), Zika Virus (ZIKV), Virus japonské encefalitidy (JEV,
z angl. Japanese Encephalitis Virus) a Virus klistové encefalitidy (TBEV, z angl. Tick-
borne Encephalitis Virus) (Pierson and Diamond, 2020).

Flaviviry se dale déli do ctyt skupin podle ekologickych charakteristik,
molekularni fylogenetické analyzy, vektorové specifity a zivotniho cyklu vird v hostiteli.
Vétsina znamych zastupct patii do skupiny flavivirti pfenasenych koméary rodu Aedes a
Culex. Dalsi skupinou jsou flaviviry pfenasSeny klistaty. JelikoZ viry pfendsi ¢lenovci,
jsou oznacovany také jako arboviry (z angl. Arthropod-borne virus) (Mavian et al., 2018;

Pettersson and Fiz-Palacios, n.d.).

1.1.1 Dengue virus

DENV se déli na ctyfi virové sérotypy (DENV1 — DENV4), které zpisobuji velmi
podobné onemocnéni u lidi. Znovu se objevil na pfelomu 20. a 21. stoleti. Dnes se
vyskytuje v tropickych a subtropickych oblastech po celém svéte, kde zpiisobuje kolem
400 miliona ptipadt horecky dengue rocné. Mezi ptiznaky patii vysoka horecka, bolesti,
a dals$i pfiznaky podobné chiipce. Ve vzacnych piipadech mliZze onemocnéni zpisobit
smrtelnou krvéacivou horecku. Dodnes neni dostupna Zadna vakcina (Barrows et al., 2018;

Collins and Metz, 2017).

1.1.2 Virus zluté zimnice

YFV je dnes rozsifena pfedevsim v oblastech Afriky a Jizni Ameriky. I pfes existujici
vakcinu proti YFV je stile vyznamnou hrozbou. V roce 2016 bylo v Demokratické
republice Kongo potvrzeno piiblizné 7 600 piipadi s umrtnosti kolem 14 %. Nemoc se
projevuje horeckou, zimnici, bolesti hlavy a ptiznaky podobné chtipce. Piiznaky po

né&jaké dobé zmirni do tzv. faze tlevy. Vétsina infikovanych se v této fazi vylééi. Ctvrtina



nemocnych pak pfechdzi do intoxikacni faze, kdy jsou pfitomny symptomy krvacivé

horecky. Pro zhruba jednu polovinu pacientti je tato faze smrtelnd (Barrows et al., 2018).

1.1.3 Zika virus
ZIKV byl poprvé izolovan v 50. letech 20. stoleti v Ugandé¢. V roce 2015 byl po epidemii

v Brazilii zaznamenan narust ptipadu mikrocefalie u novorozenct. Pfitomnost viru byla
prokazana v t€le matek ale také u postizenych déti. Nekolik studii in vivo a in vitro
prokazalo teratogenni u¢inky ZIKV. Na rozdil od ostatnich zastupct flaviviria se ZIKV
dokaze sifit 1 z clovéka na Clovéka skrze sexualni kontakt. Priibé¢h nemoci je ve vétSina
ptipadech bezptiznakovy. S pfiznaky pfipomind symptomy DENV. Dlouhodobé
nasledky jsou Casto neurologické povahy. Neexistuje doposud zadna vakcina (Barrows et

al., 2018; Collins and Metz, 2017).

1.1.4 Virus japonské encefalitidy

JEV se v dnesni dob¢ vyskytuje v oblastech Indie, Indonésie, jihovychodni Asie a
Australie. Stejné jako ZIKV ma JEV teratogenni ucinky. Ve vétSiné piipadl je nakaza
smrtelnd nebo zanechavéd chronické neurologické poSkozeni. Existuje vSak efektivni

vakcina (Barrows et al., 2018).

1.1.5 Virus zapadonilské horecky

WNYV je celosvétove rozsiteny a udrzovany v prosttedi ptactva a komara. Zhruba ¢tvrtina
nahodnych infekci lidi mé nespecifické symptomy virového onemocnéni. Malé procento
infekei zplisobi trvalé neurologické poSkozeni jako je encefalitida nebo meningitida.

wevr

proti WNV jsou stale v procesu vyvoje (Barrows et al., 2018).

1.1.6 Virus klist'ové encefalitidy

TBEV je nejcastéjsi lidsky patogen ze skupiny flavivirih pfenaSenych klistaty, jehoz
vyskyt je rozsifen po celé Evropé, Asii a Severni Americe, kde zpiisobuji neurologicka
onemocnéni, jako je encefalitida. Ro¢né je evidovano kolem 10 000 ptipadi. I ptes
dostupné vakciny je v dasledku jejich malého pokryti TBEV stale hrozbou pro lidské
zdravi (Barrows et al., 2018; Kubinski et al., 2020)
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1.2 Virus St. Louisské encefalitidy

1.2.1 RozSifeni

Virus St. Louisské encefalitidy (SLEV) je neuroinvazivni arbovirus rodu flavivirus ze
sérokomplexu JEV a blizkym ptibuznym WNV. Oproti celosvétove rozsitenému WNV
je vyskyt SLEV soustiedén v oblastech severni a jizni Ameriky (viz Obr. 1.1), kde byl
v pribehu 20. stoleti v porovnani s jinymi flaviviry nejvice rozsifen a dodnes zde
predstavuje dulezité zdravotni riziko (Ciota et al., 2011; Oyer et al., 2014).

S W a

Eeied =
PSR

s "é., : ‘3 \ ‘ﬂg-g-a\\’"

B &

-‘;_{( */\&":'“2-:351"3’ ::4_‘\"1 e K
s g =
fo
£
g

SLEV {
B wNy

i 4
Obr. 1.1 Globalni distribuce a rozSireni viri JEV sérokomplexu: virus st. louisské
encefalitidy (SLEV, oranzové), virus zapadonislké horecky (WNV, modre), virus japonské
encefalitidy (JEV, rizova), virus encefalitidy Murray-Valley (MVEV z angl. Murray-
Valley encephalitis virus, Zluté). Prevzato z (Mackenzie et al., 2002).

Historicky byl SLEV spolu s dalSimi arboviry nejspiSe pfitomen na tomto
kontinentu jiz tisice let, kde pfezival v télech jeho hlavnich hostiteld, ornitofilnich komaru
rodu Culex a v ptacich. Pfichod Evropant v pribéhu 17. stoleti odstartoval rozsahlou
zemédelskou pfeménu, kdy dochéazelo ke kultivaci obrovskych ploch krajiny, ktera
podpofila nartist populace komarii. Vir se tak prostiednictvim komdri a méstského
ptactva dostaval do kontaktu slidmi, kdy kvili tehdej$i absenci laboratornich a
diagnostickych metod byly nésledky chybné pfisuzovany jinym onemocnénim centralni
nervoveé soustavy (CNS) (Reisen, 2003).

Prvni vétsi setkdni probéhlo v roce 1933, kdy propukla ve mésté St. Louis ve staté

Missouri epidemie, podle které dostal virus své jméno. Béhem horkého 1éta doSlo tehdy
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k pfemnozeni komarti Culex ve vodach méstského kanaliza¢niho systému, které mélo za
nasledek okolo 1 000 nakazenych jedinct z toho 201 nékaze podlehlo. Pozdé&ji toho roku
byl virus izolovan ze vzorkii mozkové tkané obéti. V nasledujicich letech byly
pozorovany a evidovany vznikajici ohniska a geografické rozsifeni nakaz v USA, které
meli za pricinu vice nez 1 000 obéti, 10 000 piipadi zavaznych infekci a vice nez
1 000 000 ptipadi infekci mirnych distribuovany po celém tzemi spojenych stati.
Posledni epidemie vétSich rozmért probehla v 1ét€¢ 1990 ve stat¢ Florida v USA, kde
vznikaly loziska viru v oblastech kontaktu komari se slepicemi. Laboratorn¢ bylo tehdy
potvrzeno 222 piipadi z toho 11 obéti (Reisen, 2003; Ridenour et al., 2021). Od roku
1999, kdy se v USA rozsitil WNV, vyrazné klesl pocet ptipadi nakazy SLEV. Schopnost
WNV tvofit vétsi genetickou rliznorodost a infikovat $ir$i spektrum vektori a hostiteld
spolu s vytvotenou kolektivni imunitou je zodpovédna za geografické zaostreni vyskytu
a poklesu pripadi SLEV (Ciota et al., 2011). Od roku 2010 bylo zaznamenano celkem 97
infikovanych z toho 6 obéti (“Statistics & Maps | St. Louis Encephalitis | CDC,” 2021).

1.2.2 Klinické aspekty
Po kousnuti infikovanym komarem nasleduje inkubacni doba 4-21 dnt, po které se u 1
z 300 ptipadu projevi klinické symptomy. Pomér aparentnich a inaparentnich infekci se
muze lisit v zavislosti na virulenci mutantu a historické expozici populace. Symptomy,
jako horecka a bolest hlavy, pfipominajici onemocnéni chiipkou, jsou doprovazeny také
nespecifickymi ptiznaky, mezi které patii nevolnost, zvraceni, kasel a bolest v krku (Oyer
et al., 2014; Reisen, 2003).

Vazné nasledky onemocnéni mohou byt rozdéleny do tii skupin podle klesajici

zavaznosti (viz Tab. 1.2.2).

Skupina Nasledky onemocnéni
1 Encefalitida s vysokou horeckou (pozménéné vnimani, dezorientace)
2 Meningitida s vysokou horeckou a ztuhlym krkem
3 Bolesti hlavy (migrény) s horeckou bez poskozeni CNS

Tab. 1.2.2: Vazné nasledky infekce SLEV rozdélené do skupin podle klesajici
zavaznosti.

Onemocnéni miiZe mit rychly nastup vedouci rovnou k vaZnym nésledkiim nebo
progresivni prubéh vSemi skupinami (viz Tab. 1.2.2). Nakazeny se muze za jakéhokoliv
stadia vylécit. Mezi dal$i dlouhodobé nésledky, zejména akutnich onemocnéni, patii 1

chronicky syndrom vycerpani, pocit slabosti, deprese, ztrata paméti nebo neschopnost se
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soustiedit (Reisen, 2003). Mezi nejbéznéjsi projevy encefalitidy zpisobené SLEV patii
sniZzend uroven vnimani, letargie, tfes, stahy svald, kmitavy pohyb o¢i (nystagmus) a
porucha koordinace pohybu (ataxie) (Oyer et al., 2014). Asi 80 % klinickych ptipadi trpi
encefalitidou, pficemz 5-20 % z nich kon¢i smrti (Ridenour et al., 2021).

Clovék je pro SLEV definitivnim hostitelem (z angl. dead-end host). V téle
nedochazi k dostatecné velkému namnozeni viru pro jeho dal$i Sifeni z ¢lovéka na
¢loveka. Dodnes neexistuje specificka 1é¢ba nebo vakcina proti onemocnéni zptisobené
SLEV. Diiraz je kladen na podptirnou 1écbu (intravendzni podani tekutin a antipyretik) a

prevence proti kousnuti komary (repelenty a vhodné obleceni) (Simon et al., 2021).

1.3 Struktura virionu flaviviru

Flaviviry mezi sebou sdili obdobnou strukturu viriont (Barrows et al., 2018). Castice maji
sféricky tvar velikosti o priméru pfiblizné 50 nm s elektronoveé hustym jadrem o priméru
asi 30 nm. V jadru se nachazi genomova +ssRNA, ktera je obalena vnitini vrstvou
kapsidového proteinu (C) (viz Obr. 1.3). Protein C tvofi dimery a mé bazicky charakter.
Asymetrické rozpolozeni naboje proteinu C napovidd, Ze vnitini kladn€ nabita strana
interaguje se zaporn¢ nabitou genomovou RNA =za tvorby komplexu zvaného
ribonukleoprotein (RNP). Naopak zaporn€ nabitd strana interaguje s membranou a
virovymi proteiny na povrchu ¢astice. Vné&jsi vrstva proteinu C je pokryta lipidovou
dvojvrstvou, kterd mé ptivod v bunécné membrané hostitelské buiiky (Barrows et al.,
2018; Diosa-Toro et al., 2020; Lindenbach et al., 2006)

Zakomponovany do této membrany na povrchu castice jsou glykoproteiny E (z
angl. envelope) a M (z angl. membrane). V dozravajicich virionech je glykoprotein M
pfitomen nejprve ve formé& prM. V procesu zrani je v trans-Golgiho aparatu hostitelské
buiky mirnym poklesem pH (5,8-6,0) iniciovana konformac¢ni zména a proteolyza
hostitelskou proteasou furin, kdy se odStépi pr-peptid za vzniku zralého M glykoproteinu
(viz Obr. 1.3) (Diosa-Toro et al., 2020; Heinz and Allison, 2003).

