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Abstrakt

Novy koronavirus SARS-CoV-2 (z pocatku téZ oznacovany ,,nCoV2019*) se stal od
biezna roku 2020 soucasti nasich zivotl a témeft pres noc obratil nase zivoty ,,vzhiru nohama*.
Tento vir se prenasi kapénkami a zpiisobuje respiracni onemocnéni COVID-19, které miize mit
v komplikovanych ptipadech velmi zdvazny az fatalni pribéh. Doposud nebyla vynalezena
zadna efektivni 1éCebnd metoda a vakciny jsou momentalné velkou nadéji. Ackoli poskytuji
vysokou miru ochrany vii¢ci SARS-CoV-2, je dulezité podotknout, Ze nemusi byt plné efektivni

VUci stale se objevujicim novym mutacim SARS-CoV-2.

V pribéhu pandemie byla vyzkousSena tada jiz schvalenych 1€kt (napt. favipiravir,
toremifen ¢i hydroxychlorochin), ale Zadny z téchto 1€ka v klinickych studiich neprokazal
signifikantni ucinnost proti SARS-CoV-2. Jedinym schvalenym antivirotikem pro pouziti
u hospitalizovanych pacientii je v soucasné dobé nukleotidovy analog remdesivir, jehoz
ucinnost byla prokazéna v klinickych testech, ale je patrné znacné zévisld na dobé podani
a celkovém stavu pacienta. Vyvoj novych antivirotik je proto nezbytny, nebot’ se jednd jiz o tieti
korovirus od poc¢atku 21. stoleti s pandemickym potencidlem, a proto miizeme oc¢ekavat ptichod

dalSich variant v budoucnosti.

Tato prace se zaméfuje na S-adenosylmethionin-dependentni methyltransferazy nsp14
a nspl6 viru SARS-CoV-2, nebot’ hraji klicovou roli v zivotnim cyklu viru a jedna se

o potencialni cil vyvoje novych antivirotik.
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Abstract

Novel coronavirus (earlier referred to as ,,nCoV2019*) became part of our lives in
March 2020 and overnight turned everything upside-down. This virus is transmitted via
respiratory droplets and causes respiratory diseases COVID-19 which can be severe and even
fatal. So far, no effective treatment has been discovered and vaccination is our biggest hope
thanks to its high efficacy. It is important to point out, that new mutations may possess problems

and escape immunity induced by the vaccination.

During the whole pandemic, many approved drugs were tested against SARS-CoV-2
(for example favipiravir, toremifene, and hydroxychloroquine) but none of those drugs showed
to be effective against SARS-CoV-2 in clinical trials. The only approved antiviral drug is
nucleotide analog remdesivir which showed significant efficacy against SARS-CoV-2 in
clinical trials. However, timing and overall patient’s health condition play a key role.
Development of new antiviral drugs is necessary given the fact that this is the third time we
face coronavirus with the potential to cause pandemic since the beginning of the 21 century.

Therefore, it is likely that another new coronavirus will emerge.

This thesis focuses on S-adenosylmethionine-dependent methyltransferases nsp14 and
nspl6 from SARS-CoV-2 because they play a key role in the viral life cycle and could be used

as a drug target.

Key words

SARS-CoV-2; nspl4; nspl6; methylation; S-adenosylmethionine; drug design



Seznam zkratek
ACE2

ATA

ATP
bat-CoV
bat-SL-CoV
bp

COMT
COVID-19
CTP

DENV
dGTP
DMVs
DNA

E

ER

ERGIC

FCoV

FDA

GMP
GTP
HBS

HCE

angiotenzin-konvertujici enzym 2

kyselina aurintrikarboxylova (z ang. aurintricarboxylic acid)
adenosintrifosfat

netopyii koronavirus

netopyii koronavirus podobny SARS

par bazi

katechol-O-methyltransferaza

koronavirova nemoc 2019 (z ang. coronavirus disease 2019)
cytidintrifosfat

virus dengue

deoxyguanosintrifosfat

dvoumembranové vacky

deoxyribonukleova kyselina

obalovy protein (z ang. envelope)

endoplazmatické retikulum

prechodna organela mezi ER a Golgiho aparatem (z ang. ER-Golgi

intermediate compartment)
kocici koronavirus

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (z ang. Food and Drug

Administration)

guanosinmonofosfat

guanosintrifosfat

vysokoafinitni vazebné misto (z ang. high-affinity binding site)

lidsky ¢epickujici enzym (z ang. human capping enzyme)



HCoV

HIOMT

HIV

HMT

hMTrl

IBV

IFIT

INMT

IRES

ISG

kb

LBS

MAT

Mda5

MERS

MERS-CoV

MHV

MTaza

NiRAN

NS5

lidsky koronavirus
hydroxyindol-O-methyltransferaza

virus lidské imunitni nedostate¢nosti (z ang. human immunodeficiency

virus)

histonmethyltransferaza

pro Cepicku specificka lidska nukleosid-2'-O-methyltransferaza
virus infek¢éni bronchitidy

interferonem indukovany protein s tetratrikopeptidovym opakovanim

(z ang. interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats)
indolethylamin N-methyltransferaza

vnitini misto pro vstup ribozomu (z ang. internal ribosome entry site)
interferony stimulované geny

kilobaze

nizkoafinitni vazebné misto (z ang. low-affinity binding site)
membranovy glykoprotein

methionin adenosyltransferaza

protein 5 asociovany s diferenciaci melanomu (z ang. melanoma

differentiation-associated protein 5)
blizkovychodni respira¢ni syndrom

Koronavirus souvisejici s respiracnim syndromem na Stfednim vychodé

(z ang. Middle East respiratory syndrom)

virus mysi hepatitidy

methyltransferaza

nukleokapsidovy protein

nidovirus RdRp-asociovana nukleotidyltransferaza

nestrukturni protein 5



nsp
ORF

PAMP

PNMT
pre-mRNA
PRR

RdRp

RIG-I

RLR

RNA
RNMT

S

SAH

SAM
SARS
SARS-CoV
SARS-CoV-2
sgRNA
SIN

SS

Tat

TGEV

nestrukturni protein
otevieny Cteci ramec (z ang. open reading frame)

molekularni vzor spojeny s patogeny (z ang. pathogen-associated

molecular pattern)

fenylethanolamin N-methyltransferaza

primarni transkript

receptor rozpoznavajici vzory (z ang. pattern recognition receptor)
RNA-dependentni RNA polymeraza

gen | indukovany kyselinou retinovou (z ang. retinoic acid-inducible

gene)

receptory podobné RIG-I (z ang. RIG-I-like receptors)
ribonukleova kyselina

guanin N7-methyltransferdza (téz RG7MT1)

povrchovy glykoprotein (z ang. spike)

S-adenosylhomocystein

S-adenosylmethionin

tézky akutni respiracni syndrom

Koronavirus souvisejici s t€Zkym akutnim respiracnim syndromem
Koronavirus 2 souvisejici s t€Zzkym akutnim respiracnim syndromem
subgenomova RNA

sinefungin

jednotetézecova (z ang. single-stranded)

trans-aktivator transkripce

pfenosny virus gastroenteritidy (z ang. transmissible gastroenteritis

virus)



TLR

UTP

UTR

WHO

WNV

ZF

ZIKV

receptor podobny Toll (z ang. Toll-like receptor)

uridintrifosfat

nepiekladand oblast (z ang. untranslated region)

Svétova zdravotnicka organizace (z ang. World Health Organization)
virus zapadonilské horecky (z ang. West Nile virus)

zinkovy prst (z ang. zinc finger)

virus zika

Soucasti textu jsou jednopismenné a tfipismenné zkratky pro aminokyseliny. V textu se

také vyskytuji jednopismenné oznaceni bdzi nukleovych kyselin, pismeno ,,p* oznacujici

fosfatovou skupinu a ,,m“ methylovou skupinu.



3.

