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Abstrakt

Vysoce patogenni koronavirus SARS-CoV-2 (Severe Accute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2) zpusobil svétovou pandemii onemocnéni COVID-19 (coronavirus disease
2019) a predstavuje hrozbu celému lidstvu v mnoha smérech. Do dnesniho dne je datovano vice
nez 510 milionu potvrzenych piipadt a pres 6 milionu umrti podle Svétové zdravotnické
organizace (WHO, https://covid19.who.int/ [29.4.2022]). Funkci virovych methyltransferaz
je maskovani a ochrana genomu pfed imunitnim systémem hostitelské bunky. Dilezitym
aspektem pro stabilizaci virové RNA je tvorba RNA ¢epicky, kterou zprostredkovava 2’-O-
RNA methyltransferaza (MTase, z angl. methyltransferase) a 7-methylguaninovy nukleotid
pfipojeny k 5’-trifosfatovému konci (m7GpppNm). 2°-O-MTase aktivita je asociovana
s proteinem nsp 16 (z angl. non-structural protein 16), ktery pro svou spravnou funkci vyzaduje
ptitomnost proteinu nsp10 jako kofaktoru.

Abychom zjistili strukturu proteinového komplexu nspl0-nspl6, byly v této praci
rekombinantné piipraveny proteiny nspl0 a nspl6 expresi v bakteriich Escherichia coli.
Pro obdrzeni krystalové struktury byl proteinovy komplex inhibovan latkou TO383 v aktivnim
misté. ZjiSténa data mohou poslouzit pro vyvoj antivirotik zaloZzenych na inhibici

methyltransferazy a destabilizaci virové RNA.
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Abstract

Highly pathogenic coronavirus severe accute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) has caused global pandemic of coronavirus disease 2019 (COVID-19). Up to
date, more than 510 milion cases of COVID-19 and over 6.2 milion deaths were confirmed
according to World Health Organization (WHO, https://covid19.who.int/ [29.4.2022]).
The function of viral methyltransferases is crucial in genome protection against the immune
system of the host cell. Fundamental aspect for stabilization of viral RNA is the formation of an
RNA cap, which is mediated by 2'-O-RNA methyltransferase (MTase), which attached 7-
methylguanosine nucleotide to 5’triphosphates end (m7GpppNm). Activity of 2'-O-MTase
is associated with non-structural protein 16 (nsp16), which requires the presence of nspl0 as
a cofactor.

For structure determination of the nspl10-nspl6 protein complex, nspl0 and nspl6
proteins were prepared recombinantly by expression in bacteria Escherichia coli. To obtain the
crystal structure the protein complex was inhibited with a small molecule inhibitor TO383.
The acquired structural data can be helpful in the development of antiviral drugs based

on methyltranserase inhibition and viral RNA destabilization.

Key words:
SARS-CoV-2, methyltransferase, nsp16, nsp10, structure, inhibition


https://covid19.who.int/

(v/v)
(W/v)

A
ADAM17
ACE2

E.coli
ELFO
DNA

DMSO
DPP4

GTP

kb

M
Mg(CO0),+4H,0
MERS-CoV
MOPS
MTasa
NiCo21 (DE3)
NaH2POq4
Nsp
KH>PO4
hACE2
hCoVs
HEPES
His-tag
ODeoo

ORF

PEG

PDB

Seznam zkratek a symboli

Objemova procenta

Hmotnostni procenta v objemu

Angstrom, jednotka délky 1 A = 10" nm
Metalopeptidazové domény 17 skupiny ADAM
Angiotensin konvertujici enzym 2, z angl. angiotensin-
converting enzyme 2

bakterie Escherichia coli

elektroforéza

Deoxyribonukleova kyselina, zangl. Deoxyribonucleic
acid

Dimethylsulfoxid

Dipeptidylpeptidaza 4

Guanosintrifosfat

Jednotka délky nukleovych kyselin, z angl. kilobase
koncentrace v mol/l (molarita)

Tetrahydrat octanu hofecnatého

Middle East respiratory syndrome coronavirus
3-(N-morpholino)propansulfonova kyselina
Methyltransferasa

Bakterialni kmen E.coli

Dihydrogenfosfore¢nan sodny

Nestrukturni protein, z angl. non-structural protein
Dihydrogenfosfofecnan draselny

Lidsky ACE2

Lidské koronaviry, z angl. Human coronaviruses
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
Polyhistidinova kotva

Opticka hustota pfi vinové délce 600nm

Otevieny Cteci ramec, z angl. Open Reading Frame
Polyethylen glykol

Proteinova databaze, z angl. Protein Data Bank



pH
pp

ppp
RBD

rpm

RNA

SAH

SAM
SARS-CoV
SDS
ssRNA
SUMO
TO383

TMPRSS-2
WHO

Vodikovy exponent

Polyprotein

Trifosfat

Doména vazajici se na receptor, z angl. Receptor-Binding
Domain

Otacky za minutu, z angl. revolution per minute
Ribonukleova kyselina, z angl. Ribonucleic acid
S-adenosyl homocystein

S-adenosyl methionin

Severe acute respiratory syndrome coronavirus
Dodecylsiran sodny

jednovldknova RNA, z angl. single-stranded RNA
protein SUMO, z angl. small ubiquitin-like modifier
Oznadeni organické molekuly syntetizované na UOCHB
AV CR v.v.i.

Transmembranova serin protedza-2 TMPRSS-2

Svétova zdravotnickd organizace, z angl. World health

organisation



Obsah

1 Literdarni prehled...............ccoooiiiiiiiiii e 9
O B (0 ) 1 A2 o USRS 9
1.1.1 InfIKOVANT hOSHEEIE. ...c..eiiiiiiiieie e 9
112 SARS-COV ottt st st 10
L.1.3 MERS-COV ettt st 11
L.14  SARS-COV 2ttt ettt et te st e e e sne s 12

1.2 Methylrans erasy ......cccueecieeeciee et e et e et e e e tae e s aeeeenseeenesee s 15
1.2.1 SARS-CoV-2 methyltransferasy ..........ccceeeveeeieriieiieniieieeeie e 16

D O 1 1) T PSSP PSRUPRRRPRR 20
3 Materidl @ MetOAY .........coooviiiiiiiiiiee et 21
3.1  Laboratorni technika a pOmuUCKY ........ccceriiiiiiiiiiiieeee e 21
3.2 PouZité chemiKAlIe........coouiriiiiiiiiiieieeee e 22
3.2.1  Roztoky, pufry @ MEAIA .....cueeiuiiiiieiiieiiecie et 23
322 SloZend GElT....oouiiiiiiiiiiiieceee e 24
3.2.3  Enzymy, plazmidy a bakteridlni Kmeny..........coccoevieiiiiiiiniiiiiieceeeeeeee 24

3.3 MELOAY . iiieiieeieeeie ettt ettt et e e tae e beentaeerbeentaeebeenanaans 25
3.3.1  Exprese a purifikace proteinti nsp10 a nsp16 SARS-CoV-2.......cccceevvvervrenenne. 25
3.3.2  Krystalizace proteinového KompleXu.........ccccooerviiriiniiiiniiniiiinieneciceecee 27

G VYSICAKY ..o ettt 29
4.1  Exprese a purifikace nSpl0 a NSPLO ..cceviveiiieeiiiieiieeieeeeeeee e 29
4.2 Krystalizace proteinového komplexu nsp10/nsp16 s ligandem TO383 .................... 31
4.3  Krystalova struktura proteinového komplexu nsp10/nsp16 s ligandem TO383 ....... 33

S DIESKUSE ...t ee 37
0 ZLAVET ..o ettt sttt 39
7 Seznam PouZité ItEIratUrY ...........cccooviiiiiiiieiieciieeece e ere e e 40



1 Literarni prehled

1.1 Koronaviry

Koronaviry patfi do rodiny Coronavidae a podrodiny Coronavirinae se zabalenou
RNA, kter¢ jsou Siroce distribuované mezi ptaky a savci [1,2]. Primarné zptisobuji respiracni
a stfevni choroby. V ojedinélych ptipadech mohou vyvolat neurologické onemocnéni nebo
hepatitidu. Sifeni je zprostiedkovano na mezidruhové trovni a infekce mize byt akutni, ale
1 chronicka. Infekce je prenasena predevsim respiracni a fekaln€ — oralni cestou [ 1]. Koronaviry
nebyly povazovany za vysoce patogenni az do vypuknuti epidemie SARS (severe acute
respiratory syndrome) v roce 2002 a 2003 v ¢inské provincii Guangdong. Do té doby
koronaviry cirkulovaly v lidské populaci a zplsobovaly viceméné mirné infekce. O 10 let
pozd¢ji se v krajindch stfedniho vychodu objevil vysoce patogenni koronavir Middle East
respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) [2].