Glykoprotein E, ktery hydrofobné interaguje s M, je hlavni antigenni determinant
virionu, ktery zprosttedkovava vazbu k receptoriim hostitelské membrany a naslednou
flizi membran pii vstupu do hostitelské buniky. V dozravajicich virionech je E chranén
glykoproteinem prM aby nedochazelo k pfedcasné fiizi membran. Béhem dozravani tvoii
E na povrchu buiiky celkem 90 dimert, které po trojicich vytvofi povrch virionu z 30
»rafti* a udavaji Castici charakteristickou ikosahedralni symetrii (viz Obr. 1.3) (Barrows

etal., 2018; Dey et al., 2021; Lindenbach et al., 2006).
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Obr. 1.3 Schéma a modely zralého a nezralého virionu flaviviru. A: Levd strana
schématu znazornuje nezraly virion s glykoproteiny E a prM. Prava strana zndzornuje
zraly virion s glykoproteiny E a M. B: Cryo-elektronova mikroskopie nezralého virionu
DENV-2, kde na povrchu vycniva glykoprotein E (hnéda) v komplexu s prM (bila). C:
Trojice dimeru E tvorici rafty na povrchu zralého virionu DENV-2 (ohranicen cerné).

Prevzato a upraveno z (Jarmer et al., 2014).

1.4 Genom flavivirt

Genom flavivirt je +ssRNA o velikosti pfiblizn€ 11 kb na jehoz 5" konci je methylovana
,.Sepicka typu I“ (m’GpppAm-RNA). Jednim s charakteristickych rysi flavivirové RNA
je absence poly-A ocasu na jejim 3" konci. Genom kdduje jeden dlouhy ORF ohraniceny
NCR o velikosti pfiblizn€ 100 nt na 5" konci a 400-700 nt na 3" konci nukleové kyseliny,
které jsou charakteristické pro vznik sekundéarnich struktur Uc¢inkujicich pti translaci,
replikaci a sbaleni virové RNA, pfi¢emZ ¢ast 3" koncové NCR neni mezi flaviviry piili§
konzervativni (viz Obr. 1.4). 5" koncova NCR tvoii sekundérni strukturu smycky, ktera
slouzi jako promotor virové polymerasy pfi iniciaci replikace na 3" konci "kruhového’
genomu. 3" koncova NCR tvoii n€kolik pseudo-sekundarnich struktur uc¢inkujicich pfi

cyklizaci, replikaci a translaci virové RNA a interakcich s virovymi a hostitelskymi
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proteiny. Pseudo-sekundarni struktury hraji také roli v degradaci virové RNA, kde tvofti
prekazku hostitelské 5'—3" exoribonuklease za vzniku sfRNA, kterd inhibuje imunitni
odpovédi hostitele, zvySuje replikacni aktivitu a je konzervativni napii¢ flaviviry.
Interakce komplementarnich nt 5’a 3" koncovych NCR jsou nezbytné pro cyklizaci a
replikaci virové RNA. Translaci kédujici oblasti ORF genomu vznika dlouhy virovy
polyprotein zabudovany do membrany ER, ktery je ko- a post-translacné $t€épen na
strukturni (prM, Ea C) a nestrukturni (NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5)
proteiny (viz Obr. 1.4, kap. 1.5) (Barrows et al., 2018; Diosa-Toro et al., 2020;
Lindenbach et al., 2006).

5 CAP(I)
TWerppAm -| OFRF —oH
A 5" NCR ) | 1 NCR ; Iu
5 Cs RCS2 €S2 CS1
ﬂ—E.:‘, flaviviry pfenaieny komary
5 CS ARl PR
flaviviry prenaseny klistaty 1} l —.—3'
I = 3400 aa
B -[strukturalni geny nestrukturalni geny
A e ' L N | L N\
e T | | I oot TS | ]I[ I_ mlcmrl
C prMm E NS1 NS2AZB NS3 4A HNS4B
O ] —
pr M 28 rozitépeny N53
NS2A
cytoplasma @
(]
c IR 0y
Lumen ER @ NSZB  NS4A Hs-m

Obr. 1.4 Struktura genomu flavivirii a jeho exprese. A: Struktura genomu je zde
znazornéna s oblastmi kodujici strukturalni a nestrukturalni proteiny, cepickou typu I na
5" konci a NCR na 5" a 3" konci. Popsany jsou zde domény NCR, které tvori vyznamné
sekundarni a tercidlni struktury RNA. B: Polyprotein vznikajici translaci genomu, jeho
Stepeni a fragmenty. Ramecky pod genomem zndzornuji prekurzory a zralé proteiny.
Mista Stépeni proteasami: & (hostitelskda proteasa), | (virova serinova proteasa), V
(furin), ? (neznamada proteasa). C: Vysledné usporadani produktu proteolyzy polyproteinu
v membrané endoplazmatického retikula (ER) se zachovanym poradim a proporcemi.

Prevzato a upraveno z (Lindenbach et al., 2006).
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1.5 Nestrukturni proteiny flavivira

Translaci genomu flaviviri vznikda dlouhy virovy polyprotein zakomponovany do
membrany ER, ktery je ko- a post-translac¢né $tépen virovymi a hostitelskymi proteasami
na 3 strukturni proteiny (prM, E a C) a 7 nestrukturnich proteini (NS1-NS2A-NS2B-
NS3-NS4A-NS4B-NS5) (viz kap. 1.4) (Dey et al., 2021). Strukturnim proteinim byla
vénovana predchozi kapitola: 1.3 Struktura virionu flavivira. V této kapitole se zamétime

na nestrukturni proteiny (NS).

1.5.1 NS1

NS1 je vysoce konzervativni glykoprotein tvofen tfemi doménami o celkové hmotnosti
v rozmezi 46-55 kDa v zavislosti na stupni jeho glykosylace, kterd je kli¢ova v replikaci,
sekreci, virulenci a inhibici hostitelského imunitniho systému. Podle stupné glykosylace
tvofi NS1 dimer mNS1 (z angl. membrane-bound) zabudovany v membrané ER, ktery
v rannych stadiich replikace interaguje s dSRNA, NS4A, NS4B a hostitelskymi proteiny
kdy podporuje syntézu nové virové RNA. Spolu s NS4A a NS4B napomdha tvorbé
struktur odvozenych od membrany ER nazyvanych ,,vezikularni balicky* (VPs z angl.
vesicular packets) pfi tvorb¢ virionu.

Hexamer sNS1 (z angl. secreted) je sekretovan do extracelularniho prostoru kde
reguluje imunitni odpovéd’ hostitele a zvySuje permeabilitu virionu skrz cévni sténu (Dey

et al., 2021; Rastogi et al., 2016, p. 1).

1.5.2 NS2A

NS2A je protein hydrofobniho charakteru o celkové vaze 22 kDa integrovany do
membrany ER tvofen celkem osmi doménami, znichZ pét je transmembranovych.
V kooperaci s NS3 a NS5 interaguje s dsSRNA v procesu replikace. Podporuje tak syntézu
nové virové RNA.

Prostfednictvim mezimolekuldrnich interakci C-koncové transmembranové
domény NS2A s NS3, strukturnimi proteiny (prM, E a C) a nove syntetizovanou virovou
RNA napomdha pfi stavbé virionu. Reguluje proteolyzu komplexu C-prM a virové RNA
skrze jeji 3" koncovou NCR jenz vede k vytvoteni kapsidy s noveé syntetizovanou virovou

RNA (Dey et al., 2021; Gopala Reddy et al., 2018).
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1.5.3 NS2B

NS2B je transmembranovy protein o vaze 15 kDa hydrofobniho charakteru tvofen ¢tyfmi
kratkymi transmembranovymi o helixy propojené strukturami B listi a B klicky, které
vytvaii hydrofilni dutinu.

Interakci hydrofilni dutiny s proteolytickou doménou NS3 vznikd heterodimer
ukotveny do membrany ER pomoci transmembranové domény NS2B s funkci serinové
proteasy. Struktury B listd napomahaji ke spravnému sbaleni a aktivaci komplexu. 3
klicka ma pak funkci vazebné domény pro substrat. Proteasovy komplex NS2B a NS3
hraje zasadni roli v rozpoznavani usekt virového polyproteinu a jejich nasledné Stépeni.

Utinkuje také v procesu replikace virové RNA, kompletace virionu a inhibici

imunitni odpovédi hostitele (Dey et al., 2021; Gopala Reddy et al., 2018).

1.5.4 NS3

NS3 o vaze 69 kDa je druhy nejvétsi vysoce konzervativni nestrukturni protein kodovany
genomem flavivird tvofen dvémi doménami zodpoveédny za klicové procesy v zivotnim
cyklu flavivirti.

N-koncova doména mé v konjugaci s NS2B jako kofaktorem funkci serinové
proteasy, ktera $tépi v n¢kolika mistech nové syntetizovaného virového polyproteinu
s charakteristickou  sekvenci dvou bazickych aminokyselin nasledovanych
aminokyselinou s kratkym postrannim fetézcem (viz Obr. 1.4) za tvorby pfisluSnych
strukturnich a nestrukturnich proteini.

C-koncova doména ma funkci NTPasa-dependentni RNA helikasy, ktera se podili
na replikaci a syntéze nové virové RNA rozpletenim dsRNA. Kromé helikasy ma také
funkci RTPasy pii tvorbé 5" koncové ¢epicky RNA, kdy vznika komplex proteini NS3 a
NSS. Byla také pozorovana schopnost syntézy dsRNA bez spotieby ATP.

NS3 spolu s NS2A doprovazi nove syntetizovanou virovou RNA a napomaha tak
k sbaleni virové Castice. NS3 je schopna také vyuzivat hostitelskou synthasu mastnych
kyselin a podpotit tak produkei fosfolipidové dvojvrstvy pii tvorbé virionu (Barrows et

al., 2018; Dey et al., 2021; Li et al., 2014; Luo et al., 2015).
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1.5.5 NS4A

NS4A s vahou ptiblizn€ 16 kDa je transmembranovy protein tvotfen Sesti a helixy, ktery
je dulezitou soucasti konstruktu replikacniho komplexu spolu s NS2A, NS2B a NS4B.
Z N-konce proteinu je béhem proteolyzy polyproteinu odstépen fragment 2K zodpoveédny
za navigaci NS4B do membrany ER.

N-koncova ¢ast tii transmembranovych domén amfipatického charakteru citliva
na zakfiveni mé schopnost vazat fosfolipidové membrany a tvofit oligomery NS4A
proteinli. Diky témto vlastnostem a interakcim s NS1 a NS4B modeluje v prostoru
membranu ER za tvorby struktur vezikularnich balickd (VP) zésadnich pfi stavbé
replika¢niho komplexu.

C-koncova c¢ast sestavena ze zbylych tfi transmembranovych domén je
zodpovédna za oligomerizaci NS4A proteind, interakci s NS4B a s helikasovou doménou
NS3 regulujici tak NTPasovou aktivitu NS3.

NS4A interaguje také s hostitelskymi proteiny napomahajicich stavbé bunéénych
membran (vimentin, reticulon 3). Spolu s jinymi NS inhibuje imunitni odpovéd’ hostitele.