4,

L5775 SOOI 1
Eukaryotickd mRINA CePICKa.....c.coiiiiiiiiiiiiiecie ettt 2
2.1, Struktura MRINA CEPICKY ..eovvriiiiiiiieiieiie ettt e b seae e enaee e 2
2.2.  Syntéza CepiCky lidské MRINA ........ccoiiiiiiieiee e 3
2.3, FUNKCE COPICKY cnnriiiiiieeeiie ettt ettt e e et e e st e e s saeeesnsaeennnes 3
Molekularni charakteristika SARS-CoV-2 ..o 4
3.1, Struktura Virionu @ SENOMU ..........cccueeeeiueeerieeestieesteeessteeessreeasreessseeessseessseeesseeesseens 4
3.2, Zivotni CYKIUS SARS-COV-2 ....moieeeeeeeeeeeeeeeee oo 5
3.3, Syntéza VIrOVE CEPICKY ..eouviruiiiiiiiriiiiiitietee ettt 6
S-adenosylmethionin a methyltransferadzy ............cccoooeeiiiiiiiiiiiie e 7
4.1, 5-adenosylmethionin ..........cocueiiiiiiiiiniiicieeee et 7
4.2, MeEthyIranSTRIAZY ......cceieiiiiieiiieiie ettt ettt e be et eesbeessaeensaennneens 7
4.3, NestruKturni protein 14.........ccoevieriiiiiieiieeieeeie et esee e e et esaeeteesaeeesbeessaesseesaseans 9
4.3.1. Methyltransferdzova aktivita..........cceeevierieeiiieiieeiierieeie e e 9
4.3.2.  Exonukledzova aKtiVita .........ccoceriiirieiiiiieniieieeieeeee s 10
4.4, Nestrukturni protein 16........ccvveeiiiiiiieeiiie ettt eere e sree e sreeesaeeeseree e 12
Inhibitory methyltranSteraz ...........oocvviiiiiiiiiii e 14
5.1. In silico inhibitory SARS-COV-2 .....coiiiiiiiiieieeeetee et 15
5.2.  Navrh analogil S-adenosylmethioninu.............ccccoeviiiiiieiiiiiienie e 16
5.2.1. MOAIIKACE DAZE ..o 17
522, MOIfIKACE TIDOZY .....eovueiiiiiiiiiiiieiieteeesee ettt 17
5.2.3. Modifikace aminokyselinového zbytku ..........ccccooevviiniiiiniiniiniiiicccee 18
5.3, Dinukleosidove INhiDItOTY ......cc.eeviiiiiieiiieiieeie et 19
5.4. Inhibitory flaviviviroVyCh MTAZ ........ccccuiiiiiiiiiiiiieciieeceee e 20
5.5. Inhibice protein-proteinovych interakci v komplexu nsp10-nspl6.........cccceveeeneee. 23
ZLAVET ..ottt ettt ettt h et e a e a e et a e e bt et e eat e ne e bt enteeheeteenteeaeenbeeneas 24






1. Uvod

SARS-CoV-2 je virus pattici do celedi Coronaviridae a rodu Betacoronavirus. UrcCité
koronaviry se bézn¢ vyskytuji v populaci a spolecné s rhinoviry zpiisobuji sezonni respiracni
infekce (,,rymu*) s obvykle mirnym priabéhem — jedna se napt. o HCoV-229E, HCoV-OC43,
HCoV-NL63 a HCoV-HKUI.

Od pocatku 21. stoleti se vSak lidstvo potkalo s dalSimi tfemi koronaviry, které jsou
vysoce patogenni a Zivot ohrozujici. V roce 2002 se v Cin& objevil SARS-CoV zpisobujici
onemocnéni nazyvané ,tézky akutni respiracni syndrom* zanglického Severe Acute
Respiratory Syndrome neboli SARS. Nasledné¢ se v roce 2012 v Saudské Arabii vyskytl virus
MERS-CoV zptsobujici tzv. ,,blizkovychodni respira¢ni syndrom* z anglického Middle East
Respiratory Syndrome znamy pod zkratkou MERS. Diky v¢asné izolaci nakazenych a lidi, ktefi
se setkali sinfikovanymi, doSlo k zabranéni masivniho rozSiteni téchto dvou wvirt.
SARS-CoV-2 byl poprvé identifikovan v prosinci 2019 v ¢inském mésté Wu-chan a 11.3.2020

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) oznacila Sifeni viru za pandemii.

SARS-CoV-2 zptsobuje onemocnéni COVID-19. Pribéh infekce mize byt mirny
a doprovazeny napt. kaSlem, bolesti v krku, tnavou ¢i docasnou ztratou Cichu a chuté. Ve
vaznych ptipadech je nutné hospitalizace a ptipadné i pfipojeni na plicni ventilator v disledku
zapalu plic. Nejzavaznéjsi ptipady mohou mit bohuzel i fatalni nasledky ak 2.5.2021 bylo podle
WHO nakazeno 151 803 822 lidi a celkem 3 186 538 infikovanych zemfelo.

Cilem této prace je shrnout soucasné znalosti o SAM-dependentnich
methyltransferdzach (MTazach) viru SARS-CoV-2 (nspl4 a nspl6) a zaméfit se na vyvoj

antivirotik pasobicim proti témto enzymim.



2. Eukaryotickda mRNA cepicka

2.1. Struktura mRNA cepicky

Na 5' konci mRNA se nachézi struktura nazyvana ,,Cepicka®. Zakladem Cepicky je N7
methylovany guanosin ptfipojeny 5'-5' trifosfatovym muistkem k molekule RNA. Tuto strukturu
oznacujeme jako ,,Cepicka 0. Naslednou modifikaci (methylaci) rib6z v cukr-fosfatové kostie

transkribované mRNA vznikaji rizné typy Cepicek, coz znazoriuje obrazek 1.
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Obrazek 1: Struktura mRNA cepicky. Vytvoteno v ChemDraw (2017).

Kvasinky a niz8i eukaryota maji mRNA pouze s ¢epickou O (Sripati et al., 1976).
U vyssich eukaryotickych organismi, véetné ¢lovéka, musi mRNA obsahovat na svém 5' konci
cepicku 1 (™GpppNm2opNpRNA) nebo &epi¢ku 2 (™' GpppNm2opNm2opRNA), kterd se
nachazi ptiblizn€ v 50 % mRNA (Desrosiers et al., 1974; Furuichi et al., 1975; Wei et al., 1975).
Podminky vzniku Cepicky 2 nejsou jasné. Perry a kol. (1976) uvadi, Ze mRNA s ¢epickou 2
maji vysokou frekvenci pyrimidinovych bazi v pozici 2 — tj. druhy transkribovany nukleotid
v mRNA. Nicméné€ doposud nebyl nalezen Zadny specificky motiv, ktery by spojoval mRNA
s ¢epickou 2 (Werner et al., 2011). Molekuly mRNA s ¢epickou 2 se vSak zdaji byt stabilnéjsi
a zaroven jsou vice zastoupené v polyribozomech. Je mozné, Ze maji vyssi afinitu pro ribozomy,
nebo ze vznik ¢epicky 2 nastava az po nasednuti polyribozomli na mRNA (Perry et al., 1976).
Zminéné mRNA cepicky nejsou jediné — napi. u Trypanosoma brucei byla identifikovana

mRNA s ¢epickou 4 (01234) (Freistadt et at., 1987; Bangs et al., 1992).



2.2. Syntéza Cepicky lidské mRNA

Po zah4jeni syntézy pre-mRNA dochazi k syntéze cepicky. Prvni dvé reakce zajistuje
bifunkéni lidsky Cepickujici enzym (HCE). Jeho N-koncova trifosfatdzova doména zajistuje
prvni reakci a odstranuje y-fosfat z pre-mRNA. C-koncovd doména s guanylyltransferazovou
aktivitou katalyzuje druhou reakci — ptipojeni GMP — za vzniku GpppRNA (Furuichi et al.,
1976; Yamada-Okabe et al., 1998). Tento proces ziejme probiha ko-transkripéné na pre-mRNA
o délce cca. 20 az 30 nukleotid (Coppola et al., 1983; Hagler et al., 1992; Rasmussen & Lis,
1993), nebot’ HCE interaguje s fosforylovanou RNA polymerazou II (Cho et al., 1997).

Takto vznikly prekurzor v podobé GpppRNA podléhd naslednym methylacim
nukleobaze a hydroxylovych skupin cukernych jednotek. Ackoliv by se dalo ocekavat, ze
methylace budou mit jasné dané potadi, soucasnd data tento predpoklad nepotvrzuji. Naopak
se zda, ze potradi methylaci mize byt ndhodné diky relativni nespecifité zacastnénych MTaz

(Werner et al., 2011).

Methylaci guaninu na pozici N7 katalyzuje guanin N7-methyltransferaza (RNMT)
(Ensinger & Moss, 1976), jez oproti HCE neinteraguje s RNA polymerazou 11, ale interaguje
s HCE, coz naznacuje ko-transkripéni priabeh vzniku ¢epicky 0 (Pillutla et al., 1998).

Methylaci 2'-hydroxylové skupiny prvniho transkribovaného nukleotidu zajistuje
jaderny enzym hMTr1 (Bélanger et al., 2010), ktery interaguje s RNA polymerazou II (Haline-
Vaz et al., 2008), coZ opé€t naznacuje, Ze tato methylace je ko-transkripcni. Neni v§ak nezbytné
nutné, aby nasledoval aZ po N7-methylaci, nebot’” hMTrl umi methylovat ¢epicku s i bez
N7-methylovaného guaninu (Langberg & Moss, 1981). Kromé toho hMTr1 miiZze vyuzit jako

substrat 1 Cepicku 02, a to se stejnou u€innosti jako Cepicku 0 (Werner et al., 2011).

Methylaci druhého transkribovaného nukleotidu zajistuje hMTr2. Tento enzym je
pfitomny v jadfe i cytoplazmé (Langberg & Moss, 1981; Werner et al., 2011) a muze
methylovat tfi riizné substraty: GpppRNA, "’GpppRNA (&epicka 0) a ™ GpppNm2opRNA (&epicka
1). Methylaci ¢epicky 0 vznika Cepicka 02 (™' GpppNpNm2opRNA), nicméné tento proces je

mén¢ efektivni oproti methylaci ¢epicky 1 za vzniku ¢epicky 2 (Werner et al., 2011).

