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Abstract

Influenza virus is responsible for seasonal epidemics among human population.
Flu illness usually causes only mild symptoms and can be overcome by few days rest.
However, this illness might have fatal consequences for young, elderly and
immunocompromised individuals. Some viruses are able to ,,jump® across species
resulting in rise of new types of virus that can have pandemic potential. The search for
new treatment options to prevent emergence of new pandemics is thus a high priority
task.

Influenza virus neuraminidase is a protein located on the surface of viral particles.
It has enzyme activity and catalyzes release of newly formed viral particles from
cytoplasmic membrane of infected host cells. This step is crucial in virus life cycle, so
the active site of this enzyme has become an important target for development of anti-
influenza drugs.

The neuraminidase inhibitors are currently the only effective drugs used for
influenza treatment. Nowadays, there are two drugs against flu used worldwide: Tamiflu
(oseltamivir) and Relenza (zanamivir).

Recently, resistant influenza strains have been detected with increasing frequency.
Point mutations in the active site of neuraminidase are causing decreased susceptibility
of virus to inhibitors. Formerly, it was thought that these mutations would significantly
impair viral transmission effectivity and fitness. However, these primary mutations are
often accompanied by secondary mutations that compensate for negative effect of the
primary mutations to viral fitness.

In this bachelor thesis, the characterization of binding of oseltamivir carboxylate
and tamiphosphor was performed with recombinant neuraminidase carrying mutation of
serine to arginine at position 247 of recent pandemic virus. This mutation plays
significant role in emergence of new influenza strains resistant to commonly used
inhibitors. The enzyme kinetic, microcalorimetric and X-ray structural analyses of
neuraminidase with inhibitors provide valuable information about the effect of this
mutation in inhibitor binding.

Keywords: neuraminidase, enzyme kinetics, crystallography, isothermal titration
calorimetry, recombinant proteins

[In Czech]



Abstrakt

Virus chiipky zptisobuje sezonni epidemie v lidské populaci. Nemoc vétSinou neni
doprovazena vazngj$imi ptiznaky a jako 1écba ve vétsiné ptipadi staci odpocinek. Muze
vSak mit vaznéj$i priubéh u mladistvych a starSich lidi nebo u jedincu s oslabenou
imunitou. Razné typy viru jsou schopny pfenosu mezi odlisSnymi zivo¢isSnymi druhy, coz
mize mit za nasledek vznik novych typt viru s pandemickym potencidlem. Hledani
novych moznosti 1é¢by je dulezitym faktorem ve snaze zabranit vzniku nové pandemie.

Neuraminidasa viru chiipky je protein, ktery se nachazi na povrchu virovych
castic. Tento protein vykazuje enzymovou aktivitu, kterd je nezbytna pro uvolnéni nové
vznikajicich virovych ¢astic zZ cytoplazmatické membrany infikovanych hostitelskych
bunék. To ji ¢ini dilezitym faktorem v Zivotnim cyklu viru. Aktivni misto tohoto enzymu
se stalo dilezitym cilem terapeutického zdsahu pro vyvoj inhibitorG zpomalujicich
replikaci viru.

Nejbéznéji pouzivanymi léky ve svété proti chiipce jsou Tamiflu (oseltamivir) a
Relenza (zanamivir) cilené proti neuraminidase. V poslednich letech se stale vice
objevuji resistentni kmeny viru chiipky. Bodové mutace v aktivnim misté neuraminidasy
zpisobuji sniZenou citlivost vi¢i inhibitorim. Dfive se pfedpokladalo, Ze by takovéto
mutace jsou vSak cCasto doprovdzeny sekundarnimi mutacemi, které kompenzuji
negativni vliv primarnich mutaci na virovou Zivotaschopnost (,,fitness®).

V této praci byla provedena charakterizace vazby inhibitorii oseltamivir
karboxylatu a tamifosforu s rekombinantni neuraminidasou nedavného pandemického
Viru nesouci mutaci serinu za arginin v pozici 247. Tato mutace hraje dulezitou roli pfi
vzniku novych variant viru chtipky resistentnich vii¢i bézné uzivanym inhibitoram.
Analyza pomoci enzymové Kinetiky, isothermalni kalorimetrie a rentgenové
krystalografie neuraminidasy s inhibitory poskytla uzite¢né informace o vlivu mutace na
vazbu téchto inhibitorli

Klicova slova: neuraminidasa, enzymova kinetika, krystalografie, isothermalni

titracni kalorimetrie, rekombinantni proteiny



1. Teoreticka cast

1.1. Chripkové onemocnéni

Virus chiipky zplisobuje vysoce nakazlivou nemoc napadajici dychaci systém lidi,
zvifat a zpusobuje akutni infekci dychacich cest [1]. Virus napada vSechny vékové
skupiny a zpiisobuje kazdorocni epidemie nejcastéji v zimnim obdobi a v chladnych
klimatech. Virus se $ifi snadno a rychle kapénkami, rozpraSenymi kaslem nakazenych
lidi ve vzduchu a naslednym vdechnutim zdravym jedincem. Mezi ptiznaky chiipky patfi
vysoka horecka, kasel, bolest hlavy, bolest kloubu a svalt, bolest v krku a ryma. Nemoc
nejcasteji neni nutné 1&¢it a sama zanikne po tydnu ¢i dvou stravenych na lazku. Ve
vazngjSich piipadech, naptiklad v kombinaci sjinou nemoci, je nutné nasadit
antivirotika. Nejefektivnéjsi obranou proti nemoci dodnes zistava prevence ve formé

vakcinace [2].

1.2. Virus chripky

Virus chiipky patii mezi viry s jedno-vlaknovou RNA negativni polarity z rodiny
Orthomyxoviridae. Rozlisuji se tii typy viru A, B a C, které se globaln¢ vyskytuji
v populaci [3]. Onemocnéni zplsobuji prevazné typy A a B, které davaji vznikat
sezonnim epidemiim. Typ C zpUsobuje pouze lehké infekce dychaciho traktu a nezda se,
7e by zpusoboval epidemie [4]. Nejrozsitenéjsi je typ A. Viry chiipky typu A maji
nejvetsi komplexitu a diverzitu genetické informace. Zaroven typ A napada velky rozsah
hostitelti a zpisobuje majoritni ¢ast zadvaznych pribehlti onemocnéni u lidi a je 1 jednou
Z nejcastejsich pricin pandemii. Cely genom je dlouhy pfiblizn€ 13 kb a sklada se z osmi
segmentil kddujicich jednotlivé virové proteiny. Divoké vodni ptactvo je hostitelem pro
rtizné antigenicky odlisné subtypy viru chiipky A. Dva hlavni antigeny jsou povrchové
glykoproteiny hemaglutinin (HA) a neuraminidasa (NA) [3]. Existuje 18 rozdilnych HA
(H) a 11 rozdilnych NA (N) subtypii [4]. Virus se z ptactva Casto pienasi na jiny druh,
ve kterém zplsobuje infekéni onemocnéni. Nékdy se muze stat, ze se virus ustali

Mrwe

lidskou populaci [3].



1.2.1. Klasifikace

Jak jiz bylo zminéno vyse, existuji 3 typy viru chiipky A, B a C. Viry chiipky typu
A lze d¢lit na rozdilné subtypy. V soucasné dob¢ lze v lidské populaci najit subtypy A
(HINT) a A (H3N2). Na jate roku 2009 se objevil novy A (HIN1) virus, ktery zptsobil
prvni pandemii za poslednich vice jak 40 let. Tento virus se Casto nazyva ,, 2009 HIN1*
a nahradil predesly HINT1 virus, diive kolujici v lidské populaci. Viry chiipky typu B
nejsou rozdéleny na jednotlivé subtypy. Mohou vSak byt rozdéleny na rozdilné
rodokmeny a kmeny. V soucasné dob¢ lze v populaci najit dva rodokmeny: B/Yamagata
a B/Victoria. Vroce 1980 byla organizaci WHO publikovana konvence pro

pojmenovavani vir chiipky. Tato konvence pouziva nasledujici komponenty [4]:

e Antigenni typ (napf. A, B, C)

e Puvodni hostitel (napf. swine (prase), duck (kachna) etc.)

e Geograficky pivod (napt. Denver, Taiwan)

e (Cislo kmene

e Rok izolace

e Pro viry chiipky typu A popis antigenu hemaglutininu a
neuraminidasy zavorkach (napt. (HIN1), (H3N2))

Napftiklad

e A/duck/Alberta/35/76 (H1IN1)
e A/Perth/16/2009 (H3N2)

1.2.2. Struktura viru chripky

Viry chiipky typu A, B a C pochazeji ze spole¢ného viru. Mezi jednotlivymi typy
dochézi k tzv. ,resortmentu®, vymeéné virovych RNA segmentl. Viry chiipky typu A a
B jsou od sebe nerozliSitelné pouzitim elektronové mikroskopie. Maji sféricky nebo
vléknity tvar. Sféricka forma méa 100 nm v priiméru a vlaknita forma dosahuje délky 300
nm. Virion chiipky typu A je pokryt glykoproteiny HA a NA v poméru 4:1, které jsou
na povrchu lipidové membrany, pievzaté z bunky hostitele [5]. V lipidové membrané je
malé mnozstvi matrixovych (M2) proteind, tvoticich protonovy kanal, které se vyskytuji
v poméru M2:HA 1:10 - 1:100 [6]. Tyto tii integralni membranové proteiny tvoii obalku,

ktera pokryva matrici M1 proteinii uzavirajici jadro virionu. V tésné blizkosti M1
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proteinu se nachdzi nestrukturni protein (NS2) a ribonukleoprotein (RNP), coz je
komplex skladajici se z virového RNA segmentu pokrytého nukleoproteinem (NP) a
heterotrimerické RNA-dependentni RNA polymerasy (P komplex) [5, 7].

virova RNA

P komplex

Obrazek 1: Struktura ribonukleoproteinu (RNP) viru chiipky typu A. Pievzato a
upraveno z [8].

Molekuly nukleoproteinu obaluji, a tak ochranuji virové jedno-vlaknové RNA.
Zaroven se UiCastni importu a exportu RNP ve viru a na virové replikaci [9]. Organizace
viru chiipky typu B je podobna typu A. Obsahuje Ctyti proteiny obalky NA, HA a misto
M2 obsahuje dalsi dva proteiny NB a BM2, které tvoti kanaly podobné kanalim z M2
proteinu u typu A. Viry chiipky typu C jsou strukturné odlisné od ptedeslych typi. Na
povrchu infikovanych bunék tvofi az 500 nm dlouhé struktury. Obélku viru tvoti pouze

jeden majoritné zastoupeny glykoprotein, fizni protein hemaglutininesterasy [7].