(Dey et al., 2021; Gopala Reddy et al., 2018).

1.5.6 NS4B

NS4B s vahou 27 kDa tvoten jedenécti o helixy je nejvétsi integrovany NS do membrany
ER zapojeny do replikace a modulace hostitelského imunitniho systému. Napftic flaviviry
neni sekvence aminokyselin NS4B velmi konzervativni, ale jeho sekundarni struktury
zstavaji zachovany. Casti NS4B dynamicky podléhaji konformaénim zménam, které
umoziuji né€kterym doméndm prochazet z lumenu ER skrze membranu do cytosolu a
nazpét, kde interaguji s proteiny virového replikacniho komplexu (NS1, NS3, NS4A a
NS5) a hostitelskymi proteiny. Celkovée tak ptispiva k replikacnimu procesu a stavbé
virionu. SlouZi také jako supresor imunitniho systému hostitele ve snaze utlumit produkci

virové RNA (Dey et al., 2021; Gopala Reddy et al., 2018).

1.5.7 NS5

NS5 véazici piiblizné 103 kDa s délkou okolo 900 aminokyselin je nejvétsi vysoce
konzervativni protein v arsenalu flavivirovych NS, ktery je tvofen dvéma doménami
propojené linkrem 9 aminokyselin s katalytickymi aktivitami RdRp, MTasy a GTasy,
které jsou esencialni v procesech translace a replikace virové RNA (Dey et al., 2021;

Hercik et al., 2017) (Issur et al., 2009).

18



C-koncova doména (~74 kDa) tvoifena dvéma tfetinami proteinu NS5 (~600

aminokyselin) mé funkci RdRp syntetizujici nové vldkno virové RNA.

1.5.7.1 N-terminalni doména NS5: Flavivirova methyltransferasa

N-koncova doména, odpovidajici jedné tfetiné (~300 aminokyselin, ~31 kDa) NS5, ma
funkci SAM dependentni MTasy, ktera v komplexu s NTPasovou aktivitou NS3 generuje
stabilizujici strukturu methylované ¢epicky na 5” konci nové syntetizované virové RNA
(m’GpppAm-RNA) ve snaze uniknout hostitelskému imunitnimu systému a zvysit
efektivitu jeji translace. SAM slouzi jako donor methylové skupiny v procesu methylace.
(Dey et al., 2021; Dong et al., 2008; Hercik et al., 2017; Liu et al., 2010).

Vsechny flavivirové MTasy sdili strukturu tii zdkladnich motivi: 1) Vysoce
konzervativni subdoména v jadru proteinu tvotena 3 skladanymi listy obklopené o helixy
typickd pro rodinu SAM-dependentnich MTas zvana ,,SAM-dependent MTase fold*. 2)
N-termindlni subdoména. 3) C-terminalni subdoména.

Dal$im jejich sdilenym motivem napfi¢ flaviviry je tetrdda aminokyselin
K-D-K-E. V sekvenci proteinu jsou aminokyseliny od sebe nejprve vzdaleny. Az ve
sbaleném proteinu zaujimaji blizké pozice v trojrozmérném prostoru a vytvaii tak aktivni
misto pro methylaci N-7 guanosinu a 2"-O adenosinu ¢epicky. Pro 2°O-methylaci jsou
potitebné vSechny Ctyti aminokyseliny. Pro N-7 methylaci je nezbytny pouze aspartat (D).

Analyzou struktur flavivirovych MTas byly definovany vazebna mista pro
molekuly SAM/SAH, GTP a pozitivné nabita kanalovité struktura pro vazbu virové RNA
(viz Obr. 1.5.7.1) (Dong et al., 2008; Liu et al., 2010; Zhou et al., 2007).

oy
Obr. 1.5.7.1 Struktura flavivirové me

MTasy v komplexu se SAHem. Barevné je vyznacena N-terminadlni subdoména (Cervene),
C-terminalni subdoména (modre) a jaderna subdoména (zelené). B: Konzervativni
vazebna mista SAH/SAM, GTP a RNA WNV MTasy. Povrch je zobrazen jako mapa
elektrostatického potencialu aminokyselin nabitych kladne (modra), zaporné (Cervena) a
neutralne (bila). C: Ksi(zlutd)-Diss(modra)-Ks>(zelena)-Ezs(cCervena) motiv. WNV
MTasy s GTP (oranzova) a SAH/SAM (fialova). Upraveno z (Dong et al., n.d.).

19



Flavivirové MTasy obsahuji pouze jedno vazebné misto pro donor methylové
skupiny SAMu (SAH, vychozi latka methylace) pro obé methylacni reakce umisténé
v jadre proteinu (viz Obr. 1.5.7.1). Bodové mutace v tomto vazebném misté znemoznily
N-7 1 2’-O methylaci. Dals§i analog SAMu, SIN, ktery byl ptvodné izolovan ze
Streptomyces griseoleus jako antibiotikum, kompetitivné inhibuje vazebné misto a
zabrani tak obéma methylacim. Tyto skuteCnosti napovidaji, ze flavivirové MTasy
pouzivaji pouze jedno vazebné misto pro dvé odlisné methylace. Znamena to, ze
5’koncova cepicka by v pribéhu reakci méla zménit svoji polohu (Dong et al., 2008;
Hercik et al., 2017; Liu et al., 2010)

Vazebné misto pro GTP je dal$im konzervativnim mistem vsech flavivirovych
MTas. Aromaticky postranni fetézec phenylalaninu zde patrové interaguje (n-m stacking)
s bazi GTP. Bodové mutace vazebného mista selektivné inhibuji pouze 2’-O methylaci.
Vazba exogenniho GTP opét selektivné inhibovala pouze 2’-O methylaci. Krystalizace
flavivirové MTasy s analogem ¢epicky GpppA nastinila pravdépodobny mechanismus,
kdy baze guanosinu patrové interaguje s phenylalaninem tak, Ze jsou fosfaty lokalizovany
pobliz vazebného mista pro SAM, kde probihd 2’-O methylace adenosinu. Prokazana
byla také selektivni inhibice 2°-O methylace analogem GTP, ribavirin 5-monofosfat
(RMP), pouzivany jako antivirotikum v klinické praxi, ktery se vaze do vazebného mista
GTP (Benarroch et al., 2004; Dong et al., n.d.) (Dong et al., 2008).

Dalsi konzervovana cast flavivirovych MTas je oblast v okoli vazebnych mist
SAM a GTP ve tvaru Zlabku, kterd je tvofena pievdzn¢ aminokyselinami s kladné
nabitymi postrannimi fetézci interagujicimi s negativné nabitou kostrou RNA pfii tvorbé
Cepicky (viz Obr. 1.5.7.1). Vysledky mutagenetickych studii flavivirovych MTas
poukazali na dva soubory residui potfebnych k N-7 a 2"-O methylacim. Efekty mutaci
téchto residui na aktivitu MTasy mohou byt rozdéleny do nasledujicich ¢tyt skupin: 1)
Aminokyseliny kritické pro obé methylace. 2) Aminokyseliny pottebné pouze pro N-7
methylaci. 3) Aminokyseliny potiebné pouze pro 2°-O methylaci. 4) Aminokyseliny
nepodstatné pro obé methylace.

Z vysledkil bylo také patrné, Ze pro 2'-O methylaci bylo esencialnich vice
aminokyselin rozprostfenych po vétsi ploSe oproti residuim potifebnych k N-7 methylaci.
Ojedin¢lé bodové mutace neméli zadny efekt na obé methylace. Tyto skutecnosti
napovidaji, ze mezi jednotlivymi reakcemi dochdzi ke zméné pozice fetézce RNA ve
vazebné oblasti, kde s MTasou komplexuje skrze vicero bodovych interakci (Dong et al.,

2008; Liu et al., 2010).
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1.6 Mechanismus methylace flavivirové RNA

VéEtsi cast vSech eukaryotickych mRNA je na 5” konci opatiena stabilizacni strukturou
¢epicky slouzenou z N-7-methylguanosinu propojeného 5°-5" trifosfatem k prvnimu 2"-O
methylovanému nukleotidu mRNA (m’GpppNm-RNA) oznaovanou jako &epicka
typu I. Existuji vSak i1 ¢epicky typu 0, kde nedochdzi k 2°-O methylaci nukleotidli za
koncovym guanosinem (m’GpppN-RNA) a &epicka typu II, kde naopak dochazi k 2°-O
methylaci dvou nasledujicich nukleotidi za guanosinem (m’GpppNmNm).

Cepicka chrani RNA pied degradaci exoribonukleasou a hraje vyznamnou roli
translace a translace mRNA. Nespocet viril véetné flaviviri si osvojilo svilj mechanismus
syntézy 5 koncové Cepicky virového genomu ve snaze napodobit bunéénou mRNA,
zvysit efektivitu translace a uniknout imunitnimu systému hostitele (Dong et al., n.d.;

Hercik et al., 2017) (Liu et al., 2010).
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Obr. 1.6a Tvorba ¢&epicky typu I virové RNA. A: Cepicka tvorena
N-7-methylguanosinem a 2'-O-methyladenosinem propojenych 5°-5" trifosfatovym
miistkem. B: Kanonicky mechanismus tvorby Ccepicky katalyzovana 5 RTPasou,
GTasou (NS5) a N-7/2"-O MTasou (NS5). Cervené fosfaty maji piivod v substratu GTP.
C: Struktura molekul donoru methylové skupiny SAM a produkt reakce SAH. Modre je
zvyraznéna methylova skupina methylujici cepicku. (viz nize) Prevzato a upraveno z
(Dong et al., n.d.).
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Cely proces je sekvenci tfi po sobé jdoucich enzymatickych reakci. Prvnim
krokem je NS3 a jeho C-koncovd doména s funkci RTPasy, kterd odstépi y fosfat
z 5" koncového adenosinu nove syntetizovaného vldkna virové RNA (ppA-RNA).

Nasleduje GTasa NS5 hydrolyzujici GTP na GMP za tvorby intermediatu
GMP-NS5. Reakci GMP a ppA-RNA vznika zaklad struktury ¢epicky (GpppA-RNA).

Poslednim krokem je N-7 methylace guanosinu (m’GpppA-RNA, &epicka typu 0)
zakonceny 2 -O methylaci nasledujiciho adenosinu (m’GpppAm-RNA, &epicka typu I),
ktery je katalyzovan MTasou NS5 (viz Obr. 1.6a) (Bradrick, 2017; Dong et al., n.d.; Issur
et al., 2009).

Na rozdil bunécéné tvorby Cepicky, kde methylace N-7 a 27-O katalyzuji dvé riizné
MTasy, pouzivaji flaviviry pouze jeden enzym pro obé reakce (NS5 MTasa) (Hercik et
al., 2017). Bunécné MTasy nemaji substratovou specifitu a methyluji ¢epicku bez ohledu
na sekvenci nt za guanosinem. Katalyza methylace flavivirové RNA je ale substratove
specificka, kdy dualezitou roli hraje 5" koncova sekvence prvnich nukleotidt a sekundarni
struktura smycky 5" koncové NCR. Ob¢ tyto podminko jsou konzervovany napti¢
flaviviry. Pro N-7 methylaci je vyZzadovana piitomnost nt G a U na pozicich 2 a 3 a
sekundarni struktura smycky 5° koncové NCR. Pro 2'-O methylaci jsou smérodatné
pouze nukleotidy A a G v pozicich 1 a 2 a minimalni délka RNA 20 nt (viz Obr. 1.6b)
(Bradrick, 2017; Dong et al., 2008, 2007, n.d.).
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Obr. 1.6b Podminky struktury a sekvenci pro N-7 a 2°-O methylace. A: Podminky
pro N-7 methylaci (Cervena). Na 5  konci jsou pritomny nt G(2) a U(3) nasledovany
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sekundarni strukturou RNA smycky (Sedé pole). B: Podminky pro 2'-O methylaci (Zluta).
Na 5’ konci jsou pritomny nt A(1) a G(2) s délkou RNA presahujici 20 nt. Prevzato a
upraveno z (Dong et al., n.d.).