2.3. Funkce Cepicky

Cepitka na 5' konci mRNA ma kli¢ovou roli pro spravnou funkci mRNA. Podporuje

sestaveni spliceosomu a nasledny sestiith pre-mRNA (Konarska et al., 1984). ZvySuje téz



stabilitu mRNA, nebot’ chrani 5' konec pred degradaci exonukleazami (Furuichi et al., 1977)
a umoziuje transport mRNA do cytoplazmy skrz jaderny por (Izaurralde et al., 1992).
V cytoplazmé dochazi k translaci mRNA, coz opét vyzaduje pfitomnost CepiCky a pii jeji

absenci nedochazi k translaci mRNA (Muthukrishnan et al., 1975).

Pritomnost cepicky slouzi také jako ,identifikator* a mRNA bez Cepicky jsou
rozpoznany receptory nespecifické imunity, nebot’ takovéto RNA patii mezi ,,molekularni
vzory spojené s patogeny* z anglického pathogen-associated molecular pattern neboli PAMP.
Tyto vzory jsou rozeznavany receptory PRR (z ang. pattern recognition receptor), mezi které
patii Toll-like receptory (TLR) ¢i RIG-I-like receptory (RLR) (Akira et al., 2006). Pokud se
v cytoplazmé buiiky ocitne RNA bez cepicky (pppNpRNA), dochazi k jejimu rozeznani pomoci
RIG-I (Hornung et al., 2006) & IFIT (Pichlmair et al., 2011). Detekci ¢epicky 0 ("’GpppRNA)
zajistuje Mda5 (Ziist et al., 2011), TLR7, TLR8 (Rimbach et al., 2015) a IFIT (Daffis et al.,
2010). Pokud vys$e zminéné receptory (kromé IFIT) rozpoznaji pppNpRNA nebo ™ GpppRNA,
dochazi k ptenosu signalu do jadra a transkripci interferonu typu I a nasledné i interferony

stimulovanych gent (ISG), véetné IFIT (Akira et al., 2006; Zhou et al., 2013).

Dulezitym faktorem v zivot¢ mRNA je také poly-A konec, ktery nebude v této praci
podrobné diskutovan. Alternativni cestou, kterd téz nebude v této praci rozebirdna, je struktura
IRES (z ang. internal ribosome entry site) na 5' konci mRNA jakoZto substituent klasické

cepicky.

3. Molekularni charakteristika SARS-CoV-2

3.1. Struktura virionu a genomu

Virion SARS-CoV-2 m4 sféricky tvar s vnitinim primérem kolem 80 nm (Yao et al.,
2020). Jedna se o obaleny virus, pficemz jeho lipidova dvojvrstva je odvozena z ptechodné
organely mezi endoplazmatickym retikulem a Golgiho aparatem — tzv. ERGIC (Haan & Rottier,
2005; Klein et al., 2020). Uvnitf viru se nachazi velky genom tvofeny jednotetézcovou RNA
s pozitivni polaritou (+ssRNA) o velikosti ptiblizné 29,9 kb (Obrazek 2). RNA je obalena
nukleoproteinem N, jenZ zaroven funguje jako RNA chaperon (Baric et al., 1988; Zuiiiga et al.,
2007). Na obou koncich genomu se nachéazi neptekladané oblasti (UTR), pfi€¢emz na 5' konci
je Cepicka 1 a na 3' konci poly-A sekvence (Spagnolo & Hogue, 2000). Dv¢ tfetiny genomu

jsou tvoteny ORF1lab, jenZ koduje nestrukturni proteiny nspl az nsp16. Zbyla tietina genomu



koduje strukturni proteiny (S, E, M, N) a doplitkové faktory (Khailany et al., 2020). Genom
vykazuje 88% podobnost s netopyiimi koronaviry (bat-SL-CoVZ(C45 a bat-SL-CoVZXC21),
79% shodnost se SARS-CoV a 50% s MERS-CoV (Lu et al., 2020).

SARS-CoV-2 genom (bp)
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Obrazek 2: Struktura genomu SARS-CoV-2 a mira podobnosti se SARS-CoV. Upraveno podle
Gordon a kol. (2020).

3.2. Zivotni cyklus SARS-CoV-2

Na povrchu SARS-CoV-2 se nachazi homotrimery glykoproteinu S (Walls et al., 2020),
jez vyuzivd pro vstup do bun€k, obdobné¢ jako SARS-CoV, diky interakci
s angiotenzin-konvertujicim enzymem 2 — ACE2 (P. Zhou et al., 2020). Po interakci viru
s receptorem dochdzi ke klathrinem zprostfedkované endocytdze (Bayati et al.,, 2021)
a postupnému zrani endozomalniho vacku. S postupnym snizovanim pH dochazi ke
konformac¢ni zméné proteinu S a expozici jeho fizni domény, coz umozni ,,inik* RNA do

cytoplazmy (T. Zhou et al., 2020).

V cytoplazmé dochdzi k translaci Ctecich ramci ORFla a ORFIb z genomové
(+)ssRNA. Vznikajici polyproteiny jsou rozstépeny za vzniku nspl aZ nspl6. Diky nimz
dochazi k modifikaci endoplazmatického retikula (ER) a vzniku dvoumembranovych vacki
(DMVs). Na téchto vaceich dochazi k sestaveni replikacnich komplext a replikaci virové RNA.
Genomova (+)ssRNA je prepsdna do antigenomové (-)ssRNA, jez slouzi jako templat pro
syntézu novych genomovych RNA. Molekuly mRNA vznikaji téZ z genomové RNA a to
procesem diskontinualni transkripce za vzniku subgenomovych RNA (sgRNA) negativni
polarity. Tyto (-)sgRNA jsou piepsany do (+)sgRNA a translatovany do strukturnich proteint
potifebnych pro sestaveni virionu. Virion je sestaven na membrané ERGIC a bunku opousti

pomoci exocytdzy (Hartenian et al., 2020).



3.3. Syntéza virove Cepicky

Koronaviry maji oproti ostatnim RNA viriim relativné velky replika¢ni komplex, jenz
se sklddd znckolika proteini. Krom¢ RNA dependentni RNA polymerdazy (RdRp)
a pomocnych proteinii jsou soucasti komplexu i proteiny nezbytné pro syntézu cCepicky.
Syntézu Cepicky zajistuji virové proteiny, nebot’ replikace probiha v cytoplazmé (piesnéji
v DMVs) a neni mozné vyuzit jaderné MTazy. Nspl3 je bifunkéni enzym, ktery funguje jako
helikaza a 5'-RNA trifosfataza. Katalyzuje odstépeni y-fostatu z pppRNA za vzniku ppRNA
(Ivanov & Ziebuhr, 2004). Klicovym proteinem replikacniho komplexu je bifunk¢ni nsp12
s RARp doménou a NiRAN doménou, jez zajistuje vznik prekurzoru cepicky v podobé
GpppRNA diky guanylyltransferazové aktivité (Yan et al., 2021). Dal$im dilezitym proteinem
v tomto procesu je bifunkéni enzym nspl4. Ten katalyzuje vystfizeni nesprdvné zatazenych
nukleotiddi diky 3'—5' exonukledzové aktivit¢ (Minskaia et al., 2006) a také methylaci
GpppRNA za vzniku ¢epicky 0 (Chen et al., 2009). Poslednim krokem v syntéze Cepicky je
2'-O-methylace, kterou katalyzuje nsp16 (Decroly et al., 2008) za spoluti¢asti nsp10 (Bouvet et
al., 2010).

Nspl4 1 nspl6 tvoii komplex s nspl0 a podle Romano a kol. (2020) je mozné, aby
vznikal komplex nsp14-nsp10-nsp16. Nsp10 by timto spojoval tfi katalyticka mista do jednoho
komplexu. Tento heterotrimer je ziejmé soucasti jesté veétsiho komplexu zahrnujictho mimo

Jjiné nsp12 a nsp13 (Obrazek 3).

Obrazek 3: Replikacni komplex. Upraveno podle Hartenian a kol. (2020).



4. S-adenosylmethionin a methyltransferazy

4.1. S-adenosylmethionin

S-Adenosylmethionin neboli SAM ¢i AdoMet je klicovd molekula fady rtiznych
biochemickych drah. Biologicky polocas jaterniho SAM se pohybuje mezi 2,4 az 5,9 minutami
a Clovek denné vyprodukuje 6 az 8 g SAM (Mato et al., 1997). Syntézu SAM zajistuje SAM
syntetaza (t¢Z methionin adenosyltransferaza ¢i MAT), ktera katalyzuje reakci methioninu

s ATP (Cantoni, 1952).

SAM je zapojen v jednouhlikatém metabolismu a funguje jako donor methylové
skupiny pro fadu molekul — napft. lipidy, nukleové kyseliny ¢i proteiny. SAM vsak neslouzi
pouze jako methylacni ¢inidlo a je zapojen také napf. do syntézy polyaminl. VedlejSim
produktem SAM-dependentni methylace je S-adenosylhomocystein (SAH), jenz funguje jako
kompetitivni inhibitor MTéaz (Obrézek 4). SAH hydrolaza S$t€pi SAH na homocystein
a adenosin. Homocystein miize byt znovu methylovan za vzniku methioninu a ptipadné i SAMu

v rdmci tzv. ,,methioninového cyklu*“ (Fontecave et al., 2004).
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Obrazek 4: Vlevo: o¢islovana molekula SAM; vpravo: SAH. Vytvofeno v ChemDraw (2017).