Znacna odlisnost této rodiny virl je jejich genomova velikost. Koronaviry jsou
nositelem nejvétsiho genomu v rdmcei vSech RNA vird, v€etné RNA virll se segmentovanym
genomem. Tato obsdhld kodovaci kapacita poskytuje mnoho strategii pro genovou expresi,
ze kterych ne vSechny jsou upln€¢ znamé [1]. Koronaviry vytvareji zabalené a sférické ¢astice
o priméru 100-160 nm. Jejich genom tvofeny jedno-vlaknovou RNA (ssRNA, z angl. single-
stranded RNA) s pozitivni orientaci dosahuje velikosti 27-32 kb. Dvé tfetiny RNA z 5’-konce
koéduji polyprotein pplab, ktery je St€épen na 16 nestrukturnich proteini s transkripéni
a replikacni funkci. 3’-konec RNA obsahuje genetickou informaci pro Ctyfi strukturni proteiny
tvotici obal virové RNA — proteiny S (,,spike*), M (,,membrane*), E (,envelope*) a N
(,,nucleocapsid®). Kromé genti kodujicich strukturni proteiny jsou zde i dopliikové, druhové

specifické geny neesencidlni pro replikaci viru [2].
1.1.1 Infikovani hostitele

VétSina koronavirti zpiisobuje onemocnéni jen u specifického druhu. Presto miize
nakazeni jiného druhu vyustit v omezenou virovou replikaci, obvykle bez onemocnéni.
Koronaviry zplsobuji pfevazné respiracni a stfevni potize, nicméné mohou také zplsobit
hepatitidu, infek¢ni peritonitidu, nefritidu, myokarditidu, ptfipadné neurologické, reprodukéni

nebo imunologické poruchy [3]. Schopnost koronavir adaptovat se a nakazit jiné¢ druhy mtze
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z Casti pramenit z Sirokého spektra vstupu viru do buiiky a jeji infikovani. /n vivo, koronaviry
se vazou na apikalni strané respiracnich a stievnich epitelidlnich bun¢k a jsou uvolnovany
z apikalni strany, bazolaterdlni membrany nebo obou, v zavislosti na druhu viru. [4]. Samotny
vstup viru do buiky je kontrolovan povrchovym spike glykoproteinem, jakozto nositelem
schopnosti vazat se na cilovy receptor a prochdzet membranou. Po navézani je virus pienesen
receptoroveé kontrolované endocytodzy vyuzitim klatrin nebo kaveolin dependentni drahy. Byly
vSak zaznamendany i jiné vstupné drahy. Endocytdza za vyuziti S proteinu je proteolyticky
zavisly proces. K fzi viru s buiikou je také nutna konformac¢ni zména komplexu spike proteinu
s receptorem a mozna acidifikace endosomalnich vezikul [5]. Koronavirovy S glykoprotein
patii do 1. tfidy virovych faznich proteini. Aktivace S proteinu je casto doprovazena
proteolytickymi procesy hostitelskymi protedzami, ktera je typicka pro virové fuzni proteiny I.
ttidy. Mnoho proteaz se prokazatelné potvrdilo v roli koronavirové aktivace [4]. Vskutku,
inhibice intracelularnich proteaz zptisobila zablokovani vstupu viru a fuzi [5]. Pro GspéSnou
infikaci koronaviry jakozto obalenymi viry je vedle navdzani na hostitelsky receptor dalSim
dilezitym krokem splynuti virového obalu s bunéénou membranou. Fuze virového obalu
s membranou vyvolad uvolnéni virdlniho genomu do cytoplazmy hostitelské buiiky a umozni

replikaci viru [3].

1.1.2 SARS-CoV

Lidské koronaviry HCoVs (z angl., Human coronaviruses) podléhaji rychlé evoluci diky
délce svého genomu a Casté rekombinaci. V poslednich 20 letech se zvysil vyskyt HCoVs
v riznych Castech svéta a jsou spojeny se vznikem fatdlnich pneumonii. Prvni zaznam
o vypuknuti onemocnéni severe acute respiratory syndrome (SARS) se datuje do listopadu
2002 v ¢inskem mésté Foshan. To pierostlo v globalni epidemii v roce 2003 s celosvétovou
10% smrtnosti [6]. SARS-CoV patii do druhu Betacoronaviru z B linie [7].

Genom SARS-CoV obsahuje zakladni segment, ktery sdili s ostatnimi koronaviry,
a také dodate¢nych 8 otevienych ¢tecich ramct (ORFs, z angl. open reading frames). Téchto 8
ctecich ramct koduje proteiny, které jsou specifické pro SARS-CoV a nevykazuji homologii
s dopliikovymi proteiny jinych koronavirt. Zpocatku byly doplitkové proteiny identifikovany
jako pomocné ve virové replikaci in vitro. Ukéazalo se vSak, Zze nékteré proteiny

se ucastni procesu interakce viru a hostitele béhem infekce in vivo. Nékteré studie naznacily,
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7e této proteiny poskytuji viru biologické vyhody pii infikaci hostitelské bunky, coz mize

zpiisobovat patogenitu SARS-CoV [8].

ORFla ORF1b

Obr.1.1.2: Schématicky diagram genomové organizace SARS-CoV. Od 5'konce ORFs
zodpovedné za transkripci/replikaci (ORFla, ORF1b), strukturni proteiny S (,,spike”), E

(,,envelope®), M (,,membrane*), N (,,nucleocapsid*) a osm dodatkovych proteinii (3a, 3b, 6,
7a,7b, 8a, 8b, 9) [8].

Receptorem viru SARS-CoV je protein ACE2 (z angl., angiotensin-converting enzyme
2), Tento receptor je Siroce rozSifen v dychacich cestach, a to na epitelidlnich buikéach
pridusnice, prudusek, bronchidlnich serdéznich zlaz a alveold, stejné jako na alveolarnich
monocytech a makrofazich. SARS-CoV atakuje tyto buiiky pomoci S1 podjednotky spike
proteinu v niZ se nachazi receptor-vazajici doména RBD (z angl. Receptor Binding Domain),

ktera se vaze na tento receptor [6].

1.1.3 MERS-CoV

V Cervenci 2012, deset let po prvni zmince SARS-CoV, byl izolovan novy patogenni
koronavir z hlenu 60 ro¢niho pacienta v Jeddah, Saudské Arabii. Tento pacient po jedenacti
dnech od pfijeti do nemocnice zemiel na pneumonii a selhani ledvin. U tohoto koronaviru byli
zaznamenany také nosokomidlni infekce. Volny pohyb poté ptispél k rozsiteni viru do jinych
krajin arabského poloostrova. Z toho diivodu byl pozdéji pojmenovan Middle East Respiratory
Syndrome coronavirus (MERS-CoV). Celkové bylo v obdobi od cervence 2012 do 16. fijna
2018 zaznamenano 2254 potvrzenych laboratornich ptipadu s alespont 800 timrti ve vice nez 27
krajinach Stfedniho Vychodu, Severni Afriky, Evropy a Asie. To pfedstavuje mortalitu vyssi
nez 35 % [9, 10].

MERS-CoV patfi do linie C Betacoronavirii a obsahuje genom o velikosti ptiblizné¢ 30
kb. Podobné jako u jinych koronavirl, prvni dvé tetiny z 5 konce genomu koduji proteiny pro
replikaci a transkripci, zbyla tietina koduje strukturni proteiny [10]. Na rozdil od jinych
betakoronavir, MERS-CoV genome neobsahuje hemagglutinin-enterasu. MERS-CoV
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obsahuje 5 doplikovych proteint, které podobn¢ jako u SARS-CoV mohou zlepsit infekcnost
v imunitni odpovédi MERS-CoV oproti SARS-CoV [9].