In vitro studie WNV, DENV-1 a YFV NS5 MTasy poukazaly na preferenci
v poradi jednotlivych methylaci na zdklad¢ jinych optimalnich hodnot pH a druht
substratli pro ob¢ reakce. N-7 methylace probiha pti pH 7,0 se srovnatelnou efektivitou
premény substrati GpppA-RNA a GpppAm-RNA na m’GpppA(m)-RNA zatimco 2'-O
methylace probiha pii pH > 9,0 s preferenci m’GpppA-RNA jako substrat pied
GpppA-RNA. Nutnost rozdilnych biochemickych podminek pro obé reakce naznacuje
odlisny mechanismus methylaci. Skutecnost, Ze substrat m’GpppA-RNA se vaze na
MTasu s vétsi afinitou nez GpppA-RNA a je preferovan pro 2'-O methylaci je diikazem
pro potadi N-7 a 2’-O methylaci (Bradrick, 2017; Dong et al., 2008, n.d.) (Barrows et al.,
2018).

Jak bylo jiz zminéno (viz kap. 1.5.7.1) pfitomnost jednoho vazebné¢ho mista pro
SAM spolu se studiemi vazebného mista pro RNA napovidé, ze by mélo dochazet ke
zmeéné pozice fetézce pii RNA mezi methylacemi. Byly navrzeny tfi rizné mechanismy,
jak by k tomuto kroku mohlo dochézet.

V prvnim scénafi je nejprve RNA v poloze, kdy N-7 guanosinu je umistén pobliz
methylové skupiny SAMu pro prvni methylaci (m’GpppA-RNA). Poté dochazi
k regeneraci SAMu a k premisténi 5 konce do vazebného mista GTP, které interaguje
s m’Gppp a priblizi tak adenosin k SAMu pro druhou methylaci (m’GpppAm-RNA).

V druhém scénafi je potieba dvou molekul MTasy. Po N-7 methylaci je oddélen
substrat od ptivodniho enzymu. Nasleduje vazba na druhy enzym, ktery zprostfedkuje
2’-O methylaci.

V tfetim scénafi dochéazi k dimerizaci MTas. Substrat se nejdiive vaze k prvni
MTase do polohy vyhodné pro N-7 methylaci. Néasleduje dimerizace MTas, kdy druhy
enzym katalyzuje 2°-O methylaci (Dong et al., n.d.; Liu et al., 2010).

1.6.1 Organochemické aspekty methylaéniho procesu

Z mechanistického pohledu probihd methylace klasickou Sn2 substituci nukleofilnim
atakem methylové skupiny SAMu, kterd je katalyzovdna konzervovanou tetradou
aminokyselin K-D-K-E typickou pro MTasy. Superpozice struktur WNV a DENV-2
MTas s N-7 MTasou Ecm1 v komplexu se substratem naznacila ,,in-line* mechanismus

N-7 methylace, kdy nebyl pozorovan zadny piimy kontakt mezi rezidui MTasy,
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nukleofilnim atomem N-7 Guanosinu a methylovou skupinou SAMu. Reakce tak
pravdépodobné probihd v tésné blizkosti reagujicich substrat, jejich spravnou
prostorovou orientaci a optimalni geometrii (Fabrega et al., 2004; Liu et al., 2010).
Geometrie aktivniho mista a mechanismus 2'-O methylace byl jiz dobie popsan
ze struktur rozsahle zkoumané VP39 MTasy v komplexu se substraty. Superpozice se
strukturami flavivirovych MTas poukdzala na téméf identické umisténi katalytické
tetrady K-D-K-E. RNA je vazana k MTase tak, aby 2’-OH skupina adenosinu (1) byla
pobliz SAMu a obklopena K-D-K-E tetradou. Lysin K181/K182 (DENV/WNYV), ktery je
obklopen kyselym aspartatem D146 a glutamatem E217/218 (DENV/WNYV), pii pH 8,5
deprotonuje na e-amino-skupiné a nasledné¢ aktivuje deprotonaci 2'-OH skupinu
adenosinu. Karboxylova skupina pftilehlého aspartditu D146 mezitim stabilizuje
elektrofilni atom siry SAMu a lysin K181/182. Aktivovand 2'-O skupina atakuje
methylovou skupinu vdzanou ke kladn¢ nabité site SAMu prostiednictvim nukleofilni

Sn2 substituce (viz. Obr. 1.6.1) (Liu et al., 2010; Zhao et al., 2015; Zhou et al., 2007).
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E217/218 N\
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Obr. 1.6.1 Mechanismus katalyzy 2’-O methylace NS5 MTasou flaviviri. A: Aktivni
misto NS5 MTasy s katalytickou tetradou K-D-K-E (Zluta) (DENV K181, E217; WNV
K182, E218) v tesné blizkosti 2"-OH skupiny (cervenad) Al (modra) a methylové skupiny
SAMu (fialova). Jednotlivé interakce a jejich vzddlenosti jsou vyznaceny cerchovanou
carou (Cerna). B: Komplex NS5 MTasy s cepickou typu 0 a SAMem s vyznacenym

mechanismem Sn2 substitucni reakce. Prevzato a upraveno z (Zhao et al., 2015).
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1.7 Flavivirova methyltransferasa jako cil terapeutického
zasahu

Flavivirovda MTasa se ukézala byt nepostradatelnou soucasti zivotniho cyklu flavivira
v procesu syntézy nové virové RNA. Vysokou konzervativnosti jejich strukturalnich
prvkd, jako je aktivni misto s tetradou aminokyselin K-D-K-A nebo vazebnd mista pro
SAM, GTP a RNA, se prezentuje jako atraktivni cil terapeutického zasahu pro vyvoj
novych 1éCiv proti onemocnénim zptusobené flaviviry (Brecher et al., 2015; Liu et al.,

2010).

1.7.1 Vazebné misto SAM

Studium struktury vazebného mista pro SAM je zésadni pro vyvoj inhibitorti na zakladé
struktury SAMu. SIN, analog SAMu, je Sirokospektralni inhibitor MTas, ktery tvofi
dobry odrazovy mustek pro navrh novych 1é¢iv. SIN se lisi ptfitomnosti atomu uhliku
s amino skupinou v misté methylované siry SAMu. Do vazebného mista se vaze s vyssi
afinitou a pfiblizné stejnym zplsobem jako SAM prostfednictvim vodikovych vazeb a

van der Waalsovych interakci s rozdilem v konformacich nékterych okolnich rezidui (viz

Obr.1.7.1) (Fernandes et al., 2021; Hercik et al., 2017; Lim et al., 2015; Liu et al., 2010).

~(sss SAM _, < sinefungin

.
{ D146 \. \I‘ = D146 NH2
e & g I Sinefungin
E111 o -~ ET T.;J’\f 1}’ %‘ ¥ N s N
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'.'{ V132
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B A D131 B C OH OH

Obr. 1.7.1 Krystalova struktura ZIKV MTasy v komplexu s ligandy. A: Krystalova
struktura ZIKV MTasy (modra) v komplexu se SAMem (bila). B: Krystalova struktura
ZIKV MTasy (modra v komplexu se SINem (bila). Vyznaceny jsou také atomy kysliku
(Cervena), atomy dusiku (modra) a polarni interakce (Cerné cerchované cary) C:
Strukturni vzorec SINu. Prevzato a upraveno z (Hercik et al., 2017; “Sinefungin 95%
(HPLC), powder | Sigma-Aldrich,” n.d.).

Problém vS§ak nastava v identickém vazebném misté pro SAM u bunéénych MTas

methylujici hostitelskou mRNA, kdy dochézi k jejich nespecifické inhibici vedouci ke

25



zna¢né cytotoxicité SINu. Je tedy potieba najit odliSnosti flavivirovych od bunéénych
MTas pro specifi¢téjsi vyvoj 1é¢iv (Liu et al., 2010).

Jednou takovou odlisujici charakteristikou je hydrofobni kapsa blizko vazebného
mista pro SAM konzervativni napti¢ flaviviry. Latky odvozené od struktury SAHu
s hydrofobnimi substituenty na N-6 dusiku adeninu, vméstnané do zmifiované kapsy,
jevily vétsi afinitu k vazebnému mistu oproti SAHu a selektivitu vic¢i flavivirovym
MTasam (Fernandes et al., 2021; Lim et al., 2015; Liu et al., 2010). Cileni takovychto
latek na strukturalni odliSnosti flavivirovych MTas ptredstavuje zplisob vyvoje

selektivnich inhibitort bez efektu na bunééné¢ MTasy (Dong et al., n.d.).

1.7.2 Vazebné misto GTP

Stejné, jako je to u vazebného mista pro SAM, je vazebné misto GTP dalS$im kandidatem
pro vyvoj inhibitort flavivirovych MTas. Bodové mutace v jeho reziduich znacné
ovlivnily efektivitu 2'-O methylace. Krystalové struktury MTas v komplexu s analogy
epicky naznacily mechanismus, kdy se m’GpppA-RNA véaze do tohoto mista v priibéhu
2’-O methylace. Inhibitory vazebného mista GTP by tedy m¢ly selektivné inhibovat 2"-O
methylaci (Lim et al., 2015).

RMP, analog guanosinu, byl pouzivan k 1é¢bé virovych onemocnéni uz nékolik
desetileti. Pisobi jako inhibitor bunééné IMP dehydrogenasy. Vycerpa tak bunéény pool
guanosinu potfebného k tvorbé cepicek. Bunééné MTasy bojuji o guanosine v pievaze
nad virovymi MTasami a nepfimo plsobi jako antivirotikum. Vysledky krystalovych
struktur flavivirovych MTas v komplexu s RMP poukézaly na jeho schopnost vdzat se do
vazebného mista GTP a inhibovat tim 2"-O methylaci. I pfesto neni stale objasnéno, zda
in vitro ma RMP jako cil flavivirovou MTasu (Benarroch et al., 2004).

V nedavné studii se podafilo pomoci in-silico screeningu, molekularniho
dockingu a nasledné syntézy ptipravit analog acykloviru 1-TP, ktery je schopen inhibice
DENV a ZIKV MTas prostiednictvim vazby k vazebnému mistu GTP s potencidlem stat

se Sirokospektralnim 1é¢ivem proti flavivirim (Thames et al., 2020).

1.7.3 Alternativni pristupy
Dalsi zajimavy zptsob inhibice flavivirovych MTas pifednesla skupina (Hercik et al.,
2017) pt1 studiich krystalové struktury ZIKV MTasy. Tym diskutoval o moZnosti inhibice

prostfednictvim simultanni okupace obou vazebnych mist analogy latek SAM (SIN) a
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GTP propojeny kovalentné vazanym linkrem. Hypoteticky inhibitor by mél mit vysokou
afinitu a selektivitu viici flavivirovym MTasam (Hercik et al., 2017).

Selektivita je jednim z limitujicich faktorti v navrhu novych inhibitora cileny na
vazebna mista substrath SAM a GTP. Pokrok v strukturdlni charakterizaci flavivirovych
MTas nastinil moznosti vyvoje inhibitori alosterickych vazebnych mist u¢inkujicich
v inter-doménovych interakcich, dimerizaci a oligomerizaci NS5 a v interakcich
s ostatnimi NS v arsendlu flavivirt. Cileni téchto mist mize vést k novym latkam, které
by vyfeSily problémy cytotoxicity a selektivity soucasn¢ pouzivanych inhibitora

(Fernandes et al., 2021).
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2 Cil prace

Onemocnéni zplsobena flaviviry jsou globalni hrozbou pro lidské zdravi. V soucasné
dobé¢ existuji pouze vakciny proti YFV, JEV a TBEV. Pro WNV, DENV a SLEV zatim
neexistuji zadné¢ piimé lécebné prostredky. SAM-dependentni methyltransferasa
flavivirti, ktera je esencidlni pro jejich replikaci, je kvili jejim konzervativnim
strukturalnim prvklim vyznamny cil terapeutického zasahu. Jeji strukturni charakterizace
je proto nezbytna pro vyvoj Sirokospektralnich inhibitori a lé€iv.