4.2. Methyltransferazy

MTéazy tvofi velkou rodinu proteini a jejich soubor lze nazvat téz
,methyltransferazom®. V lidském genomu bylo identifikovano pies 200 riznych MTaz
a majoritni vétsina z nich patii do ,,skupiny I neboli do ,,superrodiny se sedmi B-skladanymi

listy* téz oznacované jako ,,MTazy s Rossmannovym zahybem* (Petrossian & Clarke, 2011).

MTézy lze rozdélit na dvé velké skupiny podle donoru methylové skupiny. Prvni

skupinou jsou SAM-dependentni MTdazy, které vyuzivaji SAM. Druhou skupinou jsou



SAM-independentni MTéazy, které¢ jako zdroj methylové skupiny pouzivaji napt. methylamin,
methyltetrahydrofolat, betain ¢i S-methylmethionin (Fenwick & Ealick, 2018). MTéazy mizeme
také rozdelit podle mechanismu, kterym methyluji sviij substrat. Methylace totiz mtze probihat
mechanismem nukleofilni substituce ale i radikalovym mechanismem (Boal et al., 2011;

Schwalm et al., 2016).

Primarni struktura SAM-dependentnich MTaz neni nikterak konzervovana ani
v ptipad¢ SAM-vazebného mista. Vysoce konzervovana je vSak supersekundarni struktura
téchto enzymil. Na jejim zéklad¢ rozeznavame nékolik typi MTaz, pficemz nejrozsifenéjSim
typem jsou MTazy s Rossmannovym zdhybem, coz je Siroce rozsifena a evolu¢né stara
proteinova struktura. Sklada se z a-helixi (oznacovany oZ a oA az aE), B-skladanych listl
(oznacovany B1-f6; obvyklé potradi: 3-2-1-4-5-6) a vytvaii B-a-f usporddani s paralelnimi
B-skladanymi listy. Vysledkem je struktura podobna sendvici, ve kterém jsou B-listy obklopeny
a-helixy. V nékterych ptipadech mtize byt posledni skladany list protdhnuty a tvofit dalsi
B7-list, coz je piipad SAM-MTaz s Rossmannovym zahybem (Obréazek 5). U nich pozorujeme
na C-konci vedle sebe dva -skladané listy (potadi 3-2-1-4-5-7-6) v antiparalelni pozici (Martin
& McMillan, 2002; Chouhan et al., 2018).

Enzymy s Rossmannovym zahybem, jez vazi nukleosidy (véetné SAM-MTaz), maji
spole¢ny vazebny motiv. Ten je zalozen na glycin-bohaté smyc¢ce mezi 1 a oA s motivem
xGxG@ a pritomnosti kyselé aminokyseliny Asp nebo Glu na vrcholu B1. Kyselina asparagova
a glutamova diky své y-/6-karboxylové skupinég interaguje s hydroxylovymi skupinami ribozy.

(Kozbial & Mushegian, 2005; Gana et al., 2013; Chouhan et al., 2018).

[ SA substrat ]

mnh

Obrazek 5: Uspotadani a-helixt a B-listt MTaz s Rossmannovym zahybem.
Upraveno podle Martin & McMillan (2002).
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4.3. Nestrukturni protein 14

Nsp 14 je bifunkéni enzym s guanin N7-MTéazovou doménou v C-terminalni oblasti
(Chen et al., 2009) a 3' — 5' exonukledzovou aktivitou v doméné¢ ExoN, jez je lokalizovana
v N-termindlni oblasti nspl14 (Minskaia et al., 2006). Porovnani sekvenci mezi SARS-CoV-2
a SARS-CoV (izolat ,,Wuhan-1 vs. , Frankfurt™) ukézalo 95% shodu (Ogando et al., 2020;
Shannon et al., 2020).

Domény jsou propojeny pantovou oblasti (z ang. hinge region), ktera umoznuje pohyb
jednotlivych domén. Aminokyselinové slozeni této oblasti neni ndhodné a ve skute¢nosti se
jedné o konzervovanou oblast u Coronaviridae (Ferron et al., 2018). Stejné tak jsou vysoce
zachovalé aminokyseliny, které zajist'uji hydrofobni interakce mezi doménami, a stabilizuji tak

N7-MTazovou doménu (Chen et al., 2013; Ma et al., 2015).

Dalsi soucasti nspl4 jsou zinkové prsty (ZF1 — ZF3). Dva jsou lokalizovany v ExoN
doméné a oba jsou dilezité pravé pro exonukledzovou funkci nspl4. Tteti zinkovy prst se
nachazi v N7-MTézové doméng, ale mimo aktivni misto a jeho mutace mély minimalni dopad
na MTazovou aktivitu. Jeho funkce neni jasna, ale je mozné, ze hraje roli v protein-proteinové

interakci s nsp10-nsp16 komplexem (Ma et al., 2015; Becares et al., 2016; Ogando et al., 2020).

Nspl4 asociuje s nspl0 a vytvari heterodimerni komplex, coz je klicové pro funkci
ExoN domény. U SARS-CoV dochézi diky asociaci k ptiblizn¢ 35ndsobnému nartstu
exonukleazové aktivity. Naopak asociace nspl10 s nspl4 nema Zadny vliv na N7-MTazovou

aktivitu (Bouvet et al., 2012).

4.3.1. Methyltransferazova aktivita

Kromé& methylace GpppRNA bylo prokazéano, Ze nspl4 ze SARS-CoV, MHV (virus
my$i hepatitidy) a TGEV (pfenosny virus gastroenteritidy) je schopen methylace GTP a dGTP.
Toto naznacuje, Ze schopnost methylace volného GTP ¢i dGTP je konzervovana napfi¢
koronaviry. Ostatni nukleotidy — ATP, CTP a UTP — nsp14 nebyl schopen methylovat (Jin et
al., 2013). Tyto vysledky pfipominaji proces tvorby Cepic¢ky u Alphaviridae. Zastupci této
eled& methyluji GTP a vznikly ™ GTP je poté kovalentné navazan na guanylyltransferazu, jez
ho pfenese na ppRNA za vzniku cepicky 0 (Ahola & Ahlquist, 1999). Jin a kol. (2013)
exprimovali vSechny nestrukturni proteiny SARS-CoV a zadny z nich nemél schopnost
kovalentng vazat ™ GTP ¢i GTP. Toto zjisténi ukazuje, Ze ackoliv je nsp14 schopen methylace

volného GTP, tvorba ¢epicky neprobiha jako u Alphaviridae.



Ackoliv je Rossmanniiv zadhyb nejbéznéjsi strukturou MTaz, u nspl4 se nenachazi.
Misto toho je katalytické centrum tvotfeno péti B-skladanymi listy (paralelni 11, 12, f14, B15
a antiparalelni 22) a zbytek pomyslného sendvice tvoti pouze jeden a-helix (a7) spolecné se
ttemi dlouhymi smyckami, jez obsahuji dva malé helixy (n3 a a8). Tato supersekundarni
struktura (Obrazek 6) piredstavuje zcela novy typ uspotfddani MTazy oproti klasickému

MTazovému uspotadani se sedmi B-skladanymi listy v B-a-f uspotadani (Ferron et al., 2018).

Obrazek 6: Porovnani MTazové domény nspl14 ze SARS-CoV (A) a MTazové domény FtsJ s klasickym

Rossmannovymi zahybem (B). Upraveno podle Ferron a kol. (2018).

4.3.2. Exonukleazova aktivita

RNA viry maji vysokou muta¢ni rychlost a b&éhem infekce jedné buiiky dochazi k 107°
azk 10~* substitucim (Sanjudn et al., 2010). Dochézi tak ke vzniku populace tzv. , kvazispecies*
neboli spektru mutantii daného viru (Domingo & Perales, 2019). To umoziiuje virim adaptovat

se a stat se rezistentnimi vici 1é¢iviim diky primarnim az terciarnim mutacim.

ExoN doména obsahuje tii konzervované motivy: motiv I (Asp, Glu), motiv II (Glu)
amotiv III (Asp) spolecné s hofecnatym kationtem (Obrazek 7). Ackoliv obsahuje tetradu

DEED (Asp, Glu, Glu, Asp), fadi se do superrodiny DEDD exonukledz. Terciarni struktura

10



ExoN je zalozena stejn¢ jako ostatnich DEDD exonukledz na o/f zdhybu, pfiCemz pét

B-skladanych listi (kromé B3) je obklopeno a-helixy (Romano et al., 2020).

. ExoN doména 287 N7-MTézové doména .,
nspl4 ()] = - DO e B
139 SAM-vazebny motiv

1
nspl0 ( )

Obrazek 7: 3D usporadani komplexu nsp10-nsp14. Upraveno podle Romano a
kol. (2020).

