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ABSTRAKT

Do sttedu zajmi velkého mnozstvi védeckych skupin se v posledni dobé ¢im dal tim vice
dostavaji virové agens. Neopomenutelnou a svétoveé hojné rozsifenou skupinou téchto virt jsou
flaviviry, mezi které se fadi napt. virus Zika, viry horecky Dengue, virus klistové encefalitidy ¢i
virus zépadonilské horeCky. Mezi t€mito viry panuje znacna diverzita, nicméné Ize nalézt velmi
konzervované proteiny, které se vyskytuji napfi¢ celym timto virovym rodem. NejvetSim
a nejvice konzervovanym proteinem kédovanym flaviviry je nestrukturni protein NS5, ktery se
skladd ze dvou domén: methytransferasové (MTasy) a RNA-dependentni RNA-polymerazové
domény (RdRp). MTasa umoznuje viru diky methylaci jeho genomu iniciovat translaci a zaroven
i maskovat jeho RNA pred imunitnim systémem hostitele. Blokaci aktivniho mista tohoto enzymu
malou molekulou by se dala zastavit virova infekce nejen u jednoho viru, ale, vzhledem k vysoké
konzervovanosti MTas, 1 u v§ech dal$ich virt rodu flavivirus.

Tato diplomova prace se zabyva pravé zminénou MTasou proteinu NS5, konkrétné u viru
zapadonilské horecky (WNV). Po navrzeni insertu, ktery koduje doménu WNV MTasy, jeho
amplifikaci a ligaci do plasmidu, byl expresi a néslednou purifikaci pfipraven rekombinantni
protein WNV MTasy. Nasledné byly vytvoreny komplexy proteinu s malymi molekulami
(ligandy MTasy), u kterych byly méfeny a porovnavany teplotni stability. Déle bylo pfistoupeno
ke krystalizaci MTasy v komplexu s inhibitorem sinefunginem a k optimalizaci krystalizace.
Tento postup bude mozné v budoucnu vyuzit pro testovani riznych malych molekul, které by
mohly ptsobit inhibi¢né na flavivirové MTasy, ¢imz by dokazaly zastavit infekci zptisobenou

témito viry.

KLiCOVA sLOvVA

Methytransferasa (MTasa), virus zapadonilské horecky (WNYV), flaviviry, SAM/SAH-vazebné

misto, malé molekuly, methylace virové RNA, regulace virové infekce






ABSTRACT

Recently, non-cellular viral agents became the focus of a large number of scientific groups.
A prominent and widespread group of these viruses are flaviviruses, which include, for example,
Zika virus, Dengue fever virus, tick-borne encephalitis virus and West Nile virus. There is
a considerable diversity among these viruses, however, highly conserved proteins can be found
throughout this viral genus. The largest and most conserved protein encoded by flaviviruses is the
nonstructural NS5 protein. Its N-terminal domain bears the methyltransferase (MTase) activity.
Thanks to the methylation of its genome, it allows the virus to initiate translation and at the same
time mask it from the host's immune system. By blocking the active site of this enzyme with
a small molecule, viral infection could be stopped not only in one flavivirus, but, due to the high
conservation of MTases, in all other flaviviruses.

This diploma thesis deals with the aforementioned MTase domain of the NS5 protein,
specifically of the West Nile virus (WNV). After designing an insert encoding the WNV MTase
domain, amplifying it and ligating it into the vector, the MTase domain was prepared by
a recombinant expression, followed by purification. Subsequently, complexes of the protein with
small molecules (MTase ligands) were formed, in which the temperature stabilities were
measured and compared. Furthermore, crystallization of a complex of WNV MTase with its
inhibitor sinefungin was performed and subsequent crystallization optimization was conducted.
In the future, the protocol presented here could be used to test various small molecules that could

inhibit flaviviral MTases, thereby stopping the infection caused by these viruses.

KEYWORDS

Methytransferase (MTase), West Nile virus (WNV), flaviviruses, SAM / SAH-binding site, small

molecules, methylation of viral RNA, regulation of viral infection

[IN CZECH]






PODEKOVANI

Na tomto misté bych rada pod€kovala svému Skoliteli Mgr. et Mgr. EvZzenu Boufovi,
Ph.D. Stejné diky patii odborné konzultantce Petie Krafc¢ikové, Ph.D., bez jejiz tvrdé prace, velice
cennych rad, trpélivosti a ochoty béhem prace v laboratofi i sepisovani vysledki bych svou
diplomovou praci nenapsala.

Timto bych rada podékovala i svym kolegiim laboratoie skupiny Evzena Bouii v UOCHB
za vytvoreni pfijemného a pratelského pracovniho prostfedi a za veSkerou pomoc nejen s mou
zaverecnou praci.

V neposledni fadé chci podekovat svému partnerovi a roding, ktefi mi byli po celou dobu

neuvétitelnou podporou, a diky kterym jsem se dostala az sem.

-9.-



-10-



OBSAH

SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU ...ttt s sttt s sttt sse s 13
1 LITERARNI PREHLED. .....c.cvuiiiutiincieincieincieeneieneieees et tei ettt et cesaes 15
1.1 B VIVITY ettt e e et e e e e nare e e nnes 15
1.1.1  Virus zdpadonilské horeCky (WINV) .....oomi e 16
112 GENOM FIAVIVIIT coiieiee ettt 17
1.1.3  FIAVIVIFOVE PIrOTEINY .ooieiieeice ettt 18
1.1.3.1 N-terminalni doména nestrukturniho proteinu 5 — methyltransferasa ...........ccccoev... 20

1.2 Methylace jako posttrankripéni modifikace eukaryotni mRNA .......ccccoovviiiieiiiiieeen, 22
1.3 Methylace flaviviroveho BENOMU ........ooiiiiiiiii e, 23
1.4 Pretrvavajici hrozba flavivird —WNV ..., 27
T4 VAKCINACE . ottt ettt ettt et b ettt b et e et b ettt ea ettt eae ettt eae s 27
T.4.2  DIABNOSTIKA .ottt ettt ettt ettt ae ettt 28
1.4.3  SOUCASNA [ECEDA @ PrEVENCE ...oeiiiiiieite ettt ettt ettt ettt ettt ettt teeneeneeneens 28
1.4.4  Zajimavé cile terapeutickén0 ZASaNU ......cciiiiiiii s 29

2 CILE PRACE ...ttt et 33
3 MATERIALA METODY ..ottt eeeseseteeess s stssssessessssstess st tesssestessssstesssestessseans 34
31 POUZItE ChEMIKAIIE . co.eiiiie it 34
0t A Y o A o' 1Y PRSP PRPPPRP 35
3.1.2  Primery @ teMPIALY ..o 35
3.1.3  Roztoky, pufry, MEdia @ SAY .......coeiiiieeeee e 35
TR B N (oY =Yg =2 Y[V TSRS 37

3.2 POUZité Pristroje @ POMUCKY c.veiviiiie ettt 37
33 POUZITE MELOAY .veieiiiiieeiiie ettt ettt e et et e et e e et e e snaeeeneeens 39
3.3.1 Priprava bakterialniho plasmidu pro produkci WNV MTasy.......ccccovieoeeieeeeieeceeeeeeeeee 39
3311 Amplifikace insertu polymerasovou retézovou reakci ........ccocoeevveeiiviiieciicieeccee 39

3.3.1.2 Horizontalni agarosova elektroforesa .........ooooveoeioe i, 39

3.3.13 PUrifikace PCR PrOAUKEU .o..eeiiiiecteesee ettt 40

3.3.14  Transformace bunék E. coli DH5a plasmidem pSumo a jeho produkce...........ccceeeen. 40

3.3.15 Izolace pSUMO plasmidu z BaKEeril........ooviiiiiiii e 40

3.3.1.6 Stépeni pSumo a kontrola produktu agarosovou elektroforesou .........ccocvvvevveenan. 40

3.3.1.7 Izolace plasmidu z agaroSOVENO0 BEIU .....ccuiiiiiiiiiiii 41

33.1.8 Ligace insertu do plasmidu a nasledna transformace bunék E. coli DH5a...................... 41

3.3.1.9 ,Colony PCR“ a naslednd agarosova elektroforesa produktl ...........cc.cocoeeviviiiiiniennnn. 41
3.3.1.10 Minipreparace a izolace DNA z vybranych kolonii..........ccccooiiiiiiiiiic 42
3.3.1.11 Sekvenace vybranych plasmidovych DNA ........cocooiiiiiiice e 42

3.3.2  Produkce a purifikace MTasy proteinu NS5 viru zapadonilské horecky ...........ccceeveviiiiennnnn. 43
3.3.2.1  Transformace kompetentnich bunék E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL......cccccvevrnnnne. 43

3322 Exprese rekombinantniho proteinu v kompetentnich bufikach .........c..cccocooiiiiiniins 43

-11 -



3.3.2.3 Izolace proteinu z bakteridlni KUITUNY ..o 43

3.3.2.4  Afinitni vsadkova chromatografie.........cooiioiiiiiee e 43

3.3.2.5 Dialysa a Stépeni poly-histidinové kotvy proteasou UlpL ......ccccoeeiiviiiiiiiiiiieeicee 44

3.3.2.6 Reversni afinitni chromatografie ..o 44

3.3.2.7 Gelova permeacni chromatografie.........cc.ooueiiieeiceeeee e 44

3.3.2.8 Diskontinualini elektroforesa v denaturacnim prostfedi SDS (SDS-ELFO)......c.ccccveveeen. 45

3.3.2.9 Prevedeni WNV MTasy do JINENO PUFTU ....cviiiiiiiiccicecec e 45

3.3.3  Diferentni skenovaci flUOMMETIIE. . ..ciii i 45
3.33.1 PEIPrava KOMPIEXU . ..c.oouiiiiieiciicie ettt 45

3.3.3.2 Méreni zmeén teplot taAnNT KOMPIEXU ....c..coviiiiiei e 45

3.3.4  KryStaliZace PrOtEINU .oviiiici ittt ettt ettt et et eteesreanae 46
334.1 Ptiprava komplexu methyltransferasy s igandem..........cccooovooeeiiiice e 46

3342 Krystalizace metodou VISiCl KaPKY .....ooiiiiiiiiiis e 46

3343 Optimalizace krystalizace metodou visici kapky s krystalizanimi jadry.........ccccevvinnnae 46

3.3.4.4 Krystalizace metodou SediCi KapKy ........ooveoiioe e 47

3345 Krystalizace metodou sedici kapky s krystalizalnimi jadry.......ccocooviiiiiiiiniiiic, 47

3.3.4.6 Optimalizace krystalizace metodou sedici Kapky......c.ooovovviiiiiccceeeee e 47

3.3.4.7 Krystalizace metodou sedici kapky s aditiVy .....c.ccooooviiiiiii e 48

3348 Krystalizace proteinu v CHES pufru metodou sedici kapky .......ccccovvriiiiiiiiiiiiiiiin 48

3.3.4.9 Krystalizace metodou VisiCi KapKy ......ccooviiiiee e 48
3.3.4.10 Krystalizace metodou visici kapky s krystalizacnimi jadry .......cc.ooooeoioviiiiiciee, 48

B VYSLEDKY ..ooiiieceieiinieeeeeseseee st esseessesenssessessas s s essseseasensaesseneassesenssesesnssssesassssesesassnenns 49
4.1 Pfiprava bakteridlniho plasmidu pro produkci MTasy WNV ......ccoooiiiiiiiiiieiiie e, 49
4.2 Produkce a purifikace methytransferasy proteinu NS5 WNV .......occoiiiiiiiiiieiiee 50
4.3 Méreni teplotnich stabilit komplext methyltransferasy s ligandy .........ccccccooeeeii. 54
4.4 Krystalizace proteinového komplexu WNV MTasy s inhibitorem ..........cccccccoeeii. 55

5 DISKUSE ...t e e e e e e e e e e e e e e e e et 63
B ZAVER ..ottt bttt ettt 67



SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

+/-ssRNA
Aaeo/Aaso
AMK
AMP
ATPasa
CIAP

DENV
DSF
dsRNA
E. coli
€280
ECso
ELFO
GMP
gRNA
GTasa
GTP
HCV
IFIT

JEV

kb
mRNA
MTasa
NCRs
NIs
NNIs
NS
NTP(s)
OD600
ORF

positivni/negativni jednotetézcova ribonukleova kyselina
absorbance roztoku pti vinové délce 260 nebo 280 nm [mAU]
aminokyselina/y

antibiotikum ampicilin

adenosintrifosfatasa

teleci stfevni alkalicka fosfatasa (z anglického ,,Calf Intestinal Alkaline
Phosphatase*)

virus horecky dengue

diferencni skenovaci fluorimetrie
dvouretézcova ribonukleova kyselina
bakterie Escherichia coli

extinéni koeficient proteinu pfi vinové délce 280 nm [M'-cm']
polovi¢ni G¢inna (efektivni) davka
elektroforesa

guanosinmonofosfat

genomova ribonukleova kyselina
guanylyltransferasa

guanosintrifosfat

virus hepatitidy C

efektory vrozené imunity inhibujici virovou replikaci (z anglického ,,Interferon-
induced protein with tetratricopeptide repeats®)

virus japonské encefalitidy (z anglického ,,Japanese encephalitis virus®)
kilobase — jednotka délky tiseku nukleovych kyselin
informacni/mediatorova ribonukleova kyselina

methytransferasa

nekodujici oblasti flavivirového genomu (z anglického ,,noncoding regions®)
inhibitory, které tvori nukleotidové ¢i nukleosidové analogy

inhibitory, které tvofi nenukleotidové analogy

nestrukturni protein flaviviru

nukleosid trifosfat(y)

opticka densita bunééné suspenze pii vinové délce 600 nm

otevieny Cteci ramec (z anglického ,,open reading frame*)
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PCR
RdRp
RNA
rpm
RT-PCR
RTPasa
o

or

SAH
SAM
SDS-ELFO
NY

T

t

TBEV

WNV

YFV
ZIKV

-14 -

polymerasova fetézova reakce (z anglického ,,Polymerase chain reaction®)
RNA-dependentni-RNA polymerasa

ribonukleova kyselina (z anglického ,.,ribonucleic acid*)

otacky za minutu (z anglického ,,revolutions per minute®)
polymerasova fetézova reakce s reversni transkripci