Cilem této prace bylo vytvofit strukturni model flavivirové methyltransferasy

Viru St. Louisské encefalitidy v komplexu s S-adenosyl-methioninem a sinefunginem.
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3 Materialy a metody

3.1 Laboratorni technika

Inkubacni tfepacka

Orbitélni tfepacka

Orbitalni tfepacka

Valcova michacka

Inkubator
Vodni lazen
Spektrofotometr
Spektrofotometr

Ptedvazky

Sonikator

Sonda sonikatoru
Magnetick4 michacka
Dounceho homogenizator

Koncentratory

DSF Mikroobjemova desticka

Sada pro vertikalni SDS elektroforesu
Zdroj pro SDS elektroforesu
Centrifugy

Incubating Mini Shaker, VWR (CR)
Innova 44, New Brunswick Scientific
(USA)

SHR/SHO-20, Witeg WiseShake(DE)
TubeRoller R3005, Benchmark Scientific
(USA)

IPP 400, Memmert (DE)

JB Aqua 2 Plus, Grant Instruments (GB)
Biophotometer Plus, Eppendorf (DE)
Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific
(USA)

EMB 2000-2, KERN & SOHN (DE)
Q700, QSonica (USA)

CL-334, QSonica (USA)

KMO-2 Basic, IKA (USA)

P-Lab (CR)

Vivaspin Turbo 4 (MWCO 10 000),
(MWCO 3 000), Sartorius AG (DE)
Thermo Scientific (USA)

Mini-Protean Tetra Systém, Bio-rad (USA)
PowerPac HV Basic, Bio-rad (USA)
Avanti J-26S XPI, fixed-angle rotor
JLA-9.1000, Beckman Coulter (USA);
Allegra X-15R, vykyvny rotor SX7450A,
Beckman Coulter (USA);

Avanti J-301, fixed-angle rotor JA-30,50
Ti, Beckman Coulter (USA);

Centrifuge 5418 R, fixed-angle rotor
FA-45-18-11, Eppendorf (DE)
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Mikroskop

UV Fluorescen¢ni mikroskop

Termocyklér

FPLC

FPLC kolona

Sbérac frakei pro FPLC
Krystaliza¢ni robot
Krystaliza¢ni desticky
Rentgenova difrakeni stanice

MicroMax™-007 HF Microfocus,
RIGAKU Corp.

3.1.1 Software

Zpracovani difrakénich dat

Molekularni nahrazeni a refinement

Modelovani PDB struktury
Zobrazeni PDB struktury

Olympus SZX10, objektiv DF PL 2x,
Olympus (JAP)

UVEX-M, JANSi (USA)

LightCycler 48011 Block kit 384, Roche
(DE)

FPLC Chromatografy systém AKTA
purifier 10, Cytiva (USA)

HiLoad Superdex 75pg, GE Healthcare
(USA)

Fraction Collector F9-C, Cytiva (USA)
Mosquito Crystal, TPP Labtech (GB)
Intelli-Plate 96-2 Shallow Well, ARI
(USA)

Optika: VHF Arc)Sec Confocal Optical
System with electronicaly adjustable
divergence, VariMax™

Goniometr: AFC11 Partial-y 4-axis
Goniometer, RIGAKU Corp.

Chlazeni: Cryo cooling: Oxford
Cryosystems cooling system Cryostream
800, Oxford Cryosystems Ltd.
Detektor: PILATUS 300K detector,
Dectris Ltd.

XDS, Kabsch, W. XDS. Acta Cryst. D66,
125-132 (2010).

Phenix, D. Liebschner, P.V. Afonine,
M.L.

Coot, (Emsley et al., 2010).

PyMOL, The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 2.0
Schrédinger, LLC
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3.2 Chemikalie

Glycerol Lach-Ner (CR)

Sodna stl ampicilinu (AMP) Carl Roth (DE)
Izopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG) Sigma-Aldrich (USA)
B-merkaptoethanol (B-ME) Carl Roth (DE)

Tris-Cl Carl Roth (DE)
HisPur™ Ni-NTA Resin Thermo Scientific (USA)
Dialysacni stfivko MembraCel MD34 MWCO Carl Roth (DE)

14 000
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansuflonova

Fisher Scientific (USA)

kyselina (HEPES)

Tris(2-carboxyethyl)fosfin hydrochlorid Sigma-Aldrich (USA)
(T-CEP)

Coomassie Brilliant Blue G 250 Sigma-Aldrich (USA)
Akrylamid / Bisakrylamid Carl Roth (DE)
TEMED Carl Roth (DE)
Dodecylsiran sodny (SDS) Carl Roth (DE)
S-adenosyl-methionin (SAM) Sigma-Aldrich (USA)

5’-deoxy-5"-(1,4-diamino-4-
carboxybutyl)adenosine (sinefungin, SIN)
Standard SDS elektroforézy PageRuler Plus
(10-250 kDa)

SYPRO Orange

3.2.1 Roztoky, pufry a média

Sigma-Aldrich (USA)

Thermo Scientific (USA)

Sigma-Aldrich (USA)

1 000x koncentrovany roztok ~ Vodny roztok AMP (100 mg/ml), 50% (v/v) EtOH
AMP

Lysaéni, dialysacni a 50mM Tris (pH 8,0), 500mM NaCl, 10% (v/v)
glycerol, 20mM Imidazol (pH 8,0), 3mM B-ME
20mM Tris (pH 8,0), ImM NaCl, 10% (v/v)
glycerol, 20mM Imidazol (pH 8,0), 3mM B-ME
20mM Tris pH 8,0, 500mM NaCl, 10% (v/v)

glycerol, 300mM Imidazol pH 8,0, 3mM B-ME

ekvilibraéni pufr

Proplachovaci pufr

Elu¢ni pufr
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FPLC pufr

Tris-glycinovy pufr pro
SDS-ELFO

Vzorkovy pufr pro SDS-ELFO
LB medium podle Lennoxe

ZY medium

Barvici roztok pro SDS-ELFO

Sada krystalizacnich podminek

25mM HEPES (pH 7,5), 500mM NaCl, 1mM
T-CEP, 5% (v/v) Glycerol

25mM Tris NaCl, 0,25M Glycin, 0,1% (w/w) SDS
pH 8,8

4x Roti Load®1, Carl Roth (DE)

P-Lab (CR)

1% (w/v) Trypton, 0,5% (w/v) kvasnicny extrakt,
2,8mM Glukosa, 6mM laktosa, 0,5% (v/v) glycerol,
ImM MgCl,, 25mM (NH4)2SOs, 50mM KH>POs,
50mM Na;HPOg4

3mM Coomassie Brilliant Blue, 1,5M CH3COOH.
50% (v/v) Methanol

JCSG I-1V, Qiagen (DE)

3.2.2 Slozeni gelu pro SDS-ELFO

Zaostfovaci gel

Separaéni gel

3.2.3 Enzymy
SUMO proteasa

125mM Tris-Cl (pH 6,8), 4% (v/v)
Akrylamid/Bisakrylamid (37,5:1),
0,1% (w/v) SDS, 0,005% (v/v)
TEMED, 0,05% (w/v) (NH4)2S203

375mM Tris-Cl (pH 8.8), 15% (w/v)
Akrylamid / Bisakrylamid (37,5:1),
0,1% (w/v) SDS, 0,001% (v/v)
TEMED, 0,05% (w/v) (NH4)2S203

Ptipraveno v laboratofi
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3.3 Metody

3.3.1 lzolace a purifikace proteinu

3.3.1.1 Transformace kompetentnich bakterii E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL
Kompetentni buniky E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL v mikrozkumavce, prezervované
v -80 °C, byly rozmrazeny za laboratorni teploty a ponechany na ledu. Po asi 20 minutach
k nim bylo pfidano 1,5 pl plasmidu MT2 K1 kodujici gen pro SLEV NS5 MTasu
s poly-histidinovou kotvou (His-tag). Buniky byly transformovany metodou tepelného
Soku umisténim do vodni 14zné s teplotou 42 °C po na asi 45 s a ihned vraceny zpét na
led na dalSich 50 s. Po pfidani 500 pl LB media byly transformované buniky pfesunuty do
inkubétoru na 30 minut pii 38,5 °C. Roztok byl pfeveden do 10ml plastové zkumavky,
doplnén 5,0 ml LB media spolu s 5 pul 1 000x koncentrovaného AMP. Takto pfipraveny
roztok byl ponechan pies noc s povolenym vickem na inkubacni tiepacce pti 37,0 °C a

220 rpm.

3.3.1.2 Exprese rekombinantniho proteinu v transformovanych bakteriich

Po aerobni inkubaci byl roztok rozpipetovan do Etyt dvoulitrovych Erlenmayerovych
banék naplnény 1 litrem ZY media. Do kazdé banky bylo pfidano po 1,0 ml
1 000 koncentrovaného AMP. Nasledné byly umistény do orbitalni tfepacky s teplotou
37,0 °C a 220 rpm, kde byla priibézn€ métena OD600. Pti hodnoté OD600 rovné ptiblizné
0,55 byly suspenze bakterii zaockovany pfidavkem 250 pl IPTG do kazdé baiky a

vraceny do orbitalni tfepacky pii 18 °C a 220 rpm a ponechany tiepat pies noc.

3.3.1.3 lzolace proteinu

Bunééné suspenze byly pievedeny do kyvet a centrifugovany (Avanti J-26S XPI,
fixed-angle rotor JLA-9.1000) pti 10 °C a 6 000xg po dobu 6 minut. Nasledn¢ byl odlit
supernatant a pelety resuspendovany v asi 40 ml lysa¢niho pufru (kazda). Od této chvile
bylo manipulovdno se vzorky v chladu nebo na ledu. K lyze bakteridlnich bun¢k byl
pouzit Dounceho homogenizator a sonikétor (parametry: up-time 8 minut, amplituda 70
Hz, puls 2 s ON a 3 s OFF). Lysat byl pifeveden do kyvet a centrifugovan (Avanti J-301,
fixed-angle rotor JA-30,50 Ti) pti 4 °C a 30 000xg po dobu 30 minut. Po centrifugaci byl

prelit supernatant do 50ml odmérnych zkumavek a odstranény pelety.
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3.3.1.4 Chelatac¢ni afinitni chromatografie

Asi 8 ml chromatografického nosic¢e Ni-NTA bylo proplachnuto v koloné ekvilibracnim
pufrem a rovnomérné rozdéleno do zkumavek se vzorky, které pak byly ponechany
inkubovat na valcové michacce pii 4 °C po dobu 30 minut. Po inkubaci byly vzorky
centrifugovany (Allegra X-15R, vykyvny rotor SX7450A) pti 4 °C a 1 620 rpm po dobu
3 minut. Po centrifugaci byl odlit od vzorkl supernatant, sedimenty resuspendovany v 40
ml proplachovaciho pufru (kazdy) a centrifugovany za stejnych podminek. Nasledné byly
sedimenty resuspendovany v ekvilibracnim pufru a sta¢eny za stejnych podminek celkem
tiikrat za prabézného odlivani supernatantu a prevadéni nosic¢e do jedné 50 ml odmérné
zkumavky. Po findlnim odliti supernatantu byl sediment suspendovan v 10 ml
ekvilibra¢niho pufru a pfeveden do kolony s fritou. Po odkapani byla kolona proplachnuta

elu¢nim pufrem a jiman spodek do 50 ml odmérné zkumavky.

3.3.1.5 Dialysa a stépeni his-tagu SUMO proteasou

K 25 ml eluétu byl pfidan jeden alikvot (asi 400 pl) roztoku SUMO proteasy. Vzorek byl
preveden do dialysacniho sttivka (MWCO 14 000) a dialysovan na magnetické michacce
oproti 1 litru dialysac¢niho pufru pfi 4 °C pies noc. Po dyalise byl vzorek pteveden do 50

ml odmérné zkumavky.