Podobné¢ jako pti SARS-CoV, spike protein MERS-CoV se $tépi na receptor-binding S1
doménu a membrane-fusion S2 doménu. Pro navazani viru na hostitelskou buiiku je zde také
ptitomna RBD na S1 doméné. MERS-CoV se vaze na jiny cilovy receptor. SI doména
interaguje s enzymem DPP4, ktery se nachdzi na povrchu vétSiny bunék. Sice RBD SARS-CoV
a MERS-CoV sdilej vysoky stupeii strukturni podobnosti v jadru subdomén, avsak 1isi se svou

funkci, coz vysvétluje rozdilné cilové receptory zminéné vyse.

A MERS-CoV genome
ORF 1a s A
3 5 E 8b__N
ORF 1b e 0 m
=]
B MERS-CoV structure

Spike (S)
Nucleocapsid protein

(N) protein

RNA
Membrane
(M) protein

Envelope (E)
protein

C l MERS-CoV S protein
1 18 367 484 567 606 751 943 984 1104 1246 1295 1326 1353
sP | rEM | FP HR1 HR2 TM CP
RBD —
S1 subunit S2 subunit

Obr.1.1.3: Schématicky diagram genomu MERS-CoV (A). Od 5 konce (zleva) viralni funkcni
proteiny a jiné proteiny s neznamou funkci (ORF la a 1b), strukturni spike protein (S), obal
(E), membrana (M), nukleokapsid (N) a pét dodatkovych proteinu (3, 4a, 4b, 5, 8b).
Schematicka struktura hlavnich virdlnich proteinu (B). Schematickd struktura S proteinu

(C), rozdeleného na S1 a S2 podjednotku [11].

1.1.4 SARS-CoV-2

Prvni zaznam o severe acute respiratory syndrome koronaviru 2 (SARS-CoV-2) byl
evidovan 31. prosince 2019 v &inském mésté Wuhan, a to Cinskym Ministerstvem
Zdravotnictvi a Svétovou Zdravotnickou Organizaci (WHO) [12]. 30. ledna 2020 byl zapsany

jako ,,ohroZeni vefejného zdravi mezinarodniho vyznamu*a 11. bfezna 2020 byl zménén WHO
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na ,,Pandemii*. Neobvykla viralni pneumonie nazvana ,,Coronavirus disease 2019 (COVID-
19) zacala byt tedy hrozbou pro celosvétovou populaci. K 29. dubnu 2022 zaznamenala WHO
vice nez 510,2 miliont potvrzenych nakazenych a 6,2 milion umrti. SARS-CoV-2
vicenasobn¢ pfekonal MERS-CoV 1 SARS-CoV v poctu nakazenych i rozsahu zasazenych
oblasti [12,13,14].

SARS-CoV-2 ze skupiny Betakoronaviru z B linie sdili 79% genomu se SARS-CoV,
50% genomu s MERS-CoV a pfiblizn¢ 70-80% genomu s rliznymi netopyiimi koronaviry.
Obsahuje ssRNA genom s pozitivni orientaci o velikost pfiblizné 30 kb. VéEtSina proteint
koédovanych v genomu SARS-CoV-2 ma podobnou délku jako pfislusné proteiny v SARS-
CoV. Aminokyselinovd podobnost ve ctyfech strukturnich proteinech je vice nez 90 %
se SARS-CoV, lisi se pouze v genu S. V prvnich dvou tfetindich genomu od 5’-konce jsou
zakddovany polyprotein ppla a pplab. Tyto polyproteiny jsou proteolyticky Stépeny na 16
nestrukturnich proteind (nsps z angl., non-structural proteins). Nestrukturni proteiny jsou
regulatory replikace a transkripce RNA, a také se podileji na samotné genomové replikaci
a transkripci jakozto podjednotky v transkripénich/replikac¢nich komplexech. Se SARS-CoV
ma vice nez 85% podobnost aminokyselinové sekvence [13,15]. Genom pozlstava z 14
funkénich ORFs, veetné strukturnich proteinti, dvou nekodujicich oblasti na obou koncich, nsps
a pridatnych proteini. ORFla a ORF1b koduje 16 nsps (nspl-nspl6). Dale tu jsou Ctyfi
strukturni proteiny, spike protein (S), membranovy protein (M), envelope protein (E)
a nucleocapsid protein (N), dilezité pro sloZeni viru. Devét doplikkovych proteinti mayji

selektivni vyhodu v infikovaném hostiteli [13].
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Obr.1.1.4a: Schématicky diagram genomu SARS-CoV-2 se strukturou 16 nestrukturnich
proteinit. Od 5 konce (zleva) ORFla kodujici 11 NSPs (nspl-nspll), ORF1b kodujici 4 nsps
(nsp12-nspl6), ctyri strukturni proteiny (S, E, M a N) a Sede vyznacenych devet dodatkovych
proteinii [13].

S protein, zodpovédny za navdzani viru a membranovou fuzi, ses skladd ze dvou
podjednotek S1 a S2. Svou S1 podjednotkou, kterd obsahuje RBD se vaze na lidsky ACE2
(hACE2, z angl. human angiotensin-converting enzyme) receptor na membrané bunky. RBD
SARS-CoV-2 ma piiblizn€ o 10 az 20-krat vyssi afinitu k hACE2 nez SARS-CoV, a také
se silngji vaze k rozpustnému hACE2. To mize mit za nasledek vyssi infek¢nost.

K viralni fuzi s hostitelskou membranou pomoci S2 podjednotky je potfebna pritomnost
transmembranové proteasy serin proteasa-2 (TMPRSS-2) a ADAM metalopeptidazové domény
17 (ADAM17). Tudiz, vir vstupuje do buniky pomoci endocytézy a vypousti svou RNA
pro replikaci a translaci, za vyuziti hostitelského mechanismu s naslednou produkci novych

virovych ¢astic, které jsou externalizované exocytdzou [16].
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Obr. 1.1.4b: Zivotni cyklus SARS-CoV-2. SARS-CoV-2 se vize na receptor ACE2
nachdazejiciho se na membrané bunky. Ndsledna fuize s membranou vyusti k uvolnéni virové
sSRNA a replikaci genomu. Nove replikovand RNA je translatovana a vznikaji proteiny

potiebné pro vytvoreni novych virovych castic [16].

1.2 Methyltransferasy

Biologické systémy jsou slozité komplexy rtznych komponent, které mezi sebou
interaguji a davaji tak moznost vzniku novych vlastnosti organismi. Nicméng, i jedind zména
v molekule mize mit velky dopad na cely organismus. Mald modifikace DNA, RNA nebo
interagujicich proteinii v epigenetické regulaci genové aktivity je provazena zmeénou
v biologickeé aktivité. Jednou z epigenetickych regulacich je enzymaticka aktivita S-adenosyl-
L-methionine (SAM) dependentnich MTase. Hlavni tlohou, téchto enzymi je metylace
od malych molekul, aZ po proteiny a oligonukleotidy. Pfi této reakci dochéazi ku katalytickému
kovalentnimu pfenosu methylové skupiny z donoru SAM na cilovou latku. Aby k tomu doslo,
methyltransferazy tvofi komplex s cilovou molekulou a SAM. Komplex tfi molekul zahrnuje
mnoho intermolekularnich interakci, kterych principy jsou podobné pro vSechny systémy.
Pfenosnad metylova skupina SAM je vazana na sulfonovém centru spéjejicim methioninovy
zbytek se sacharidovym. Molekula je nachylna na nukleofilni atak a metylovéa skupina lehko

podléhd substitucni reakcei [17].
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Obr.1.2: Pienos metylové skupiny pomoci katalytické aktivity methyltransferasy. V levé casti
reakce se nachazi SAM s navazanou -CH3z skupinou na sire. Napravo je vzmikly SAH

s methylovanym substratem [17].

1.2.1 SARS-CoV-2 methyltransferasy

Koronaviry patfi do skupiny virQ s jedno-vldknovou RNA s pozitivni orientaci, které
replikuji v hostitelské cytoplazmé. K replikaci dochazi pifes RNA replikacni/transkripéni
systém a 16 nestrukturnich proteini. Mezi tyto proteiny patii také nspl6/nspl0 proteinovy
komplex, ktery ma za ulohu metylaci predposledniho nukleotidu virdlni RNA ¢epicky na pozici
2’-0 ribozy [18].