RNA trifosfatasa (z anglického ,,RNA 5’-triphosphatase®)
konduktivita roztoku [mS/cm]

smérodatna odchylka teploty [°C]

S-adenosylhomocystein (produkt methylacni reakce, téz AdoHcy)
S-adenosylmethionin (substrat pro methyltransferasy, téz AdoMet)
elektroforesa v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS

slepy vzorek

teplota [°C]

¢as [s]

virus klistové encefalitidy (z anglického ,.tick-borne virus®)
objem [nl, ul ¢i ml]

virus zapadonilské horecky (z anglického ,,West Nile virus*)

virus zluté zimnice (z anglického ,,Yellow Fever Virus®)

virus Zika



1 LITERARNI PREHLED | 1.1 Flaviviry

1 LITERARNI PREHLED

Viry rodu Flavivirus patii mezi dtlezité lidské patogeny a zptisobuji celosvétove fadu rozsifenych
onemocnéni jak uz s rlznou mirou zavaznosti, tak s odliSnymi zdravotnimi symptomy. Tato
diplomova prace se zamétuje na strukturni a funkéni charakterizaci zvolené methyltransferasy
jako potencialni cil vyvoje novych Sirokospektrych virostatik!. Ztrata enzymové aktivity
u methyltransferasy zabraiiuje infekci organismu zplsobenou virulentnimi viry. Vzhledem
k vysoké konzervovanosti tohoto enzymu napii¢ flaviviry® by se dala dana virostatika aplikovat

taktéz na ostatni zastupce rodu.

1.1 Flaviviry

Flavivirus je jednim ze tii rodl spadajicich do rodiny Flaviviridae (z latinského ,,flavus® neboli
,zluty*), ktera ziskala nazev po jednom ze svych zastupcli — viru zIluté zimnice (YFV)3. Spolu
s nim se do této rodiny fadi i rod Pestivirus (zastupcem je napf. virus zpisobujici onemocnéni
skotu zvané Bovinni virova diarrhoea) a rod Hepacivirus (zastupcem je napt. virus Hepatitidy C).
Clenové této virové rodiny spolu sdili podobnosti v morfologii virionu, organizaci genomu
a strategii replikace, naopak jejich biologicka aktivita je velmi variabilni. Krom zminéného viru
zluté zimnice patii mezi typické pfedstavitele flavivirti i viry horecky dengue (DENV), virus
klistové encefalitidy (TBEV), virus zapadonilské hore¢ky (WNV) &i virus Zika (ZIKV) a dalsi'.

Flaviviry se oznacuji také jako arboviry, protoze vice jak 50 virti tohoto rodu je prenaSeno
Clenovci (z anglického ,,arthropod-borne virus® tedy ,,virus prenaseny Clenovci®)'. Diky této
skute¢nosti jsou flavivirovd onemocnéni celosvétové hojné rozsifena (viz Obr. 1.1)*. Flaviviry,
které jsou spojeny s infekénimi onemocnénimi savcl, se kategorizuji do dvou skupin: viry

prenaSené komary a viry piendsené klistaty.

X & "

\ ¥
4
A A
*
! / 4 o
B eev JEV B wny 7KV I oenv
oboji . oboji

g

Obr. 1.1 Distribuce flavivirovych onemocnéni ve svété: virus klistové encefalitidy (TBEV) razove,
virus japonskeé encefalitidy (JEV) Zluté, oba viry (TBEV a JEV) dohromady, virus zapadonilské horecky
(WNV) fialove, virus Zika (ZIKV) svétle zelené, viry horecky dengue (DENV) modie a oba viry (ZIKV
a DENV) tmavé modfe. Pfevzato a upraveno®.
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| LITERARNI PREHLED | 1.1 Flaviviry

Flaviviry pfenaSené klistaty (anglicky ,.tick-borne*) jsou blizce pfibuznd, monofyleticka
skupina se spoleCnymi antigennimi vlastnostmi (sérotypem) navzdory vyraznym rozdilim mezi
jednotlivymi nemocemi, které viry zplsobuji’. Mezi zastupce patfi napf. nejznaméjsi TBEV.
Na druhou stranu flaviviry pfenasené komary (anglicky ,,mosquito-borne*) maji mezi sebou
daleko vétsi diverzitu. Typickymi zastupci jsou YFV, WNV, JEV (virus japonské encefalitidy),
DENV a ZIKV. Témito onemocnénimi trpi az jedna tfetina svétové populace nejcastéji
v tropickém a subtropickém podnebném pasu.

Flaviviry je také mozné klasifikovat podle jejich patogenity®. Virus zapadonilské horecky
se spolu s JEV, virem St. Louis encefalitidy a virem ZIKA fadi mezi neurotropni viry, které jsou
schopné piekonat hematoencefalickou bariéru, infikovat tak neurony a dal$si mozkové buiky
a zpusobit encefalitidu. Hepatitida je naopak zptisobena jinymi viry, jako napiiklad YFV, které
infikuji primarné jaterni bunky. V neposledni fad¢ existuji viry, které infikuji endotelialni bunky
a tim zpUsobuji hemoragické (krvacivé) projevy — mezi zastupce fadime napt. DENV. Ackoli
jsou jednotlivé viry znaéné organove specifické a jejich pusobenim dochazi k typickému
onemocnéni ¢i syndromu, Ize je nalézt i v jinych télnich bunikach (mononuklearni leukocytech,
dendritickych buiikach a dalSich)’.

Sifeni flaviviri a jejich vektorti je v dne$ni dob& ovlivnéno drastickymi globalnimi
zménami’. Vzhledem k rychle expandujici lidské populaci dochazi vlivem vétsi mobility
k rozsifovani onemocnéni do neendemickych oblasti, ¢imz bezprosttedné hrozi globalni
zdravotni problémy. V soucasné dobé existuji vakciny proti nékterym zastupcim flavivird,
nicméné ne proti vS§em. Navic ne kazdy ¢lovek, at’ uz z riznych davodi, mtze byt ockovan. Dalsi
moznosti sniZzeni po¢tu nakazenych je Casté pouzivani repelentu, ¢imz dojde ke snizeni pienosu

viru z ¢lenovcu na ¢lovéka.

1.1.1 Virus zapadonilské horecky (WNV)

Virus zapadonilské horecky (z anglického ,,West Nile virus®) byl poprvé isolovan v roce 1937 ze
vzorku krve Zeny trpici horeckami, kterd Zila v oblasti Zapadniho Nilu v severni Ugandé®.
V padesatych letech minulého stoleti se ohnisky nakazy staly i sttedomoiské zemé véetné Egypta
a Izraele. B€hem této doby a nasledujicich desetileti se ukazalo, ze primarnimi pfenaseci tohoto
onemocnéni jsou komafi rodu Culex a Ze se virus mize vyskytovat u ptakt (hlavné vran) a i jinych
savcl (koni). Virus zapadonilské horecky se dale $ifil po celém Stfednim vychodé a Evropé, kde
zpusoboval komplikace v podobé encefalitidy a umrti. Prvnim vyrazné postihnutym méstem byla
rumunskd Bukurest. V 1ét€ roku 1999 se zapadonilska horecka poprvé objevila také v Severni
Americe ve meést¢ New York, kde doslo k nakaZeni nejen lidi, ale byl pozorovan i vétsi thyn
ptaki a koni v okoli mésta disledkem pravé tohoto onemocnéni®. V nasledujicim desetileti doslo

k masivnimu rozsifeni viru po celé Americe, po podstatné ¢asti Asie a také do Australie, coz
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| LITERARNI PREHLED | 1.1 Flaviviry

dokazuje, Ze je zadpadonilskd horecka infekéni onemocnéni, které se velmi efektivné
a nekontrolovatelné $ifi nejen mezi savci (lidskou populaci nevyjimaje), ale i mezi ptaky. Zatim
nejvyssi nartist tohoto onemocnéni byl v Evropé zaznamenan v roce 2018, kdy bylo v 11 zemich
nahlaseno ptes 1 500 infikovanych jedinci; i1 pies niz§i mnozstvi nakazenych se virus po Evropé
stale rozsifuje!’.

Jak uz bylo fe¢eno, WNV se pienasi pfedev§im komary!!. Vyjime&nymi zplisoby prenosu
mohou byt organové transplantace, transfuse, vertikalni pfenos béhem téhotenstvi, porodu
a kojeni, nebo neopatrna manipulace s infikovanymi vzorky bez ochrannych pomtcek. Ptaci
slouzi viru jako mezihostitel, a proto u nich dochazi k velké virémii a amplifikaci viru, ktery je
pak dale penasen. Clovék a dalsi savci tvoii pro WNV koneéné hostitele.

Az 80 % jedincii infikovanych virem zapadonilské horecky se jevi asymptomaticky!!.
Pokud je onemocnéni doprovazeno symptomy, mohou se vyskytovat po 3 az 14 dnech
od expozice horecky, tinavy, bolesti hlavy a téla, nevolnosti a zvraceni, zvétSeni lymfatickych
uzlin a vyjime¢né i vyrazka. ProtoZe se u vétSiny lidi neprojevuji ptiznaky, jsou odhady, Ze se
zavazné neuroinvazivni onemocnéni vyskytuje pouze u 1 ze 150 nakazenych, pficemz rizikovymi
faktory mohou byt vék (nad 50 let), diabetes zavisly na insulinu, vysoky krevni tlak nebo
imunosuprese. Pfiznaky pacientl se zavaznym onemocnénim lze déelit do tii, Castecné se
ptekryvajicich, skupin: meningitida (bolesti hlavy, ztuhlost Sije), encefalitida (desorientace,
strnulost, koma, kiece) a akutni ochabla paralyza (poliomyelitida s Castou ptitomnosti tiesu,
myoklonus, parkinsonismus ¢i ataxie a atrofie koncetin). Pacienty s tézkym prab&hem
onemocnéni mohou postihnout izavazné respiratni problémy vyzadujici mechanickou
ventilaci'?. Hore¢naté stavy — doprovazené bolestmi hlavy, bolesti t&la nebo kloubti, zvracenim,
prijmy ¢i vyrazkami — které se projevi u 1 z 5 nakazenych, jsou léCeny primarn¢ podptrnou
1é¢bou (infuse a 1éky proti bolesti). Zpravidla dojde k Gplnému uzdraveni; inava nebo slabost

v8ak mohou pietrvavat tydny az mésice'’.

1.1.2 Genom flavivirt

Spole¢nym znakem té€chto virti je positivni jednoietézcové vlakno RNA, dlouhé 10 az 11 kb, které
tvoti jejich genom. Genomova RNA (gRNA) je infekéni kvili positivni polarité, ktera koduje
virové proteiny nezbytné pro replikaci RNA!, Vldkno obsahuje jak na 5'-, tak na 3’-konci
nekodujici oblasti (NCRs), které vytvaii specifickou sekundarni strukturu, jez je zodpovédna
za regulaci replikace a translace genomu™>'>. Flaviviry, na rozdil od pestivirti a hepacivirti, vytvaii
jedinecnou, subgenovou nekodujici RNA, ktera je odvozena od 3° NCR. Tato nukleova kyselina
¢ini virovou gRNA rezistentni viici nukleasdm, je esencidlni pro replikaci viru v bufice a zaroveni
moduluje patogenitu u zvifat'®. Na rozdil od bunééné mRNA neni u flaviviri 3’-konec

polyadenylovany'’. Naopak 5 -konec je opatien strukturou zvanou ,,éepicka typu 1° obdobné jako
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u obratlovct (viz kapitola /.2, str. 22). U flavivirii byla také pozorovéana dal§i methylace, ktera
dala za vznik struktufe ,,¢epicky typu 2 na 5'-konci RNA3.

Mezi nekodujici oblasti je vlozeny otevieny Cteci ramec (ORF), jenz je piekladan
do jednoho velkého, virového polyproteinu'®., Kupitkladu u WNV je jeho délka
3433 aminokyselin. Tento polyprotein je béhem translace, ale i po ni, upravovan virovymi a
bunéénymi proteasami na 3 strukturni (C, M, E) a 7 nestrukturnich proteini (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B a NS5 — viz dale)'* (Obr. 1.1.3, str. 19).

1.1.3 Flavivirové proteiny

Stépeni dlouhého polypeptidu probiha ko-translaéng, ale i post-translaéné, a podili se na ném jak
proteasy virové, tak buné&&né proteasy hostitele®. Hostitelské signalni peptidasy jsou zodpovédné
za §tépeni mezi C/prM, prM/E, E/NS1 a 2K/NS4B. Serinové proteasy kdodované virem — NS3
protein v komplexu s NS2B — $tépi vazby mezi NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4A/2K
a NS4B/NS5 (viz Obr. 1.1.3, str 19). Krom S§tépeni virovych proteini mize dochazet také
ke stépeni hostitelskych proteind komplexem NS3 s NS2B proteinem, coz pravdépodobné
pfispiva krozvoji neuropatogennich procesti'®. Stépeni mezi proteiny NSI/NS2A
zprostiedkovava nezndma bunééna proteasa®.