ExoN doména chrani genom ptfed mutacemi a analogy nukleotidd, které jsou vyuzivany
jako antivirotika. Replikace RNA za pomoci nsp14 ze SARS-CoV a MHV bez exonukledzové
aktivity vedla k akumulaci mutaci (Eckerle et al., 2007; Eckerle et al., 2010). Tvrzeni téz
potvrzuje zvyseni antivirové aktivity remdesiviru a S-fluorouracilu u mutantt bez aktivni ExoN
domény (Smith et al., 2013; Agostini et al., 2018). Také sekven¢ni analyza pacientskych vzorkt
SARS-CoV-2 odhalila korelaci mezi mutacemi v nspl4 a zvySenym mnozstvim mutaci
v genomu. Tti nejbéznéjs$i mutace nspl4 jsou lokalizovany pravé v ExoN doméné, nicméné

pouze jedna z téchto mutaci je nesynonymni (F233L) (Eskier et al., 2020).

Exonukleazova aktivita nspl4 znacn€ komplikuje pouZiti stavajicich a vyvoj novych
antivirotickych analogli nukleotidi. Je proto nutné najit rovnovdhu mezi dostate¢nou
inkorporaci do vznikajici RNA a rezistenci vici exonukleazové aktivité nsp14 (Shannon et al.,

2020).
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Ogando a kol. (2020) testovali vliv absence funk¢éni ExoN domény (mutace
katalytickych aminokyselin — D90A a E92A) u fady koronavirt, pficemz zjistili, ze SARS-CoV
a MHV byl stale schopen replikace. Ackoliv se sekvence nspl4 mezi SARS-CoV
a SARS-CoV-2 z95 % shoduje, SARS-CoV-2 s nefunkéni ExoN doménou nebyl schopen
replikace. Stejny vysledek pozorovaly dvé skupiny, které zkoumaly TGEV (Becares et al.,
2016) a HCoV-229E (Minskaia et al., 2006). Inaktivovand ExoN doména byla letalni téz pro
MERS-CoV (Ogando et al., 2020).

4.4. Nestrukturni protein 16

Nspl6 je SAM-dependentni 2'-O-MTaza, jejiz roli je methylace prvniho

transkribovaného nukleotidu ssRNA s cepickou 0, y
nspl0-nsp16 = "l

RNA vazebny

¢imz dokoncuje proces syntézy cepicky 1 (Decroly et Habek

al., 2008). Na rozdil od nspl4, nspl6 ma klasickou

Cepicka

strukturu MTazy typu I. Katalytické centrum je

SAM-vazebné
" misto

zalozeno na Rossmannov€ zahybu s kanonickym
potfadim [B-skladanych listi (3-2-1-4-5-7-6), pticemz
jediny B7 ma antiparalelni uspotfddani. Primérni . G J KTe
proteinova struktura nspl6 ze SARS-CoV-2 vykazuje
vysokou sekvencni podobnost (99 % sekvence)
s netopyfim koronavirem Bat-CoV-RaTGI13. Se
SARS-CoV sdili 93 % sekvence a s MERS-CoV pouze Obrizek 8: Struktura nspl0-nsp16,

66 %. SARS-CoV a SARS-CoV-2 se lisi v lokalizaci Upraveno podle Krafcikova a kol.
smyéky 1 a helixu m3. V piipadé SARS-CoV je e

smycka uzaviena a flexibilni, ale u SARS-CoV-2 je vice oteviend. V disledku odlisného
aminokyselinového sloZzeni ma helix N3 u SARS-CoV strukturu smycky. Ostatni zmény
v sekvenci aminokyselin neovliviiuji SAM-vazebné misto a jsou lokalizovany na povrchu

proteinu (Rosas-Lemus et al., 2020).

Stejné jako v pripadé SARS-CoV (Bouvet at al., 2010; Decroly et al., 2011), nsp16 ze
SARS-CoV-2 funguje jako heterodimer ve spojeni s nsp10 (Obrazek 8). Nsp16 ze SARS-CoV
vyZzaduje asociaci s nsp10, aby byl schopen navazat SAM a RNA. Diky nsp10 pravdépodobné
dochazi k prodlouzeni vazebného zlabku pro RNA a ke stabilizaci SAM-vazebného mista
(Chen et al., 2011). Vazba mezi proteiny v heterodimeru je zprostiedkovana klastry

aminokyselin. Na povrchu nsp16 je celkem pét klastrti oznacovanych jako A—D a na povrchu
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nsplO jsou ti1 klastry oznaCované jako I-III. Interakce v heterodimeru jsou piredevSim
hydrofobni (klastr I, A, B a D). Zbyl¢ interakce jsou zprostfedkovany vodikovymi mustky,
pfiCemz pét jich je tvofeno piimou interakci mezi aminokyselinami a osm je zprostiedkovano
pies molekuly vody (Rosas-Lemus et al., 2020). Aminokyseliny zGcastnéné v interakci
nspl0-nsp16 u SARS-CoV-2 vykazuji 100% sekvencni shodu se SARS-CoV. Coz predstavuje
potencialni cil pro vyvoj Sirokospektralnich inhibitorG protein-proteinové interakce (Rosas-

Lemus et al., 2020).

Vazebné misto pro SAM ma negativni naboj a krystalograficka analyza komplexu
nspl0-nsp16 ukazala, ze SAH i sinefungin (SIN) se vazou do aktivniho centra ptes téméf stejné
aminokyselinové zbytky jako SAM a nezplsobuji zménu struktury enzymu (Rosas-Lemus et
al., 2020). MT4azova aktivita je zajiSténa kanonickou katalytickou tetraddou K-D-K-E a to Sn2
mechanismem (Hodel et al., 1998; Hager et al., 2002; Decroly et al., 2011).

Cepicka se vaze do kladn& nabitého vysokoafinitniho vazebného mista (HBS), jeZ je
lokalizovdno na povrchu nspl6. Naopak zbytek RNA se vaze do kladné nabitého
nizkoafinitniho mista (LBS). Na zadklad¢ vazby siranovych aniontd (Li2SOs byl vyuzit jako
kryoprotektivni latka) do krystalu nsp10-nsp16, 1ze predpokladat, ze do danych mist se vazou
fosfatové skupiny RNA. Zlabek by mél byt schopen pojmout 4 az 5 nukleotidi a mohl by slouzit
jako cil pro nizkomolekularni nabité inhibitory, které by blokovaly vazbu RNA a zaroven mély

nizky potencidl pro nechténé inhibice bunéénych MTaz (Rosas-Lemus et al., 2020).

Ve struktuie nsp16 se nachazi dvé flexibilni tzv. ,,branové smycky* (z ang. gate loop).
Vazba cepicky 0 vede k otoceni smycek o cca. 180° smérem ven (Obrazek 9), ¢cimz dojde
k rozsifeni kavity pro substrat (RNA). Kromé toho dochazi k rotaci nékterych postrannich
fetézcl aminokyselin smérem do tohoto vazebného mista. Vysledkem je pevnéjsi interakce
mezi nspl6 a substratem. Stabilizace téchto smycek by mohla byt klicova pii vyvoji vysoce

ucinnych antivirotik (Viswanathan et al., 2020; Rosas-Lemus, 2020).

Kromé vazebného mista pro SAM a RNA byla na nsp16 identifikovana dalsi tfi vazebna
mista pro nukleotidy mimo katalytické centrum. Je mozné, Ze se jedna pouze o krystaliza¢ni
artefakt, ptipadné o mista, do kterych by se vazala RNA, jez je pravé methylovana. Dopady

obsazeni ¢i neobsazeni téchto vazebnych mist nejsou zatim znamy (Rosas-Lemus et al., 2020).

Jako souéast krystalové struktury nsp16-nsp10 s ™ GpppA a SAM byla pozorovana také
jedna molekula vody, kterd by se mohla ucastnit stabilizace pfechodného stavu b&hem

methylace (Rosas-Lemus, et al. 2020).
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Nspl6 ze SARS-CoV neni schopen methylace samotnych nukleotid (Jin et al., 2013)
a standardni MTazové aktivita byla pozorovana na RNA s ekvivalentem péti transkribovanych
nukleotid (Bouvet et al., 2010), coz se shoduje s pfedchozimi poznatky, nebot nsp16 z FCoV
(ko¢i¢i koronavirus) nebyl schopen navazat RNA krats$i neZ tfi nukleotidy — tj. ™ GpppACi-2
(Decroly et al., 2008). Oproti hMTr1, jez nevykazuje preferenci pro zadny nukleotid (Langberg
& Moss, 1981), nspl6 uptednostiiuje RNA, jez obsahuje adenosin na pozici prvniho
transkribovaného nukleotidu — tj. "’ GpppARNA (Viswanathan et al., 2020).

Rozsahl¢ mutace, jez by mély vyrazny vliv na nsp16 nebyly ve vzorcich ziskanych od
pacientii detekovany. Moznym vysvétlenim je, Ze bez ucinného aparatu pro sestaveni cepicky
nebude infekce zdvazna, nebot’ bude rozpoznana imunitnim systémem. Na pfelomu biezna
a dubna v roce 2020 byl New York City tézce zasaZen pandemii a sekvenace pacientskych
vzorkl odhalila vysoky vyskyt mutace S33R v branové smycce 1, nicméné presny dopad této

mutace zatim neni znam (Viswanathan et al., 2020).