1.2.1.1 Mechanismus tvorby RNA ¢epicky a jeji metylace

Koronaviry jsou chranény Cepickou na svém 5’-konci RNA. Tato Cepicka je tvorena
z N7-methylované GTP molekuly pfipojené k prvnimu transkribovanému nukleotidu pomoci
57-5"trifosfatové vazby. K syntéze RNA ¢epicky slouzi C-konec proteinového komplexu nsp14
anspl0. Ta vykazuje (N7-guanine) -methyltransferasovou aktivitu. RNA ¢epicka-0 ("’GpppN-
RNA) je slozena z 7-methylguanozinu (™’G) ptipojeného pies tii fosfat (ppp) k 5 -nukleozidu
(N) RNA.

Proces tvorby CepiCky zacind hydrolyzou 5’y-fosfatu vznikajici RNA (pppN-RNA)
za Ucasti nspl3 helikasy, ktera slouZi jako RNA 5’trifostasa. Nasledné Guanintransferasa
(GTase) presune GMP molekulu na 5 difosfatovy konec RNA (ppN-RNA), ktery vede k tvorbé
GpppN-RNA. Metylace na N7 pozici guanosinu probihd prostiednictvim proteinu nsp14 a svou
N7-methyltransferasovou domény formuje ¢&epi¢ku-0 (™ GpppN-RNA). Posledni ¢&4st

je metylace 2°-O ribdzy na prvnim transkribovaném nukleotidu skrze nsp16 za vzniku finélni
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cepicky-1 (™'GpppNm-RNA). RNA ¢&epicka je dilezitd zhlediska stability RNA a brani
pted rozpoznanim imunitnim systémem hostitelské buiiky. Mechanismus tvorby RNA cepicky

je proto zajimavym cilem pro konstrukci anti virdlnich 1éka [19].

4 ;,,'f—‘\}
_ Nsp10 @%“Z',\
Nsp13 :jcq L :

b U.u'a' L

s T ¢ | el
VR . RS
" e
pppN-RNA T ppN-RNA TT. GpppN-RNA TT "7GpppN-RNA (cap-0) 7T’ "?GpppNm-RNA (cap-1)

Obr.1.2.1.1: Schéma syntézy RNA Cepicky v SARS-CoV-2. Syntéza je zajistena pomoci ctyr

enzymii: nspl3 (ruzova), GTase (modra), nspl4 (zelend) a nspl6 (oranzova). nsp10 pritomny
vnspl4 a nspl6 slouzi jako kofaktor [19].

1.2.1.2 Struktura nsp10/nsp16 methltransferasy a vazebného mista pro
SAM

Proteiny nspl0 a nspl16 jsou zakdédovany v ORFlab Casti genu. Proteasa nsp5 slouzi
k odstépeni proteinti z polyproteinli ppla a pplab. Nspl0 je Stépena z ppla a pplab, zatimco
nspl6 se uvoliuje jen z pplab. Samostatny protein nspl6 je nestabilni, proto s nspl0 tvori
heterodimer. Nsp10 zde ptisobi jako kofaktor.

Nsp16 pozlstava z 298 aminokyselinovych zbytkd (ORF1ab 6799-7096) a molekulova
hmotnost je rovna 33 323 Da. Katalytickd 2°-O MTasa ¢ast se nachdzi na proteinu nspl6
a je slozena dvanact B-listli a sedim a-helixti [20, 21]. V centralni ¢asti se nachdzi Rossman-
like-B-sheet zdhyb poziistavajici zjedenacti a-helixi a sedmych B-listd. Tyto B-listy maji
konické rozloZeni ve formatu 3-2-1-4-5-7-6, ve kterém jedinym antiparalelnim vldknem je B7.

B-listy jsou obklopeny a-helixy a smy¢kami [20].
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Obr. 1.2.1.2a: Sekunddrni struktura nspl6 s Rossman-like-f-sheet zdhybem. Zlutou barvou

Jjsou vyznaceny S-listy, cervenou barvou a-helixy a zelenou barvou zbytek retézce [20)].

Protein nsp10 je sloZen z 133 aminokyselinovych zbytkli a jeho molarni hmotnost je 14
789 Da. Povrch tohoto proteinu je hydrofobni a pozitivné nabity, a tedy dokéze interagovat
s negativné nabitym hydrofobnim povrchem nspl6. Tato interakce vede k stabilizaci SAM
vazebného mista. Centralni ¢ast je tvofena dvojici antiparalelnich B-listt obklopenych a-helixy
z jedné strany. Dvé€ ionty zinku se nachazeji v helikalni doméné. Prvni je koordinovan ptes Cys-
74, Cys-77, His-83 a Cys-90. Druhy zinek je koordinovan pies Cys-117, Cys-120, Cys-128 a
Cys-130 [20].

18



C-ter

Obr. 1.2.1.2b: Sekundarni struktura nsp10. a-helixy jsou vyznaceny cervenou barvou a S-listy

barvou zlutou. Zelené je vyznacen retézec [20)].

SAM vazebné misto nachézejici se na nsp16 je tvofeno aminokyselinami Asn-43, Tyr-
47, Gly-71, Gly-81, Asp-99, Asn-101, Cys-115 a Asn-130. Této rezidua spolu se sousedicimi
molekulami vody tvoti vodikové vazby a zachytavaji SAM. Rezidua zapojujici se do vazby
SAM jsou konzervativni pro SARS-CoV i MERS-CoV. Z tohoto ditvodu se naskytuje moZznost
vytvofit antivirotiku na baze inhibice SAM vazebniho mista [21].

§
N“K"---dwmer:?

Obr. 1.2.1.2¢c: Interakce SAM s aminokyselinami na proteinu nspl6. Modrou barvou

Je zvyraznén SAM, zelenou barvou interagujici aminokyseliny. Cervené tecky vyznacuji
molekuly vody, cervené casti na molekuldach predstavuji kysliky a modre jsou oznaceny dusiky
[21].
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2 Cil prace

V poslednich desitkach let zacaly byt koronaviry hrozbou pro lidské zdravi v globalnim
métitku. Doposud nebyla nalezena vhodnd antivirotika pro 1é€bu. SAM-dependentni
methyltransferasy jsou dtilezité pro replikaci a chrani svou RNA pfed imunitnim systémem
hostitele. Pro svou vysoce konzervativni strukturu v aktivnim misté jsou vhodnym kandidatem
pro hledani moznych inhibitorg.

V této praci byly pfipraveny rekombinantni proteiny nsp10 a nsp16 z koronaviru SARS-
CoV-2 bakterialni expresi a jejich nasledna purifikace. Dllezitou ¢asti bylo vytvoieni krystali
komplexu proteinu s malymi molekulami, které jsme mohli analyzovat difrakénim

experimentem a vytvofit strukturni model.
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3 Material a metody

3.1 Laboratorni technika a pomicky

Centrifuga 5418 R, rotor FA-45-18-11
Centrifuga Allegra X—15 R, rotor SX4750A
Centrifuga Avanti J-26S XPI, rotor JLA-9.1000
Centrifuga Avanti J-301, rotor JA-30.50 Ti
Dounceho homogenizator

Chromatograficky systém AKTA pure
CrystalGryphon

Kolona HiLoad 16/600 Superdex 200 pg
Koncentrator Vivaspin Turbo 4 (MWCO 10 000)
Koncentrator Vivaspin Turbo 4 (MWCO 3 000)
Krystalizacni desticky Intelli-Plate 96-2 Shallow Well
Krystaliza¢ni robot Mosquito Crystal
Magneticka michacka KMO-2 Basic

Mikroskop SZX10

Mikroskop UV fluorescen¢ni Uvex-M

Michacka valcova TubeRoller R3005

Predvazky EMB 2000-2

Rentgenova difrakeni stanice

MicroMaxTM-007 HF

Goniometr AFC11 Partial-y 4-axis Goniometer
Optika Confocal X-RAY Optical assembly VariMax
Detektor PILATUS 300K

Chlazeni Cryostream 800

Sbérac frakei Fraction Collector F9-C

Sonikator Q700

Sonikaé¢ni sonda CL-334

Spektrofotometr BioPhotometer plus
Spektrofotometr Nanodrop ND-1000

Ttepacka Incubating Mini Shaker

Eppendorf (DE)

Beckman Coulter (USA)
Beckman Coulter (USA)
Beckman Coulter (USA)
P-Lab (CR)