Strukturni proteiny nachazejici se na 5'-konci zahrnuji kapsidovy protein (C),
premembranovy protein (prM) v nezralych virionech nebo membranovy protein (M) ve zralych
virionech a hlavni obalovy protein (E)**! (viz Obr. 1.1.3, str. 19). Kapsidovy protein je velmi
bazicky: N- a C- koncové oblasti obsahuji nabité aminokyseliny, zatimco vnitini hydrofobni ¢ast
proteinu zprostfedkovava asociaci membrany. Prekurzor C proteinu (anchC) obsahuje C-
koncovou hydrofobni kotvu, kterd slouzi jako signalni peptid pro translokaci prM do
endoplasmatického retikula (ER). Poté nasleduje Stépeni hydrofobni kotvy z anchC, které je
nezbytné pro vznik membranového proteinu M z premembranového glykoproteinu prM v ER.
Glykosylovany protein prM je §tépen furinem, coZ je enzym pochazejici z trans-Golgiho
komplexu, a slouzi jako jeden z kone¢nych regulatord vzniku virionu. Kapsidovy protein viru je
zodpoveédny za ochranu virové RNA a zaroven stimuluje produkci hostitelské caspasy 9, ¢imz v
buiice vyvolava proces apoptosy. Obalovy protein E je ze vSech flavivirovych proteind nejvice
imunogenni: jako hlavni povrchovy protein virionu zprostiedkovavad vazbu receptoru a
membranovou fuzi. To ho ¢ini zajimavym terapeutickym cilem nejen pro vyvoj vakcin, ale
zaroven 1 pro navrh 1é¢iv proti flaviviram. U fady flavivirt obsahuje protein E konzervované N-
vazebné glykosylacni misto, které miize ¢i nemusi byt glykosylovano. Jeho spravné skladani,

stabilizace pfi nizkém pH a sekrece zavisi na koexpresi s proteinem prM.
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Obr. 1.1.3 Genom, strukturni a funk¢ni proteiny flaviviri. A) Genom flavivirii s RNA elementy velky
zhruba 11 kb je ¢lenén na 5'- a 3’- nekddujici oblasti (NCR), mezi které je vloZen otevieny ¢teci ramec
(ORF). Odlisnost mezi jednotlivymi flaviviry je pfevazné v sekvencich NCR. B) Vznikly protein se
sklada ze strukturnich (znazornény modre: C, prM a E) a nestrukturnich (zndzornény bile: NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B A NS5) proteinii. Pomoci proteolytickych enzymii — ¢ hostitelské proteasa, ¢
virova serinova proteasa, furin nebo pfibuzna proteasa (trojuhelnik), ? neznama proteasa - dochazi

ke $tépeni. Pod genomem jsou znazornény prekurzory jednotlivych proteint a jejich $t€pné funkéni

produkty. C) Usporadani stépenych, flavivirovych proteinti v membrané endoplasmatického retikula

(ER). Pfevzato a upraveno’.

C’-konec polyproteinu obsahuje sedm nestrukturnich proteinii: NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B A NS5'. Tyto proteiny se primarné podileji na replikaci virové RNA a jsou soucasti
replikacniho komplexu. Krom zminénych se ve flavivirovém genomu vyskytuje jeste 2 K peptid,
ktery preklenuje membranu ER mezi proteiny NS4A a NS4B. Vét§ina NS proteintt u WNV je
multifunk¢ni; proteiny NS1, NS3 a NS5 jsou velké a vyrazné konzervované. Naopak NS2A,
NS2B, NS4A a NS4B jsou relativné malé a hydrofobni transmembranové proteiny, u nichz zatim
neni znama enzymova aktivita, nicméné jsou esencidlni pro vznik aktivniho replikacniho
komplexu?>%. Nestrukturni protein NS1 se vyskytuje jako rozpustny lipoproteinovy hexamer se
ttemi dimernimi podjednotkami. Tyto podjednotky jsou zasadni pro efektivni replikaci viru diky
schopnosti ,,uniknout imunitnimu systému hostitele prostiednictvim inhibice aktivatori
komplementu®®. Diky interakcim glykoproteinu NS1 s NS4A je umoznéna replikace virové
RNAZ. Protein NS2A ma naopak u YFV svou podstatnou roli pfi sestavovani nebo uvolfiovani

infek¢nich virovych &astic?. U YFV bylo objeveno, ze NS2B vytvaid komplex s NS3 a je tak
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dalezitym kofaktorem proteasové aktivity NS3%’. Multifunkéni protein NS3 se uplatiiuje jako
serinova proteasa (v komplexu se zminénym NS2B), 5'-RNA trifosfatasa, nukleosid trifosfatasa
a RNA helikasa®®. Diky aktivit¢ RNA trifosfatasy patif NS3 spolu s NS5 proteinem mezi kritické
enzymy vytvaiejici strukturu ¢epicky na 5'-konci virové RNA®-¥, Protein NS5 ma jak RNA-
dependentni-RNA polymerasovou aktivitu’!, tak GTasovou a methytransferasovou aktivitu, tedy
se podili na methylaci struktury na 5’-konci (Cepicka)2. Pfi flavivirové infekci vznika z ptivodni
genomové +ssRNA komplementéarni vldkno -ssRNA, které muze slouzit opét jako templat pro
syntézu genomu RNA viru'®. I proto je syntéza flavivirové RNA nesymetricka: +ssRNA je

produkovana v 10 az 100nasobném piebytku oproti -ssSRNA™®,

1.1.3.1 N-terminalni doména nestrukturniho proteinu 5 — methyltransferasa

Nestrukturni protein NS5 je nejvétsim a nejvice konzervovanym proteinem kodovanym
flaviviry?. Sklada se z N-termindlni methyltransferasy a C-termindlni RNA-dependentni-RNA
polymerasy (RARP), které jsou navzijem spojené desetiaminokyselinovym linkerem®!. NS5
(v komplexu spolu sNS3) ma diky vazebnému mistu pro GTP zaroven i funkci
guanylyltransferasy (GTasy), kterd ma kliCovou roli pfi pfipojovani guanosinové cepicky
k virovému genomu®,

Struktura methyltransferasy NS5 byla vyfeSena jiz u fady flavivird. Konzervovana
struktura vSech znamych flavivirovych MTas obsahuje tfi motivy: N-koncovy motiv; zakladni
motiv, ktery obsahuje strukturni ohyb typicky pro témét vSechny SAM-dependentni MTasy;
a C-koncovy motiv (viz Obr. 1.1.3.1 A), str. 21)*. Vazebna mista pro molekuly SAM/SAH, GTP
a RNA se nachazi na povrchu enzymu a jsou konzervovana napfic flaviviry?®’.

SAM/SAH-vazebné misto MTas obsahuje bud’ molekulu S-adenosylmethioninu (SAM)
nebo S-adenosylhomocysteinu (SAH) v zavislosti na prib&hu methylacni reakce. U krystalové
struktury MTasy YFV odpovidéa elektronova hustota v tomto vazebném misté smési molekul
SAM a SAH; oba tyto ligandy jsou spolu-purifikovany s rekombinantnimi proteiny, které byly
exprimovany v E. coli*®. Krom vys$e uvedenych miiZe toto aktivni misto vazat taktéZ jiné analogy
ptirozenych ligandl. Napiiklad sinefungin (viz kap. 1.1.4, str. 29), analog SAM, pusobi
mechanismem kompetitivni vazby do SAM/SAH-vazebného mista jako inhibitor obou
methylaci®’.

Dalsim konzervovanym mistem MTasy je GTP-vazebné misto. Studie WNV MTasy
ukazaly, Ze rezidua v této vazebné kapse jsou selektivné dilezita pro 2"-O-methylaci, nikoli v§ak
pro N7-methylaci. Pti vazbé GTP do daného vazebného mista dochazi k prednostni inhibici
2’-O-methylace pfed N7-methylaci’’. Vazba GTP zamezuje navazani malych RNA

s methylovanou &epickou, které jsou substraty pro 2’-O-methylaci*®. Obdobné, jako tomu bylo
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u SAM, byl i zde nalezen strukturni analog GTP, kterym je ribavirin-5"-trifosfat (viz kap. 7.1.4,
str. 29). Ten plisobi inhibi¢né v GTP-vazebném misté MTasy a brani priibéhu 2-O’-methylace*.

Na enzymu MTasy Ize nalézt jesté jednu konzervovanou oblast, kterou tvoii velké
mnozstvi positivné nabitych postrannich skupin aminokyselin — tzv. zdanlivé RNA-vazebné
misto. Mnohé mutagenetické studie MTasy viru zapadonilské horecky prokazaly, Ze basicka
rezidua v téchto mistech jsou zodpovédna za oba dva typy vyse zminénych methylaci. Tyto
aminokyseliny lze proto rozdélit do ¢tyf skupin: 1) aminokyseliny nezbytné pro oba typy
methylace; 2) aminokyseliny dulezité pouze pro N7-methylaci; 3) aminokyseliny esencialni
pouze pro 2-O’-methylaci; a 4) aminokyseliny nepodilejici se na z4dné z methylaci®’. Veskera

aktivni a konzervovana mista jsou zobrazena a popsana v nasledujicim obrazku.

wRNA

- ‘vazebné m
- '
-

S

N7-methylace 2-0 " -methylace

Obr. 1.1.3.1 Struktura flavivirové methyltransferasy. A) Stuzkova reprezentace krystalové struktury
MTasy WNV. Barevné vyznaceny jsou tfi motivy: N-koncovy motiv ¢erven€, zakladni motiv zelené a
C-koncovy motiv modfe. Navazana molekula SAH je zobrazena kuli¢kovo-ty¢inkovou strukturou (Zluté
uhlik, ¢ervené kyslik, modfe dusik a zelen¢ sira). B) Zobrazeni povrchu MTasy WNV pomoci
elektrostatického potencialu: positivné nabita rezidua jsou zobrazena modre, neutralni bile a negativné
nabita ¢ervené. Dale jsou vyznacena konzervovana mista: GTP-vazebné misto s navazanou molekulou
GTP; SAM/SAH-vazebné misto s navazanou molekulou SAH; a RNA-vazebné misto, které je slozeno

z negativné nabitych postrannich fetézcti aminokyselin. C) Aminokyseliny zodpovédné za N7-methylaci
(vlevo) a 2-O’-methylaci (vpravo). Rezidua, jejichz mutaci dochazi k velkému snizeni aktivity, jsou
obarvena Serveng; rezidua ovliviiujici aktivitu v mensi mife jsou obarvena zeleng. Pfevzato a upraveno3®.
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Dal$im zajimavym motivem je tetraedr K-D-K-E, ktery je konzervovany napftic
nejriznéj$imi MTasami, véetné téch flavivirovych®.V priméarni sekvenci jsou od sebe rezidua
velmi vzdalend; v trojrozmérné struktufe se vSak vyskytuji ve velmi tésné blizkosti. Tyto
aminokyseliny jsou krucialni pfi 2'-O-methylaci*!, nicméné diky mutagenetickym studiim motivu
Ke1-Di4s-Kis2-E21s MTasy WNV se zjistilo, Ze jedna z aminokyselin (Di46) je esencialni také pro
N7-methylaci®. Dalsi studie ukdzaly, Ze se zminény tetraedr ¢aste¢né vyskytuje mezi oblastmi
N7- a 2’-O-methylace, které se piekryvaji. To naznacuje, Ze se lysin v pozici 182 u WNV piimo

podili na deprotonaci hydroxylové skupiny ribosy pii 2'-O-methylaci®**.

1.2 Methylace jako posttrankripéni modifikace eukaryotni mRNA

Produkty RNA polymerasy Il jsou béhem syntézy v jadie buiiky modifikovany pfidanim struktury
zvané ,,cepicka” [m7G(5" )pppX-RNA] na pocatecni basi (zde znazornéno jako X) 5'-konce
RNA*4_ Této reakce se v buiikdch Gcastni fada enzymii: RNA trifosfatasa, guanylyltransferasa,
N7-guanin MTasa a 2'-O MTasa. Diky RNA trifosfatase (RTPase) je nejprve na 5'-konci RNA
hydrolyzovan vy-fosfat, ¢imz vznikne substrat difosfat-RNA [pp(57)X-RNA]. Enzym
guanylyltransferasa (GTasa) nasledn¢ katalyzuje dvoukrokovou reverzibilni reakci adice
GMP na substrat, ¢imz vznikne guanosinova cepicka [G(5")pppX-RNA]. Po napojeni
guanosinmonofosfatu k RNA dochazi k prvni methylaci pomoci methyltransferasy na N7 pozici
vlozeného guaninu — donorem methylové skupiny je S-adenosyl-L-methionin (SAM) — a vznika
struktura, tzv. cCepicka ,typu 0° [m7G(5")pppX-RNA]. Obdobn¢ diky druhé methylaci
hydroxylové skupiny nyni predposledni base (tzv. 2’-O-methylaci) enzymem 2°-O MTasou
dochézi ke vzniku &epicky ,,typu 1¢ [m7G(5 )pppX™-RNAJ*.