Jedno-vidknovd
RNA s negativni
polanitou

Protonovy kanal (M2)
Matrixovy protein (M1)

Neuraminidasa (NA)
s~ Nukleoprotein (NP)

Hemaglutinin (HA)

Obrazek 2: Struktura viru chiipky typu A. Uvnitf viru se nachazi jednotlivé RNA
segmenty kodujici tfi podjednotky polymerasy (PB2, PB1, PA), hemaglutinin (HA),
nukleoprotein (NP), neuraminidasu (NA), M1 matrixovy protein a M2 protein
protonového kanalu (M) a segment kodujici dva nestrukturni proteiny NS1, NS2 (NS).

Pievzato a upraveno z [3].
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1.2.2.1. Struktura genomu

Oba typy viru chiipky A i B se skladaji z osmi segmentti RNA negativni polarity,
zatimco virus chiipky typu C ma pouze sedm segmenti. Segmenty jsou v obou piipadech
¢islovany popotade¢ s klesajici délkou. Segmenty 1, 3, 4, a 5 koduji kazdy pouze jeden
protein a sice: PB2, PA, HA a NP proteiny [7]. Segment 2 kodujici PB1 podjednotku
zaroven koduje maly nestrukturni protein (PB1-F2) s apoptotickou funkci, skladajici se
z 87 aminokyselin. Tteti nejmensi segment je segment pro NA. Druhy nejmensi segment
koduje M1 matrixovy protein a M2 protein protonového kanalu. Nejmens$i segment
koduje dva nestrukturni proteiny NS1 a NS2 [9]. NS1 protein hraje kritickou roli
v zabranovani hostitelské antivirové odpovédi. Vyfazeni genu pro NSI1 protein
vyznamné oslabi virus diky rapidni nekontrolované interferonové odpovédi
hostitelského organismu, ktery zabrani virové replikaci [10]. NS1 interaguje
s cytoplazmatickymi a jadernymi hostitelskymi faktory, a tak vyznamné oslabuje
interferonovou odpovéd organismu [11]. NS2 protein hraje roli pfi vzniku novych

ribonukleoproteinovych ¢astic [12].

1.2.3. Zivotni cyklus viru chiipky
Dikladné prozkoumani Zivotniho cyklu viru chiipky davd moZnost hledat
potencionalni terapeutické cile pro budouci vyzkum 1é¢iv. Obrazek 3 na stran¢ 13

ukazuje zjednodusené prubéeh Zivotniho cyklu viru.

1.2.3.1. Prichyceni a vstup viru

Hemaglutinin je homotrimer, ktery tvofi vystupky z virové lipidové membrany.
Tyto vystupky se vazi na N-acetyl-neuraminovou kyselinu (dle nazvoslovi IUPAC:
5-(acetylamino)-3,5-dideoxy-D-glycero-a-D-galacto-non-2-ulopyranosic  acid), také
nazyvanou kyselina sialov4, umisténou na konci oligosacharidového fetézce nékterych
membranovych glykoproteini na povrchu bunééné membrany hostitelské bunky [13].
Nov¢ nasyntetizovany hemaglutinin ma velikost pfiblizn€ 70 kDa. Nasledné je $t€pen na
dvé podjednotky HA1 a HA2, které jsou spojeny disulfidickymi mustky. HAL
podjednotka obsahuje vazebnou doménu pro receptor zakonceny kyselinou sialovou.
Existuji dvé hlavni pfipojeni kyseliny sialové ke glykoproteintim na hostitelské burce:
a(2,3) a a(2,6). Lidské viry rozeznavaji a(2,6) vazbu, ptaci a konské rozeznavaji a(2,3).
Prase¢i pak rozeznava oba typy, coz je podstatné pro vznik novych virt kombinaci

rtiznych kment. Po vazbé¢ na kyselinu sialovou nastava receptorove fizena endocytoza a
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virus vstupuje do bunky. Poté dochazi k okyseleni endosomu, které vyvold konformacni
zmény v molekule HA. Endosom ma nizké pH kolem 5-6. Pti tomto pH dochazi
k disociaci HA1 podjednotky z endosomalni membrany a zaroven k odklonéni od HA2
podjednotky. HA2 podjednotka se vaze N-terminalnim koncem k endosomalni
membrané a dochazi k spojeni virové a endosomalni membrany [9, 14]. Nizké pH

endosomu zaroven otevira M2 protonovy kanal.

M2 protein se sklada z 97 aminokyselin. Obsahuje transmembranovou doménu
(TM) a C-terminalni cytoplasmaticky amfifilni helix. Helixy ¢tyf TM domén tvoii
tetramerni strukturu a vytvaii protonovy kanal. V tomto protonovém kanélu jsou dvé
vyznamné aminokyseliny His37 a Trp 41. Pfi nizkém pH je histidin protonovan a
urychluje proud protoni kanalem. Tryptofany jsou v pozici blizko histidinii a pfi
vysokém pH tvofi tzv. ,,branu kandlu®, kterd blokuje proud protonti. Tato brana se otevie
pii nizkém pH a dochazi k zméné usporadani TM helixt. [9] . Po otevieni kanalu proudi
H* protony do nitra virionu, to zptsobi uvolnéni RNP z M1 matrice a ty poté mohou

volné vstoupit do cytoplasmy hostitelské bunky [15].

¢ —>
@ 5 S
> T S
¥ ;

—_’ Syntéza proteinu P Foro
‘ uvolnéni
: :Z l / \\, .
Replikace v

= ARTSEERS SN
£y 3
>

Jadro

Hostitelské receptory

Obrazek 3: Jednoduchy piehled Zivotniho cyklu viru chfipky. Pfevzato a upraveno z

[8].
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1.2.3.2. Syntéza virové RNA, replikace a tvorba proteinu

Z cytoplasmy se RNP musi dostat do bunécného jadra. VSechny proteiny v RNP
(NP, PA, PB1, PB2) obsahuji znamé jaderné lokaliza¢ni signaly, které se mohou vazat
k jadernému importnimu systému, a tedy mohou vstoupit do jadra [14]. Virova
polymerasa je heterotrimer ti'i podjednotek PA, PB1 a PB2. Dohromady je tento komplex
velky pfiblizné 250 kDa [9]. RNA viru chiipky ma negativni polaritu. Prvnim krokem
Kk transkripci musi byt piepis na RNA pozitivni polarity [14]. Virova RNA dependentni
RNA polymerasa, ktera je sou¢asti RNP vniklé do jadra, pouzije RNA vlakno negativni
polarity jako templat pro syntézu dvou vlaken RNA pozitivni polarity: mRNA templat
pro produkeci virovych proteinti a komplementarni RNA (cRNA) intermediat, ze které¢ho
dale RNA polymerasa transkribuje dalsi kopie genomické RNA negativni polarity [7].
Na zacatku transkripce dochazi kvazbé segmentu 10-13  nukleotidl
s 7-methylguanosinovou ¢epickou z 5 konce hostitelské prekurzorové mRNA na PB2
podjednotku. Nasledné je tvofeno nové vldkno virové mRNA z 3" konce tohoto
segmentu. [9, 16]. Proteiny obalky (HA, NA a M2) jsou syntetizovany z mMRNA
virového piivodu na membranovych ribozomech endoplazmatického retikula, ve kterém
se nasledné skladaji a jsou transportovany do Golgiho aparatu pro vzik postranslacnich
modifikaci. VSechny tyto proteiny maji apikalni ttidici signdly, které je navadéji

k bunécné membrang. O translaci zbylych proteinti dosud neni vSe znamo [7].

1.2.3.3. Skladani viru a uvolnéni z buiiky

Po odchodu RNP z jadra zbyva viru jen vytvofit virové partikule a opustit buriku.
Chtipka patii mezi obalené viry, pouziva hostitelskou plasmatickou membranu pro
tvorbu obalky [14]. K puceni viru dochazi u plazmatické membrany. K iniciaci puceni
dochazi pravdépodobné akumulaci M1 matrixového proteinu u cytoplasmatické strany
lipidové dvojvrstvy. Kdyz je puceni ukonceno vystupky HA proteinu stale tvoii vazbu
s kyselinou sialovou na povrchu bunky. Neuraminidasa nasledné odstépuje koncové
kyseliny sialové od glykoproteind a gangliosidit bunééné membrany [7]. Neuraminidasa

hraje kruciélni roli v Zivotnim cyklu viru a stala se hlavnim cilem terapeutického zasahu.

1.2.4. Chripkova pandemie
Vysoce nakaZzlivd nemoc napadajici dychaci soustavu byla poprvé popsana

Hippokratem roku 412 pted Kristem. Historicky popis pandemii chiipky naznacuje, ze

wrwe
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vysokou umrtnost pfevazné u starsich lidi. Pandemie se objevuji se vznikem nového viru

chtipky, proti kterému nema vétsina populace protilatky [11].

1.2.4.1. Spanélska ch¥ipka 1918

Spanélska chiipka se na za¢atku 20. stoleti rozsifila po svété soucasné ve tfech
samostatnych vinach v obdobi dvanacti mésict v Evropé€, Asii a Severni Americe [17].
Spanélské se nazyva proto, Ze V dobé prvni svétové valky bylo Spanélsko neutralni zemi
konfliktu a nebyla zde vojenskd cenzura. Ve zpravach se tedy Sifila informace o
probihajici epidemii poprvé pravé ve Spanélsku, a zaroven byl vznik epidemie
ptipisovan této zemi v disledku kolujicich nepravdivych informaci [18]. Odhadovany
pocet obéti je vice jak 50 miliént. Donedévna bylo pouze mélo konkrétnich informaci o
pandemie sehrali sociologické a mikrobiologické faktory. Ze studii klonovani ziskaného
kmenu viak byly ziskany informace o vysoké virulenci. Umrtnost nakazenych lidi
dosahovala 2,5%, coz je v porovnani s 0,1% u ostatnich pandemii velky rozdil [19].
Unikatni na pandemii bylo, Ze byly infikovany zvitata i lidé. Sekvenac¢ni analyzy zaroven
ukazaly, ze geny kodujici HA a NA pochazely z ptaciho viru chiipky. Vir byl tedy
adaptovan na rozpoznani obou typl sialovych receptorii (viz vyse). Chiipka jevila
vysokou virulenci pfedev§im u mladych pacientli narozenych po roce 1889. Jedna
z teorii je, ze v roce 1889 koloval v populaci podobny kmen, diky kterému méli starsi
lidé zvySenou imunitni odpoveéd’. Jeden z dalSich faktord zvySujicich patogenitu byla
synergie viru s bakterialnimi infekcemi. Vznikaly i nové symptomy jako bakterialni
pneumonie, kdy dochazelo k zaplavé plic tekutinou a K jejich vnitinimu krvaceni [17,

19, 20].