Cytiva (USA)

Art Robbins Instruments (USA)
GE Healthcare (USA)
Sartorius AG (DE)

Sartorius AG (DE)

ARI (USA)

TPP Labtech (GB)

IKA (USA)

Olympus (JP)

JANSI (USA)

Benchmark Scientific (USA)
KERN & SOHN (DE)

Rigaku (USA)

Rigaku (USA)

Rigaku (USA)

Dectris (USA)

Oxford Cryosystems (UK)
Cytiva (USA)

QSonica (USA)

QSonica (USA)
Eppendorf (Némecko)
Thermo Scientific (USA)
VWR (CR)
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Ttepacka s inkubatorem Innova 44
Vodni lazen JB Aqua 2 Plus
Vortex Genie 2

Zdroj pro SDS elektroforézu PowerPac HV Basic

3.2 Pouzité chemikalie

B — merkaptoenatol (3-ME)
Akrylamid / Bisakrylamid

Sodna sil ampicilinu (AMP)
Coomassie Brilliant Blue G 250
Chlorid sodny (NaCl)

Dialyza¢ni membrana

Membra-Cel MD34 (MWCO 14000)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)
Glycerol

Octova kyselina (CH3COOH)
Dodecylsiran sodny (SDS)

Siran hofe¢naty (MgSO4)

Standard SDS elektroforézy
PageRuler Plus (10-250 kDa)

Talon Ni-NTA Resin

Peroxodisiran amonny (NH4)2S>0s

TEMED

Tris(2-carboxyethyl) fosfin hydrochlorid (T-CEP)

Trizma base (Tris-Cl)

New Brunswick Scient. (USA)
Grant Instruments (UK)
Scientific Industries (USA)
Bio-rad (USA)

Carl Roth (DE)

Carl Roth (DE)

Carl Roth (DE)
Sigma-Aldrich (USA)
Penta (CR)

Carl Roth (DE)
Sigma-Aldrich (USA)
Carl Roth (DE)
Lach-Ner (CR)

Penta (CR)

Carl Roth (Némecko)
Penta (CR)

Thermo Scientific (USA)
Thermo Scientific (USA)
Carl Roth (DE)

Carl Roth (DE)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
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3.2.1 Roztoky, pufry a média

Transformace plazmidové DNA a bakterialni exprese proteini

1000x koncentrovany roztok ampicilinu AMP: 100 mg/ml AMP (vodny roztok), 50%
(v/v) ethanol

LB médium dle Lennoxe: 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1 % (w/v) trypton, 85 mM
NaCl

ZY médium: 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasnicny extrakt, 2,8 mM Glukéza, 6 mM
laktéza, 0,5% (v/v) glycerol, 1 mM MgCla, 25 mM (NH4)2SO4, 50 mM KH>PO4, 50
mM Na;HPOg4

20x koncentrovany fosfatovy pufr: 1 M Na;HPO4 - 12 H>O, 1M KH2POs4, 0,5 M
(NH4)2SO4

50x koncentrovany 5052 pufr (+100 mg MgCla): 25% glycerol, 2,5% glukéza, 10%

laktoza

Izolace proteint

Lyzaéni pufr: 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 500 mM NaCl; 3 mM B — ME; 10% glycerol
(v/v), 20 mM imidazol, 5 mM MgSO4

Afinitni chromatografie na agarézovém nosici Ni-NTA

Ekvilibra¢ni pufr: 50 mM Tris-Hcl pH 8,0; 500 mM NaCl; 3 mM 3 —ME; 10% glycerol
(v/v); 20 mM imidazol; 5 mM MgSO4

Promyvaci pufr: 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 M NaCl; 3 mM 3 — ME; 10% glycerol (v/v);
20 mM imidazol; 5 mM MgSQO4

Elu¢ni pufr: 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 500 mM NaCl; 3 mM B — ME; 10% glycerol
(v/v); 300 mM imidazol; 5 mM MgSOg4

Dialyzacni pufr: 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 200 mM NaCl; 3 mM B — ME; 10% glycerol
(v/v); 20 mM imidazol; 5 mM MgSO4

Gelova permeacni chromatografie

Ekvilibraéni pufr B: 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 5% glycerol (v/v); 1| mM
T-CEP
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Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

e Tris-glycinovy pufr: 25 mM Tris NaCl; 0,25 M glycin; 0,1% (w/w) SDS pH 8,8
e Vzorkovy pufr: 125 mM Tris pH 6,8; 20% (v/v) glycerol; 0,2% (v/v) bromfenolova

modf; 4% (w/v) SDS; 10% (v/v) B —ME

e Barvici roztok pro gely SDS-ELFO: 3 mM Coomassie Brilliant Blue, 1,5 M octova

kyselina, 50% (v/v) methanol

Komer¢ni sady krystaliza¢nich roztoki
e JCSGI

JCSGII

JCSG I

JCSG IV

ProPlex

3.2.2 SloZeni geli

e Zaostiovaci gel SDS elektroforézy:

Qiagen (DE)
Qiagen (DE)
Qiagen (DE)
Qiagen (DE)
Molecular Dimension (USA)

125 mM Tris-Cl pH 6.,8; 4%

(v/v)

Akrylamid/Bisakrylamid (37,5:1); 0,1% (w/v) SDS; 0,005% (v/v) TEMED; 0,05%

(wW/v) (NH4)2S20g

e Separacni gel SDS elektroforézy: 375 mM Tris-Cl pH 8.,8; 15% (w/v) Akrylamid /
Bisakrylamid (37,5:1); 0,1% (w/v) SDS; 0,001% (v/v) TEMED; 0,05% (w/v)

(NH4)2S20s

3.2.3 Enzymy, plazmidy a bakterialni kmeny

SUMO proteaza s histidinovou kotvou
Plasmid pro expresi koronavirového nsp10
s Hisgx-SUMO kotvou

Plasmid pro expresi koronavirového nsp16
s Hisgx-SUMO kotvou

Escherichia coli NiCo21 (DE3)

Ptipraveno v laboratofi

Ptipraveno v laboratofi

Ptipraveno v laboratofi

Ptipraveno v laboratofi
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3.3 Metody

3.3.1 Exprese a purifikace proteinti Nsp10 a Nsp16 SARS-CoV-2

3.3.1.1 Transformace kompetentnich bakterii E.coli NiCo21(DE3)

Kompetentni bakterie Escherichia coli, uskladnéné v 1,5 ml mikrozkumavkach pfi
- 80°C byly rozmrazeny na ledu. Transformace bakterii probéhla metodou tepelného Soku.
K rozmrazené 35ul suspenzi bylo oddélen¢ ptidano 1,5 pl plazmidu nesouciho gen pro nspl10
a nspl6. Mikrozkumavky byly uloZzeny do vodni lazn¢ s teplotou 42 °C po dobu 40 sekund.
Poté byly ob¢ zkumavky s bakteriemi ponechany na led¢ ptiblizn€ 5 minut. K suspenzim bylo
pfidéno 0,5 ml LB média a zkumavky byly ulozeny do inkubacni tfepacky o teploté 37°C
s otdckami 220 rpm na 30 minut. Do 13 ml zkumavek bylo mezitim rozpipetovano Sml LB
média a Syl zdsobniho roztoku AMP abychom dostali vyslednou koncentraci 100 pg/ml.
Bakterialni suspenze byly jednotlivé pteneseny do roztoki LB média a inkubovény pfes noc

v tfepackach za stejnych podminek.

3.3.1.2 Exprese rekombinantnich proteinii v buinikach E.coli NiCo21(DE3)

Do tii dvoulitrovych Erlenmayerovych ban€k obsahujicich 11 ZY média obohaceného
o 1x koncertovany fosfatovy pufr a 1x koncertovany 5052 pufr, bylo ptidano po 1,65 ml inokul
nesouciho gen pro Nspl0. K ZY meédiu byl pfidan 1 ml 1000x koncentrovaného AMP.
S bunéénou suspenzi nesouci gen pro Nspl6 bylo obdobné postupovano. Sest
Erlenmayerovych ban¢k bylo ulozeno do orbitalnich tiepacek s teplotou 37 °C a otackami 220
rpm. Po ptiblizné 5 hodindch dosahly hodnoty optickych densit suspenzi pti vinové délce 600
nm (ODeoo) rozmezi 0,7 — 0,8. Nasledné byla teplota v tfepacce snizena na 18 °C a bunky

inkubovany pfes noc.