3.3.1.6 Reverzni chelataéni afinitni chromatografie

Chromatograficky nosi¢ Ni-NTA byl suspendovan v 10 ml ekvilibracniho pufru a pfidan
ke vzorku, ktery byl nasledné inkubovan na valcové michacce pii 4 °C po dobu 30 minut.
Obsah zkumavky byl pteveden do kolony s fritou a jiman spodek do 50 ml odmérné

zkumavky.

3.3.1.7 Gelova permeacni chromatografie (FPLC)

Vzorek byl pteveden do koncentratoru (MWCO 10 000) a zakoncentrovan na objem 5 ml
opakovanou centrifugaci (Allegra X-15R, vykyvny rotor SX7450A) pti 4 °C a 3 500 rpm
po desetiminutovych intervalech. Koncentrat byl pied néstiikem pro jistotu centrifugovan
pii 4 °C a 5000xg na 10 minut pro piipadnou sedimentaci neéistot. Cist4 kolona (HiLoad
Superdex 75pg) a systém byl proplachnut a ekvilibrovan HEPES pufrem. Nésledn¢ byl
nadavkovan vzorek do pfistroje. Priib&éh separace a sbér frakci byl monitorovan
spektrofotometricky piti 254 a 280 nm. Frakce proteinu SLEV MTasy v HEPES pufru

byly ptevedeny do odmérné zkumavky a uchovany v chladu.
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3.3.1.8 Diskontinualni elektroforesa v prostiedi SDS

Pro diskontinualni SDS elektroforesu byl pouzit 10% separacni gel s 4% zaostfovacim
gelem. Do jamek bylo naneseno celkem 5 frakci v roztoku se vzorkovym pufrem pro SDS
elektroforesu spolu s proteinovym standardem. Aparatura byla naplnéna Tris-glycinovym

pufrem. Pribé¢h elektroforesy byl piiblizné 40 minut pfi napéti 220 V.
3.3.2 Diferenéni skenovaci fluorimetrie

3.3.2.1 Priprava proteinového komplexu s ligandy
Cast vzorku po gelové permeaéni chromatografii byla prevedena do koncentratoru
(MWCO 3 000), opakované centrifugovana (Allegra X-15R, vykyvny rotor SX7450A)
pii 4 °C, 3 500 rpm po desetiminutovych intervalech a pribézné¢ meéfena na
spektrofotometru (Nanodrop ND-1000) s findlni koncentraci 1,2 mg/ml (38,7 nM).

Poté byly ptipraveny triplikaty roztokd proteinu s ligandy SAM a SIN (10 mM
zas. roztoky) a fluorescenénim barvivem SYPRO orange v HEPES pufru do

mikroobjemové desticky.

V(NS5 V(SIN) V(SAM) 5 000% konc. HEPES
MTasa) (10mM) (10mM) SYPRO pufr
[ml] [ml] [ul] orange [ul] [ul]
Slepy vzorek 2,2 - - 1,0 11,8
Roztok €. 1 2,2 - 0,8 1,0 11,0
Roztok ¢. 2 2,2 0,8 - 1,0 11,0

Tab. 3.3.2.1 Pipetované objemy zasobnich roztoki proteinu (34,3 nM), ligandi
SAM/SIN (10 mM) a barviva SYPRO orange (5 000x konc.) pro pripravu roztoki
pro DSF.

Desticka byla ptekryta hlinikovou folii a centrifugovdna (Allegra X-15R,
vykyvny rotor SX7450A) pii 4 °C a 1 000 rpm po dobu 2 minut.

3.3.2.2 DSF
Desticka byla vloZzena do termocykléru (LightCycler 48011 Block kit 384). M¢éteni
probihalo v teplotnim rozmezi 25-75 °C.

Metodou DSF lze porovnat stabilitu proteinu s riznymi ligandy. ZvySovanim
teploty dochézi k postupné denaturaci a rozvolnéni struktury proteinu do stavu roztavené

globule (z angl. molten globule), kdy jsou zptistupnény hydrofobni ¢asti jinak sbalené¢ho
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proteinu, se kterymi interaguje barvivo SYPRO orange. Dochdzi tak k prudkému naristu

intenzity fluorescence.
3.3.3 Krystalizace proteinu

3.3.3.1 Prfiprava proteinového komplexu s ligandy
Vzorek byl pfeveden do koncentratoru (MWCO 3 000), opakované centrifugovan
(Allegra X-15R, vykyvny rotor SX7450A) pii 4 °C, 3 500 rpm po desetiminutovych
intervalech a pribézné meéfen na spektrofotometru (Nanodrop ND-1000). Finalni
koncentrat mé¢l objem asi 300 pl a koncentraci pfiblizné 18,6 mg/ml. Poté byly pfipraveny
do mikrozkumavek roztoky proteinu s ligandy z jejich 10mM zésobnich roztokd.
V(SIN) (10mM) | V(SAM) (10mM) | V(NS5 MTasa) [ul]
[ul] [ul]
Roztok €. 1 - 15 135
Roztok €. 2 15 - 135

Tab. 3.3.2.1 Pipetované objemy zasobnich roztokii proteinu a ligandi SAM/SIN pro

pripravu roztoki jejich komplexii.

3.3.3.2 Krystalizace proteinu v komplexu s ligandy SAM a SAH
Piipravené roztoky komplexti proteinu sligandy SAM a SAH byly pomoci
krystaliza¢niho robota (Mosquito Crystal) rozkapany do krystaliza¢nich desti¢ek
(Intelli-Plate 96-2 Shallow Well) s krystalizacnimi podminkami (JCSG I-1V) (0,2 pl
komplexu protein-ligand s 0,2 pl krystalizaéni podminky) do individudlnich jamek a
prevrstveny folii pro krystalizaci metodou sedici kapky s difusi par.

Krystalizace probihala pfi konstantni teploté 18 °C po dobu asi 2 mésici. Krystaly
byly hledany optickym mikroskopem a rozliSovany od krystalti anorganickych latek

fluorescenénim UV mikroskopem.

3.3.4 Rentgenova difraktometrie

Po krystalizaci byly krystaly ruéné vyloveny z jamek, pfendSeny do kryoprotektivni
podminky a zmrazeny v kapalném dusiku. Nasledn¢ byl krystal umistén do rentgenové
difrakéni stanice, kde probéhl difrakéni experiment za neustdlého chlazeni krystalu
parami kapalného dusiku (provedeni: Mgr. et Mgr. EvZen Boufa, Ph.D., Petra
Kraféikova, Ph.D. a Jan Silhan, Ph.D.). Naméfena data byly integrovany v softwaru XDS.

Fazovy problém byl vyfeSen metodou molekularniho nahrazeni prostiednictvim
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programu Phenix (Phaser). Refinement a modelovani struktur bylo provedeno

v programech Phenix a Coot.
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4 Vysledky

4.1 Exprese, izolace a purifikace SLEV NS5 MTasy

Plasmid MT2 K1 nesouci gen kodujici protein SLEV NS5 MTasa s his-tagem byl
transformovan do kompetentnich bakterii E. coli BL21-CodonPlus a exprimovan v ZY
mediu. Separacni metodou chelatacni afinitni chromatografie byl izolovan protein SLEV
NS5 MTasa se SUMO his-tagem. His-tag byl odstépen SUMO proteasou béhem dialysy
(viz Obr. 4.1a).

St A B

B
70kDa = s
55kDa. p—— \
35 kDa -—
25kDa.

1
15 kDa

T— !

i\

10 kDa

R

Obr. 4.1a SDS-PAGE v priibéhu izolace a purifikace SLEV NS5 MTasy. Do prvniho

sloupce byl pipetovan proteinovy standard (St) pro SDS-ELFO. Do drdhy A byl pipetovan
vzorek proteinu po chelatacni afinitni chromatografii. Prouzek u 55 kDa odpovidad
konstruktu SUMO SLEV NS5 MTasy s histidinovou kotvou. Sloupec B odpovida vzorku
po Stépeni a dialyse, kde prouzek tésne pod 35 kDa odpovida proteinu SLEV NS5 MTasa
(~31 kDa) a prouzek pod nim SUMO protease. Pouzit byl 15% polyakrylamidovy gel.
Po dialyse a stépeni SUMO proteasou byl vzorek purifikovan metodou reverzni
chelatacni afinitni chromatografie pro odstranéni SUMO proteasy a SUMO his-tagu.
Nasledné¢ byl vzorek proteinu zakoncentrovan na objem 5 ml a dale purifikovan metodou

gelové permeacéni chromatografie (FPLC) (viz Graf 4.1, Obr. 4.1b).
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Graf. 4.1 Zavislost absorbance na elu¢nim objemu. Zadvislost absorbance pri vinovych
délkdch 254 (Cervend) a 280 nm (modrd) na elucnim objemu [ml]. Cervené jsou podél
osy x zobrazeny jednotlivé frakce. Elucni pufr: HEPES pufr. Kolona: HiLoad Superdex
75pg.

Obr. 4.1b SDS-PAGE frakci proteinu SLEV NS5 MTasa po FPLC. Prvni sloupec
odpovida proteinovéemu standardu (St) pro SDS-PAGE. Pro SDS-PAGE byly vybrany
frakce D11, D9, D7, D5 a D3. Ve vsech frakcich je pritomen prouzek odpovidajici
hmotnosti proteinu SLEV NS5 MTasa (~31 kDa). Pouzit byl 15% polyakrylamidovy gel.

Na zaklad¢ vysledkti z SDS-PAGE po FPLC (viz. Obr. 4.1¢) bylo déle pracovano

se vzorkem z frakci v rozmezi D11-D3.
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4.2 Thermal shift assay (DSF)

Cast vzorku proteinu SLEV NS5 MTasy z FPLC byla zakoncentrovana a pouZita pro
ptipravu slepych vzorkli a komplext s ligandy SAM a SIN (v triplikatech) pro DSF.
Stabilita komplext protein-ligand byly méfeny v teplotnim rozsahu 25-75 °C (viz. Graf
4.2a,4.2b a Tab. 4.2). Namétené hodnoty intenzit byly pro kazdy triplikat zpramérovany.

Zavislost intenzity fluorescence na teploté
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Graf 4.2a Zavislosti intenzity fluorescence (465-580 nm) na teploté. Teplotni stability

cistého proteinu SLEV NS5 MTasa (Blank, cervené), komplexu SLEV NS5 MTasa-SAM
(zelené) a komplexu SLEV NS5 MTasa-SIN (modre).

Zavislost zaporné derivace intenzity fluorescence podle teploty na
teploté

0,4
0,2
0

-0,2 — Blank

= SAM
-0,4 S

——SIN
-0,6

-(d/dT) Fluorescence (465-580 nm)

0,8
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Teplota [°C]
Graf 4.2b Zavislost zaporné derivace intenzity fluorescence (465-580 nm) podle

teploty na teploté. Teplotni stability cistého proteinu SLEV NS5 MTasa (Blank, cervené),
komplexu SLEV NS5 MTasa-SAM (zelené) a komplexu SLEV NS5 MTasa-SIN (modre).
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Vzorek Tmi [°C] Tmz [°C] Tms [°C] Ty £ [°C]
Blank 51,41 50,90 50,90 51,07 +£ 0,24
SAM 53,57 53,34 53,34 53,42 +0,11
SIN 54,67 54,36 53,97 54,33 £0,29

Tab. 4.2 Teploty tani (7y) SLEV MTasy a jejich komplexu s ligandy SAM a SIN.

4.3 Krystalizace SLEV NS5 MTasy s ligandy SAM a SIN

Vzorek proteinu SLEV NS5 MTasy z FPLC byl zakoncentrovan na 18,6 mg/ml a
krystalizovan s ligandy SAM a SIN metodou sedici kapky s difusi par. V sad¢ JSCG II
byly Gspésné vykrystalizovany oba komplexy SLEV NS5 MTasy s ligandy v podmince
obsahujici 1,0M LiCl, 0,1M MES (pH 6,0) a 20% (w/v) PEG 6 000 (viz Obr. 4.3).