Methylace guanosinové Cepicky je zasadni déj, ke kterému dochazi zpravidla kratce
po zahdjeni transkripce*®. Dokud nedojde k pfipojeni methylové skupiny na &epicku, nemiize
pokra¢ovat RNA polymerasa II v syntese RNA. Regula¢nimi faktory mohou byt latky, které
zvySuji aktivitu methyltransferasy nebo modifikuji interakce mezi methyltransferasou a RNA
polymerasou II. U kvasinek byly jako regulatory pozorovany: donor methylové skupiny SAM;
enzym cdc34 (konjugujici s ubikvitinem), ktery interaguje s methyltransferasou Abdl, jejimi
represory i koaktivatory?’; nuklearni transportér importin o interagujici s methytransferasou®®.
Krom vyse zminénych mohou regulaci methylace mRNA ¢epicky ovlivnit i nejriznéjsi bunécné
signalni kaskady. Diky vysoké konzervovanosti methyltransferas napfi¢ nejriznéjsimi
eukaryotickymi organismy a skuteCnosti, Ze sav¢i methyltransferasa mize in vivo nahradit
methyltransferasu z kvasinky, je patrné, ze regulatory, které jsou u danych druhti exprimovany,
funguji ekvivalentné®.

Struktura RNA cepicky vznikla N7-methylaci je esencidlnim efektorem metabolismu

mRNA, ktery je dalezity pro fadu procesi, jako je napf. stabilita a degradace mRNA, ale i sestfih,
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polyadenylace 3’-konce nebo export mRNA ven z bunééného jadra*®. Na druhé strang

2’-O-methylace slouzi organismu k rozpoznéni cizorodé ribonukleové kyseliny™.

1.3 Methylace flavivirového genomu

V pomémé nedavné dobé bylo zjisténo, ze modifikace RNA hraji velmi vyznamnou roli jako
regulatory bun&éné genové exprese’!. Vétsina vir ma na genomu strukturu ¢epicky typu 1, ktera
je totozna s Cepickou bun&éné mRNA a pro viry krucidlni pfi infekci hostitele!. ProtoZe se viak
spousta RNA virt replikuje v cytoplasmé, a tudiz se nemohou dostat do jadra, musely se viry
adaptovat a vytvorit si vlastni enzymovy aparat, ktery umozni methylaci virového genomu.
U flavivirt hraje klicovou roli pii infekci methylace vlastni RNA virovymi enzymy>>>, Nedavné
studie ovSem potvrdily, Zze genom flaviviru mize byt methylovan i hostitelskymi MTasami, coz
ma opét vyznamné disledky pro infekci'.
Nezbytnost methylace flavivirové Cepicky je dana pfinejmensim tfemi vzajemné se

nevylucujicimi divody:

1. ochrana ribonukleotidové kyseliny pred exonukleasami,

2. inicia¢ni faktor pfi translaci virového genomu,

3. ochrana pfed imunitnim systémem hostitele.

ad 1. V prvni fad¢, struktura ¢epicky jako takova slouzi k ochrané ribonukleové kyseliny
pted 5'—3" exonukleasovou aktivitou a pravdépodobné hraje vyznamnou roli v prevenci rozpadu
virové RNA. Nicméné neni naprosto jasné, jak vyznamnou roli ma methylovana cepicka pii
stabilizaci ribonukleové kyseliny. Studie poukazuji na fakt, ze lidsky protein Dcp2, ktery
odstrafiuje Cepi¢ku, nemiize pusobit na RNA substrat bez N7-methylace®. Methylace tedy
ve skutecnosti umoznuje odstranéni Cepicky, coz je predpoklad k rozpadu nukleové kyseliny.
I ptes tato fakta je mozné, ze methylace Cepicky €ini zatim nezndmym mechanismem flavivirové
genomy rezistentni vi¢i bun&nym RNasam™,

ad 2. Dalsim diivodem nepostradatelnosti methylace je jeji role pii stimulaci iniciace
virové translace. Kanonicky protein elF4E, ktery je nezbytny pro translaci vétSiny bunécnych
mRNA diky své schopnosti vytvofit komplex ribosomalni podjednotky S40 spolu s jejimi
Existuje vsak fada voditek, ktera naznacuji moznosti iniciace translace nekanonickym zptisobem:
studie z roku 2006 poukazuje na fakt, Ze u replikonu WNV zvysuje m7GpppA-RNA translaci
pouze dvakrat oproti GpppA-RNA (porovname-li bezéepickovou RNA pppA-RNA a GpppA-
RNA, dochéazi v tomto piipadé az k 25-indsobnému navyseni translace)*’. Dalsi indicii bylo
u studii s DENV snizeni translace v disledku vypnuti genu e/F4E v piipadé virového genomu

pouze o 10 %, zatimco u bunééného genomu o 60 %°’. Tyto studie naznaduji, Ze by flaviviry

-23 -



I LITERARNI PREHLED | 1.3 Methylace flavivirového genomu

k iniciaci své translace mohly vyuzivat nekanonickou cestu, kterd je minimalné zéavisla na
ptitomnosti methylované ¢epicky.

ad 3. Poslednim hypotetickym diivodem methylace flavivirové cepicky by mohla byt
ochrana pied rozpoznavacimi bunéénymi faktory, které rozeznavaji organismu-cizi nukleové
kyseliny a iniciuji obrannou imunitni reakci®’. Diky vSem témto skuteCnostem je MTasa
dalezitym a zajimavym terapeutickym cilem.

Flavivirovd methyltransferasa ma na rozdil od bunécné dvé jedinecné vlastnosti: zaprve,
bunécna N7-guanin a 2-O’-methylace je katalyzovana dvéma riiznymi MTasovymi enzymy (viz
kapitola 7.2, str. 22), zatimco u flaviviri zprostfedkovava obé methylace jediny enzym NS5
MTasy. Zadruhé, bunééna MTasa katalyzuje methylaci mRNA ¢epicky bez ohledu na sekvenci
RNA, kdezto flavivirovd MTasa je unikatni, protoze pfednostné methyluje cepicku virové RNA
(methylace je zavisla na virové sekvenci a struktufe)*>. Je tomu tak proto, Zze virova RNA ma
na svém nekodujicim 5°-konci typickou smycku (viz Obr. 1.3a). Ta obsahuje guanin a uracil
(na pozicich 2 a 3) nezbytné pro N7-methylaci a adenin, guanin (na pozicich 1 a 2) a minimalni
délku virové RNA 20 nukleotidd, které umoziuji 2’-O-methylaci®®. Nasledujici posloupnost

nukleotidt této struktury neni podstatna.
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Obr. 1.3a 5’-koncova, nekédujici oblast flavivirového genomu zodpovédna za methylaci ¢epicky.
Pro WNV je zde vyobrazena struktura smycky na 5'-konci virové RNA, kterd ma délku 74 nukleotida®.
Sedé oblasti zde znazoriuji regiony zodpovédné za N7-methylaci (vlevo) a 2"-O-methylaci (vpravo).
Dutilezité nukleotidy jsou podtrzené. Pfevzato a upraveno>2.

Proces methylace zacina obdobné, jako je tomu u eukaryotickych bunék: 5’ -y-fosfat je
hydrolyticky odstranén pomoci NS3 proteinu (ten zde zastava roli RNA trifosfatasy) a poté
nasleduje pfipojeni guanosinové Cepi¢ky pomoci proteinového komplexu NS5 (spolu s NS3)

s enzymovou aktivitou GTasy (vazba GMP z GTP na 5 -koncovy fosfit RNA)*. Nakonec
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methylace vlozené Cepicky (N7-methylace guaninu) pomoci SAM da vznik struktufe cepicky
typu 0 a pomoci 2’-O-methylace adeninu genomové RNA (substratem je zde opét SAM) vznikne
¢epicka typu 1 (viz Obr. 1.3b). V tomto piipade€ je ovSem za ob€ methylace zodpoveédny jediny

enzym: MTasa NS5 proteinu*.
pppA-RNA

- RTPase NS3
Pi

PPi Gp-GTase
G pppy GTase
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[©)
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Obr. 1.3b Proces pripojeni guanosinové ¢epi¢ky a nasledna methylace flavivirového genomu.
U virového genomu nejprve dochazi k hydrolyze fosfatu na 5"-konci (enzymova aktivita RTPasy proteinu
NS3), poté k pfipojeni guanosinové ¢epicky (vzniklé z GTP) pomoci GTasové aktivity NS5 proteinu

a nakonec k postupné, dvoukrokové methylaci jednim enzymem: MTasou proteinu NS5. Mista na virové

RNA methylovanid SAM jsou &ervené zvyraznéna. Pievzato a upraveno’®32,

V in vitro experimentech typ methylace flavivirové MTasy zavisi na hodnoté pH:
v ptipadé N7-methylace je pH optimum 7,0, zatimco u 2’"-O-methylace se pohybuje optimalni pH
v silné basické oblasti (nad hodnotou pH 9,0)*. Kinetické in vitro studie WNV naopak prokazuji
znac¢nou substratovou specifitu pro oba typy methylace. Pokud je jako substrat pfitomna GpppA-
RNA, probéhne N7-methylace; je-li jako substrat pritomna m7GpppA-RNA (struktura cepicky
typu 0), dochazi nasledné k 2’-O-methylaci®. Tato preference uréuje pofadi methylaénich reakci
virové RNA pomoci flavivirové MTasy.

Mechanismus N7-methylace pfidaného guaninu je odlisny od 2'-O-methylace ribosy
na nasledujicim adenosinu*»**¢!, Pfi N7-methylaci naznauje struktura Ecml N7 MTasy
mechanismus tzv. ,,in-line* reakce: béhem methylace nejsou pozorovany zadné ptimé kontakty
mezi enzymem a utoc¢icim nukleofilnim atomem N7-guaninu na RNA, donorem methylové
skupiny SAM nebo sirou z odstupujici molekuly SAH. Katalyza v tomto pripad¢ probiha diky
t&sné blizkosti a spravné orientaci obou substratli v aktivnim mist€ MTasy®’. Naopak v ptipadg
2’-O-methylace naznacuji strukturni a mutagenetické studie VP39 a RrmJ 2°-O MTasy, ze

katalyza probihd pomoci Sn2 reakce: konzervovany tetraedr KDKE zprostfedkuje deprotonaci
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cilové OH-skupiny na ribose adenosinu, ta poté nukleofilné¢ napadd methylovou skupinu SAM,
dochazi k pfenosu methylu a vzniku SAH*!,

Existuji dva modely (viz Obr. 1.3c) molekularnich piesunti jednotlivych substrati béhem
methylaci: V obou modelech figuruje MTasa s navazanym substratem SAM?*. K tomuto
substratu poté pfichazi N7-guanin substratu GpppA-RNA, dochdzi k methylaci a vzniku
m7GpppA-RNA a SAH. V prvnim modelu, tzv. jedno-MTasovém modelu (anglicky ,,Single-
MTase model®), po N7-methylaci odstupuje produkt SAH a na jeho misto je navdzana nova
molekula SAM. Zarovenn dochazi ke zméné pozice u m7GpppA-RNA, kdy je 5’-konec
RNA piemistén a ¢astecné zanofen do vazebného mista pro GTP v MTase. Alternativné se
u dvou-MTasového modelu (,,Double-MTase model”) po N7-methylaci uvolni RNA produkt
ze SAH-vazebného mista prvni MTasy a navaze se do GTP-vazebného mista druhé MTasy s jiz
navazanym substratem SAM. Poté u obou modelti dochazi k 2"-O-methylaci ribosy adenosinu

na 5’-konci virové RNA a naslednému uvolnéni struktury cepicky typu 1 (m7GpppA™-RNA).

A B
jedno-MTasovy dvou-MTasovy
model model

im7GipppA]

5
5

Obr. 1.3c Modely molekularnich pfesunii béhem methylace u flavivirové MTasy. A)

V jedno-MTasovém modelu dojde nejprve k umisténi 5'-konce RNA do blizkosti substratu SAM; po
methylaci probéhne vyména SAH za SAM a zaroven piesun 5 -konce RNA do GTP-vazebného mista
MTasy a nasledn¢ probéhne i druha methylace. B) Zacatek je stejny, jako u (A); po N7-methylaci
odstupuje m7GpppA-RNA z prvni MTasy a dojde k navazani virové RNA do GTP-vazebného mista
druhé MTasy a obdobné probéhne druha methylace. Flavivirova methyltransferasa je zde vyobrazena

v podobé¢ plné elipsy, vazebné misto pro SAM/SAH jako teckovana elipsa, vazebné misto pro GTP jako
teCkovany obdélnik, virovou RNA representuje 5 -koncova ¢ast WNV (GpppAGUA-RNA). Pievzato

a upraveno.
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Jak jiz bylo zminéno dfive, N7-methylace je pro metabolismus vzniklé RNA esencialni.
Methylace pomoci 2°-O MTasy vSak neni pro flavivirovou infekci upln€ bezvyznamna. U WNV
byl vytvofen virovy mutant bez schopnosti 2’-O-methylace, kterym byly nakazeny mysi. U téchto
mysi bylo pozorovano oproti divokému typu viru, ze dochéazi k potladeni virové infekce®.
Pozdégjsi studie ukézaly, ze pomoci interferon-indukovanych bunéénych proteinti IFIT1 a IFIT2
(také znamych jako ISG56 a ISG54) je rozezndvana Cepicka typu 0 a disledkem toho dochazi k
tedy umoznuje buiikam diky rodiné proteini IFIT detekovat cizorodou RNA a omezit jeji
naslednou translaci. Z vysledku je tedy patrné, Ze aktivita 2"-O MTasy je sice dilezita, ale nikoli
esencialni jako aktivita N7 MTasy, pii reprodukci WNV*#,

Porovnanim jednotlivych genomtit WNV, které obsahovaly riizné methylované struktury
¢epicky, anebo neobsahovaly ¢epicku zadnou (pppA-RNA), se zjistilo nasledujici:

1. guaninova Cepicka je nezbytna pro translaci RNA;
2. N7-methylace zvysuje efektivitu translace;

3. 2’-O-methylace nikterak nepiispiva k virové translaci.