1.2.4.2. Asijska chiipka 1957 a hongkongska chiipka 1968
V roce 1957 v Hong Kongu vypukla epidemie chiipky, u které byla zjisténa
antigenni zameéna. Tii segmenty pro NA, PB1 a HA se pfenesly z ptaciho viru do
A(HINT1) subtypu za vzniku nového subtypu H2N2 (kmen A/Singapore/1/1957). Nakaza
se postupné rozsifila z Asie do svéta [21]. Celkem nakaza ovlivnila 40-50% lidské
populace, z kterych 25-30% jevilo klinické ptiznaky. Prubéh infekce se prezentoval
typickym pribc¢hem. Nejvice piipadii smrti bylo zplisobeno sekundarni bakterialni

pneumonii. Odhad celkovych obéti pandemie ¢ini kolem jednoho milionu lidi [22].
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Za 11 let znovu vypukla v Hong Kongu pandemie chiipky. Tentokrat virus vznikl
antigenni zaménou, kdy se geny z mnoha subtypti utfidili v novém kmenu H3N2 (kmen
A/Hong Kong/1/68), také nazyvanym ,,hongkongska chiipka“. Cely pribéh byl podobny
pandemii z roku 1957 [11].

1.2.4.3. Pandemie 2009

V roce 2009 se v Mexiku objevil novy kmen viru chiipky HIN1. Analyza genomu
viru ukazala, ze lidsky virus je pfibuzny béznému prase¢imu viru chiipky typu A
vyskytujicimu se ve svété [23]. Segmenty kodujici P komplex, HA a NP vykazovaly
vysokou podobnost s prase¢im virem chiipky HIN2 izolovanym v devadesatych letech
20. stoleti v Severni Americe. Ten je potomkem H3N2 subtypu. Segmenty kddujici NA
a matrixové proteiny jsou vSak potomky kmenu praseciho viru kolujicimu v 90. letech
v Evropé [24]. Puvodni rychlé Sifeni nakazy do Severni Ameriky a Evropy bylo
zpusobeno leteckou dopravou. Predchozi piiprava vakciny byla soustfedéna na
ptedpovézeny ptichod subtypu H5NI1. Vakciny, proti novému typu tedy nebyly vcas
pripraveny. Na pocatku pandemie mnoho statti disponovalo velkou zasobou antivirotik.
V Japonsku bylo béhem pandemie spotiebovano velké mnozstvi antivirotik a byla zde
mnohem niz§i procentualni tmrtnost v porovnani se svétem. Ve Spojeném kralovstvi byl
napiiklad oseltamivir ptedepisovan k profylaxi z divodu udrZeni Sifeni nakazy na nizké
urovni. Charakteristiky pandemie se opét liSily od typického pribéhu. Virus mél
zévaznéjsi prubéh predevsim u mladSich lidi. Zarovei se Casto vyvinul syndrom akutni
dechové tisné. Jen ziidka byla nemoc doprovazena bakteridlni infekci. Lidé starsi 64 let
zdravotnickd organizace potvrdila béhem 1 roku 18500 piipadd umrti, které¢ ptimo

souvisely s nakazou pandemickym virem [11, 25, 26].

1.3. Neuraminidasa

1.3.1. Struktura neuraminidasy
Neuraminidasa je tetramericky enzym tvofeny Ctyimi identickymi monomery.
Kazdy monomer se sklada z priblizné 470 aminokyselin a lze ho dé€lit na 4 samostatné
domény. N-terminalni cytoplasmaticka Cast, transmembranova hydrofobni doména
kotvici enzym v membran¢, kmenovd doména s proménlivou délkou propojujici
transmembranovou a globularni katalytickou doménu ktera nese aktivni misto enzymu

[27]. Velikost jedné molekuly neuraminidasy s glykosylacemi je ptiblizné 60 kDa a cely
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homotetramer je velky ptiblizn¢ 240 kDa [28]. N-terminalni cytoplasmaticka doména je
kratka sekvence Sesti aminokyselin (MNPNQK). Tato sekvence je téméi ze 100%
zachovana ve vSech subtypech viru chiipky typu A, jeji funkce vSak dosud neni znama
[27]. Viry, které obsahovaly mutaci v této sekvenci, vykazovaly snizenou schopnost
puceni z membrany a mély pozménénou morfologii [29]. Pfimo na cytoplasmatickou
doménu navazuje transmembranova doména S vyrazné se lisici sekvenci aminokyselin u
ruznych subtypti. U vSech je vSak predikovana struktura transmembranového helixu.
Tato doména ma zaroven funkci navadéni NA skrze endoplazmatické retikulum i funkci
udrzeni enzymu zakotveného v membrané. Kmenova doména se nachazi mezi sekvenci
transmembranové domény a globuldrni katalytickou doménou. Molekula zéaroven
obsahuje cysteiny tvotici disulfidické mistky mezi jednotlivymi podjednotkami.
Zaroven maji vSechny subtypy mista pro N-gykosylaci, liSici se v poctu u jednotlivych
subtypt [27]. Katalyticka globularni doména je tvofena Sesti identickymi antiparalelnimi
B-skladanymi listy organizovanymi v ¢epelovité struktute [30]. Odlisné kmeny jednoho
subtypu vykazuji 90% homologii, zatimco homologie mezi jednotlivymi subtypy Cini
ptiblizné 50%. Mezi typem viru A a B je pak 30% homologie [31]. V molekule se téz

naléza vazebné misto pro vapnik [28].

Obrazek 4: A) Model tetrameru neuraminidasy. Znazornény jsou katalytické domény
barevné a transmembranové domény (TMD) jako Sedé valce. B) Struktura katalytické
domény neuraminidasy v komplexu s kyselinou sialovou v aktivnim misté. Obrazek byl
vytvofen v programu PyMOL uzitim kédu 2BAT z PDB databaze [32].
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1.3.1.1. Aktivni misto neuraminidasy
Virova neuraminidasa patii do skupiny enzymu exo-alfa-sialidas (EC 3.2.1.18).
Tato skupina enzymt katalyzuje hydrolytické stépeni glykosidové vazby mezi terminalni

sialovou kyselinou a za ni nasledujicim sacharidem. Existuje mnoho homolognich

vvvvv

aminokyselin  Arg118, Glul19, Asp151, Argl52, Argl56, Trpl78, Serl79, Aspl98,
[1e222, Arg224, Glu276, Glu277, Arg292, Asp293, Arg371, Tyr406 a Glu425 [30].
Funkéni skupiny jsou v pfimém kontaktu s kyselinou sialovou diky polarnim interakcim,
krom¢ Arg224, jehoz alifaticka ¢ast nepolarné interaguje s glycerolovym fragmentem
kyseliny sialové [31]. Osm aminokyselin je pak uspofadano do jednotlivych casti
aktivniho mista. Jedna z nich je tvofena svazkem tii arginini 118, 292 a 371. Tyto
aminokyseliny interaguji s karboxylovou skupinou kyseliny sialové a pravdépodobné
napomahaji pfechodu do vani¢kové konformace. V této ¢asti aktivniho mista se zaroven
nachazi tyrosin 406, ktery zastava kritickou roli v reakénim mechanizmu. Na tento usek
navazuji tf1 kyselé aminokyseliny. Asp151 a Glul19, které interaguji s hydroxylovymi
skupinami na uhlicich 3 a 4. Dale pak Glu227, tvotici vodikovou vazbu s molekulou
vody, ktera interaguje s NH skupinou acetoamidové skupiny na C5 uhliku. Kyslik této
acetoamidové skupiny tvoii vodikovou vazbu s argininem v pozici 152. V posledni ¢asti
pak Glu276 tvori nabité vazby s hydroxylovymi skupinami uhlikti 8 a 9 glycerolového

postranniho fetézce [11, 34].
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Obrazek 5: Interakce jednotlivych postrannich skupin aminokyselin z aktivniho mista

neuraminidasy s N-acetyl-neuraminovou kyselinou. Pfevzato a upraveno z [35].
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1.3.1.2. Reak¢ni mechanizmus

Katalyticky mechanizmus nebyl dokazan, existuji v§ak jednotlivé kroky, které jsou
vSeobecné akceptovany. Dostane-li se neuraminovy zbytek oligosacharidového fetézce
do aktivniho mista, zméni konformaci z zidlickové konformace (I) na vanickovou (II)
interakcemi s aminokyselinami, jak bylo popsano vyse. Dochazi k tvorbé kationtového
intermediatu (I11) diky silnym iontovym interakcim substratu s guanidinovymi
skupinami arginind 118, 292 a 371. Dojde ke $tépeni glykosidové vazby mezi koncovou
kyselinou sialovou a oligosacharidovym skeletem. Tento skelet odchazi z aktivniho
mista S glykosidickym kyslikem. Dochazi k stabilizaci intermediatu kyselymi
aminokyselinami aktivniho mista. Kyselina sialovd je kovalentné vazand na
hydroxylovou skupinu tyrosinu 406 (IV). Dale je hydroxylovan C2 uhlik pomoci
molekuly vody (V). Produktem této reakce je NeuSAc (VI), ktery odchazi z aktivniho
mista [11, 30, 35].
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Obrazek 6:Katalyticky mechanizmus odstépovani kyseliny sialové z oligosacharidového

skeletu membranového glykoproteinu. Prevzato a upraveno z [11].
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1.3.1.3. Porovnani aktivnich mist jednotlivych subtypi

Subtypy neuraminidasy lze rozdélit do dvou skupin podle charakteru jejich
aktivnich mist. Do skupiny 1 se fadi N1, N4, N5 a N8. Do skupiny 2 pak N2, N3, N6,
N7, a N9 [27]. Skupina 1 vykazuje dutinu blizko aktivniho mista tvofenou
aminokyselinami 147-152. Nazyva se také ,,150 smycka“. Tato 150 smycka byla
potvrzena pomoci krystalografickych studii u subtypu neuraminidasy N1, N4 a N8
Vv oteviené form¢. Jediny piipad, kdy je smycka uzaviena u neuraminidasy z 1. skupiny,
je ve struktufe pandemické N1 praseci neuraminidasy (kmen A/California/04/2009) [27,
36, 37].