3.3.1.3 Izolace proteint z bunék E.coli NiCo21(DE3)

Bakterialni suspenze byla pielita do 11 kyvety a centrifugovana (centrifuga Avanti J-
26S XPI, rotor JLA-9.1000) pii otackach 6000xg po dobu 6 minut a pii 4 °C. Vznikly
supernatant byl vylit a do kyvety pfidana dal$i bakteridlni suspenze. Centrifugace probihala
za stejnych podminek. Takto bylo pracovano se vSemi bakterialnimi suspenzemi, azZ nam zustali
jednotlivé pelety pro proteiny nsplO a nspl6. Pii praci s peletami 1 dal§$im zachazenim

s proteiny byly vzorky udrZzovany na ledu nebo v chladu.
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Bakterialni pelety byly resuspendovany v asi 30 ml lyza¢niho pufru za pomoci Vortexu.
K homogenizaci pelety byl pouzit Dounceho homogenizator. Bakterie byly lyzovany pomoci
sonikace (amplituda 70 Hz, doba pulsu 1 sekunda, doba ptestavky pulsu 3 sekundy, celkovy
¢as 2 minuty). Lyzované bunky byly pievedeny do 50ml zkumavek a centrifugovany (Avanti
J-30I, rotor JA-30,50 Ti) po dobu 30 minut pii 4 °C. Supernatanty byly jednotlivé ptelity
do 50ml zkumavek. Po celou dobu jsme zvlast’ pracovali s proteiny nsp10 a nsp16 az do gelové

permeacni chromatografie.

3.3.1.4 Afinitni chelata¢ni chromatografie

K purifikaci proteind nspl0 a nspl6 bylo vyuzito agarozéveho nosi¢e Ni-NTA, ktery
se svymi Ni?" ionty vaZe na imidazolovy kruh histidind pfitomnych na His-tag znacce. 6 ml
nosice Ni-NTA bylo individualngé pipetovano a proplachnuto v plastovych kolonach
destilovanou vodou a ekvilibracnim pufrem. Poté byl nosi¢ Ni-NTA resuspendovan v 5ml
ekvilibraéniho pufru a soumérné rozdélen do zkumavek se supernatantem. Zkumavky
s proteiny byly pfesunuty na véalcovou michacku, kde byly inkubovany 30 minut pii 4 °C.
Zkumavky byly poté centrifugovany (centrifuga Allegra X-15R, rotor SX7450A) po dobu
3 minut pfi otackach 1620 rpm a 4 °C. Supernatanty byly opatrné vylity a do kazdé zkumavky
bylo pfidano zhruba 40 ml promyvaciho pufru na resuspendaci. VSechny zkumavky byly znovu
centrifugovany za stejnych podminek. Po vyliti supernatantu bylo pfidano 40 ml ekvilibraéniho
pufru, peleta opét resuspendovana a centrifugovéna za obdobnych podminek. Tento krok byl
zopakovan 3x. Po posledni centrifugaci byl nosi¢ Ni-NTA resuspendovan v 10 ml
ekvilibra¢niho pufru a vlozen do plastové kolony. Ekvilibra¢ni pufr prokapal pies kolonu a bylo

piidano 4 ml elu¢niho pufru. Eluat byl zachycen do 15ml plastové zkumavky.

3.3.1.5 Dialyza a Stépeni poly-histidinové kotvy SUMO proteasou
4 ml eluatu byly pfevedeny do celulozové dialyzaéni membrany (MWC 14 000) a byl
pfidan 100pl alikvot SUMO proteasy. St&peni probihalo pies noc pii 4 °C ulozenim membran
do 21 dialyzaéniho pufru.

3.3.1.6 Reversni afinitni chelata¢ni chromatografie
Dilezitym krokem bylo oddéleni SUMO proteédzy s histidinovou kotvou a odstépenych
Hisgx-tag znacek od proteinti. K tomu byla vyuzita reversni afinitni chromatografie na nosici

Ni-NTA. Aktivace nosice Ni-NTA probehla pomoci 100 mg/ml koncentrovaného NiCl,
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roztoku a promytim ekvilibratnim pufrem. 5 ml ekvilibratniho pufru bylo pouzito
k resuspendaci nosi¢e Ni-NTA a ptidano k proteinu ve zkumavce. Inkubace trvala 30 minut
pti 4 °C na valcové michacce. Po vyjmuti z michacky byl vzorek vlozen do plastové kolony

a rovnou zachytavan eluat do 15ml zkumavky.

3.3.1.7 Gelova permeacni chromatografie
Proteiny nsp10 a nsp16 byly spojeny v koncentratoru (MWCO 10 000) a koncentrovany
na objem pod 5 ml tiinasobnou centrifugaci (Allegra X-15R, rotor SX4750A) pii otackach 4000
rpm a 4 °C po dobu 15 minut. Kolona HiL.oad 16/600 superdex 200 pg byla pfipojena na systém
AKTA a promyta ekvilibra¢nim pufrem B. Pfed nanesenim byl vzorek centrifugovan 10 minut
pii 4500 rpm a 4 °C, kvili sedimentaci moZznych necistot. Nasledné byly proteiny nastiiknuty

do 5ml smycky a jimany 1,5ml frakce.

3.3.1.8 Diskontinualni elektroforéza v prostiedi SDS (SDS-PAGE)
Elektroforéza v 15% separa¢nim a 4% zaostfovacim polyakrylamidovém gelu slouzila
k analyze jimanych frakci. Po 2 pl 6x koncentrovaného vzorkového pufru a 10 pl kazdé
vybrané frakce bylo naneseno do jamek gelu. Do prvni jamky bylo naneseno 5 ul proteinového

standardu. SDS-PAGE probihala 45 minut pfi konstantnim napéti 220 V a laboratorni teploté.

3.3.2 Kirystalizace proteinového komplexu

3.3.2.1 Priprava proteinového komplexu s ligandem
Pottebné koncentrace proteinu piiblizné¢ 5 mg/ml bylo dosaZeno ptenesenim vzorku
do koncentratoru (MWCO 10 000) a opakovanou centrifugaci pii 4500 rpm, 4 °C v 15
minutovych intervalech. Absorbance vzorku pii 280nm oproti ekvilibraénimu pufru B z gelové
permeacni chromatografie byla méfena na pftistroji Nanodrop ND-1000. Protein byl smichan

s 10mM roztokem ligandu TO383 tak, aby vysledna koncentrace ligandu ¢inila 1 mM.

3.3.2.2 Krystalizace metodou sedici kapky
Ptistroj CrystalGryphon byl vyuzit pro pipetovani 80 pl komercnich krystalizacnich
roztoklt (JCSG I-III, Proplex) do rezervoarii v krystalizacnich desticek Intelli-Plate 96-2
Shallow Well. Protein s ligandem TO383 byl rozpipetovan po 300 nl do krystalizacnich jamek
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v krystaliza¢ni desti¢ce, bylo k nému pfidano 150 nl krystalizacniho roztoku z rezervoaru a celé
desticka byla pielepena paskou. Pomér proteinu s ligandem a krystaliza¢niho roztoku v jamce
tedy ¢inil 2:1. Timto zpisobem byly pfipraveny finalni 4 krystaliza¢ni desticky.

Krystaliza¢ni desticky byly ponechény pii 18 °C a kazdé 2 dny kontrolovany
pod optickym mikroskopem SZX10. K rozliSeni proteinovych krystalti od krystalt soli slouzil

UV fluorescen¢ni mikroskop Uvex-M.

3.3.2.3 Méreni rentgenové difrakce
Proteinové krystaly byly zachyceny smyckou a ponoieny do plastovych vialek
ulozenych v kazeté (tzv. ,pucku’) vtekutém dusiku. Zmrazeny krystal byl pfenesen
na goniometr v difrakéni stanici a analyzovan pomoci rota¢ni anody. Krystal byl kontrastné

chlazen pfivodem par kapalného dusiku.
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4 Vysledky

4.1 Exprese a purifikace nsp10 a nsp16

Kompetentni buniky E.coli NiCo21(DE3) byly transformovéany plazmidem pSUMO
nesoucim gen pro npl0 a nspl6 s poly-histidinovou kotvou Hisgx-SUMO. Nspl6 je tvotren
z 298 aminokyselin s molekulovou hmotnosti 33 323 Da. Nsp10 je mensi protein, sklada ze 133
aminokyselinovych zbytktl a jeho molekulova hmotnost je 14 789 Da. Exprese téchto proteint
probihala v autoindukénim médiu ZY.