1.4 Pretrvavajici hrozba flavivirG — WNV

1.4.1 Vakcinace

V soucasné dob¢ stale neexistuje zadna vakcina proti viru zapadonilské horecky pro lidi; podatilo
se oviem vyvinout vakcinu pro koné&'!. Provadi se fada klinickych testl vhodnych kandidata,
nicméné zadn4 0¢inna latka se zatim neblizi schvaleni®. Obecn& mize byt nékolik diivodi, pro¢
nebyla vakcina proti tomuto flaviviru vyvinuta: problémy s navrhy vhodné latky, ktera by
umoznila ziskdni imunity; obavy o bezpecCnost; obtize s navrhem klinickych testi nebo
ekonomické davody.

Vyvolani protektivnich imunitnich odpovédi je mozné diky nejriznéj$im imuniza¢nim
technologiim®. V piipadé soucasnych flavivirovych vakcin se pouZivaji rizné postupy. Vakcina
proti viru zluté zimnice (YFV) obsahuje oslabeny vir, zatimco vakciny proti TBEV a JEV
vyvolavaji imunizaci organismu pomoci inaktivovanych patogeni. Tyto vakciny jsou dlouhodobé
uzivané a vykazuji dobrou snasSenlivost. Naopak noveé vyvinuta vakcina proti DENV
(legalizovana pouze v n€kolika zemich) vyvolala zna¢nou diskusi o své bezpecnosti. Vakcina
CYD-TDV je navrzena proti vSem Ctyfem hlavnim sérotypim DENV a obsahuje geneticky
modifikovany virus YFV, ktery je schopny exprimovat strukturni proteiny DENV prM a E.
Rozsahlé klinické studie U¢innosti ovSem odhalily malé, avSak vyznamné zvySeni rizika
hospitalizace u naivnich jedincd bez rezistence; naopak ti, ktefi jiz pfisli do kontaktu s DENV,

byli chranéni proti jakémukoli DENV onemocnéni po dobu péti let®®. Pfesné diivody téchto
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pozorovani v§ak dosud nejsou znamy. Jedinda WNV vakcina, kterd prosla druhou fazi klinickych
testl, funguje na podobné bazi, jako vyse zminénd CYD-TDV. Lze tedy ptfedpokladat, ze

Mrwe

u vakciny proti DENV.

1.4.2 Diagnostika

Onemocnéni se diagnostikuje detekei protilatek IgM napk. proti WNV®, Pomoci metody ELISA
se identifikuji specifické protilatky v séru nebo mozkomisnim moku. Specifické IgM protilatky
se obvykle objevuji do 3 az 8 dnl po projevu onemocnéni a pietrvavaji zhruba 3 mésice
(v n€kterych ptipadech az jeden rok). Piitomnost téchto protilatek tedy mtize poskytovat ditkaz
o probihajicim ¢i prodélaném onemocnéni WNV.

Positivni vysledek testovani nemusi nutné znamenat, ze pacient prodélal pravé tuto
nemoc. Kvili tzv. kiizové reaktivité protilatek po infekci jinymi flaviviry by mély byt vSechny
vzorky s positivnimi vysledky, jez byly ziskany témito testy, postoupeny plak-redukénimu
neutralizacnimu testu protilatek, ktery se provadi v referencnich laboratotich. Diky témto testim
lze urcit konkrétni infekéni flavivirus, anebo v piipadé WNV potvrdit akutni infekci porovnadnim
zmen titru neutralizacnich protilatek ve vzorcich séra odebranych s odstupem dvou az tii tydnti.

Kromé zminénych se provadi i dalsi diagnostické metody, jako napt. virové kultury,
molekularni testy detekce virové RNA (RT-PCR) nebo imunohistochemie. Imunohistochemicka
detekce virovych antigenti v tkanich béhem prvniho tydne od néstupu ptiznakli u pacient po
transplantaci, trpicich zhoubnymi nadory ¢i diabetes, obvykle koreluje se smrti'?.

Protilatky WNV IgG jsou obecné detekovany kratce po IgM protilatkach a v téle
pietrvavaji aZz fadu let®. Pfitomnost IgG protilatek je tedy jen dikazem prodélané infekce

a nemuze slouzit jako akutni diagnosticky ukazatel onemocnéni.

1.4.3 Soucasna |écba a prevence

V soucasné dob¢ stale neexistuji zadna 1é¢iva onemocnéni DENV, WNV a dalsich flavivird.
Naptiklad 1é¢ba zapadonilské horecky je primarné podpiirnd, kdy je u infikovaného jedince snaha
aktivovat jeho imunitni systém, aby se dokazal vyporadat s onemocnénim. V ptipadé tézSich
prabéht spojenych s neurotickymi problémy miize byt vyzadovana mechanicka ventilace nebo
intravenosni vyziva'l,

Nezbytna preventivni opatieni se odviji od moznosti zplisobu prenosu®’. V piipadé oblasti
s vysokym vyskytem tohoto onemocnéni je tieba se chranit proti komarim, at’ uz uzitim

repelentu, vhodného obleceni, které maximalné zakryva pokozku nebo ochrannych siti proti

hmyzu. Pfi manipulaci s uhynulymi zvifaty pouziti vhodnych ochranny pomicek (rukavice)
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snizuje riziko nakazeni. U dérct krve se vzorky testuji na pfitomnost WNV; v ptipad¢ darcovstvi
organti vSak neni toto testovani dostatecné disledné. Pouzitim larvicid a eliminaci nadob se
stojatymi vodami je mozné omezit rozmnozovani komarti a tim snizit moznost ndkazy nejen

virem zapadonilské horecky.

1.4.4 Zajimavé cile terapeutického zasahu

Riziko infekénich onemocnéni, ktera zplsobuje virus zapadonilské horecky, globalné roste.
Efektivni protivirova 1é¢ba se zamétuje jak na virové cile (strukturni a nestrukturni proteiny viru),
tak na proteiny hostitele, které se podili na infekci nebo replikaci WNV!°.V dnesni dob& probiha
fada studii a vyzkumu, které se zabyvaji identifikaci specifickych diagnostickych ukazatelti
WNYV, vyvojem rekombinantnich protilatek a peptidl, interferencemi RNA a malych molekul
s nejruzngj$imi ¢astmi viru; avsak, jak uz bylo zminéno mnohokrat, stale jesté nebyl nalezen
ucinny 1ék ¢&i vakcina?!-68,

V minulosti se soustfedil vyzkum hlavné na virovou proteasu'®. V dnesni dob& se vyvoj
flavivirovych inhibitorti orientuje spiSe na dalsi virové enzymy, jako jsou napt. RdRp ¢i MTasa.
Zajimavym cilem, jak ukazal vyvoj inhibitoru NS5A u HCV, by také mohly byt nestrukturni
proteiny bez enzymatickych aktivit (NS2A, NS4A a NS4B). Krom inhibitori na bazi malych
molekul se nesmi opomenout ani hledani terapeutickych protilatek, které by v budoucnu mohly
1é¢it infekce WNV.

Pozornost vyvoje 1€kt proti flavivirim se zaméfila pfedev§im na dva nestrukturni
proteiny NS3 a NS5, které jsou zodpovédné za enzymatickou aktivitu potfebnou k replikaci
virového genomu a nasledné zpracovani polypeptida®. Pii in silico screeningu byla nalezena latka
ivermectin, kterd uc¢inn€ inhibuje funkci helikasy u NS3 proteinu a tim brani rozvoliiovani virové
dsRNA u WNV?. Ivermectin je v soufasné dobé& schvaleny Sirokospektralni 1€k proti
parazitickym onemocnénim. Bylo dokonce prokazano, ze inhibuje replikaci virt DENV
pravdépodobné interferenci s nuklearni translokaci proteinu NS5. K pouziti tohoto 1éku proti
flavivirm je vSak potieba udélat jesté fadu studii nejen na in vivo zvifecich modelech, ale také

potvrdit piimé uginky latky na replikaci viru a tvorbu rezistence proti ivermectinu'®.

Protein NS5 je nejvétsim a zaroven nejvice konzervovanym proteinem v rodé Flavivirus
a sklada se z N-koncové MTasy a GTasy a C-koncové RdRp. Ob¢ enzymatické jednotky tohoto
proteinu vazou do svych aktivnich mist nukleové kyseliny. Nukleotidové nebo nukleosidové
inhibitory (NIs) se tedy jevi jako idealni kandidati v boji proti fad¢ flavivirovych onemocnéni.
Pouziti téchto inhibitort pti 1é¢bé onemocnéni DENV ale i dalSich je podpofeno tspésnou 1écbou
chronické hepatitidy C a dal$imi uspéchy v 1é€bé¢ HIV onemocnéni za pouziti NIs k inhibici

RdRp”'. Zatim nejvyssi G¢innost vykazuji nukleosidové inhibitory v podob& monofosfatovych
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proléciv. Prave prvni fosforylace je ve vétSin€ ptipada krucidlni pro vznik trifosfatu na nukleosidu
a umoznéni nasledné replikace viru. Hlavnim divodem klinického selhdani je vSak
neptedvidatelna toxicita, ktera je pfi in vitro experimentech nezjistitelna.

WNYV MTasa methyluje virovou DNA pomoci N7- a 2'-O-methylace na kone¢ny produkt
Cepicky typu 1. Defekt v N7-methylaci je pro virus letalni, zatimco defekt v 2’-O-methylaci
snizuje replikaci viru a miize tak slouZit u mysi jako ochrana pied divokym typem WNV*, Enzym
MTasy poskytuje hned nékolik aktivnich mist — GTP-vazebné misto, misto pro navazani RNA
a SAM/SAH-vazebné misto — jejichz blokaci lze cely enzym inhibovat.

Vazebné misto pro molekulu GTP je, stejn¢ jako ostatni aktivni mista MTasy, vysoce
konzervované napii¢ flaviviry. Jeho rezidua jsou selektivné dilezita pro 2'-O-methylaci*®. Vazba
GTP do tohoto aktivniho mista enzymu brani navazani malych molekul RNA s methylovanou
Cepickou, které slouzi jako substraty pro 2'-O-methylaci®. Byl nalezen strukturni analog GTP —
ribavirin 5’-trifosfat — ktery inhibuje 2°-O-methylaci u DENV-2 MTasy diky vazbé do GTP-
vazebného mista enzymu*’. Ribavirin ma mimo jiné i fadu dalSich antivirovych mechanism:
vycéerpani intracelularnich zasob GTP (inhibici IMP dehydrogenasy metabolitem ribavirinu),
inhibici aktivity virové polymerasy metabolitem ribavirinu, inhibici virové ¢i bunééné GTasy
aindukci Kkatastrofické chyby zapfi¢inéné akumulaci mutaci virového genomu’.
Nejpravdépodobnéjsi diivodem inhibice se vSak stdle jevi blokace GTP-vazebného mista pro
m7Gppp Cepicku virové RNA pfi 2'-O-methylaci®.

V ptipadé RNA-vazebného mista se jednd spiSe o oblast s vysokym vyskytem positivné
nabitych postrannich skupin AMK (viz Obr. 1.1.3.1B, str. FG), kterd je zodpovédna jak
za N7-methyalci, tak 2’"-O-methylaci®’. Tato oblast se oznaduje také jako nizkoafinitni vazebné
misto, které se nachazi v blizkosti SAM/SAH-vazebného mista. Nalezeni inhibitori RNA-
vazebného mista je velmi naro¢né vzhledem k velkému mnozstvi kontaktnich mist enzymu
s ribonukleovou kyselinou. Proto byla vytvofena kratkd RNA s ¢epickou (GpppAGUp), kterd se
vazala do zdanlivého RNA-vazebného mista b&hem N7-methylace’. Na zéklad& téchto
strukturnich vysledkl byly pomoci in silico vyhledavani nalezeny tii syntetické slouceniny, které
byly in vitro testovany na MTase. Jako nejlepsi inhibitor se ve studii jevila aurintrikaboxylova
kyselina (ATA), jejiz inhibi¢ni u€inky jiz byly zaznamenany u viru lidské imunodeficience (HIV)
nebo viru chiipky”®. Byly objeveny také specifické inhibitory selektivni pouze pro flavivirovou
MTasu, nikoli vSak pro MTasu hostitelskou. Jednou z téchto latek je nukleosidovy analog
znaCeny jako GRL-003, jenZ je schopny inhibovat aktivitu pouze flavivirové MTasy’. Jeho
selektivita je pravdépodobné dana substitu¢énimi skupinami inhibitoru, které se nachazi v blizkosti
SAM-vazebné kapsy enzymu.

SAM/SAH-vazebné misto kazdé flavivirové MTasy obsahuje jednu molekulu SAH, ktera

je spolu s enzymem purifikovana. Pfeména SAH-vazebného mista na SAM-vazebné a zpét je
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dana aktudlnim krokem methyla¢ni reakce. Jako inhibitor v tomto aktivnim misté mize pisobit
sinefungin (SIN) — analog substraitu SAM, ve kterém je methylovd skupina nahrazena
aminoskupinou a atom siry nahrazen atomem uhliku (viz Obr. 1.4.4). Diky kompetitivni vazbé
sinefunginu do SAM/SAH-vazebného mista inhibuje tato molekula oba typy methylace®’. Stejna
studie také uvadi, ze je SIN schopny uplné potlacit replikaci WNV v bunééné kultufe. Inhibic¢ni
ucinky mé SIN bohuzel i na nékteré SAM-vazebné, hostitelské enzymy; kvili své toxicité tedy
nemiize byt pouzit jako terapeutikum. Krystalova struktura MTasy WNV se SIN navic odhalila
dalsi kapsu, ktera navazuje na SAM/SAH-vazebné misto, a je také konzervovana napiic¢ znamymi
strukturami MTas riznych flavivirt. Tato navazujici kapsa se vSak nevyskytuje u jinych SAM-
vazebnych proteintl, a proto by mohla byt feSenim pti hledani selektivnich, netoxickych inhibitort
flavivirovych MTas i flavivira celkove” 76,

Virtualni screening a nasledné in vitro a bunécné testy objevily dalsi slouceniny, které by
mohly slouzit jako flavivirové inhibitory’®’”. Dvé z t&chto slou¢enin (NSC306711 a NSC610930)
inhibovaly hned nékolika flavivirovych MTas a v pfipadé¢ bunék BHK-21 byly relativné

netoxické’®.