1.3.2. Inhibitory neuraminidasy

Existuji pouze dva zdkladni typy antivirotik proti viru chiipky, které byly
licencované ve vétSing€ Casti svéta. Inhibitory M2 protonového kandlu a inhibitory
neuraminidasy. Prvni z nich byly derivaty adamantanu zaméfené na inhibici M2 kanalu.
V sedesatych letech 20. stoleti byl objeven 1ék adamantin. Pozdé&ji byl v Rusku objeven
1€k s ndzvem rimantadin. Tyto léky vSak byly Gi¢inné pouze proti viru chiipky typu A.
Léky byly zprvu u¢inné a hojné se pouzivaly v dobé pandemie roku 1968. Virus si v§ak
velice rychle vytvotil resistenci a v dnesni dob¢ vétsina cirkulujicich kmenti chiipky jiz
je resistentnich proti t€émto typtim léku. Diky tomuto faktu ve svété vznikla snaha
vyvinout 1éky proti novym cilim, které by nevedly k tak rychlému vyvoji resistence a
fungovaly by proti vétsimu spektru jednotlivych typt viru chiipky. Objev funkce a
mechanizmu neuraminidasy vedl k nasmérovani védeckych badani, ve snaze objevu
novych 1é¢iv proti chfipce timto smérem. Neuraminidasa je dodnes hlavnim cilem, proti

kterému se vyvijeji nova 1é¢iva [11, 35].

1.3.2.1. Zanamivir a oseltamivir

V dobé¢ vyvoje zanamiviru stale jest¢ nebyly dostatecné presné krystalografické
udaje popisujici strukturu neuraminidasy. To bylo omezenim pro stukturné-zaloZzenou
studii 1€Civ. Vyvoj se tedy soustiedil na vyzkum latek napodobujicich ptirozeny substrat
neuraminidasy. Zkoumaly se tedy derivaty kyseliny sialové (a-NeuSAc). Prvni slibny
derivat 2-deoxy-a-Neu5Ac vykazoval slaby efekt ve zvifecich modelech. Postupem Casu
se zdokonalovaly techniky zlepSujici rozliseni krystalografickych struktur, které odhalily
konzervované aminokyseliny v aktivnim centru enzymu. Diky témto objevim bylo

mozné navrhnout model latky, ktera by mohla byt lepSim inhibitorem. Bylo zjisténo, Ze
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ptidani vétsi bazické skupiny na zékladni skelet kyseliny sialové by mohlo vést k vzniku
latky s vysokou afinitou k enzymu. Zaroven byla potvrzena zlepSena aktivita latky
s dvojnou vazbou vV Sesti¢leném cyklu molekuly. Byly tedy nasyntetizované dvé
molekuly 4-amino-4-deoxy-NeuSAc2en a 4-deoxy-4-guanidino-Neu5Ac2en. U obou
latek byly zjistény konstatny Ki a sice pro 4-amino-4-deoxy-Neu5Ac2en Ki=4 x 108 M
a pro 4-deoxy-4-guanidino-Neu5Ac2en Ki=2 x 101° M. Molekula 4-deoxy-4-guanidino-
Neu5Ac2en byla vybrana jako kandidat pro vyvoj 1éku firmou GlaxoSmithKline pod
nazvem zanamivir. Latka vykazovala vysokou polaritu a rychlou exkreci z organismu.
Lék byl tedy cilené vyvinut pro pouziti v podobé inhala¢niho podani pod nazvem
Relenza a byl roku 1999 schvalen afadem FDA jako prvni 1ék proti chiipce cileny na
inhibici neuraminidasy [35, 38].
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Obrazek 7: Strukturni vzorce kyseliny sialové, jejiho intermediatu kationtu kyseliny

sialové, zanamiviru a oseltamiviru. Vzorce byly vytvoieny v programu ChemDraw.

Objev zanamiviru znamenal posun K §irSimu badani po novych inhibitorech
neuraminidasy. Zdokonalené analyzy sledujici vztah mezi aktivitou a strukturou vedly

k vyzkumu latek necukernatych templati jako jsou napiiklad cyklohexany. Takto byl
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objeven novy inhibitor oseltamivir. Zakladni t€lo molekuly bylo navrzeno tak, aby se
blize podobalo intermedidtu enzymové reakce neuraminidasy s kyselinou sialovou,
sialovému kationtu. Dale byla nahrazena glycerolova skupina kyseliny sialové lipofilni
skupinou, ktera meéla lépe interagovat s nepolarnimi strukturnimi aminokyselinami
v aktivnim centru enzymu. Na hexanovy skelet byl tedy pfidan 3-pentyl etherovy
postranni fetézec. Latka vSak byla piilis lipofilni pro vyvoj léku pro ordlni pouziti. Lék
byl tedy vyvinut v proaktivni form¢. Tato forma nesla nazev oseltamivir. Lék byl
vyvinut americkou firmou Gilead a pfiveden na trh firmou Roche roku 1999 pod

obchodnim nazvem Tamiflu [35].

1.3.2.2. Laninamivir a peramivir

Oseltamivir je stale nejrozsifenéjSim lékem proti chiipce na svété. Nicméné studie
ukazaly, Ze léky jako zanamivir, které se vice podobaji pfirozenému substratu
neuraminidasy kyseling sialové, mén¢ podléhaji vzniku resistenci. Zanamivir vSak musi
byt davkovan dvakrat denné po dobu péti dni pro maximalni efekt. Vznikala tedy snaha
o vyvoj léku s dlouhou ucinnosti, ktery by dobie fungoval proti kmenlim reSistentnim
vici oseltamiviru. Laninamivir se 1i$i od zanamiviru pfitomnosti 7-methoxy skupiny na
glycerolovém zbytku. Samotny 1ék je pak opét proaktivni formou, tzv. laninamivir
oktanoat. Laninamivir oktanoat i samotny laninamivir pak diky 7-methoxy skuping
vykazuji zvySenou ucinnost zadrzeni v plicich a jsou schopny efektivné fungovat po
poziti jedné davky. Laninamivir je velmi slibnym novym inhibitorem neuraminidasy,
ktery vykazuje u¢innost proti kmeniim resistentnim vici oseltamiviru. Tento 1€k je vSak

ptistupny pouze na trhu v Japonsku pod nazvem Inavir [39, 40].

C7Hy3

Laninamivir oktanoat Peramivir

Obrazek 8: Strukturni vzorce laninamiviru oktanoatu a peramiviru. Vzorce byly

vytvofeny v programu ChemDraw.
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Peramivir byl vyvinut ve snaze po hledani nového inhibitoru strukturné odlisného
od kyseliny sialové a s oralni dostupnosti [41]. Byla vsak zjiSténa nizka biologicka
dostupnost touto cestou [42]. Peramivir se 1isi od ostatnich inhibitord NA tim, Zze ma dva
aktivni substituenty, které tvoii viceCetné interakce S aktivnim mistem enzymu a muze
byt aktivni proti nékterym kmentim reSistentnim vici ostatnim inhibitorim NA [41].
Rapivab je prvnim lékem schvalenym k intravenéznimu uziti. Je uréen pro akutni

piipady chiipky u lidi starSich 18 let [43].

1.3.2.3. Tamifosfor
S piichodem resistentnich kment viru chiipky v poslednich letech, je stale velkou
prioritou hledat nové latky, které by proti nim byly u¢inné. Kyselina fosfore¢na ma
kyselejsi charakter v porovnani s karboxylovou kyselinou. Tento kysely zbytek vykazuje
Vv tiirozmérné struktufe vazbu s tfemi guanidinovymi skupinami argininii Vv aktivnim
misté neuraminidasy. Dokovaci studie a teoretické vypoéty ukazaly tvorbu osmi
vodikovych vazeb s témito argininy, coz je o dvé vodikové vazby vice nez v komplexu

oseltamiviru karboxylatu a neuraminidasy [44].

Tamifosfor
Obrazek 9: Strukturni vzorec tamifosforu. Vzorec byl vytvofen v programu ChemDraw.

1.3.3. Vyvaj resistence proti inhibitorim neuraminidasy

Diive se ptfedpokladalo, Ze resistence vznikajici na inhibitory NA nebudou
vyznamnym problémem, zejména z diivodu, Ze neuraminidasa je klicovym enzymem ve
slaby pfenos mezi hostiteli a virus se celkové jevil oslabené [45]. Mezi roky 2007 az
2009 se vsak objevila ptevladajici varianta viru resistentni na oseltamivir (HIN1) virus
(A/Brisbane/59/2007, clade 2B), coz bylo piekvapenim [46]. Pozdé&ji se objevila varianta
viru resistentni na oseltamivir, ktera obsahoval mutaci v pozici H275Y (dle N1 ¢islovani,
H274Y dle N2 cislovani, dale je v textu pouzivano N1 ¢islovani). Tato mutace se od té

doby stala nejcastéji vyskytujici. Studie ukazaly, ze si kmen stouto funkéni mutaci
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zachovava virulenci i1 schopnost pfenosu diky sekundarnim mutacim, jako naptiklad
R222Q, které poméhaji zachovat funk¢ni schopnost enzymu. Tyto sekundarni mutace se
mohou liSit. Napomahajici mutace se zaroven mohou vyskytovat i v molekule
hemaglutininu, pfedev§im v misté vazby receptoru [47-49]. Jednotlivé mutace jsou
typicky specifické pro jednotlivé typy/subtypy neuraminidasy. Mutace H275Y naptiklad
nezpusobuje resistenci viéi oseltamiviru v N2 subtypech viru [50]. Virus chiipky typu
B nejevi tak ¢asty vznik resistenci viici inhibitorim neuraminidasy jako typ A [51]. Mezi
dalsi ¢asto detekované mutace patii zamény aminokyselin v pozicich E119V a R293K u

N2 subtypu [52].

1.3.3.1. Vznik resistenci

Mezi hlavni faktory ovliviiujici vznik resSistenci na inhibitory NA patii profylaxe
(pfedevsim s niz§imi davkami inhibitor) po expozici virem. Resistence pak také casto
vznikaji u pacientd s oSlabenym imunitnim systémem. Jedna z hlavnich pficin je
prodluzovana doba medikace inhibitory [47]. Béhem prvni viny pandemie v roce 2009
bylo nahlaSeno az 30% piipadu s resistenci proti oseltamiviru u pacientd s naruSenym
imunitnim systémem. Imunosuprese je tedy hlavnim faktorem u vzniku resistentnich
kment [53]. Od zacatku pandemie v roce 2009 bylo nahlaseno vice jak 80% vird HIN1
pandemické chiipky resistentni na oseltamivir U pacientd, kteti byli 1é¢eni v piedchozi

dob¢ nebo byli prave 1éCeni oseltamivirem [54].