SIN (UV)

Obr. 4.3 Krystaly proteinu SLEV NS5 MTasy v komplexu s ligandy SAM a SIN.
Snimky porizeny pri 10% zvétseni. Na levé strané jsou cernobilé snimky krystalu. Na
pravé strane jsou snimky porizeny fluorescencnim UV mikroskopem. Krystalizacni
podminka JSCG II E3: 1,0M LiCl, 0,I1M MES (pH 6,0) a 20% (w/v) PEG 6 000 A: Krystal
proteinu SLEV NS5 MTasa v komplexu se SAMem. B: Krystal proteinu SLEV NS5 MTasa

v komplexu se SINem.
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4.4 Struktura proteinu SLEV NS5 MTasa

Po vyloveni byly krystaly suspendovany v kryoprotektivni podmince, zmraZzeny
v kapalném dusiku a podrobeny difrakénimu experimentu. Pfi vlnové délce pouzitého
zateni 1 A difraktoval krystal komplexu SLEV NS5 MTasa-SAM k rozliseni 1,8 A a
krystal komplexu SLEV NS5 MTasa-SIN k rozliseni 2,1 A (viz Tab. 4.4a, 4.4b).
Naméfené data byly integrovany v programu XDS. Fazovy problém byl vyfesen
metodou molekuldrniho nahrazeni (z angl. molecular replacement) programem Phaser
v prostiedi programu Phenix pouzitim vyiesené struktury JEV MTasy [PDB ID: 4K6M
(Lu and Gong, 2013)] pro ob¢ struktury. Modelovani a refinement byl proveden

v programech Coot a Phenix.

VInova délka [A] 1A Pocet nevodikovych atomi 4499
Rozpéti rozliseni [A] | 36,21-1,802 [A] Makromolekuly 4124
Prostorové grupa P1 Ligandy 2
Elementarni bunka 45.53 57.38 65.31 | Molekuly rozpoustédla 319
116.092 99.687
93.18
Celkovy pocet 48595 Pocet rezidui 526
reflexi
Jedinecné reflexe 3982 RMS (vazby) 0,015
Kompletnost 90,78 RMS (uhly) 1,21
Wilsontiv B-factor 24,68 Ramachandran favored (%) 98,47
R-work (%) 20,34 (33,98) Ramachandran outliers (%) 0,00
R-free (%) 24,27 (37,60) Rotamer outliers (%) 0,23
Kolizni skore 5,03
Primérny B-faktor 32,97

Tab. 4.4a Statistické zpracovani naméfenych dat a modelu krystalové struktury

SLEV NSS MTasy v komplexu se SAMem.
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VInova délka [A] 1A Pocet nevodikovych atomi 4562
Rozpéti rozliseni [A] | 34,42-2,10 [A] Makromolekuly 4104
Prostorova grupa P1 Ligandy 2
Elementarni bunka 47.9 56.87 65.42 | Molekuly rozpoustédla 402
115.85 100.344
96.352
Celkovy pocet 33872 Pocet rezidui 526
reflexi
Jedine¢né reflexe 3013 RMS (vazby) 0,017
Kompletnost 97,12 RMS (uhly) 1,63
Wilsontiv B-factor 12,37 Ramachandran favored (%) 98,08
R-work (%) 0,2236 (0,2926) Ramachandran outliers (%) 0,00
R-free (%) 0,2849 (0,3313) Rotamer outliers (%) 0,69
Kolizni skore 493
Primérny B-faktor 17,87

Tab. 4.4b Statistické zpracovani namérenych dat a modelu krystalové struktury

SLEV NSS MTasy v komplexu se SINem.

Obr. 4.4a Krystalova struktura SLEV NS5 MTasy s ligandy. A: Struktura komplexu
SLEV NS5 MTasa-SAM. Zvyraznény a popsany o. helixy (modra), p listy (Cervena) a SAM
(Zluta). B: Struktura komplexu SLEV NS5 MTasa-SIN. Zvyraznény a popsany o. helixy
(Cervena), P listy (Zluta) a SIN (ruzova).
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Krystalovou strukturu SLEV NS5 MTasy tvoii osm a helixti a devét B lista. B
listy B4-B7 tvoii centralni motiv. Vazebné misto pro SAM (SIN) tvoti B listy f2-f5 a o
helixy a3, a4 a a5. f6-8 spolu s al, a2, a6, a7 a a8 tvoii C-koncovou a N-koncovou
subdoménu (viz Obr. 4.4a).

Obr. 4.4b Komplex SLEV MTasa-SIN se zobrazenim povrchu. Na obou obrazcich
Jjsou vyznaceny vazebna mista SINu (SAMu) (1), GTP (2) a RNA (3). Na prave strané je
dodatecne zobrazena mapa elektrostatickeho potencidalu, kde cervena znaci oblasti se

zdpornym nabojem, modra s nabojem kladnym a bila oblasti neutralni.
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Obr. 4.4¢ Vazebhé misté\ komplexi SLEV NS MTasy a jejicil_lﬂlirn.t.e'rakce s ligaﬁdy.
SLEV NS5 MTasa (svétle modra), SAM (zZluta), SIN (fialova), kysliky (Cervena), dusiky
(modra), sira (tmavé zluta), polarni interakce (Cerna cerchovana cara) s rezidui proteinu
(lékorice, svetle modra). A: Vazebné misto komplexu MTasy a SAMu. B: Vazebné misto

komplexu MTasy a SINu.
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SAM i SIN jsou ve vazebném misté pro SAM vazany prostfednictvim vodikovych
vazeb k reziduim D146, S56, D131 (postranni fetézce) a W87, G86, K105, V132
(,,back-bone* proteinu), piicemz SIN tvoii oproti SAMu dalsi vazebné interakce s E111
(postranni ftetézec) a D146 (,,back-bone“ proteinu), které¢ jsou disledkem odlisné
konformace hlavniho fetézce a prostorovou orientaci 5-amino skupiny SINu.
V krystalové struktufe proteinu v komplexu se SAMem maji rezidua E111 a K105
odlisné konformace (viz Obr. 4.4c, 4.4d)

Obr. 4.4d Superpozice krystalovych struktur SLEV NS5 MTasy v komplexu se SIN
a SAM. Komplex SLEV NS5 MTasa-SIN (rizova, fialovd), komplex SLEV NS5
MTasy-SAM (svétle modra, Zlutd), kysliky (Cervend), dusiky (modrd), sira (tmavé Zlutd).
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5 Diskuse

Flaviviry jsou skupina virovych patogent zpusobujici zdvazné onemocnéni prevazné
neurologické povahy. Zatim neexistuji pfimé lécebné prostfedky proti onemocnénim
zpusobené vétsinou jejich zastupitelt.

Ve snaze napodobit hostitelskou mRNA, kterd je zakoncena strukturou cepicky
typu I, si osvojili svlij zpisob syntézy Cepickové struktury, kterd napomaha virtim pii
translaci, replikaci a uniku pfed hostitelskym imunitnim systémem. Findlni krok
v syntéze Cepicky je methylace na N-7 dusiku guanosinu a 2’-OH hydroxylové skupiné
adenosinu, ktery katalyzuje N-termindlni doména NS5, methyltransferasa.

Cilem této prace bylo vytvofeni strukturntho modelu flavivirové
methyltransferasy a objasnit strukturu a interakce vazebné domény s ligandy SAM a SIN
a jejich rozdily, které mohou pfispét k vyvoji novych inhibitort.

Prvné byl protein exprimovan v buiikach bakterii £. coli BL21-CodonPlus(DE3)
RIL transformované plasmidem MT2 K1 a purifikovan metodou chelata¢ni afinitni
chromatografie (viz Obr. 4.1a, str. 38), kde intenzivni pruh ve sloupci A (~55 kDa)
odpovida izolovanému proteinu s his-tagem. Nasledné byla béhem dialysy Stépena poly-
histidinova kotva enzymem SUMO proteasa. Pruh ve sloupci B (viz. Obr. 4.1a, str. 38)
s hmotnosti tésné€ pod 35 kDa odpovida proteinu SLEV NS5 MTasa (~31 kDa) a pruh
pod nim enzymu SUMO proteasa. Pfitomnost identickych pruhi v draze A je
pravdépodobnou pticinou vyliti vzorku B do drahy A pfi pipetovani.

Finalnim krokem purifikace byla gelova permea¢ni chromatografie. Protein byl
uspesné purifikovan ve velkém mnozstvi. Eluovan byl v rozmezi (viz Graf. 4.1, str. 39)
elu¢nich objemi ~ 65-85 ml v HEPES pufru. Jeho pfitomnost byla potvrzena
elektroforesou v prostredi SDS (viz Obr. 4.1b, str. 39), kde pruhy tésn€ pod 35 kDa ve
vSech frakcich odpovidaji Cistému proteinu SLEV NS5 Mtasa (~31 kDa).

Dal$im krokem bylo méfeni termo-stability SLEV NS5 MTasy v komplexu
s ligandy SAM a SIN metodou DSF. U ¢istého protein (viz. Graf 4.2a, 4,2b a Tab. 4.2,
str. 40, 41) dochazelo k denaturaci pfi teploté 51,07 °C + 0,24, u komplexu se SAMem
pti 53,42 °C £ 0,11 a u komplexu se SINem pii 54,33 + 0,29. Z vysledkt je patrné, ze
pfitomnost ligandu ve vazebném misté pfispivd k celkové stabilit¢ proteinu. Dale
vyplyva, Ze SIN se oproti SAMu vaze do vazebného mista s vétsi afinitou prosttednictvim
vicero interakci (viz Obr. 4.4c, str. 44). K denaturaci proteinu tak dochazi pti vySsi

teploté.
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Krystalizace proteinu metodou sedici kapky s difusi par probéhla uspésné u obou
komplexti v podmince s 1,0M LiCl, 0,IM MES (pH 6,0) a 20% (w/v) PEG 6 000
(viz Obr. 4.3, str. 41). Oba krystaly byly podrobeny difrakénimu experimentu s velmi
dobrym vyslednym rozliSenim (viz Tab. 4.4a, 4.4b, str. 42, 43).

Z vyslednych struktur je patrné, Ze se oba ligandy vazi k vazebné domén¢ hlavné
skrze vodikové vazby s okolnimi rezidui D146, S56, D131 (postranni fetézce) a W87,
G86, K105, V132 (,,back-bone* proteinu) (viz. Obr. 4.4c, str. 44). SIN navic tvoii dalsi
interakce s E111 (postranni fetézec) a D146 (,,back-bone* proteinu), které jsou dusledkem
odlisné konformace hlavniho fetézce ligandu a prostorovou orientaci 5-amino skupiny
SINu. Ze superpozice struktur (viz. Obr. 4.4d, str. 45) je vidét, ze reziduum E111
v komplexu MTasy se SAMem zaujima odliSnou konformaci. Dal§i méné podstatny
rozdil je v konformaci rezidua K105. Tyto dodate¢né vazebné interakce SINu s vazebnou
doménou jsou pravdépodobnou pfi¢inou vétsi termo-stability proteinu v porovnani se

SAMem (viz. Graf 4.2a, 4,2b a Tab. 4.2, str. 40, 41).
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Zaver

Protein SLEV NS5 MTasa byl Gspésné exprimovan, izolovan a purifikovan. Nasledné
byla méfena jeho teplotni stabilita s ligandy SAM a SIN, kde z vysledkt bylo patrné, ze
se SIN, v porovnani se SAMem, vaze k proteinu s vyssi afinitou a ptispiva tak k celkové
stabilit¢ komplexu.

Protein byl také uspésné vykrystalizovan. Krystaly byly podrobeny rentgenovému
difrakénimu experimentu s velmi dobrym vyslednym rozliSenim.

Z namétenych dat byly vyfeSeny struktury obou komplexti, které nastinily
geometrii a interakce vazebné domény s ligandy SAM a SIN. Ziskané informace mohou

prispét k vyvoji novych inhibitort a 1é¢iv specifickych pro flavivirové MTasy.