S
HO o) HO

SAM OH OH Sinefungin OH OH

Obr. 1.4.4 Struktura piirozeného substratu MTasy S-adenosyl-L-methioninu a inhibitoru
sinefunginu. Methylova skupina molekuly SAM, ktera se béhem methylacni reakce vaze na 5'-konec
RNA, je barevné vyznaCena. Pfevzato a upraveno?.

Se zajimavym napadem piisla koncem roku 2020 vyzkumna skupina Bena Geoffreye,
ktera vytvofila program pro automatizaci nalezeni slouc¢enin, které by se mohly stat potencialnimi
léky proti WNV a DENV’. Jejich program, vytvofeny v programovacim jazyce python,
porovnava data z database chemickych slouc¢enin PubChem a aplikuje na n¢ algoritmy, pomoci
kterych se snazi najit tzv. ,,lead drugs*. Takto ziskané slouceniny jsou automaticky podrobovany
in silico modelovani, ¢imz se vyrazné urychluje cely proces vyvoje 1éCiva.

Védci se také snazi kontrolovat a snizit ifeni virového vektoru komary®®. To by mohlo
byt umoznéno napiiklad pomoci bakterie Wolbachia. U komart rodu Aedes aegypti, kteti byli
infikovani vybranymi kmeny této endosymbiotické bakterie, dochazelo ke snizeni replikace

DENV a ZIKV diky rychlé¢ degradaci virové RNA v cytoplasmé. Rozsifeni téchto komart
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v endemickych oblastech by mohlo redukovat nebo dokonce naprosto eliminovat pienos
flavivird. Dal§i moZznosti jsou geneticky upraveni komafi, ktefi jsou odolni viici DENV ¢i ZIKV

infekci diky protivirové imunitni odpovédi.

-32 -



2 CILE PRACE

2 CILE PRACE

> Priprava expresniho plasmidu methyltransferasy viru zapadonilské horecky
> Bakterialni exprese konstruktu MTasy

> Purifikace cilového proteinu

> Meéfeni zmén teplot tani komplexi MTasy s malymi molekulami

> Krystalizace komplexit WNV methyltransferasy s malymi molekulami

> Difrak¢ni experiment a vytvoreni strukturniho modelu komplext proteinu s malymi
molekulami

-33 -



3 MATERIAL A METODY | 3.1 Pouzité chemikalie

3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité chemikalie

1,2-bis(dimethylamino)-ethan (TEMED)
1,4-dithiothreitol (DTT)
2-(cyklohexylamino)ethansulfonova kyselina (CHES)
2-merkaptoethanol (B-MeEtOH)

(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin)
ethansulfonova kyselina (HEPES)

Agarosa pro DNA elektroforesu
Akrylamid / Bisakrylamid

Ampicilin sodna sil (AMP)

Coomassie Brilliant Blue G 250

Dialysacni membrana Membra-Cel MD34 (MWCO 14000)
Dihydrogenfosforecnan draselny (KH,PO4)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dodecylsiran sodny (SDS)

Ethidium bromid
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)
Glukosa

Glycerol

Hydrogenfosforecnan sodny (Na,HPO,)
Chloramfenikol (CAM)

Chlorid hotecnaty (MgCl,)

Kvasni¢ny extrakt

Laktosa

Octova kyselina (CH;COOH)
Peroxodisiran amonny ((NH4)2S,0s)
Proteinova barva SYPRO Orange

Siran amonny ((NH4)2SO4)

Standard DNA Gene Ruler 1 kb Plus
Standard proteinovy PageRuler Plus (10 — 250 kDa)
Talon Ni-NTA Resin
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Carl Roth (Némecko)
Carl Roth (Némecko)
Fisher Scientific (USA)
Carl Roth (Némecko)
Fisher Scientific (USA)

SERVA (Némecko)

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

Lach-Ner (CR)

Penta (CR)

Carl Roth (Némecko)
Penta (CR)

Carl Roth (Némecko)
Carl Roth (Némecko)
Penta (CR)

Carl Roth (Némecko)
Sigma-Aldrich (USA)
Carl Roth (Némecko)
Thermo Scientific (USA)
Thermo Scientific (USA)
Thermo Scientific (USA)
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TEMED Carl Roth (Némecko)
Trizma base (Tris-Cl) Sigma-Aldrich (USA)
Trypton Carl Roth (Némecko)
3.1.1 Enzymy
Endonukleasa BamHI Thermo Scientific (USA)
Endonukleasa XAol Thermo Scientific (USA)
Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (2x) Thermo Scientific (USA)
Proteasa Ulpl pripravena v laboratofi
Polymeraéni smés 2x PCRBIO Taq Mix Red PCR Biosystems (UK)
T4 DNA ligasa Thermo Scientific (USA)
Telect stievni alkalicka fosfatasa (CIAP) Invitrogen (USA)

3.1.2 Primery a templaty

Flavivirovy NS5 DNA templat v plasmidu EVAg (Francie)
Ptimy primer WNV-start5SAK Generi Biotech (CR)

5" CAG ACG GAT CCC GCA CTT TAG GTG AGG TTT GG 3’

Zpétny primer pSUMO seq/1 Generi Biotech (CR)
5"CTT AAG ATT CTT GTA CGA CGG T 3’
Zpétny primer T7 (STO 720) Generi Biotech (CR)

5"GCT AGT TAT TGC TCA GCG G 37

Zpétny primer WNV Merck (Némecko)

5" CAT ATC TCG AGC TAA ACG GCG CGC GTIG CCA 3

3.1.3 Roztoky, pufry, média a sady

1 000% koncentrovany roztok ampicilinu (AMP)

100 mg/ml Ampicilin sodna stl (rozpusténo ve vode), 50% (v/v) ethanol
1 000x koncentrovany roztok chloramfenikolu (CAM)

34 mg/ml Chloramfenikolu (rozpusténo v ethanolu), 70% (v/v) ethanol
20% koncentrovany fosfatovy pufr

IM Na;HPOq - 12 H,0, 1M KH;POy4, 0,5M (NH4)2SO4
50x koncentrovany 5052 (+ 100mM MgCl,)

25% glycerol, 2,5% glukosa, 10% laktosa
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Barvici roztok pro gely SDS-ELFO

3mM Coomassie Brilliant Blue, 1,5M octova kyselina, 50% (v/v) methanol
Dialysacni pufr

viz lysacni pufr
Eluéni pufr (afinitni chromatografie)

50mM Tris (pH 8,0), 500mM NaCl, 10% (v/v) glycerol, 3mM B-MeEtOH,
300mM imidazol

Ekvilibra¢ni pufr (afinitni chromatografie)
viz lysacni pufr
HEPES puft bez glycerolu (gelova permeacni chromatografie)
10mM HEPES (pH 7,5), 500mM NaCl, SmM DTT
HEPES pufr s 10% glycerolem (gelova permeacni chromatografie)
10mM HEPES (pH 7,5), 500mM NaCl, 5mM DTT, 10% (w/v) glycerol
CHES pufr

25 mM CHES, pH 9,5; 800mM NaCl; 10% (w/v) glycerol; SmM DDT,
0,02% (w/v) NaN»

Komer¢ni krystalizaéni aditiva
The Angstrom Additive Screen MD1-100 Molecular Dimensions (USA)

Komer¢ni krystalizacni roztoky

JCSGI-1V Qiagen (Némecko)
Morpheus Molecular Dimensions (USA)
ProPlex Molecular Dimensions (USA)
SG1 Screen Molecular Dimensions (USA)
LB agar dle Lennoxe P-Lab (CR)
LB médium dle Lennoxe P-Lab (CR)
Ligac¢ni pufr T4 DNA (10x konc.) NEB (USA)
Lysaéni pufr
50mM Tris (pH 8,0), 500mM NaCl, 10% (v/v) glycerol, 3mM B-MeEtOH,
20mM imidazol
Restrikéni pufr 10x FastDigest Green Buffer Thermo Scientific (USA)
Sady pro purifikaci DNA Qiagen (Némecko)

QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
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TAE pufr

40mM Tris; 20mM CH3COOH, 1mM; EDTA; pH 8,0

Tris-glycinovy pufr pro SDS elektroforesu

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

Vzorkovy pufr pro DNA-ELFO 6x DNA Loading Dye

Vzorkovy pufr pro SDS-ELFO 4x Roti Load 1

ZY médium (autoinduk¢ni)

Thermo Scientific (USA)
Carl Roth (Némecko)

1% (w/v) trypton; 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt; 2,8mM glukosa; 6mM laktosa; 0,5%
(v/v) glycerol; ImM MgCl,; 25mM (NH4)2SO4; 50mM KH,POy4; 50mM Na,HPO4

3.1.4 Slozeni geld

Agarosovy gel

1% (v/v) agarosa; 0,01% (v/v) ethidium bromid; rozpusténo v TAE pufru

Separacni gel SDS elektroforesy

375mM Tris-Cl (pH 8,8); 15% (w/v) Akrylamid / Bisakrylamid (37,5 : 1); 0,1% (w/v)

SDS; 0,001% (v/v) TEMED; 0,05% (w/v) (NH4),S,0s

Zaosttovaci gel SDS elektroforesy

125mM Tris-Cl (pH 6,8); 4% (v/v) Akrylamid / Bisakrylamid (37,5 : 1); 0,1% (w/v)

SDS; 0,005% (v/v) TEMED; 0,05% (w/v) (NH4)2S:0s

3.2 Poutzité pristroje a pomucky

Analytické vahy Adventure Pro AV264C
Aparatura Elektroforéza PROfessional IV
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
Homogenizator dle Dounceho
Chromatograficky systém AKTA pure
Kolona HiLoad 16/600 Superdex 75 pg
Kolona HiTrap 5ml Desalting

Koncentrator Macrosep (MWCO 3 000)
Koncentrator Microsep (MWCO 3 000)
Koncentrator Vivaspin 500 (MWCO 10 000)

Ohaus (USA)

P-Lab (CR)

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

Cytiva (USA)

GE Healthcare (USA)
GE Healthcare (USA)
Pall Corporation (USA)
Pall Corporation (USA)
Sartorius AG (Némecko)
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Krystaliza¢ni desticky Intelli-Plate 96-2 Shallow Well

Krystaliza¢ni sklicka (silikonizované, 22 mm)
Magnetickd michacka ARE

Mikroskop Olympus SZX10, objektiv DF PL 2x
Mikroskop UV fluorescen¢ni Uvex-M
Mikropipetovaci robot Mosquito Crystal

DSF Mikroobjemova desticka (384 jamek)
Michacka valcova TubeRoller R3005

PCR cyklér Professional TRIO

Piedvazky EMB 2000-2

Sbérac frakcei Fraction Collector F9-C
Sonikator Q700 se sonika¢ni sondou CL-334
Souprava pro SDS elektroforesu
Spektrofotometr BioPhotometer plus
Spektrofotometr Nanodrop ND-1000

Svételny termocyklér LightCycler 480 Instrument 11
Termostat IPP 400

Ttepacka Incubating Mini Shaker

Trepacka s inkubatorem Innova 44

UV fotodokumentaéni box Quantum ST4-1100
Vodni lazent JB Aqua 2 Plus

Vortex Genie 2

Zdroj pro DNA elektroforesu Consort EV231

Zdroj pro SDS elektroforesu PowerPac Basic
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ARI (USA)

Hampton research (USA)
VELP (Italie)

Olympus (Japonsko)

JANSi (USA)

TTP Labtech (GB)

Thermo Scientific (USA)
Benchmark Scientific (USA)
Biometra (Némecko)

KERN & SOHN (Némecko)
Cytiva (USA)

QSonica (USA)

Bio-Rad (USA)

Eppendorf (Némecko)
Thermo Scientific (USA)
Roche (Svycarsko)
Memmert (Némecko)

VWR (CR)

New Brunswick Scient. (USA)
Vilbert Lourmat (Francie)
Grant Instruments (GB)
Scientific Industries (USA)
Carl Roth (Némecko)
Bio-Rad (USA)
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3.3 Pouzité metody

3.3.1 Priprava bakteridlniho plasmidu pro produkci WNV MTasy

3.3.1.1 Amplifikace insertu polymerasovou rfetézovou reakci

S vyuzitim polymerasové fetézové reakce (PCR) byla amplifikovana DNA kodujici 262-AMK
dlouhou doménu® methyltransferasy nestrukturniho proteinu 5 viru zapadonilské horecky (viz
Obr. 4.2a, str. 50). Jako templat slouzila flavivirova NS5 DNA v expresnim plasmidu.
K amplifikaci insertu byly pouzity oligonukleotidové primery se Stépnymi misty pro
endonukleasy BamHI a Xhol. Sekvence primert a $t€épna mista restrikénich endonukleas jsou
zobrazena v Obr. 4.1a na strané 49. SloZeni reakcéni smési pro PCR je uvedeno v Tab. 1, termalni
profil PCR reakce potom v Tab. 2. Ovéfeni délky produktl reakce probehlo pomoci agarosové

elektroforesy (viz dale).