1.3.3.2. Mutace S247N

V roce 1997 byl objeven vysoce patogenni ptaci virus chiipky H5N1, ktery se
rozsifil do vice jak 60 statd svéta a zpisobil ztraty milionti kusti driibeze. Tento vir se
pak lokalné vyvinul v nové varianty viru. Mezi lety 2006 az 2008 byla vedena studie
zjist'uyjici pandemicky potencidl HSN1 viru chiipky izolovaného z driibeZe pfi jeji ndkaze
v Laoské lidové demokratické republice. Mezi jednotlivymi ziskanymi izolaty se
objevily viry, které jevily snizenou citlivost vici oseltamiviru. Bylo zjisténo nékolik
riznych mutaci napfi¢ jednotlivymi izolovanymi viry. Ve dvou izolatech
(A/chicken/Laos/13/08) byla nalezena dosud nepopsana mutace serinu v pozici 247 za
asparagin. Tato mutace vykazovala 24krat zhor$enou citlivost viéi oseltamiviru [55-57].
Nebyl vS§ak pozorovan vyssi pfenos viru na lidského hostitele.

Na konci roku 2010 byly v Australii a v Singapuru izolovany viry pandemické
chiipky A (HINT) 2009, které obsahovaly mutaci S247N. Na jafe roku 2011 pak byl
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tento vir detekovan u pacienta s oslabenym imunitnim systémem. Tento pacient byl 1écen
oseltamivirem a po péti dnech 1é¢by byl v pacientovi detekovan virus, ktery obsahoval
dv¢é mutace neuraminidasy, a sice H275Y v kombinaci s S247N. Tento dvojity mutant
vykazoval hodnotu 1Csp 6000krat vyssi v porovnani s virem bez mutaci. Strukturni
analyzy naznacuji, Ze mutace S247N muze ménit vodikové vazby kyseliny glutamové
v pozici 277 u neuraminidasy. V kombinaci s H275Y mutaci by mohla byt E277
zatlaCena do kapsy, kde se vaze hydrofobni skupina oseltamiviru, coz by vysvétlovalo
snizenou citlivost vic¢i tomuto inhibitoru. Data ziskana pii studii zaroven ukazuji, ze
virus s S247N mutaci nevykazuje sniZzenou pienosnost ani aktivitu viru. Panuje obava
moznosti roz§ifeni této mutace do svéta. Tato mutace by totiz mohla v kombinaci
S jinymi mutacemi, jako napiiklad v pozici 1223 zpusobit vysoce zvySené oslabeni
citlivosti inhibitord neuraminidasy [58].

Jak bylo zminéno, dvojity mutant H275Y+S247N pandemické chiipky z roku
2009 jevi vysokou resistenci vici oseltamiviru. Studie pfenosu viru na morcéatech vsak
ukazaly o 50 % snizenou ptenosnost tohoto dvojitého mutantu v porovnani s virem bez
mutaci. Zaroven virus pouze s jednou mutaci S247N i H275Y vykazoval sniZzenou
pienosnost na 88 % v porovnani s virem bez mutaci. Byl testovan 1 kmen, ktery se také
podatilo izolovat v Australii obsahujici tfi dodatecné sekundarni mutace V1061, N248D
a S299A. Kmen viru obsahujici mutace V1061, N248D, S299A a S247N vykazoval
efektivni pfenosnost mezi morcaty, a to i v kombinaci s mutaci H275N. Tyto tii
sekundarni mutace mohou potencionalné zménit strukturu neuraminidasy a tim zlepsit
zivotaschopnost viru [59, 60].

V letech 2009, 2011 a 2012 byly analyzovany varianty pandemického viru chiipky
v Brazilii a bylo nalezeno pfiblizn¢ deset variant obsahujicich S247N nebo H275Y
mutaci. Nékteré byly detekovany pied uzitim oseltamiviru pro 1écbu nédkazy, coz by
naznacovalo moznou efektivni pfenosnost viru mezi lidmi [61].

Dodnes nebyla publikovana struktura neuraminidasy s mutaci S247N. Tato
struktura by umoznila dale studovat vliv této mutace na citlivost vii¢i oseltamiviru.
Zaroven by pomohla pfi hleddni novych inhibitorii neuraminidasy zamétenych na

resistentni varianty viru.
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2. Cile prace

e Purifikace rekombinantni neuraminidasy subtypu HIN1 nesouci mutaci S247N

e Kineticka charakterizace neuraminidasy

e Kinetickd charakterizace vazby inhibitorti oseltamivir karboxylatu a tamifosforu
do aktivniho mista neuraminidasy S mutaci S247N

e Thermodynamicka charakterizace vzniku komplexu neuraminidasy S mutaci
S247N a inhibitoru oseltamivir karboxylatu

e Ptiprava krystalii komplexu inhibitoru oseltamivir karboxylatu a neuraminidasy

s mutaci S247N pro strukturni analyzu pomoci rentgenové krystalografie
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3. Material a metody

3.1. Material

Strep-Tactin Sepharosa, 50% suspenze, IBA (Némecko)

Filtra¢ni jednotka Sterivex GP 0.22 um, Millipore (USA)

Nitrocelulosova membrana

SuperSignal West Femto souprava, ThermoFisher Scientific (USA)
Dialyza¢ni membrana Spectrapore (8000 MWCO), Spectrum laboratories
(USA)

BCA Protein assay souprava, ThermoFisher Scientific (USA)

Dialyza¢ni mikrozkumavky (7000 MWCO), ThermoFisher Scientific
(USA)

Nunc ¢erna 96 jamkova Cerna mikrotitracni desticka, ThermoFisher
Scientific (USA)

Nunc ¢erna 96 jamkova transparentni mikrotitra¢ni desticka, ThermoFisher
Scientific (USA)

Centrifugacni filtry na 10000 Da (4 ml), Millipore (USA)

Centrifugacni filtry na 10000 Da (500 pl), Millipore (USA)

Thrombin CleanCleave souprava, Sigma-Aldrich (USA)

Krystaliza¢ni miska EasyXtal 15 jamkova, QIAGENE (Nizozemsko)
Polypropylenova kolonka na 5 ml, ThermoFisher Scientific (USA)

All blue standard molekulovych hmotnosti, Bio-Rad (USA)

3.2. Chemikalie

IBA (USA)

BioLock

Lach-Ner (Ceska republika)
hydrogenfosfore¢nan sodny, dusi¢nan stiibrny
Lachema (Ceska republika)

chlorid draselny, dihydrogenfosfore¢nan draselny

Sigma-Aldrich (USA)
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D-desthiobiotin, HABA, SDS, TEMED, APS, 2-merkaptoethanol,
N, N’ - methylen bisakrylamid, thiosiran sodny, chlorid vapenaty, mysi
monoklonalni ANTI-FLAG M2-HRP protilatka, bromfenolova modt,
HEPES, akrylamid, MES, dimethyl sulfoxid, PEG 8000,
4-MUNANA, BSA, glycin

e Penta (Ceska republika)
glycerol, methanol, formaldehyd, kyselina octova, uhli¢itan sodny, chlorid
sodny

e Promega (USA)
Tris

e SDT (Némecko)
kaseinovy pufr 20x koncentrat

e ThermoFisher Scientific (USA)
Decon 90

e USB (USA)

Tween 20
3.3. Pristroje

e Centrifuga 5415R, Eppendorf (Germany)

e Centrifuga Allegra X-15R, Beckman Coulter (USA)

¢ Suché michaci lazeti ThermoCell MiXingBlock, BIOER (Cina)
e Vertikalni polyakrylamidova gelova elektroforéza, Bio-Rad (USA)
e Mini Trans-Blot cela, Bio-Rad (USA)

e CCD kamera ChemiDoc-It 600, UVP (Spojené kralovstvi)

e Vileckovy rotator SRT6D, Stuart (UK)

e Inkubator IPP 400, Memmert (USA)

o Ctecka Infinite M1000 PRO, Tecan (Svycarsko)

e MicroCal VP — ITC mikrokalorimetr, Malvern (USA)

e MicroCal ThermoVac Odvzdusnovac vzorkd, Malvern (USA)
e Mikroskop Olympus SZX10, Olympus corporation (Japonsko)
e Fotoaparat Olympus E-620, Olympus corporation (Japonsko)

e pH metr model pH 50, XS Instruments (Italie)

e Zdroj napéti EPS 301, GE Healthcare (USA)
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3.4. Purifikace proteinu

e Promyvaci pufr: 100 mM Tris/HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl

e Eluéni pufr: 100 mM Tris/HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, 10 mM
D-desthiobiotin

e Regeneraéni pufr: 100 mM Tris/HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM HABA

Byly rozmrazeny dva dily po 250 ml bunééného média po produkci
rekombinantniho neuraminidasy S mutaci S247N v S2 bunkach Drosophila,
ptipraveného Ing. Janou Starkovou (UOCHB AV CR v.v.i.) Protein zarovei obsahoval
na N-konci kotvu “Twin-Strep-tag™ pro purifika¢ni a detek¢ni ucely a $tépné misto pro
thrombin. K jednomu dilu bylo ptidano 0,7 ml roztoku BioLock obsahujiciho avidin,
ktery vyvazuje biotin pfitomny v médiu, ktery by mohl interferovat s nosicem. Médium
bylo nésledné filtrovano pomoci filtra¢ni jednotky Sterivex GP 0.22 um (Millipore). Pro
purifikaci byly pouzity ¢tyfi plastové kolonky, kazda obsahujici 1 ml sepharosy ,,Strep-
Tactin®. Kolonka byla ekvilibrovana 8 ml promyvaciho pufru. Nasledné bylo na kolonky
ekvivalentné aplikovano buné¢né médium a byla jimana protekla frakce. Posléze bylo
na kazdou kolonku aplikovano 10 ml promyvaciho pufru a byla jimana promyvaci
frakce. Kolonky byly poté uzavieny, aby nedochazelo k prutoku a bylo pfidano 4 ml
eluniho pufru. Takto byly kolonky uzavieny po dobu 30 minut pro vyvazani
zachyceného proteinu. Nasledné byla jiména 1. elu¢ni frakce. Na kolonku bylo ptidano
4 ml promyvaciho pufru a byla jimana 2. elu¢ni frakce. Nakonec bylo na kolonku opé&t
pfiddino 4 ml promyvaciho pufru a byla jimana 3. elu¢ni frakce. Kolonka byla
regenerovana promytim ptiblizné 20 ml regeneracniho pufru a byla pozorovana barevna
zména nosice Z bilé na syté ¢ervenou barvu, coz signalizovalo vyvazani D-desthiobiotinu
Z sepharosy. Nosic¢ byl dale promyvan promyvacim pufrem (pfiblizné 24 ml) do plného
odbarveni nosi¢e. Zhodnoceni uspéSnosti purifikace bylo analyzovano pomoci

experimentu SDS elektroforézy a pomoci imunodetekce.
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3.5. SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Vzorkovy pufr (6 x koncentrat): 350mM Tris/HCI, pH 6.8, 30 % (v/v)
glycerol,

350 mM SDS, 4 % (v/v) 2 mM 2-merkaptoethanol, 180 uM bromfenolova
modrf

Elektrodovy pufr (5 x koncentrat): 140 mM Tris/HCI, pH 8.8, 1.4 M glycin,
20 mM SDS

14% rozlisSovaci gel: 375 mM Tris/HCI, pH 8.8, 14 % akrylamid, 0.1 %
(w/v) SDS, 0.2 % (v/v) TEMED, 0.1 % (w/v) APS

6 % zaostfovaci gel: 250 mM Tris/HCI, pH 6.8, 6.6 % akrylamid, 0.1 %
(w/v) SDS, 0.2 % (v/v) TEMED, 0.1 % (w/v) APS

Pomoci SDS elektroforézy v polyakrylamidovém gelu byl sledovan pribéh

purifikace proteinu a prubéh $té€peni kotvy ,, Twin-Strep tag”. Ke 100 pl odebranych

vzorkti bylo ptidano 20 ul (6xkoncentrovaného) vzorkového pufru. Vzorky byly

nasledn¢ inkubovany po dobu 10 minut v suché michaci lazni pti 96° C pro denaturaci

proteinll. Elektroforéza byla provedena ve vertikalnim uspotfddani pouZitim aparatury

(Bio-Rad). Napéti zdroje bylo nastaveno na 140 V a elektroforéza probihala 90 minut.