48



Seznam pouzité literatury

Barrows, N.J., Campos, R.K., Liao, K.-C., Prasanth, K.R., Soto-Acosta, R., Yeh, S.-C.,
Schott-Lerner, G., Pompon, J., Sessions, O.M., Bradrick, S.S., Garcia-Blanco,
M.A., 2018. Biochemistry and Molecular Biology of Flaviviruses. Chem. Rev.
118, 4448-4482. https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.7b00719

Benarroch, D., Egloff, M.-P., Mulard, L., Guerreiro, C., Romette, J.-L., Canard, B., 2004.
A Structural Basis for the Inhibition of the NS5 Dengue Virus mRNA 2'-O-
Methyltransferase Domain by Ribavirin 5'-Triphosphate®. J. Biol. Chem. 279,
35638-35643. https://doi.org/10.1074/jbc.M400460200

Bradrick, S.S., 2017. Causes and Consequences of Flavivirus RNA Methylation. Front.
Microbiol. 0. https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.02374

Brecher, M., Chen, H., Li, Z., Banavali, N.K., Jones, S.A., Zhang, J., Kramer, L.D., Li,
H., 2015. Identification and Characterization of Novel Broad-Spectrum Inhibitors
of the Flavivirus Methyltransferase. ACS Infect. Dis. 1, 340-349.
https://doi.org/10.1021/acsinfecdis.5Sb00070

Ciota, A.T., Koch, E.M., Willsey, G.G., Davis, L.J., Jerzak, G.V.S., Ehrbar, D.J., Wilke,
C.O., Kramer, L.D., 2011. Temporal and spatial alterations in mutant swarm size
of St. Louis encephalitis virus in mosquito hosts. Infect. Genet. Evol. 11, 460—
468. https://doi.org/10.1016/j.meegid.2010.12.007

Collins, M.H., Metz, S.W., 2017. Progress and Works in Progress: Update on Flavivirus
Vaccine Development. Clin. Ther. 39, 1519-1536.
https://doi.org/10.1016/j.clinthera.2017.07.001

Dey, D., Poudyal, S., Rehman, A., Hasan, S.S., 2021. Structural and biochemical insights
into flavivirus proteins. Virus Res. 296, 198343.
https://doi.org/10.1016/j.virusres.2021.198343

Diosa-Toro, M., Prasanth, K.R., Bradrick, S.S., Garcia Blanco, M.A., 2020. Role of
RNA-binding proteins during the late stages of Flavivirus replication cycle. Virol.
J. 17, 60. https://doi.org/10.1186/s12985-020-01329-7

Dong, H., Fink, K., Ziist, R., Lim, S.P., Qin, C.-F., Shi, P.-Y. 2014, n.d. Flavivirus RNA
methylation. J. Gen. Virol. 95, 763—778. https://doi.org/10.1099/vir.0.062208-0

Dong, H., Ray, D., Ren, S., Zhang, B., Puig-Basagoiti, F., Takagi, Y., Ho, C.K., Li, H.,,
Shi, P.-Y., 2007. Distinct RNA Elements Confer Specificity to Flavivirus RNA
Cap Methylation Events. J. Virol. 81, 4412-4421.
https://doi.org/10.1128/JV1.02455-06

Dong, H., Zhang, B., Shi, P.-Y., 2008. Flavivirus methyltransferase: A novel antiviral
target. Antiviral Res. 80, 1-10. https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2008.05.003

Emsley, P., Lohkamp, B., Scott, W.G., Cowtan, K., 2010. Features and development of
Coot. Acta  Crystallogrr. D  Biol.  Crystallogr. 66, 486-501.
https://doi.org/10.1107/S0907444910007493

Fabrega, C., Hausmann, S., Shen, V., Shuman, S., Lima, C.D., 2004. Structure and
Mechanism of mRNA Cap (Guanine-N7) Methyltransferase. Mol. Cell 13, 77—
89. https://doi.org/10.1016/S1097-2765(03)00522-7

Fernandes, P.O., Chagas, M.A., Rocha, W.R., Moraes, A.H., 2021. Non-structural protein
5 (NS5) as a target for antiviral development against established and emergent
flaviviruses. Curr. Opin. Virol. 50, 30-39.
https://doi.org/10.1016/j.coviro.2021.07.001

Gopala Reddy, S.B., Chin, W.-X., Shivananju, N.S., 2018. Dengue virus NS2 and NS4:
Minor proteins, mammoth roles. Biochem. Pharmacol. 154, 54-63.
https://doi.org/10.1016/j.bcp.2018.04.008

49



Heinz, F.X., Allison, S.L., 2003. Flavivirus Structure and Membrane Fusion, in:
Advances in  Virus  Research. @ Academic  Press, pp. 63-97.
https://doi.org/10.1016/S0065-3527(03)59003-0

Hercik, K., Brynda, J., Nencka, R., Boura, E., 2017. Structural basis of Zika virus
methyltransferase inhibition by sinefungin. Arch. Virol. 162, 2091-2096.
https://doi.org/10.1007/s00705-017-3345-x

Issur, M., Geiss, B.J., Bougie, 1., Picard-Jean, F., Despins, S., Mayette, J., Hobdey, S.E.,
Bisaillon, M., 2009. The flavivirus NS5 protein is a true RNA guanylyltransferase
that catalyzes a two-step reaction to form the RNA cap structure. RNA 15, 2340
2350. https://doi.org/10.1261/rna.1609709

Jarmer, J., Zlatkovic, J., Tsouchnikas, G., Vratskikh, O., Strauf}, J., Aberle, J.H., Chmelik,
V., Kundi, M., Stiasny, K., Heinz, F.X., 2014. Variation of the Specificity of the
Human Antibody Responses after Tick-Borne Encephalitis Virus Infection and
Vaccination. J. Virol. 88, 13845-13857. https://doi.org/10.1128/JV1.02086-14

Kubinski, M., Beicht, J., Gerlach, T., Volz, A., Sutter, G., Rimmelzwaan, G.F., 2020.
Tick-Borne Encephalitis Virus: A Quest for Better Vaccines against a Virus on
the Rise. Vaccines 8, 451. https://doi.org/10.3390/vaccines8030451

Li, K., Phoo, W.W., Luo, D., 2014. Functional interplay among the flavivirus NS3
protease, helicase, and cofactors. Virol. Sin. 29, 74-85.
https://doi.org/10.1007/s12250-014-3438-6

Lim, S.P., Noble, C.G., Shi, P.-Y., 2015. The dengue virus NS5 protein as a target for
drug discovery. Antiviral Res. 119, 57-67.
https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2015.04.010

Lindenbach, B.D., Thiel, H.-J., Rice, C.M., 2006. Flaviviridae: The Viruses and Their
Replication 52.

Liu, L., Dong, H., Chen, H., Zhang, J., Ling, H., Li, Z., Shi, P.-Y., Li, H., 2010. Flavivirus
RNA cap methyltransferase: structure, function, and inhibition. Front. Biol. 5,
286-303. https://doi.org/10.1007/s11515-010-0660-y

Lu, G., Gong, P., 2013. Crystal Structure of the Full-Length Japanese Encephalitis Virus
NS5 Reveals a Conserved Methyltransferase-Polymerase Interface. PLOS
Pathog. 9, €1003549. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1003549

Luo, D., Vasudevan, S.G., Lescar, J., 2015. The flavivirus NS2B—NS3 protease—helicase
as a target for antiviral drug development. Antiviral Res. 118, 148-158.
https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2015.03.014

Mackenzie, J. S., Barrett, A. D. T., Deubel, V., 2002. The Japanese Encephalitis
Serological Group of Flaviviruses: a Brief Introduction to the Group, in:
Mackenzie, John S., Barrett, Alan D. T., Deubel, Vincent (Eds.), Japanese
Encephalitis and West Nile Viruses, Current Topics in Microbiology and
Immunology. Springer, Berlin, Heidelberg, pp- 1-10.
https://doi.org/10.1007/978-3-642-59403-8 1

Mavian, C., Dulcey, M., Munoz, O., Salemi, M., Vittor, A.Y., Capua, L., 2018. Islands as
Hotspots for Emerging Mosquito-Borne Viruses: A One-Health Perspective.
Viruses 11, 11. https://doi.org/10.3390/v11010011

Oyer, R.J., David Beckham, J., Tyler, K.L., 2014. West Nile and St. Louis encephalitis
viruses. Handb. Clin. Neurol. 123, 433—447. https://doi.org/10.1016/B978-0-444-
53488-0.00020-1

Pettersson, J.H.-O., Fiz-Palacios, O. 2014, n.d. Dating the origin of the genus Flavivirus
in the light of Beringian biogeography. J. Gen. Virol. 95, 1969-1982.
https://doi.org/10.1099/vir.0.065227-0

50



Pierson, T.C., Diamond, M.S., 2020. The continued threat of emerging flaviviruses. Nat.
Microbiol. 5, 796—812. https://doi.org/10.1038/s41564-020-0714-0

Rastogi, M., Sharma, N., Singh, S.K., 2016. Flavivirus NS1: a multifaceted enigmatic
viral protein. Virol. J. 13, 131. https://doi.org/10.1186/s12985-016-0590-7

Reisen, W.K., 2003. Epidemiology of St. Louis encephalitis virus. Adv. Virus Res. 61,
139-183. https://doi.org/10.1016/s0065-3527(03)61004-3

Ridenour, C.L., Cocking, J., Poidmore, S., Erickson, D., Brock, B., Valentine, M., Roe,
C.C., Young, S.J., Henke, J.A., Hung, K.Y., Wittie, J., Stefanakos, E., Sumner,
C., Ruedas, M., Raman, V., Seaton, N., Bendik, W., Hornstra O’Neill, H.M.,
Sheridan, K., Centner, H., Lemmer, D., Fofanov, V., Smith, K., Will, J.,
Townsend, J., Foster, J.T., Keim, P.S., Engelthaler, D.M., Hepp, C.M., 2021. St.
Louis Encephalitis Virus in the Southwestern United States: A Phylogeographic
Case for a Multi-Variant Introduction Event. Front. Genet. 12, 667895.
https://doi.org/10.3389/fgene.2021.667895

Simon, L.V., Kong, E.L., Graham, C., 2021. St. Louis Encephalitis, in: StatPearls.
StatPearls Publishing, Treasure Island (FL).

Sinefungin 95% (HPLC), powder | Sigma-Aldrich [WWW Document], n.d. URL
http://www.sigmaaldrich.com/ (accessed 8.13.21).

Statistics & Maps | St. Louis Encephalitis | CDC [WWW Document], 2021. URL
https://www.cdc.gov/sle/statistics/index.html (accessed 8.9.21).

Thames, J.E., Waters, C.D., Valle, C., Bassetto, M., Aouadi, W., Martin, B., Selisko, B.,
Falat, A., Coutard, B., Brancale, A., Canard, B., Decroly, E., Seley-Radtke, K.L.,
2020. Synthesis and biological evaluation of novel flexible nucleoside analogues
that inhibit flavivirus replication in vitro. Bioorg. Med. Chem. 28, 115713.
https://doi.org/10.1016/7.bmc.2020.115713

Zhao, Y., Soh, T.S., Lim, S.P., Chung, K.Y., Swaminathan, K., Vasudevan, S.G., Shi, P.-
Y., Lescar, J., Luo, D., 2015. Molecular basis for specific viral RNA recognition
and 2'-O-ribose methylation by the dengue virus nonstructural protein 5 (NS5).
Proc. Natl. Acad. Sci. 112, 14834-14839.
https://doi.org/10.1073/pnas. 1514978112

Zhou, Y., Ray, D., Zhao, Y., Dong, H., Ren, S., Li, Z., Guo, Y., Bernard, K.A., Shi, P.-
Y., Li, H., 2007. Structure and Function of Flavivirus NS5 Methyltransferase. J.
Virol. 81, 3891-3903. https://doi.org/10.1128/JVI1.02704-06

51