Bouvet a kol. (2010) charakterizovali nspl6 ze SARS-CoV jako Mg**-dependentni
MTazu, nicmén¢ Rosas-Lemus a kol. (2020) na zaklad¢ svych dat nedosli k zavéru, Ze by byl
piitomen hofe¢naty kationt. Zmifuji viak, Ze je mozné, ze Mg?" je soudésti tranzitniho stavu

methylace, nebo Ze stabilizuje RNA.

Branova smycka 2
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Obrazek 9: (A) znazornéni pohybu branovych smycek a vazebnych mist pro ™ GpppA a SAM. Pfevzato od
Viswanathan a kol. (2020). (B) ilustrace vazebnych mist pro ™ GpppA a SAM. Pfevzato od Rosas-Lemus a
kol. (2020).

5. Inhibitory methyltransferaz
SARS-CoV-2 je novy virus a v souc¢asné dob¢ nejsou k dispozici léky uréené specificky

proti nému. Vzhledem k véaznosti situace byli 1ékati nuceni pouzit jiz schvalené 1éky, které se

vSak za standardnich situacich pouzivaji k 1é¢bé jinych onemocnéni — v anglické literatufe
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oznacovano jako tzv. ,.drug repurposing®. Momentaln¢ je nejvetsi nadéji vakcinace, nicméné
vyvoj novych Sirokospektralnich antivirotik je nezbytny pro dalsi nové viry, které se mohou

objevit v budoucnosti.

5.1.In silico inhibitory SARS-CoV-2

Pocitacové programy umoznuji virtudlni in silico analyzy celych databazi latek za
ucelem nalezeni inhibitoru urcitého proteinu. Diky t€émto metodam Ize identifikovat potencialni

inhibitory, které mohou byt pouzity jako ,,odrazovy mitstek* pfi vyvoji novych antivirotik.

Vijayan a kol. (2020) podrobili 4100 riiznych slou€enin in silico screeningu s cilem najit
inhibitor nsp16. U sedmi sloucenin byla pozorovana inhibi¢ni aktivita, pficemz nejlepsi

vysledky poskytly slouceniny DB02498 a galuteolin (1, 2, Obrazek 10).

Encinar & Menendez (2020) in silico analyzovali cca. 9000 1éciv schvalenych
americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 16¢iv (FDA) s cilem inhibovat nsp16. Identifikovali
fadu 1€ki, napt. tegobuvir, siramesin ¢i bemcentinib (3, 4, 5, Obrazek 10), jako potencialni
inhibitory vzniku nsp10-nsp16 komplexu. V soucasné dob¢ neni zddna z téchto latek vedena

v databazi klinickych studii ClinicalTrials.gov (n.d.).
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Obrazek 10: Inhibitory nsp16 (1, 2). Lé¢iva schvalena FDA s potenciadlem inhibovat tvorbu komplexu
nsp10-nsp16 (3-5). Vytvoteno v ChemDraw (2017).

Tazikeh-Lemeski a kol. (2020) vybrali z 1516 FDA schvalenych lé¢iv takové molekuly,
jez se svym tvarem podobaji sinefunginu. Na zaklad¢ dalSich rozsahlejSich in silico vypocta

identifikovali jako potencialni inhibitory nsp16 raltegravir a maravirok (6, 7), jeZ se vazou siln¢
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do SAM-vazebného mista MTazy. Podle ClinicalTrials.gov (n.d.) je maravirok ve druhé fazi

klinickych zkousek jakozto 1€k proti COVID-19.

Martin & Cheng (2020) in silico identifikovali toremifen (8, Obrazek 11) jako
potencialni inhibitor nspl4, nebot’ podle simulaci dochdzi k silné interakci toremifenu
s N7-MTazovou doménou. Inhibice by mohla byt zptisobena bud’ blokovanim vazebného mista
pro SAM, nebo blokovanim katalytické ¢asti nsp14, ve které interaguje SAM s GpppRNA. Pro
piesnéjsi urceni mechanismu inhibice by bylo potieba provést ko-krystalizaci nspl4
s toremifenem. Krom¢ inhibice MTazy by mé¢l byt schopen interagovat s povrchovy proteinem
SARS-CoV-2, a zabranit tak fuzi virové a endozomalni membrany. Toremifen je také podle

ClinicalTrials.gov (n.d.) v soucasné dob¢ ve druhé fazi klinickych zkousek proti COVID-19.

o
N ~ OH FF
o %o L Hﬁ F
O)WN%\\N N
0 0
6 7 8

Obrazek 11: FDA schvalené slouceniny s potencidlem inhibovat nsp16 (6, 7) a nsp14 (8). Vytvotfeno
v ChemDraw (2017).

5.2. Navrh analogli S-adenosylmethioninu

Vyuziti SAMu jakoZto methyla¢niho ¢inidla neni specifické pouze pro viry. SAM je

NH
vyuzivan 1 bunéénymi enzymy, a proto je potieba vyvinout N ?
=N
SAM analogy specifické pro MTazy SARS-CoV-2. Z pohledu " ? N, </N | N/)
medicindlni chemie 1ze molekulu SAM rozd¢lit na tfi ¢asti — rile 0
adenin, derivovany tetrahydrofuran a aminoalkylovy fetézec HO OH
(Morales et al., 2020). 9

] ) Obrazek 12: Sinefungin.
Molekule SAM jsou velmi podobné dva pftirodni  vyivoreno v ChemDraw (2017).

inhibitory MTéz. S-adenosylhomocystein je vedlej$i produkt SAM-dependentni methylace
a funguje jako kompetitivni inhibitor MTaz (Glick et al., 1975). Sinefungin (9, Obrazek 12) byl
poprvé izolovan z bakterie Streptomyces griseolus a prezentovan jakozto antimykotikum
(Hamill & Hoehn, 1973). Mechanismus t¢inku SIN je zaloZen na schopnosti inhibovat MTazy.
Ke kvasinkové MTéaze Abdl méa 900x vyssi afinitu nez SAM ¢i SAH (Zheng et al., 2006).
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Problém je, ze SIN inhibuje virové i lidské MTazy a miize slouzit pouze jako vychozi molekula

pfi vyvoji antivirotik (Pugh et al., 1978; Tao et al., 2018).

5.2.1. Modifikace baze

Borchardt a kol. (1974b) studovali vliv zmény struktury SAH na jeho inhibi¢ni aktivitu
vaci ctyfem lidskym MTazam. Jednalo se o katechol-O-methyltransferazu (COMT),
fenylethanolamin =~ N-methyltransferazu ~ (PNMT),  histonmethyltransferazu  (HMT)
a hydroxyindol-O-methyltransferazu (HIOMT). Derivaty SAH s pyrimidinovou béazi misto
adeninu ztratily svoji inhibi¢ni aktivitu. Stejné tak derivaty SAH s -NH>CH3, -NH(CH3),, -OH
¢i -Cl misto aminoskupiny nukleobaze v poloze 6 nebyly uc¢innymi inhibitory. Autoti dosli
k zavéru, ze vodikovy mistek mezi aminoskupinou SAH a enzymem hraje vyznamnou roli pfi

vazbé SAH do aktivniho mista.

Otava a kol. (2021) vyuzili kavitu nad SAM-vazebnym mistem v nsp14 a pfipravili fadu
7-deazaadeninovych derivatl SAH s riiznymi aromatickymi substituenty v poloze 7, pfi¢emz
obecné struktura (10) je uvedena nize na obrazku 13 spole¢né s riiznymi substituenty (i-vi).
Syntetizované molekuly uspé$né inhibovali nspl4, nicméné jejich iontovy charakter

predstavuje problém pro vstup do bunék a dalsi vyvoj vhodnych proléciv je nezbytny.

Ar
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Obrazek 13: Obecna struktura inhibitoru nsp14 (10) s riiznymi substituenty (i-vi), jenz cili na kavitu
nad SAM-vazebnym mistem. Vytvoreno v ChemDraw (2017) podle Otava a kol. (2021).

5.2.2. Modifikace ribozy

Acyklické formy nukleotidl se osvédcCily jako potentni inhibitory virové replikace. Jako
ptiklad lze uvést tenofovir pouzivany pii 1écbé HIV-1. Tenofovir cili na reverzni transkriptazu
HIV a po inkorporaci do virové DNA znemoziluje pfidani dalSiho nukleotidu, nebot’” nema
potfebnou 3' hydroxylovou skupinu (Chapman et al., 2003). Riboza pifitomna v SAM, se na

rozdil od zminéného tenofoviru, pfimo nezapojuje do procesu methylace. Cyklicka a rigidni
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riboza pravdépodobné zajistuje spravnou orientaci molekuly v aktivnim centru MTaz. Toto
podporuji prace dvou skupin, které publikovaly inhibi¢ni schopnost SAH analogti s 1',4'-a 2',3'-
acyklickou ribézou (11, 12, Obrazek 14). Acyklické formy vykazovaly vici lidskym MTézam

cvwr

Borchardt et al., 1978).