Izolace proteint zacala lyzi bakterialni bunék a sonifikaci. Proteiny s Hisgx-tag kotvou
byly zachyceny na nosi¢i Ni-NTA a mohla byt vyuzita afinitni chelata¢ni chromatografie.
Z vyslednych eluovanych proteint byl odebran vzorek pro SDS-PAGE analyzu.

Eluované proteiny byly pfeneseny do dialyzacnich membran spolu se SUMO proteazou
Stépici poly-histidinovou kotvu. Dialyza probihala pies noc pti 4 °C proti dialyza¢nimu pufru.
Po ukonceni byly odebrany vzorky pro SDS-PAGE analyzu.

Dale byla provedena reversni afinitni chelatacni chromatografie, kde byly na nosici Ni-
NTA zachyceny odstépené Hissx-tag znacky zrekombinantnich proteini a také SUMO
protedza, kterd méla rovnéz navazanou poly-histidinovou kotvu.

Pred gelovou permeacni chromatografii byly vzorky nsplO0 a nspl6 spojeny
a zakoncentrovany pod 5 ml. Vzorek byl nanesen do smycky a rozdélen do 1,5ml frakei

na zakladé rizné velikosti molekul (Obr. 4.1a, str. 30)
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Obr. 4.1a: Chromatogram po gelové permeacni chromatografii. Kolona HiLoad 16/600
Superdex 200 pg, 4°C, 1 ml/min. Modra kiivka znazornuje abosrbanci proteinii pri vinové délce
280 nm, cervena krivka predstavuje abrorbanci pri 254 nm. Ve spodni cdsti jsou Cervené

vyznaceny frakce a cerné je oznacen eluovany objem.
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Obr. 4.1b: Vysledek analyzy frakci proteinit nsp10 a nsp16 metodou SDS-PAGE v 15%
polyakrylamidovém gelu. Draha S predstavuje proteinovy standard, jehoz molekulové
hmotnosti jsou uvedeny v jednotkach kDa nalevo. V draze 1 a 2 jsou proteiny nspl0 a nspl6
pred dialyzou s navdazanou Hissx-tag znackou. Nsp10 + Hissx-tag se nachdzi tésné nad
hodnotou 25 kDa, zatimco nsp16 + Hiss-tag je v urovni 55 kDa. V drahach 3 a 4 se nachdzeji
nspl0 a nspl6 po dialyze. Spodni prouzek v drdze 3 predstavuje nsp 10, prouzek nad nim

v rozmezi 15-25 kDa reprezentuje SUMO protedzu. Prouzek v 4 drdze pod 35 kDa patii nspl6
a rovnéz v rozmezi 15-25 kDa se nachdzi SUMO protedza. D2 — F8 jsou jednotlivé frakce

z gelové permeacni chromatografie.

4.2 Krystalizace proteinového komplexu nsp10/nsp16 s ligandem

TO383

Pied krystalizaci byly spojeny frakce D2 az E10 (Obr. 4.1b str.31), které obsahovaly
protein nsp10 a nsp16. Tyto frakce byly pteneseny do koncentratoru a opakovanou centrifugaci
(dle kapitoly 3.3.2.1, str. 27) byla dosaZena vysledna koncentrace proteinu 5.27 mg/ml. Pfiprava
krystalii probihala dle kapitoly 3.3.2.2, str. 27.
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Po dvou dnech bylo vidét rostouci jehlice krystali téméf v kazdé podmince. Ve vice

nez poloving vSech jamek byly patrné proteinové precipitaty. Ke kontrole krystali byl vyuzit
mikroskop.

Ctvrty den byly vyloveny tenké jehlice z podminek (Obr. 4.2a, str. 32):
e Proplex pozice A8 [0,1 M Mg(CH3C0O0),+4H,0; 0,1 M MOPS; pH 7,5; 12% w/v PEG
8000]

e JCSG II pozice B12 [0,6 M NaH>PO4; 0,6 M KH>PO4; 0,075 M Na HEPES pH 7.,5;
25% (v/v) glycerol]

e JCSGIIpozice G1 [0,18 M tri-Ammonium citrat; 20% (w/v) PEG 3350

Proplex JCSG 11
A8 S, D12

Obr 4.2a: Proteinové krystaly nsp10/nsp16 s ligandem TO383. Snimky byly porizené pod UV

mikroskopem pri 10x zvétsSeni.
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4.3 Krystalova struktura proteinového komplexu nsp10/nsp16

s ligandem TO383

Krystaly z krystalizacnich roztoki byly zamrazeny v kapalném dusiku podle kapitoly
(3.3.2.3, str. 28). K méfeni difrakce byl pouzit krystal z podminky Proplex A8 (Obr.4.2a, str.
32) pii vinové délce 1,54187 A. RozliSeni ztohoto difrakéniho experimentu dosahovalo
hodnoty 2,7 A.

Vysledna difrakéni data byla integrovand vyuzitim programu XDS. Molekularnim
nahrazenim vyftesenou strukturou nsp10/nsp16 MTasy se sinefunginem (PDB ID: 6YZ1) [22]
byl vyfesen fazovy problém v programu Phaser. Uprava modelu struktury byla provedena
v programu Coot. Oba programy Phaser i Coot byly soucasti komplexniho softwarového
balicku Phenix. Vybrané statistiky z méfeni dat a feSeni struktury jsou uvedeny v tabulce 4.3,

str. 33. Vyslednd molekulové struktura byla upravena v programu PyMol.

Parametr Hodnota
Rozliseni [A] 45,78 — 2,70
VInova délka zateni [A] 1,54187
Pocet reflexi 17104
Prostorova grupa P1
R-work 0,2251
R-free 0,2844
RMS (bond) 0,0086
RMS (angles) 1,008
Clashscore 13,2
Ramachandran favoured (%) 90,15
Ramachandran outliers (%) 0,74
Rotamer outliers 8,28

Tab. 4.3: Vybrané statistiky z méieni dat a FeSeni krystalové struktury pro proteinovy komplex

nspl0/nspl6 s ligandem TO383.
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Obr. 4.3a: Struktura proteinového komplexu nspl0/nspl6 MTasy. Nspl6 v zelené barve
s vyznacenymi a-helixy (svetle zelene) a B-listy (tmavé zelené). Nsp10 vykreslen modrou barvou
se zvyraznénymi a-helixy (tmavé modrd) a B-listy (svétle modrd). Cervenou barvou jsou

zvyraznény zinecnaté ionty.

Struktura proteinu nspl0 se sklada ze ¢tyt a-helixi a dvou antiparalelnich B-lista.
Zaroven se nej vazou dva ionty zinku. Prvni zinek se nachdzi mezi a2 a a3 helixem a je vazan
ptes tii cysteinové zbytky (Cys-74, Cys-77, Cys-90) a jeden histidinovy (His-83). Druhy iont
zinku se nachazi pii C-konci a je vazan pres Ctyfi cysteinové zbytky (Cys-117, Cys-120, Cys-
128, Cys-130). Ionty zinku slouzi k stabilizaci proteinu nsp10.

Nspl6 ses skladad zdeseti B-listi a deviti o-helixt. B-listy B1-f9 jsou kromé B5
uspofaddany paralelné a antiparalelné v centru proteinu. a-helixy se nachazi na vngj$i strané

a obklopuji centralni ¢ast. Uspotadani a-helixi stabilizuje nsp16.
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Obr. 4.3b: Vyobrazeni povrchu komplexu nspl0/nspl16 s TO383 navazanym do vazebného
mista. Zelenou barvou je vyznacen protein nspl6, modrou barvou nspl0. Ve vazebném miste

pro SAM na povrchu nspl6 je vyobrazen navazany ligand TO383.

Obr. 4.3c: Ligand TO383 ve vazebném misté nspl6. TO383 je vyobrazen svétle Sedou barvou,
modrou barvou dusiky a cervenou barvou kysliky. Cernou prerusovanou éarou jsou znazornény

interakce s aminokyselinami.
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Nukleosidova ¢ast ligandu TO383 se prevazné vaze ke stejnym aminokyselindm jako
SAM. K této konzervativni ¢asti patii vodikova vazba k Asp-99, Cys-115 a Asp-114. Absence
methioninového zbytku zplisobila moznost vazat se ke Gly-73. Syntetizovana ¢ast na umélém

nukleosidu vytvoftila novou vodikovou vazbu na Asp-133.