Proteiny v gelu byly vizualizovany pomoci barveni stfibrem:

1.

a M N

Fixace (30 minut): 12 % (v/v) kys. octova, 50 % (v/v) methanol, 0.02 %
(v/v) formaldehyd

Promyti (3 X 15 minut): 50 % (v/v) methanol

Redukce (1 minuta): 0.02 % (w/v) thiosiran sodny

Promyti (3 X 20 sekund): deionizovana voda

Impregnace (20 minut): 0.2 % (w/v) dusi¢nan sttibrny, 0.02 % (v/v)
formaldehyd

Promyti (3 X 20 sekund): deionizovana voda

Vyvolani (10 sekund — 5 minut): 566 mM uhli¢itan sodny, 16 uM
thiosiran sodny, 0.02 % (v/v) formaldehyd

Promyti (3 X 20 sekund): deionizovana voda

Zastaveni vyvolavani (10 minut): 12 % (v/v) kyselina octova, 50 % (v/Vv)

methanol

30



3.6. Elektropi‘enos a imunodetekce

e Pienosovy pufr: 192 mM glycin, 25 mM Tris/HCI, 10 % (v/v) methanol

e PBS pufr: 10 mM NaHPOQOg4, 1.8 mM KH2POg4, pH 7.4, 137 mM NacCl,
2.7 mM KCI

e PBS/Tween pufr: 10 mM NaxHPOs, 1.8 mM KH2POg4, pH 7.4, 137 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 0.05 % Tween

Gel po SDS elektroforéze byl promyt v pienosovém pufru. Nitrocelulosova
membrana byla také ekvilibrovana po dobu 3 minut v pfenosovém pufru. Gel byl
nasledné pfevrstven membranou a dvéma namocenymi silnymi filtranimy papiry a
zasazen do cely Mini Trans-Blot (Bio-Rad). Proteiny byly pfeneseny na membranu za
konstantniho napéti 100 V po dobu 60 minut v aparatufe od firmy Bio-Rad. Po ptfenosu
proteind na membranu byla membrana nasledné blokovana v 10 ml roztoku kaseinu
v PBS pufru. K membrané bylo poté piidano 6 ul mysi monoklonalni ANTI-FLAG M2-
HRP protilatky na vyslednou koncentraci 0.6 pg/ml. Membrana byla inkubovana
Vv ptitomnosti protilatky ptes noc ve 4° C. Membrana byla nasledujici den 3x15 minut
promyta pufrem PBS/Tween, poté opatrné osuSena mezi filtraCnimi papiry a vloZena do
plastové folie, kde byla vyvolana pomoci soupravy SuperSignal West Femto (Thermo
Scientific). Chemiluminescen¢ni signal byl detekovan pomoci CCD kamery ChemiDoc-
It 600 (UVP).

3.7. Proteolytické odStépeni proteinové kotvy

e Pufr T: 50 mM Tris/HCI, pH 8.0, 150 mM NacCl, 10 mM CaCl;
e Promyvaci pufr: 100 mM Tris/HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl

Po purifikaci proteinu pies nosi¢ ,,Strep-Tactin® bylo nutné odstépit sekvenci
specifické kotvy na N-koncové ¢asti proteinu. Bylo spojeno 5 prvnich elu¢nich frakci
z predeslych purifikaci o celkovém objemu pfiblizné 80 ml. Roztok byl aplikovan do
dialyza¢ni membrany propoustéjici latky o molekulové hmotnosti niz§i nez 8 kDa.
Roztok proteinu byl dialyzovan proti 2 | pufru T pies noc pii 4 °C. Réno byl pufr vyménén
za 2 litry nového pufru T a roztok byl dialyzovan dalsi 4 hodiny. Nasledn¢ byl roztok
rozdélen do dvou konickych zkumavek. Do kazdé zkumavky bylo ptidano 100 pl
thrombin agarosy ze soupravy Thrombin CleanCleave (Sigma-Aldrich). Zkumavky byly
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ponechany na valeckovém rotatoru ptes noc pii laboratorni teploté. Roztok suspenze byl
rano odstfedén po dobu 15 minut pii teploté 25° C pii otackach 3724xg. Nasledné byl
opatrn¢ odebran supernatant, ktery byl dale aplikovan na plastovou kolonku
s ekvilibrovanou ,,Strep-tactin“ sepharosou dle postupu v kapitole 3.4 pro zachyceni
kotvy. Byla jimana protekla frakce neuraminidasy. Kolonka byla regenerovana dle
postupu Vv kapitole 3.4. Béhem celého procesu byly odebirany vzorky na SDS
elektroforézu v polyakrylamidovém gelu, pro pokus imunodetekce a pro zjisténi finalni

koncentrace proteinu.

3.8. Stanoveni koncentrace proteinu

50 pl vSech odebiranych vzorkli béhem purifikaénich a $té€picich kroka bylo
dialyzovano v mikrozkumavkach s dialyza¢ni membranou proti 1 1 dialyzaéniho pufru (10
mM HEPES, pH 7.5) pii 4° C pies noc. 25 ul vzorkt bylo pipetovano na transparentni 96
jamkovou desticku. Dale byly na desti¢ku pipetovany roztoky o znamé koncentraci BSA

(0.0125 mg.ml?, 0.025 mg.ml?, 0.05 mg.mI%, 0.1 mg.ml?, 0.2 mg.ml?)

Pro stanoveni koncentrace proteinu byla pouzita souprava ,,BCA Protein Assay“ (Thermo
Scientific)“. Byly smichany reagencie A a B v poméru 50:1. Nasledné bylo do kazdé jamky
se vzorkem piiddno 200 pl tohoto roztoku a vzorky byly dikladné promichany pomoci
automatické pipety. Desticka se vzorky byla poté inkubovana po dobu 30 minut pti 37° C.
Nésledné byla zméfena absorbance ptfi 562 nm na ctecce Infinite M1000 PRO (Tecan).
Koncentrace proteintl byla stanovena dle kalibraéni kiivky sestrojené pomoci kalibraénich

roztokt BSA.

3.9. Krystalizace proteinu

Protein byl krystalizovan v pfitomnosti oseltamivir karboxyldtu metodou visici
kapky. Purifikovany protein neuraminidasy byl zakoncentrovan pomoci centrifuga¢niho
filtru s pory zachycujicimi ¢astice vétsi nez 10 KDA pii 10° C za odstiedivého zrychleni
9300xg na objem 44 pl o vysledné koncentraci proteinu 8 mg.ml™. Nasledné byl roztok
proteinu promyt 1 ml krystaliza¢niho pufru (5 mM Tris/HCI, pH 8.0) a znovu
zakoncentrovan na 44 ul. Dale byl roztok proteinu promyt 500 ul 0.5 mM roztoku
oseltamivir karboxylatu a znovu zakoncentrovan na 44 ul. Pro krystalizaci bylo do kazdé
jamky 15-ti jamkové krystalizacni desticky pipetovano 0.5 ml roztoku krystaliza¢ni

podminky. Na vnitini stran¢ vicka desticky byl pfipraven roztok smichanim 1 pl roztoku
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proteinu a 1 pul roztoku krystalizacni podminky. Krystalizani podminka byla
optimalizovdna pouzitim podminky, ve které krystalizoval divoky typ neuraminidasy
v komplexu s tamifosforem [62]. Vicka byla pevné uzaviena a desti¢ka byla ponechana
pii 18° C. Jednotlivé kapky byly casto kontrolovany pod mikroskopem pro analyzu

krystaliza¢nich podminek.

3.10. Kineticka charakterizace

3.10.1. Stanoveni Michaelisovy konstanty

Kinetickd charakterizace byla provedena pomoci fluorometické analyzy
vyuzivajici synteticky substrat MUNANA (2-(4-methyllumbelliferyl)-D-N-acetyl
neuraminovd  Kkyselina), = mimikujici  pfirozeny  substrat  neuraminidasy.
V mikrozkumavkach bylo smichano 5 pl roztoku proteinu (koncentrace 1.587 uM
stanovena pomoci HPLC aminokyselinové analyzy Radko Sou¢kem — UOCHB AV CR
V.V.i.) spole¢né s 20 pl 2x koncentrovanym MES pufrem (100 mM MES, pH 6.15, 150
mM NaCl, 10 mM CaClz) a odlisnym objemem deionizované vody pro vysledny objem
rakéni smési 40 pl. Samotna reakce byla zahajena piidanim 14 mM substratu MUNANA
(vysledné koncentrace substratu v rozmezi 0.1 mM - 2.8 mM). Reakéni smési byly
inkubovany pii 37° C v suché lazni a michany pti 900 otackach za minutu po dobu 20
minut. Po této dob¢ byla reakce zastavena ptidanim 40 pl roztoku 1 M Na.COs. Pro
odeCteni vlivu fluorescence samotného substratu a pro kvantifikaci fluorescence
produktu byly provedeny kalibra¢ni stanoveni pro smési obdobné piedeslym bez
pfitomnosti enzymu o odlisSnych koncentracich substratu a produktu enzymatického
Stépeni. Jednotliveé reakéni smési byly po zastaveni reakce pipetovany do tmavé desticky
0 96 jamkach. Bylo zmétfeno emisni zatfeni pti 450 nm po excitaci zafenim o vlnové délce
365 nm na cteéee Infinite M1000 PRO (Tecan). Méteni bylo vyhodnoceno pomoci
vynosu dle Lineweara-Burka a statistické zpracovani provedl Dr. Pavel Pokorny na
VSCHT.
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3.10.2. Stanoveni inhibi¢nich konstant
Pribéh stanoveni inhibi¢nich konstant byl obdobny postupu stanoveni Michaelisovy
konstanty. Reakéni smés se skladala z20 pl 2x koncentrovaného MES pufru, 5Sul
deionizované vody, 4 pul roztoku proteinu (koncentrace 1.587 uM) a 1 ul roztoku inhibitoru
o rozdilnych koncentracich (v rozmezi 1 uM - 150 uM). Reakce byla zahajena piidanim
10 ul 2 mM MUNANA substratu. Ostatni parametry méfeni byly shodné s postupem pii
stanoveni Michaelisovy konstanty. Vysledky méfeni byly vyhodnoceny pomoci Dixonova

vynosu. Méfeni byly provedeny v duplikétech.