Borchardt a kol. (1975) ptipravili 2'-deoxy-SAH, 3'-deoxy-SAH a 2',3'-dideoxy-SAH
a opét testovali jejich inhibi¢ni aktivitu na COMT, PNMT, HMT a HIOMT. Experimenty

poukazaly na to, ze diilezitost piitomnosti hydroxylovych skupin rib6zy zalezi na dané MTaze.

NH, NH,

N X N X
N N

¢ f ¢ f
N N/) RS. N N/)

SAH 11 12

NH,
N
i -y
HOJ\/\/S NTNT RS
0

e

HO OH HO OH

Obrazek 14: Porovnani struktury SAH a zakladni struktury 2',3" acyklickych derivata (11)
podle Borchardt a kol. (1978) a 1',4" acyklickych derivati (12) podle Coward & Sweet (1972).
Cervené oznadené R odpovida Gervené &asti SAH. Vytvoieno v ChemDraw (2017).

5.2.3. Modifikace aminokyselinového zbytku

BéZznou modifikaci, kterd se objevuje v publikacich, je vyména atomu siry za atom
dusiku za ucelem vytvoreni analogli odolnych vici MTazové aktivité diky silngj$i vazbé N-C
oproti S-C (Davis et al., 1983). Zména oxida¢niho stavu siry molekuly SAH — vyména
sulfoniové funkéni skupiny za sulfoxidovou ¢i sulfonovou — vedla u COMT, PNMT, HMT
a HIOMT ke sniZeni az ztrat¢ afinity vi¢i svému vazebnému mistu, coZ by mohlo byt

zpusobeno zménou polarity nebo sterickym branénim (Borchardt et al., 1974a).

Zkraceni aminokyselinového fetézce SAH o jednu -CHz- skupinu za vzniku
S-adenosylcysteinu vedlo ke snizeni az ztrat¢ inhibi¢ni aktivity SAH vi¢i COMT, PNMT,
HMT, HIOMT a INMT (indolethylamin N-methyltransferdza). Autofi toto vysvétluji ztratou
schopnosti derivatit SAH interagovat se SAM-vazebnym mistem (Borchardt et al., 1976).

SAH analogy bez ¢i s acetylovanou 2" aminoskupinou mély minimalni ¢i zaddnou
inhibi¢ni aktivitu va¢i COMT, PNMT, HMT a HIOMT. Stejny efekt byl pozorovan
u dekarboxylovanych analogt. Z toho vyplyva, ze tyto skupiny jsou esencidlni pro vazbu SAM
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a SAH k vySe zminénym enzymiim (Borchardt et al., 1976). Krom¢& moznosti vytvofit vodikovy
mustek s vazebnym mistem je dilezitd i S-konfigurace -NH: skupiny v molekule SAH.
R-konfigurace aminoskupiny SAH vedla u HMT ke zvySeni inhibi¢ni aktivity, ale u COMT,
PNMT a HIOMT doslo k pravému opaku, nebot” zdlezi na konkrétni strukture MTéazy
(Borchardt et al., 1974a).

5.3. Dinukleosidové inhibitory

Vzhledem k tomu, Zze SAM-dependentni MTazy tvoii velkou rodinu proteini, cilena
inhibice jednoho vybraného enzymu pomoci derivatu SAM ¢i SAH se zdad byt
nepravdépodobnd. Bisubstratové analogy ptedstavuji propojeni obou substrati dané MTazy,
coz by meé¢lo vést k vyraznému zvySeni specificity inhibitoru. Benghiat a kol. (1986)

syntetizovali prvni bisubstratové analogy za ticelem inhibice N7-MTézy viru vakcinie.

Nspl4 ze SARS-CoV jako substrat akceptuje RNA s adeninem a guaninem jakozto
prvni transkribovanou bazi — tzn. GpppARNA a GpppGRNA (Chen et al., 2009). Otazkou je,
zda je tato vlastnost zachovand i u SARS-CoV-2. Nspl6 ze SARS-CoV-2 vyZaduje jako
substrat SAM a mRNA s ¢epickou 0, kterd ma na prvni pozici adenosin — tzn. ™ GpppARNA
(Rosas-Lemus et al., 2020). Pii vyvoji bisubstratovych analogi substratti nspl4 a nspl6, je

proto potieba tyto nukleobaze zachovat, nebo nahradit vhodnym bioisosterem.

Ahmed-Belkacem a kol. (2019) pfipravili na zéklad¢ racionalniho navrhu 5 rGznych
dinukleosidovych analogi, které napodobovaly tranzitni stav 2'-O methylace RNA ¢Eepicky.

Ptipravené slouceniny jsou sloZzené ze dvou nukleosidli navzajem propojenych sirnym

linkerem, nicméné vysledky o inhibi¢ni 0O
aktivit¢ téchto sloucenin nebyly zatim H° o adenin HO o adenin bc'
publikovany. Mozny je vliv pandemie \EH_Z\/\N,R \EH_Z\/\ON\:S\‘O
SARS-CoV-2, nebot’” Ahmed-Belka cem o adenin o, adenin
a kol. (2020) publikovali 16 rGznych OH OH OH OH
adeninovych dinukleosidi, které opét 13 14
napodobovaly  tranzitni stav  2'-O Obrazek 15: Obecna struktura dinukleosidového

inhibitoru (13) a nejucinngjsi inhibitor N7-MTazy
SARS-CoV (14) podle Ahmed-Belkacem a kol. (2019).
dohromady propojili tentokrat pies linker Vytvoteno v ChemDraw (2017).

methylace RNA cepicky. Nukleosidy
obsahujici dusik (13, Obrazek 15). Zadna ze 16 slou¢enin nebyla Gginnym inhibitorem vigci

2'-O-MTazam né€kolika viru z ¢eledi Poxviridae, rodu flavivirai a SARS-CoV. Sedm slouc¢enin

viak inhibovalo N7-MT4zu nsp14 ze SARS-CoV. Sest z nich v mikromolarnich koncentracich
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a jedna dokonce v submikromolarni koncentraci. A naopak pfi testech s lidskou N7-MTazou
(RNMT) se tyto latky ukézaly byt velmi Spatnymi inhibitory, coz je velmi dobra zprava
z pohledu nechténych vedlejsich G€inkl 1é¢iv. Soucasti nejucinnéjsiho inhibitoru (14, Obrazek
15) byl N-arylsulfonamid (ptfesnéji 4-chlor-3-nitrobenzensulfonamid), jenz je soucasti n¢kolika

schvalenych 1éCiv véetné antivirotik, napf. tipranaviru pro 1é¢bu HIV (Liu et al., 2020).

5.4. Inhibitory flavivivirovych MTéz

Pfred propuknutim pandemie SARS-CoV-2 nebyly koronaviry v popiedi
farmaceutického vyzkumu, nebot’ zptsobovaly jen leh¢i respiraéni onemocnéni. Pii vyskytu
koronaviru s pandemickym potencidlem doslo k jeho rychlé eliminaci diky izolaci nakazenych
a lidi, ktefi s nimi pfisli do kontaktu. Naopak viry z rodu flavivird — napft. virus zika (ZIKV),
dengue (DENV) ¢i virus zapadonilské horecky (WNV) — jsou znamé jiz dlouhou dobu a stale
zpusobuji zivot ohrozujici nemoci (Issur et al., 2011). Tyto viry maji multifunkéni protein NS5,
jenz ma aktivitu RdRp a SAM-dependentni N7- i 2'-O-MTazy (Ray et al., 2006). Porovnani
aktivniho mista MTéazy NS5 viru zika a nspl6 SARS-CoV-2 ukazalo nizkou homologii
(Obrazek 16). Shoduji se vSak v hydrofobni kavit¢ nad vazebnym mistem pro adenin

(Krafcikova et al., 2020).
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Obrazek 16: Vlevo: porovnani vazby SIN a SAM do vazebného mista nsp16 SARS-CoV a SARS-CoV-2; vpravo:
porovnani vazby SIN do vazebného mista nsp16 SARS-CoV a NS5 ZIKV. Pievzato od Krafcikova a kol. (2020).

Luzhkov a kol. (2007) provedli in silico screening 2,1 miliond molekul. /n vitro poté
otestovali inhibi¢ni aktivitu 15 nejlepSich kandidatt vici 2'-O-MTéaze NS5 DENV. Nejlepsi
vysledky mé¢l derivdt mocoviny s adamantanem (15, obradzek 17), jez se vaze do
SAM-vazebného mista. Autofi navrhuji vyuzit kostru této molekuly jako zaklad pro vyvoj

novych antivirotik.
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He a kol. (2004) pozorovali po ptidani kyseliny aurintrikarboxylové neboli ATA (16,
Obrazek 17) do bunééné kultury spoleéné se SARS-CoV vyraznou inhibici replikace viru
(oproti kontrole klesla virova produkce 1000x). Autofi publikace vSak uvedli, Ze mechanismus
ucinku neni znam. Krome ucinku na SARS-CoV, Milani a kol. (2009) identifikovali ATA jako
vysoce potentni inhibitor MTazy flaviviri, jenz se vaze do katalytického centra. Je tedy mozné,

ze by to mohlo byt vysvétleni pro inhibi¢ni aktivitu viici SARS-CoV.