Tab. 1 Reak¢ni smés pro PCR insertu.

Slozka V (nl)
2x Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix 10
DNA templat (1 : 500) 8
10 uM ptimy primer WNV-start5SAK 1
10 uM zpétny primer 1

Tab. 2 Termalni profil PCR insertu.

Krok | T (°C) t(s) Pocet cykla
1 98,0 10 1
2 98,0 1
3 64,0 5 36
4 72,0 15
5 72,0 10 1
6 10,0 - 1

3.3.1.2 Horizontdlni agarosova elektroforesa

Agarosovy gel (1%) by piipraven dle slozeni v kapitole 3.1.3 na strané 35. Vysledny roztok byl
zahftat, aby doslo k rozpusténi agarosy. Do jamek gelu byly naneseny 2 pl DNA standardu a 4 pl
roztoku, ktery obsahoval 2 ul vzorkového pufru pro DNA-ELFO a 2 pl vzorku z PCR smési.
Elektroforesa probihala v TAE pufru v horizontadlnim uspotadani za konstantniho napéti 300 V

po dobu 14 minut. Vysledky elektroforesy byly vizualizovany v UV fotodokumenta¢nim boxu.
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3.3.1.3 Purifikace PCR produktu
Produkt PCR byl piecistén za pouziti silikagelové mikrokolonky pomoci sady QIAquick PCR

Purification Kit”. Ke vzorku byl pfidan PB pufr v pétindsobném objemu oproti vzorku. Tato smés
byla kvantitativné pfevedena na mikrokolonku umisténou ve sbérné mikrozkumavce
a centrifugovana (centrifuga 5418 R, rotor FA-45-18-11) 1 minutu pii 14 000x g. Na kolonku
bylo pipetovano 750 ul PE pufru a postup centrifugace se opakoval. Kolonka byla jesté jednou
centrifugovana, aby doSlo k uplnému odstranéni PE pufru ze silikagelu. Po centrifugaci byla
kolonka pfendéna do nové mikrozkumavky, na kolonu bylo naneseno 30 pl elu¢niho pufru EB
anasledn¢ byla ponechdna 1 minutu inkubovat pfi pokojové teploté. Poté probchla opét

centrifugace a PCR produkt byl eluovan do ¢isté mikrozkumavky.

3.3.1.4 Transformace bunék E. coli DH5a plasmidem pSumo a jeho produkce

Bunky Escherichia coli DH5a byly ponechany rozmrznout na ledé. K 50 pl téchto bunék byl
ptidan 1 pl plasmidu pSumo. Po 20minutové inkubaci smési na ledu byly buiky transformovany
metodou tepelného Soku: 42 °C po dobu 45 sekund. Poté byly bunky opét prendany na led.
Po 3minutové inkubaci byl k roztoku ptfidan 1 ml sterilniho LB média a bunééna smes byla
inkubovana na tfepacce pii 37 °C a 220 rpm 45 minut. Po kultivaci bylo k bunikam ptidano 7 ml
sterilntho LB média a 8§ pl 1 000x koncentrovaného roztoku antibiotika ampicilinu (AMP).

Roztok byl inkubovan pies noc pii 37 °C a 220 rpm na tfepacce.

3.3.1.5 lzolace pSumo plasmidu z bakterii

Plasmid byl z bakterialnich bun&k izolovan pomoci sady QIAprep Spin Miniprep Kit*. No&ni
kultura byla nejprve centrifugovana (centrifuga Allegra X — 15 R) 10 minut pii 5 200x g a 4 °C.
Supernatant byl odebran a bakterialni peleta byla resuspendovana v 250 ul pufru P1 s RNasou A.
Tato smés byla pfevedena do 1,5ml mikrozkumavky a ke vzorku bylo dale ptidano 250 pl pufru
P2. Obsah uzaviené mikrozkumavky byl Sestkrat promichan oto¢enim. Poté bylo ptidano 350 pl
pufru N3, mikrozkumavka byla obdobné promichana n€kolikanasobnym otocenim, a poté stocena
10 min pifi 13 000x g. Supernatant z mikrozkumavky byl pfeveden na silikagelovou
mikrozkumavku ve sbérné mikrozkumavce a centrifugovan 1 minutu pii 14 000x g. Na kolonku
bylo naneseno 500 pl PB pufru a purifikace probihala obdobné jako v kapitole 3.3.7.3. Plasmid

pSumo byl eluovan 40 ul eluéniho pufru EB do ¢isté mikrozkumavky.

3.3.1.6 St&peni pSumo a kontrola produktu agarosovou elektroforesou

K 10 ul purifikovaného plasmidu byl pfidan 1 ul proteasy BamHI, 1 pl proteasy Xhol, 1,5 ul
10x koncentrovaného restrikéniho pufru, 1,4 pl sterilni vody a 0,1 pl CIAp. Restrikéni smés byla

ponechana 45 minut pii 37 °C v termostatu.
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Pro ovéfeni spravného $tépeni vybranymi restrikénimi endonukleasami byla provedena
horizontalni agarosova elektroforesa obdobné, jako v kapitole 3.3.1.2, str. 39. Na gel byl nanesen
DNA standard (2 pl) a dva vzorky, které obsahovaly 7,5 pl restrikéni smési a 1,5 pl vzorkového
pufru pro DNA-ELFO. Elektroforesa probihala opét 14 minut pii konstantnim napéti 300 V.
Vysledek byl opét vizualizovan pod UV svétlem.

3.3.1.7 lzolace plasmidu z agarosového gelu

Izolace plasmidu byla provedena pomoci sady QIAquick Gel Extraction Kit®!. Pod UV svétlem
byly z agarosového gelu vytiznuty a zvazeny pruhy obsahujici plasmid pSumo. K témto vzorkiim
byl pfidan trojnasobny objem pufru QG (100 mg gelu ~ 100 pl) a celda smes byla inkubovana
po dobu 10 minut pfi 50 °C v termostatu. Béhem inkubace byl roztok kazdé 3 minuty kratce
vortexovan, aby doslo k rozpusténi veskerého gelu. Poté byl k roztoku ptfidan isopropanol
v mnozstvi jednoho objemu vytiznutého gelu a smés byla promichana. Tato smés byla nasledné
prevedena na silikagelovou mikrokolonku ve sbérné mikrozkumavce a centrifugovana 1 minutu
pti 14 000x g. Sbérna mikrozkumavka byla vyprazdnéna a na mikrokolonku bylo naneseno
500 pl QG pufru. Centrifugace se opakovala a prosly roztok byl opét odstranén. Na kolonku bylo
naneseno 750 ul pufru PE a postupovano stejné jako v kapitole 3.3.7.3 na stran¢ 40. Purifikovany

plasmid byl eluovéan 30 pl EB pufru.

3.3.1.8 Ligace insertu do plasmidu a ndsledna transformace bunék E. coli DH5a

Ligacni smés o objemu 15 pl byla pripravena nésledovné: k 5,5 pul roztoku insertu obsahujiciho
gen pro MTasu viru WNV, bylo pfiddno 0,7 ul purifikovaného vektoru pSumo, 1,5 pl
10x koncentrovaného liga¢niho pufru, 7 pl sterilni vody a 0,3 pl ligasy T4. Tato smés byla
ponechéna pti pokojové teplote 45 minut.

Bunky E. coli DH5a byly rozmrazeny na ledé. K 50 pl bakterii byly pfidany 3 pl ligacni
smési a vzorek byl ponechan 20 minut inkubovat na led€. Poté nasledoval 45sekundovy tepelny
Sok pti 42 °C ve vodni 14zni a ihned poté byly burniky opét umistény na 3 minuty na led. Ke vzorku
bylo ptidano 500 pl sterilntho LB média a ponechéno inkubovat 45 minut na tfepacce pii 37 °C
a 220 rpm. Poté byla cela bunééna smés prevedena na Petriho misku s LB agarem a antibiotikem

AMP, rozettena sterilni sklenénou hokejkou a ponechana v termostatu ptes noc pii teploté 37 °C.

3.3.1.9 ,Colony PCR" a ndsledna agarosova elektroforesa produkt

Pro 8 vybranych kolonii byla vytvofena zasobni PCR smés podle Tab. 3. Ta byla nasledné
rozalikvotovana do osmi 0,5ml mikrozkumavek po 17 pl. Pomoci $picky pipety byla vzdy sterilné
odebrana ¢ast biomasy jedné vybrané kolonie a pfenesena do mikrozkumavky s PCR smési.

Mikrozkumavky byly vlozeny do PCR cykléru, kde probehla amplifikace podle krokii v Tab. 4.
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Tab. 3 Zasobni reakéni smés pro PCR z kolonii.

Slozka V (ul)
Polymerac¢ni smés 2x PCRBIO Taq Mix Red 70
Sterilni voda 60
10uM piimy primer WNV-startSAK 5
10 uM zpétny primer T7 (STO 720) 5

Tab.4 Termalni profil PCR z kolonii.

Krok | T (°C) t(s) Pocet cykla
1 94,0 120 1
2 95,0 15
3 61,0 15 36
4 72,0 15
5 10,0 - 1

Po probéhnuti PCR byla provedena horizontalni agarosova elektroforesa vSech osmi
vzorki obdobné jako v kapitole 3.3.1.2, str. 39. Vysledek byl opét vizualizovan pomoci UV svétla

ve fotoboxu.

3.3.1.10 Minipreparace a izolace DNA z vybranych kolonii

Ze vzorki byly vybrany podle vysledki agarosové elektroforesy (viz Obr. 4.1c, str. 50) 3 kolonie.
Tyto kolonie byly ptfeneseny do zkumavek s 6 ml sterilniho LB média spolu s 6 pl 1 000x
koncentrovaného AMP a inkubovany ptes noc pii 37 °C a 220 rpm na tiepackach.

Druhy den byla z kazdého vzorku izolovana DNA podle sady QIAprep Spin Miniprep
Kit* obdobné jako v kapitole 3.3.1.5 na str. 40. Po eluci byla zm&fena koncentrace purifikované

plasmidové DNA pfi vinové délce 260 nm.

3.3.1.11 Sekvenace vybranych plasmidovych DNA

Vzorky pro sekvenaci byly pfipraveny podle navodu firmy SEQme®. SloZeni vzorkl zobrazuje

Tab. 5. Takto ptipravené vzorky osekvenovala firma SEQme metodou Sangerova sekvenovani.

Tab. 5 SloZeni vzorkiu pro sekvenaci.

Slozka V (ul)
Plasmid (80 ng-pl™t) 6,5
Sterilni voda 1,0
10 uM zpétny primer pSumo seq/1 2,5
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3.3.2 Produkce a purifikace MTasy proteinu NS5 viru zapadonilské horecky

3.3.2.1 Transformace kompetentnich bunék E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL
Kompetentni buiiky Escherichia coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL byly ponechdny rozmrznout

na ledé a k 50 pl této bunécné smési byl pridan 1,5 pl plasmidu klonu 2 (k£2) nesouciho gen pro
MTasu proteinu NS5 viru zapadonilské horecky. Dale bylo postupovano obdobné jako pfi
transformaci bunék E. coli DH5a v kapitole 3.3.1.4 na str. 40.

3.3.2.2 Exprese rekombinantniho proteinu v kompetentnich burikach

Do $esti dvoulitrovych Erlenmayerovych bangk s 1 litrem obohaceného autoindukéniho média
ZY (viz Tab. 6) bylo ptidano po 5 ml nocni bunééné kultury. Bainky byly nasledné umistény
na tiepacky (37 °C a 220 rpm) a poté byla méfena hodnota optické density bunééné suspenze
pii vinové délce 600 nm (OD600). Jakmile dosahla hodnoty 0,8, byla snizena teplota kultivace

na 18 °C a roztoky byly na tfepacce ponechany inkubovat pii této teploté pies noc.

Tab. 6 SloZeni obohaceného média ZY pro kultivaci bakterialni kultury.

Slozka V (ml)
ZY médium 1 000
20% koncentrovany fosfatovy pufr 50
50x koncentrovany roztok 5052 (+ 100mM MgCl,) 20
1 000x koncentrovany AMP 1
1 000x koncentrovany CAM 1

3.3.2.3 lzolace proteinu z bakteridlni kultury

Buniky byly po produkci centrifugovany (centrifuga Avanti J-26S XPI, rotor JLA-9.1000) 6 minut
pfi 4 °C a otackach 6 000x g. Supernatant byl odstranén a bakterialni peleta odd¢lena od stén
kyvety pomoci 60 ml lysacniho pufru. K dezintegraci bunék na ledu byl pouzit homogenizator
dle Dounceho. Bunécna suspenze byla dale sonikovana na ledé: amplituda 60, doba trvani pulsu
byla 1 sekunda, doba bez pulsu 3 sekundy — celkovy ¢as pulsovani byl 6 minut. Bakterialni lysat
byl nasledné opét centrifugovan (centrifuga Avanti J-301, rotor JA-30.50 Ti) 30 minut pii 4 °C
a otackach 30 000x g.