3.11. Isothermalni titrac¢ni kalorimetrie

Roztok purifikovaného proteinu byl dialyzovan v dialyzacni trubici proti 1 1 pufru
ITC (50 mM MES, pH 6.15, 150 mM NaCl, 10 mM CacCly) ptes noc pii teploté 4° C.
Poté byl roztok proteinu zahu$tovan Vv konické zkumavce s filtrem propoustéjicim
castice o molekulové hmotnosti niz§i nez 10 kDa na pozadovanou koncentraci
odstfedénim pfti otackach 3724xg pii 20° C. Zaroven byl pfipraven roztok inhibitoru o
koncentraci 13.2x vy$si nez finaln¢ zahustény roztok proteinu. Piesna koncentrace
proteinu byla stanovena HPLC aminokyselinovou analyzou Radko Sout¢kem (UOCHB
AV CR v.v.i) a pfesnd koncentrace inhibitoru elementarni analyzou, Stanislavou
Matgjkovou (UOCHB AV CR v.v.i.) Findlni roztok proteinu i inhibitoru byly nasledng
odvzdusnény. Titra¢ni cela a byreta byly promyty roztokem detergentu, deionizovanou
vodou a pufrem pro ITC. Do cely o objemu 1.43 ml byl nasledné byretou postupné
ptidavan roztok inhibitoru injekcemi o objemu 9 pl. Celkem bylo do cely ptidano 30
injekci v intervalech 240 s mezi jednotlivymi injekcemi pro ustaleni zakladni linie.
Mg¢fteni bylo provedeno za teploty 25° C. Dale bylo provedeno méieni, kdy byl za
stejnych podminek titrovan roztok inhibitoru do pufru bez proteinu pro stanoveni
rozpoustéciho tepla inhibitoru. Vysledek méteni byl analyzovan v programu Origin se

specialnim softwarem od firmy MicroCal.
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4. Vysledky

4.1. Purifikace proteinu

Globularni katalytickd doména neuraminidasy kmenu A/California/7/2009 (H1N1) nesouci
mutaci S247N a obsahujici ,,Twin-Strep-Tag™ kotvu na N-konci, byla rekombinantné
exprimovana v S2 buiikach Drosophila Ing. Janou Starkovou (UOCHB AV CR v.v.i.).
Protein byl purifikovan z 1 1 bunééného média pomoci sepharosového nosice specifického
pro kotvu ,,Strep-Tag*. Purifikace byla rozdélena na dily po 250 ml média. Poté byly spojeny
dvé proteklé frakce, které¢ byly znovu nandseny na nosi¢. Prubéh purifikace byl sledovan

pomoci SDS elektroforézy a imunodetekce.

1 2 3 4 5 6 7 1 p. 3 4 5 6 7
——— < =—— 250 kDa~—-
250 kDa— &= 150 kDa—
150 kDa— ==
100 kDa -~
100 kDa—| == 75 kDa— ‘
75 kDa—| we - o

50 kDa— " . ...

SO kDo—| A SN —
wd - 37 kDa— WS
37 kDa—| »»
25 kDa—
25 kDa— 20 kDa—

Obrazek 10: Prubéh purifikace S247N mutantu neuraminidasy. Jednotlivé purifikované
frakce detekované SDS Elektroforézou (vlevo) a pomoci imunodetekce (vpravo). SDS
elektroforéza: draha 1: 0,6 ul All blue standard molekulovych hmotnosti, draha 2: 7 pl
bunééné médium, draha 3: 7 pl protekla frakce, draha 4: 7 ul promyvaci frakce, draha 5:
7 ul 1. eluéni frakce, draha 6: 7 pl 2. elucni frakce, draha 7: 7 ul 3. elu¢ni frakce.
Imonnodetekce: Jednotlivé drahy odpovidaji stejnym vzorkiam jako u SDS elektroforézy
s nasledujicimi nanaskami: draha 1: 2 pl, 2: 1ul, 3: 1ul, 4: 0.2 pl, 5: 3ul (20 x fedéni), 6:
3ul (5 x fedeéni), 7: 3ul (5 x fedéni).
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Tabulka 1: Tabulka zaznamenavajici prubéh purifikace S247N mutantu neuraminidasy.
V zahlavi tabulky: V objem, ¢ koncentrace proteinu, a aktivita enzymu, as specificka

aktivita enzymu, P purifikaéni koeficient.

Frakce Viml] c¢[mg.ml'] a[ARFUx10°] as[ARFU x 10°.mg]
Bunécné médium 250 1.03 7000 27 1
Protekla frakce 250 0.99 670 2.7 0.1
Promyvaci frakce 40 0.12 0 0.0 0
1. elu¢ni frakce 16 0.13 810 400 15
2. eluéni frakce 16 0.05 220 280 10
3. elucni frakce 16 0.01 0 0 0

4.2. Stépeni afinitni kotvy neuraminidasy

Z proteinu byla v dalsim kroku odstépena afinitni kotva na N-konci neuraminidasy
(,,Twin-Strep-Tag™), ktera slouzila pro purifika¢ni ucely. Z diivodu mozného ovlivnéni
charakterizace proteinu byla tato kotva odstépena pomoci thrombinu, pro ktery bylo na
konci sekvence kotvy piedem vneseno §tépné misto. Po dokonéeni §tépeni byla tato
kotva odstranéna pomoci specifického sepharosového nosice (,,Strep-Tactin®). Kotva se
na rozdil od neuraminidasy navazala na nosi¢, a doSlo tak k jejich vzdjemnému odd¢leni.
Vysledkem byl ¢isty protein. Na obrazku 11 na nasledujici strané je z pokusu SDS
elektroforézy v draze 3 patrno posunuti prouzku oproti draze 2 coz ukazuje odstépeni
,» Twin-Strep-Tag™ kotvy. Po imonnodetekci Ize pozorovat v draze 2 prouzek znacici
navazani Anti-FLAG M2-HRP protilatky na ,,Twin-Strep-Tag™ kotvu obsahujici
,FLAG® sekvenci. V draze 3 neni detekovatelny prouzek, coz potvrzuje odStépeni

,» T win-Strep-Tag® kotvy z neuraminidasy.
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Obrazek 11: Pribéh odstépeni kotvy neuraminidasy thrombinem. Na obrazku jsou
zobrazeny jednotlivé frakce detekované SDS elektroforézou (vlevo) a imunodetekci
(vpravo) béhem $tépiciho procesu. SDS elektroforéza: draha 1: 0,8 ul All blue standard
molekulovych hmotnosti, drdha 2: 7 pl spojené elu¢ni frakce pied St€penim, draha 3:
7 ul frakce finalniho proteinu po $t€peni thrombinem, draha 4: 3 pl divokého kmenu
neuraminidasy obsahujiciho ,,Twin-Strep-Tag™ kotvu. Na gelu je v draze 3 patrno
posunuti prouzku oproti draze 2 coz ukazuje odstépeni ,,Twin-Strep-Tag™ Kkotvy.
Imonnodetekce: draha 1: 2 ul All blue standard molekulovych hmotnosti, draha 2: 1.5 pl
spojené elu¢ni frakce pied $t€penim (15.5 x fedéni), draha 3: 1.5 ul frakce finalniho
proteinu po $tépeni thrombinem (15.5 x ¥), draha 4-7: (5 ng, 7.5 ng, 10 ng, 12.5 ng)

standard divokého typu neuraminidasy.

4.2.1. Uréeni Michaelisovy konstanty a Kkatalytické efektivity

mutantu S247N neuraminidasy

S247N  mutant neuraminidasy byl kineticky charakterizovan pouzitim
fluorescen¢niho  substratu ~ 4-MUNANA o  rozdilnych  koncentracich a
198 nM neuraminidasy. Data byla  vyhodnocena pouzitim vynosu dle
Lineweavera-Burka (Obrazek 12 na stran¢ 38) a nasledné statisticky zpracovana za
pomoci Dr. Pavla Pokorného z VSCHT. Vysledna hodnota Michaelisovy konstanty Kn
byla 1.1£0.1 mM (shodna s neuraminidasou divokého typu). Cislo pfemény keat bylo
0.17+0.01 s (5x niz8i nez u neuraminidasy divokého typu) a katalyticka efektivita

Keat/Km 16020 s"M (5x niz§i neZ u neuraminidasy divokého typu).
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Vynos dle Lineweavera-Burka
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Obrazek 12: Kineticka charakterizace neuraminidasy A/California/7/2009 (HIN1) s
S247N mutaci S pouzitim fluorescenéniho substraitu 4-MUNANA pii pH 6.15
(experimentalni detaily viz kap 3.10.1 na strané 34). Namétena data jsou vynesena do

grafu dle Lineweavera-Burka.

4.2.2. Urceni inhibi¢nich konstant

Po detailni enzymové charakterizaci byly pro inhibitory oseltamivir karboxylat a
tamifosfor stanoveny inhibi¢ni konstanty méfenim aktivity enzymu v pfitomnosti
riznych koncentraci inhibitoru. Reakéni smési obsahovaly 159 nM enzym, odlisné
koncentrace inhibitoru a 500 uM substrat 4-MUNANA. Vysledna data byla
vyhodnocena dle Dixonova vynosu. Pro kazdy inhibitor byl pokus proveden dvakrat a
vysledky byly statisticky vyhodnoceny. K; pro oseltamivir karboxylat bylo 450+40
(19% vyssi nez u neuraminidasy divokého typu) a pro tamifosfor 930+50 (36x vyssi nez

u neuraminidasy divokého typu).