Obr. 4.3d: Superpozice ligandu TO383 a SAM ve vazebném misté nspl6. Zelenou barvou
je vyznacen komplex nspl6 s TO383 (Seda barva) a tyrkysovou barvou je vyznacen komplex
nspl6 se SAM (Zluta barva). Superpozice proteinového komplexu nsp10/nspl16 s TO383 byla
zhotovena v programu PyMol se strukturou nspl10/nsp16 v komplexu se SAM (PDB ID: 7JYY)

[23].
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5 Diskuse

V poslednich dvou dekéadach jsou patogenni koronaviry na vzestupu, proto je kladen
diiraz na lep$i poznani této skupiny virl, abychom v ptipadé nového smrtelného koronaviru
byli schopni efektivnéji reagovat. Jednim z atraktivnich cilii terapeutického zéasahu jsou
methyltransferdzy, které se vyznacCuji vysokou konzervovanosti. Zaroven jsou dulezité
pro ochranu virového genomu pifed imunitnim systémem. Na zdkladé téchto skutecnosti
by objev inhibitorG vazajicich se do aktivniho mista methyltransferaz mohl zastavit virovou
infekei.

V této bakalaiské praci byly pfipraveny rekombinantni proteiny nspl0 a nspl6 viru
SARS-CoV-2. Prvnim krokem bylo transformovani kompetentnich bakterii FE.coli
NiCo21(DE3) expresnimi plazmidy pSUMO. Proteiny byly jednotlivé exprimovany v bunikach
E.coli a vypurifikovany (kapitola 3.3.1, str. 25). Z diivodu precipitace proteinu nspl6 byla
v dialyza¢nim pufru sniZend koncentrace NaCl (na 200 mM), avSak i po snizeni iontové sily
pufru byly patrné obCasné precipitace. Moznym vysvétlenim mutize byt vysoka koncentrace
imidazolu (300mM) v eluénim pufru po afinitni chromatografii. Nsp10 je stabiln¢jsi a méné
nachylny na zménu podminek, jelikoz nevykazoval znamky precipitace. Po odstépeni poly-
histidinové kotvy a reversni afinitni chromatografii byly proteiny spojeny. Findlnim krokem
purifikace byla gelova permeacni chromatografie. Jednotlivé purifikaéni kroky byly
zkontrolovany metodou SDS-PAGE (Obr. 4.1b, str. 31). Zde je vidét rozdil mezi proteiny nsp10
a nspl6 s navazanou poly-histidinovou kotvou a ¢istymi proteiny nspl0 a nspl6. Po gelové
permeacni chromatografii byl vyhodnocen chromatogram (Obr. 4.1a, str. 30) a pfislusné frakce
byly rovnéZ zkontrolovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 4.1b, str. 31). Frakce obsahujici komplex
nspl0/nspl6 byly vyuzity pro dalsi kroky. Frakce odpovidajici mensi molekulové hmotnosti
oproti komplexu nsp10/nsp16 obsahovaly pouze protein nsp10, coZ ukazuje produkci vétsiho
mnozstvi tohoto proteinu pii bakterialni expresi.

B¢hem koncentrovani proteinového komplexu pro krystalizani experiment (na cca. 5
mg/ml) nebyla pozorovéana Zadn4 samovolna precipitace.

Ligand s oznaCenim TO383 byl rozpuSttn v . DMSO a smichdn s proteinovym
komplexem ve findlni koncentraci 1 mM. Pfipraveny komplex nsp10/nsp16 s ligandem TO383
byl smichan s roztoky z komer¢nich krystalickych sad v poméru protein:krystalizacni roztok
2:1 a krystalizovan pfi 18 °C. Po dvou dnech byly pozorovany precipitaty ve vice nez poloviné

jamek, ale také rostouci proteinové krystaly jehlicového tvaru. Vyss§i koncentrace proteinu
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zpusobovala precipitaci, bez rustu krystalu, téméi v kazdé jamce. Vybrané krystaly (Obr. 4.2a,
str. 32) byly zamrazeny v tekutém dusiku.

Difrakéni experiment probihal na rotaéni anodé pii vinové délce 1,54187 A. Nasbirana
difrakcni data byla nejdiive integrovana v programu XDS. V programu Phaser byl vyfesen
fazovy problém molekulovym nahrazenim. Dodatecné upravy struktury komplexu byly feSeny
v programu Coot. RozliSeni dosahlo hodnoty 2,7 A.

Proteinova struktura nsp16 (Obr. 4.3a, str. 34, zelen¢) obsahuje deset B-listi a devét a-
helixti. Oproti publikacim krystalové struktury nspl6 s navazanym SAM je zde neshoda.
Ta totiz obsahuje dvanact B-listii a sedm a-helixti (Obr. 1.2.1.2a, str. 18). K povSimnuti je rozdil
praveé dvou sekundérnich struktur. U nsp10 je nesoulad mezi a-helixy, ziskana struktura nsp10
se sklada ze Ctyt a-helixti, zatimco publikované struktury se SAM jich maji pét. B-listy v nsp10
do mista pro SAM. Identické jsou rovnéz aminokyseliny koordinujici zinkové ionty.

Latka TO383 neobsahuje methionin, a tedy se nevaze se k reziduim Asn-43, Tyr-47,
Gly-71, Gly-81 a Asp-130. Absence methioninu zptisobila vznik nové interakce mezi 2"OH
skupinou sacharidového zbytku a Gly-73. Vazba sacharidu s Asp-99 je stejnd, nicméné
posunuti molekuly dalo moZnost vzniku nové vazby mezi 3’ OH skupinou sacharidu a druhym
kyslikem Asp-99. Zuzeni prostoru v tomto misté zapfiCinilo neptfitomnost molekuly vody
a vazbu s Asn-101. Nicméné ve vysledku se sacharidovy zbytek vaze tfemi vazbami oproti
dvéma vazbdm se SAM. Upraveny adenin tvofi stejnou vazbu s reziduem Cys-115 jako
v pfipade SAM, navic vznikla novad vazba s Asp-114. Svou artificidlni casti tvoii interakci
s aminokyselinou Asp-133.

Ze superpozice proteinovych struktur (Obr. 4.3d, str. 36) je ve vazebném misté patrny
posun celkové struktury TO383 viici SAM. Diisledkem tohoto posunu je zména konformace
rezidui Gly-73, Asn-101, Asp-114 a Asp-133. Asp-99 a Cys-115 jsou témét nezménéné.

Inhibitor TO383 tvoii vodikové vazby se Sesti aminokyselinami, zatimco SAM jich
tvoti deset.

Strukturni analyza vazebniho mista s inhibitorem TO383 je dobry zaklad pro néavrh

inhibitord s potencialem stat se 1éCivy.
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6 Zavér

Cilem této bakalatské prace bylo pfipravit rekombinantni proteiny nsp10 a nsp16 z viru
SARS-CoV-2 a detailn¢ popsat inhibici methyltransferasove aktivity koronavirové 2'-O-RNA
methyltransferasy, tj. komplexu nsp10/nsp16 pomoci blokace vazebného mista SAM ligandem
TO383. Plazmidy nesouci gen jednotlivé pro nspl0 a nspl6 byly transformovany do bunék
E.coli. Expresi a purifikaci proteinti byl obdrZen proteinovy komplex nsp10/nsp16. Krystalizaci
v ruznych krystaliza¢nich roztocich metodou sedici kapky byl nakonec ziskan dobte difraktujici
krystal z roztoku Proplex AS.

Krystal byl analyzovén rentgenovou difrakci a byla ziskané data pro feSeni proteinové
struktury. Podafilo se vyfesit strukturu komplexu a popsat rozdily v interakci proteinového
komplexu nspl0/nspl6 s ligandem TO383 oproti substratu SAM. Ziskana strukturni data
mohou poslouzit kpro vyvoj jest¢ lepSich inhibitori koronavirové 2°-O-RNA

methyltransferasy a eventuelné i ii¢innych koronavirovych antivitrotik.
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