Lim a kol. (2011) ptipravili potencidlni inhibitory DENV MTazy na zaklad¢ struktury
molekuly SAH. Celkem piipravili 12 raznych derivatd, pficemz vSechny modifikace byly
lokalizovany na aminoskupiné adeninu v poloze 6. Touto modifikaci se autofi snazili vyplnit
kavitu nad vazebnym mistem pro SAM. Diky této substituci doslo u vétSiny molekul ke zvyseni
inhibi¢ni aktivity vaci virové MTaze a ke snizeni inhibi¢ni aktivit€¢ vi¢i hRNMT. Jako
optimalni se ukdzalo pfidani benzylu s malym substituentem v poloze meta. Prodlouzeni
fetézce, jenz spojuje benzenové jadro s adeninem, vedlo ke sniZeni inhibi¢ni aktivity. Autofi
toto vysvétluji moznym zvySenim flexibility benzenového jadra ¢i neschopnosti kavity pojmout
takto zvétSenou molekulu. Stejné tak fenyl s pfimou vazbou na aminoskupinu nezvysil inhibi¢ni
aktivitu. Nejucinngj$im inhibitorem byla sloucenina s 3-chlorbenzylem (17, Obrazek 17).
Ackoliv autofi pfipravovali inhibitory MTazy DENV, sloucenina 10 byla 18x uG¢inn&jSim
inhibitorem 2'-O-MTéazy WNV. Opak byl vSak pozorovan u N7-MTazov¢ aktivity. Tento fakt

autofi pfipisuji rozdilnym mechanismiim 2'-O- a N7-methylace.
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Obrazek 17: Inhibitory MTazy DENV (15, 17) a SARS-CoV (16). Vytvoieno v ChemDraw (2017).

Brecher a kol. (2015) na zaklad¢ in silico analyzy identifikovali 13 potencialnich
inhibitord MTaz flavivirt, jenz nasledné otestovali in vitro. Nejaktivnéjsi latky inhibovaly
MTézy né¢kolika riiznych virt. Dvé slouceniny — NSC306711 (18) a NSC610930 (19) — pfi

inkubaci s viry v bun&né linii Gspesné potlacily virovou replikaci a zaroven byly relativné
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netoxické. Potencialni inhibitor 18 by mél podle predikei interagovat s aminokyselinami mimo

SAM-vazebné misto, coz by mohl byt diivod pro jeho specifitu vici NSS5.

Chen a kol. (2013) syntetizovali fadu analogi nukleosidli jakozto potencialnich
inhibitordt MTazy WNV. Ve své publikaci ptfedstavili pét molekul, pficemz GRL-002 (20)
a GRL-003 (21) se ukazaly byt velmi slibné. Specificky totiz inhibovali virovy protein NS5
v mikromolarnich koncentracich, ale neinhibovali hRNMT. Antivirova aktivita GRL-002 je
mozna ve skuteCnosti pouze cytotoxicka aktivita. Autofi pfipousti, ze molekuly mohou

interagovat s jinymi virovymi ¢i bunéénymi proteiny.

Jain a kol. (2017) publikovali strukturu molekuly MS2042 (22) — potencialniho
inhibitoru NS5 ZIKV. MS2042 ma misto siry s methylovou skupinou dusik
s 4-fluorobenzylovym substituentem. Cilem vymény malé -CH3 skupiny za objemny
substituent bylo ,,zaplnit™ nepolarni vazebné misto pro RNA. Data z krystalografie vyuzil
Santos a kol. (2020) a na zéklad¢ in silico analyzy 42 390 molekul dosli k zavéru, Ze slou¢enina

ZINC1652386 (23) ptedstavuje lepSiho kandidata na potencialni inhibitor NS5 nez MS2042.

Struktury vyse zminénych molekul 18-23 jsou uvedené na obrazku 18.
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Obrazek 18: Inhibitory MTéz flavivira (18 — 23) identifikované za zakladé€ in silico analyzy. Vytvoreno
v ChemDraw (2017).
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5.5. Inhibice protein-proteinovych interakci v komplexu nsp10-nsp16

Interakce v komplexu nsp10-nsp16 je komplexni a zajisténa plochou o rozloze 1983 A2
RozruSeni této interakce pomoci malé molekuly je nepravdépodobné (Krafcikova et al., 2020).
Nicméné fakt, Ze proteiny nspl0 a nspl6 jsou vysoce konzervované napii¢ linii B
u B-koronaviri, mezi které patii napt. Bat-SL-CoV, SARS-CoV ¢i SARS-CoV-2 (Rosas-

Lemus et al., 2020), umoznuje vyvoj Sirokospektralniho antivirotického peptidu.

Wang a kol. (2015) toto potvrdili s pomoci peptidu (P29), jenz byl tvofen ¢asti nsp10
(aminokyselinami 68 — 96) z viru mysi hepatitidy (MHV). Pfi in vitro inkubaci komplexu
nspl0-nspl6 z MHV, IBV (virus infekéni bronchitidy), SARS-CoV a MERS-CoV spole¢né
s P29 doslo k signifikantni inhibici MTéazové aktivity o vice nez 50 %. Pro Uc¢innost P29
v buiikach bylo nutné spojit P29 s proteinem Tat z HIV (TP29), nebot’ Tat umoznil pfechod
peptidu pres cytoplazmatickou membranu. Bunééna kultura byla infikovana kmenem AS59 viru
MHV (MHV-A59) a jednu hodinu po infekci byl pfidan TP29. Analyza po 20 hodinach ukazala
coz vede k deficienci ¢epicek na RNA a tudiz inhibice replikace genomu. Bez ¢epicky nasledné
nedochdzi k fadné translaci a cytosolické receptory mRNA s ¢epickou 0 spusti bunécnou
odpovéd’ v podobé produkce interferonu. Vyhodou pouziti TP29 je fakt, ze cili na strukturu,
kterd je specificka pro koronavirovy nspl6. Diky tomu by lé€ba méla mit méalo nezddoucich

ucinkd.
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6. Zavér
MTazy nspl4 a nspl6 hraji klicovou roli v zivotnim cyklu SARS-CoV-2, nebot’
zajistuji methylaci RNA za vzniku ¢epicky 1. Ta hraje kli¢ovou roli v translaci mRNA, ochrané

RNA pied degradaci a rozpoznanim cytosolickymi receptory vrozené imunity.

SAM-dependentni MTézy tvoii velkou rodinu bunécnych enzymdu, které zajistuji
methylaci Sirokého spektra sloucenin. Ackoliv  MTézy nemaji konzervovanou primarni
strukturu, jejich sekundarni struktura je konzervovana a nejtypictéj$im motivem je Rossmanntiv

zéhyb.

Nspl4 je bifunkéni enzym s N7-MTazovou a exonukledzovou aktivitou. Interaguje
snspl0, ale tato interakce je nezbytnd pouze pro funkci ExoN domény. Velmi zajimavou
vlastnosti nsp14 je to, ze supersekundarni struktura katalytického jadra neodpovida typickym
strukturdm znamych MTaz. Nsp16 disponuje 2'-O-MT4azovou aktivitou a pro funkci vyzaduje
interakci s nspl0, jez tuto MTazu stabilizuje. Oproti nsp14 ma tento enzym katalytické jadro

odpovidajici kanonickému Rossmannovu zahybu.

V soucasné dobé¢ je k dispozici pouze velmi omezeny pocet 1é¢iv uréenych pro 1écbu
COVID-19, jenz je zpasoben virem SARS-CoV-2. Koronavirové MTazy se dostaly do poptedi
farmaceutického vyzkumu az minuly rok, nicméné studium inhibitord MTaz flaviviri probiha
jiz dlouho. Ackoliv maji tyto skupiny vir odliSnou strukturu MT4z, lze se inspirovat
podobnymi tuseky, které sdili (napf. kavitou nad SAM-vazebnym mistem). Diky vysoké
evoluéni zachovalosti SAM-vazebného mista u koronavirt a ¢astecné podobnosti s flaviviry se

vyvoj Sirokospektralniho antivirotika zda mozny.

Rada vyzkumnych skupin publikovala data zin silico analyzy Sirokého spektra
sloucenin a vysledky téchto studii lze vyuzit pfi navrhu novych antivirotik. Na zaklad¢
rozsahlého vyzkumu Borchardt a kol. ze 70. let minulého stoleti vime, jak reaguji lidské
methyltraferazy COMT, PNMT, HMT a HIOMT na jednotlivé modifikace SAM. Ackoliv se

jedna o limitovany vzorek MTaz, davaji nam alespon ¢asteCnou piedstavu, co lze ocekavat.

Vzhledem k aktudlnosti tématu lze ocekavat fadu novych informaci v blizké

budoucnosti, jez upfesni naSe souc¢asné znalosti a umozni vyvoj novych antivirotik.
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