4.3. Thermodynamicka analyza

Byla provedena isothermalni titracni kalorimetrie, kdy byl titrovan roztok
obsahujici S247N mutant neuraminidasy postupnymi piidavky oseltamiviru karboxylatu
za prubézného zaznamendvani exothermnich pulsti. Tyto pulsy byly néasledné
integrovany a prolozeny titracni kiivkou v programu Origin (Obrazek 13 na strané 39).
Nasledné byl proveden pokus, kdy byl inhibitor titrovan do pufru ITC, pro stanoveni
rozpoustéciho tepla inhibitoru. V programu Origin byly vyhodnoceny vazebné
parametry této interakce. Interakce byla doprovazena ptiznivou zménou enthalpie (AH =

-10.4+0.1 kcal.mol?) a slabé& neptiznivou zménou entropie (-TAS 1.7+0.1 kcal.mol?).
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Stechiometrie reakce odpovidala 1.02+0.01 (inhibitor : podjednotka neuraminidasy) a
hodnota disocia¢ni konstanty Kq byla stanovena 410+20 nM.
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Obrazek 13: Isothermalni titra¢ni kalorimetrie S247N mutantu neuraminidasy a jejiho
inhibitoru oseltamiviru karboxylatu. Graf vpravo ukazuje rozpoustéci teplo inhibitoru

za nepfitomnosti proteinu.
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4.4, Proteinova krystalizace

Byla  provedena  kokrystalizace  S247N mutantu  neuraminidasy
(A/California/7/2009) s inhibitorem oseltamivir karboxylatem metodou visici kapky.
Pro nalezeni optimalni podminky kokrystalizace byla pouzita podminka, ve které se
povedlo krystalizovat divoky typ neuraminidasy v komplexu s tamifosforem Dr.
Milanem Koziskem (UOCHB AV CR v.v.i.). Komplex krystalizoval v 0.1 M HEPES
vrozmezi pH 6.5 — 7.75, 7-10 % PEG 8000 pii finalni koncentraci neuraminidasy
8 mg/ml a 3-molarniho nadbytku inhibitoru. Jako optimalni podminka byla nalezena
podminka 0.1 M HEPES pH 6.75, 8.5 % PEG 8000. Krystal rostl v podmince 127 dni a
poté byl zamrazen a zméfen Dr. Petrem Pachlem (UOCHB AV CR v.v.i.), ktery nasledng

i vyhodnotil namétena data. V soucasné dobé¢ je struktura krystalu v prubéhu feseni.

200 pm

Obrazek 14: A) krystal S247N mutantu neuraminidasy v komplexu s oseltamivir

karboxylatem. B) difrakéni obrazec po ozafovani komplexu rentgenovym zafenim.
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5. Diskuze

Virus chiipky zpiisobuje kazdoro¢ni sezonni epidemie v celém svété. Nemoc se
Casto projevuje rychlym néstupem. U vétSiny lidi vSak nemoc nezplsobi vétsi nasledky
a pacienti se z nemoci plné zotavi. Vzhledem k Sirokému spektru hostiteltt ma vsak virus
vysoky potencial ke vzniku vysoce patogennich kmenti. Soucasné terapeutické cile
zaroven vykazuji schopnost mutovat a vznikaji reSistentni varianty proti bézné uzivanym
I¢ktim. Léky proti M2 proteinovému kanalu, prvnimu terapeutickému cili viru chiipky,
nejsou dnes diky resistenci volné kolujicich typi ve vétsin€ zemi svéta nadale pouzivany.
Vzhledem k vysoké variabilité chiipky neni v dnesni dobé ani ockovani dokonalou
prevenci vuci této nemoci.

Hledani kli¢ovych mist ve virovém cyklu a nalezeni vhodného terapeutického cile
je v poslednich letech dulezité. V soucasné dobé se jako nejlepsi varianta jevi hledat
slouCeniny cilené na proteiny viru chiipky. Neuraminidasa je jeden z nejlépe
prozkoumanych proteint chiipky. Tento protein je pro svoji enzymatickou aktivitu, ktera
je nezbytn€ nutnd pro uvolnéni nového viru z hostitelské bunky, dilezitym cilem
terapeutického zésahu. Diive se pfedpokladalo, Ze by mutace v aktivnim misté
neuraminidasy a v jeho blizkosti nemély vznikat z divodu oslabeni schopnosti viru se
mnozit. AvSak dnes se tento piedpoklad jevi jako ne zcela spravny. Po svété se objevuji
viry s mutacemi zpusobujicimi resistenci viru vici inhibitorim, které se bez vétSich
potizi §ifi mezi populaci. Je proto velice dulezité hledat nové inhibitory, které by lépe
ucinkovaly proti t€émto resistentnim typiim ve snaze zabranéni vzniku nové pandemie
s vysokou umrtnosti.

V nasich experimentech byla neuraminidasa exprimovéana v S2 hmyzich buinikach
z diivodu komplexnich postransla¢nich modifikaci. Pro purifikacni ucely byla pied
samotny protein pfidana polypeptidova kotva ,, Twin-Strep-tag® obsahujici znacku
»FLAG® pro specifickou detekci proteinu pii purifikaci a dvé peptidové sekvence
LSTREP*“ pro purifikacii Na pomezi sekvence ,Twin-Strep-tag® a samotné
neuraminidasy bylo také umisténo $t€pné misto pro thrombin pro néasledné odstépeni
kotvy. Protein byl jednokrokové purifikovan pomoci afinitni chromatografie. Kotva se
specificky vaze na ,,Strep-Tactin“ vazany na sepharosovém nosici. ,,Strep-Tactin® je
upraveny streptavidin a peptidova sekvence ,,Strep” k nému vykazuje vysokou afinitu

[63]. Ostatni proteiny obsazené v buné¢ném médiu se na nosi¢ nenavazaly a protekly
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kolonou. Protein byl nasledné vytésnén z kolony D-desthiobiotinem za zisku vysoce
&istého proteinu, jak Ize pozorovat na obrazku 10 na strané 35. Cast proteinu nebyla
kolonou zachycena, a proto byla protekla frakce znovu Cisténa stejnym postupem jako
primarni bunééné médium. Protein byl nésledné Stépen thrombinem pro odstranéni
afinitni kotvy. Stépeni prob&hlo usp&ing, jak Ize pozorovat z pokusu SDS elektroforézy
a z imunodetekce na obrazku 11 na strané 37. Purifikace byla tedy Gispésna a celkem bylo
ziskano 7.5 mg cistého proteinu z 1000 ml bunééného S2 média pro jeho naslednou
charakterizaci.

Z vysledku dle Michaelisovy konstanty mutantu S247N neuraminidasy lze
posoudit vliv mutace na vazebné parametry enzymu v porovnani s divokym typem.
Afinita enzymu k substratu zistavala u mutantu nezménéna. Tato mutace vSak pfiblizné
5% oslabuje schopnost enzymu pfeménovat mnoZstvi substratu za jednotku ¢asu. SniZuje
se tedy i enzymova efektivita, a sice také priblizné 5x. Vazba substratu tedy neni
ovlivnéna touto mutaci, ale samotna enzymaticka aktivita je zhorSena.

Inhibi¢ni konstanty ukazuji vliv mutace na vazbu inhibitord. K; pro oseltamivir
karboxylat ukazuje 19% sniZenou citlivost mutantu vii¢i tomuto inhibitoru v porovnani
s neuraminidasou divokého typu. Citlivost mutace na vazbu tamifosforu je o néco vice
zhorSena (36%) nez pro oseltamivir karboxylat. Tato mutace jako samotnd tedy
zpiisobuje mirné zhorSeni vazby téchto vybranych inhibitori.

Z thermodynamické analyzy vazby oseltamivir karboxylatu a mutantu S247N
neuraminidasy lze zhodnotit parametry vazby tohoto inhibitoru. Ze stechiometrie reakce
vyplyva, Ze jedna molekula inhibitoru interaguje sjednou monomerni jednotkou
enzymu. Vypoltend disociatni konstanta vySla piiblizné 3x vys$§i v porovnani
s neuraminidasou divokého typu. Tento trend se shoduje s vysledkem z kinetické
charakterizace a potvrzuje zhorSeni vazby tohoto inhibitoru s S247N mutantem
neuraminidasy. Tvorba tohoto komplexu je stejné jako u divokého typu pohanéna
piiznivou zménou enthalpie. Tato zména je viak piiblizné o 0.4 kcal.mol* méné piizniva
nez pro divoky typ. Lze tedy predpokladat, ze mutace velmi mirné€ ovliviiuje vodikové
vazby nebo elektrostatické interakce mezi enzymem a inhibitorem. Zména entropického
¢lenu vSak zlstdva v ramci chyby meéfeni stejna jako u divokého typu neuraminidasy.
Mutace tedy pravdépodobn¢ vyrazné neovlivituje hydrofobni interakce mezi inhibitorem

a enzymenm ¢i jejich stupné volnosti.
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Optimalizace podminky pouzité pro kokrystalizaci divokého typu neuraminidasy
s tamifosforem umoznila kokrystalizaci S247N mutantu s oseltamivir karboxylatem.
Podminku bylo nutné pouze mirné¢ optimalizovat a po kratké dobé byla nalezena
podminka optimalni. Krystaly v§ak rostly zna¢né dlouhou dobu. Celkem bylo testovano
viadu desitek krystall pfed nalezenim dobife difraktujicitho krystalu. DalSim
nepfiznivym faktorem byla specifickd charakteristika komplexu krystalizovat zaroven
ve dvou navzajem posunutych krystalovych miizkach. Bylo tedy nutné najit krystal,
ktery vykazoval nejvyssi podil jedné formy pro moznost feSeni krystalografickych dat.

Nakonec byl nalezen krystal, ktery difraktoval a poskytl data o rozliseni 1.8 A.
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6. Zaver

Byla purifikovana globularni katalytickd doména S247N mutantu neuraminidasy
kmenu A/California/7/2009 (HIN1) pfedem exprimovana v S2 hmyzich bunkach. Bylo
ziskano dostate¢né mnozstvi velmi Cistého proteinu pro nasledné experimentalni pokusy.

Enzym byl kineticky charakterizovan a byly zjistény kinetické parametry vazby
inhibitorti neuraminidasy.

Byla provedena thermodynamicka analyza vazby oseltamivir karboxylatu do
aktivniho mista neuraminidasy.

Enzym byl uspéSné kokrystalizovan v pfitomnosti inhibitoru oseltamivir

karboxylatu a byla ptiblizn¢ zméfena data z rentgenové analyzy.
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