3.3.2.4 Afinitni vsadkova chromatografie

Supernatant po centrifugaci byl spolu s Ni-NTA nosicem, ktery byl promyt ekvilibraénim pufrem,
pteveden do 50ml zkumavek a inkubovan na valcové michacce 20 minut pti 4 °C. Zkumavky
byly nasledné centrifugovany 3 minuty pii 4 °C a 1 620 rpm na centrifuze Allegra X — 15 R

s rotorem SX4750A. Supernatant byl opatrné odstranén, k nosi¢i s navazanym proteinem v kazdé
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zkumavce bylo ptidano 40 ml ekvilibracniho pufru a celd smés byla opakovanym otacenim kratce
promichdna. Zkumavky byly opét stiCeny za stejnych podminek a supernatant obdobné
odstranén. Tento postup byl proveden tiikrat. Po poslednim odstranéni supernatantu byl obsah
vSech zkumavek pieveden do jedné a naposledy stocen 3 minuty pii 4 °C a 1 620 rpm. Promyty
nosi¢ s navazanym proteinem byl kvantitativné pieveden do sklenéné kolony a proteiny z néj
eluovany 10 ml eluéniho pufru. Z5 pl roztoku proteinti, 7 pl sterilni vody spolu s4 pl
4x koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS-ELFO byl vytvofen vzorek pro analyzu pomoci

SDS-ELFO.

3.3.2.5 Dialysa a Stépeni poly-histidinové kotvy proteasou Ulpl

K eluovanému roztoku byl pfidan stejny objem (10 ml) ekvilibracniho pufru, aby se snizila
koncentrace imidazolu a proteinu a nedochazelo ke spontanni precipitaci proteint. Ke smési byl
pfidan jeden alikvot (50 ul) roztoku proteasy Ulpl (koncentrace 1 mg/ml). Cely roztok byl
pieveden do celulosové dialysacni membrany a dialysovan proti 5 litrim dialysac¢niho pufru pres

noc pii 4 °C.

3.3.2.6 Reversni afinitni chromatografie

Po $tépeni byl z roztoku odebran vzorek 5 pl a upraven obdobny zpisobem jako v kapitole 3.3.2.4
(str. 43) k analyze pomoci SDS-ELFO. Roztok proteinu byl nasledné pieveden do 50ml
zkumavky a centrifugovan 10 minut pfi 5 200x g a 4 °C (centrifuga Allegra X — 15 R, rotor
SX4750A), aby doslo k oddéleni ptipadnych vyprecipitovanych proteinti. Supernatant byl poté
spolu s ekvilibrovanym nosi¢em Ni-NTA pifeveden do ¢isté S0ml zkumavky a ponechan 15 minut
inkubovat na valcové michacce pfi 4 °C. Po inkubaci byla smés kvantitativné pfevedena

na sklenénou kolonu a protein byl rovnou eluovan do ptipravené zkumavky.

3.3.2.7 Gelova permeacni chromatografie

Poslednim purifikacnim krokem, kdy doslo k findlnimu piecisténi flavivirové methyltransferasy
proteinu NS5 viru zapadonilské horecky, byla gelovd permeacni chromatografie pomoci kolony
HiLoad 16/600 Superdex 75 pg na chromatografickému systému AKTA pure se sbéracem frakci.

Pred nanesenim vzorku na systém byl roztok nejprve zakoncentrovan pomoci
koncentratort (MWCO 3 000) na chlazené (4 °C) centrifuze Allegra X — 15 R s rotorem SX4750A
na kone¢ny objem dvakrat 4 ml. Prvni vzorek byl nanesen na ekvilibrovanou kolonu (pufrem
HEPES bez glycerolu) z Sml smycky a pii konstantnim pritoku 1 ml/min byly jimany frakce
o objemu 1,5 ml. Z vybranych frakei (viz Obr. 4.2¢c, str. 52) byly odebrany vzorky pro analyzu
pomoci SDS-ELFO (pfiprava vzorkl viz kapitola 3.3.2.4, str. 43).

Druhy vzorek byl nanesen na tentyz systém, ktery byl ov§em ekvilibrovan pufrem HEPES

s 10% (v/v) glycerolem. Z vybranych frakci (viz Obr. 4.2¢, str. 53) byly opét odebrany vzorky
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pro SDS-ELFO analyzu. U obou vzorkl byla zméfena a zaznamendna koncentrace proteinu

methytransferasy pomoci spektrofotometru Nanodrop ND-1000.

3.3.2.8 Diskontinudlni elektroforesa v denaturaénim prostfedi SDS (SDS-ELFO)

Pro elektroforetickou separaci byl pouzit 15% separacni gel a 4% zaostfovaci gel (viz kapitola
3.1.3, str. 35). Do jamek gelu byly naneseny 3 pl proteinového standardu a po 12 pl od kazdého
vzorku (viz diive). Elektroforesa probihala za konstantniho napéti 180 V na gel (o rozmérech
8,5%7,5%0,1 cm) v prostiedi Tris-glycinového pufru. Jakmile vzorek zaputoval do separacniho
gelu, bylo napéti zvySeno na 200 V na jeden gel. Po probéhnuti elektroforesy byla provedena
vizualizace separovanych proteinli obarvenim v barvicim roztoku a naslednym odbarvenim

v destilované vodé.

3.3.2.9 Prevedeni WNV MTasy do jiného pufru

Pomoci odsolovaci kolony HiTrap 5ml Desalting byla na syst¢ému AKTA pure se sbéra¢em frakci
prevedena cast roztoku WNV MTasa z HEPES pufru bez glycerolu do CHES pufru se slozenim:
25mM CHES, pH 9,5; 800mM NacCl; 10% (w/v) glycerol; SmM DDT a 0,02% (w/v) NaNa.
Protein byl poté zakoncentrovan na 500ul koncentratorech a u vzorku byla zméfena

a zaznamenana koncentrace proteinu MTasy pomoci spektrofotometru Nanodrop ND-1000.

3.3.3 Diferencni skenovaci fluorimetrie

Uzitim metody diferencni skenovaci fluorimetrie (DSF) byla porovndvéana teplotni stabilita

methyltransferasy a jejich komplexti s malymi molekulami.

3.3.3.1 Pfiprava komplex(

Byly pfipraveny roztoky komplexi proteinu s ligandem SAM, SAH a SIN v triplikatech. Roztoky
obsahovaly vzdy 3uM protein, 500uM ligand a 1% koncentrovanou proteinovou barvu SYPRO
Orange. Vzhledem ke svétlocitlivosti barvy byly roztoky chranény proti svétlu hlinikovou folii.
Dale byly ptipraveny dva slepé vzorky (SV): prvni, ktery misto ligandu obsahoval puftr, ve kterém
byl protein uchovavan; a druhy, ve kterém byl ligand nahrazen DMSO. Do mikroobjemové,
384-jamkové desticky bylo pipetovano tiikrat po 10 ul od kazdého vzorku a SV. Desticka byla
nasledné sto¢ena na centrifuze Allegra X — 15 R a rotorem SX4750A pii 1 000 rpm 3 minuty.

3.3.3.2 Méreni zmén teplot tani komplexd

Desti¢ka byla umisténa do svételného termocykleru s nastavcem 384 SHS. Méfeni teplotnich
stabilit komplexd probihalo pti teplotach 30 az 70 °C. Vysledky jsou zaznamenany v Obr. 4.3a
av Tab. 7 na str. 55.
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3.3.4 Krystalizace proteinu

3.3.4.1 Priprava komplexu methyltransferasy s ligandem

Koncentrace purifikovaného proteinu v obou pufrech (HEPES pufr bez glycerolu
as 10% glycerolem) ¢inila 6,5 mg/ml, coz odpovida molarni koncentraci 120 pM. K roztokiim
methyltransferasy byl pfidan roztok sinefunginu (SIN) o koncentraci 10 mM tak, aby byla
vysledna koncentrace singefunginu ve smési | mM. Takto byly vytvoieny zasobni roztoky
proteinu s ligandem (jeden obsahujici 10% glycerol a druhy bez glycerolu), které byly dale

pouzity ke krystalizaci komplexu methyltransferasy se sinefunginem.

3.3.4.2 Krystalizace metodou visici kapky

Byly pfipraveny krystaliza¢ni roztoky nasledujiciho slozeni: 0,1M citronan sodny, pH 5,6;
5% (w/v) isopropanol a PEG 4000 o koncentraci 13 %, 14 % a 15 % (w/v)®. Na 22mm kryci
sklicka byly vytvofeny 2 sady kapek po dvou kapkach. Prvni sada (protein v pufru s 10%
glycerolem) obsahovala jednu kapku s 2 ul roztoku proteinu se SIN a 2 ul roztoku podminky
a druhou kapku s 1,3 pl roztoku proteinu se SIN a 2,7 pl roztoku podminky. Obdobné byly
vytvoreny kapky i pro druhou sadu, kde byl protein v HEPES pufru bez obsahu glycerolu. Sklicka
byla opatrné piemisténa nad 1ml rezervoar podminky. Krystalizace probihala ve visici kapce

metodou difuse par pfi teploté 20 °C.

3.3.4.3 Optimalizace krystalizace metodou visici kapky s krystalizacnimi jadry

Pro krystalizaci s krystaliza¢nimi jadry metodou tzv. seedingu byly pouzity proteinové sferulity
(viz Obr. 4.4a, str. 56) zpodminky uvedené v piedeslé kapitole 3.3.4.2. Do sterilni
mikrozkumavky s 50 ul roztoku obsahujici 0,1M citronan sodny, pH 5,6; 5% (w/v) isopropanol
a 17% (w/v) PEG 4000 (roztok identicky s krystalizacni podminkou, ve které se vytvofily
krystaly, s koncentraci precipitantu o 10 % vyss§i) byl pfeveden roztok s krystaly zjamky
krystaliza¢ni desticky. Smés byla opakovan¢ vortexovana a promichavana pipetou, aby doslo
k rozbiti krystalti, a nasledné fedéna 10 000% vys$e zminénym roztokem.

Podminka, v niz sferulity vyrostly, byla optimalizovana nasledujicim postupem: byla
vytvorena sada roztoku s riiznymi hodnotami pH soli citronanu sodného a riznymi koncentracemi
precipitantu PEG 4000. Roztoky obsahovaly vzdy 5% (w/v) isopropanol a dale 13%; 15%; 17%
a 19% (w/v) PEG 4000 a 0,1M citronan sodny o pH 5,0; 5,2; 5,4; 5,6; 5,8 a 6,0. Nasledné byla
provedena krystalizace metodou visici kapky se seedingem. Bylo postupovano obdobné jako
v kapitole 3.3.4.2 s tim rozdilem, ze byla vytvofena vzdy pouze jedna kapka od kazdé sady: 2 ul
roztoku proteinu se SIN; 1,75 ul podminky a 0,25 ul 10 000x fedéného roztoku pro seeding.
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3.3.4.4 Krystalizace metodou sedici kapky

Do krystalizacnich desti¢ek, ve kterych byly rozpipetovany po 70 ul komercni krystalizacni
roztoky, byl pomoci mikropipetovaciho robota Mosquito nanesen komplex methyltransferasy se
singefunginem. Ke 200 nl komplexu proteinu — v pufru HEPES s 10% glycerolem nebo bez
glycerolu — se sinefunginem bylo ptidano 200 nl krystaliza¢niho roztoku. Krystalizace probihala
v sedici kapce metodou difuse par pfi teplote¢ 20 °C. Aby nedochdzelo k uniku par, a aby bylo
mozné sledovat naristajici krystaly svételnym mikroskopem Olympus SZX10, byly desticky

ptelepeny prihlednou lepici folii.

3.3.4.5 Krystalizace metodou sedici kapky s krystaliza¢nimi jadry

Pro krystalizaci s krystalizacnimi jadry metodou tzv. cross-seedingu byly pouzity krystaly (viz
Obr. 4.4d, str. 58) z podminky 0,2M MgCl,; 0,1M Tris, pH 8,5 a 20% (w/v) PEG 8000. Do sterilni
mikrozkumavky s 50 ul roztoku obsahujici 0,2M MgCly; 0,1M Tris, pH 8,5 a 22% (w/v) PEG
8000 (roztok identicky s krystaliza¢ni podminkou, ve které se vytvorily krystaly, s koncentraci
precipitantu o 10 % vyssi) byl pfeveden roztok s krystaly z jamky krystaliza¢ni desticky. Smés
byla opakované vortexovana s keramickou kuli¢kou a promychavana pipetou, aby doslo k rozbiti
krystalt, a nasledné fedéna 10 000 vyse zminénym pufrem. Roztok pro hetero-cross-seeding byl
vytvofen obdobné jako pro cross-seeding, akorat s krystaly proteinu DENV MTasy (ziskané
od Petry Krafc¢ikové, Ph.D.), které¢ se vytvofily ve stejné podmince, jako proteinové krystaly
WNV MTasy v komplexu se sinefunginem.

Pomoci pipetovaciho robota, obdobné jako v kapitole 3.3.4.4, byly vytvoteny kapky
obsahujici 200 nl proteinu se sinefunginem, 160 nl komerc¢ni krystalizacni podminky a navic 40 nl
10 000x tedéného roztoku pro cross-seeding nebo hetero-cross-seeding. Krystalizace opét

probihala v sedici kapce metodou difuse par pfi teploté 20 °C.

3.3.4.6 Optimalizace krystalizace metodou sedici kapky

V kapce (viz Obr. 4.4d, str. 58), s podminkou obsahujici 0,2M MgCl,; 0,1M Tris, pH 8,5 a 20%
(w/v) PEG 8000, byly pozorovany drobné krystalové jehlice. Podminka byla optimalizovana
nasledujicim postupem: byla vytvofena sada roztokll s rtiznymi hodnotami pH soli (Tris)
a riiznymi koncentracemi precipitantu (PEG 8000). Roztoky obsahovaly vzdy 0,2M MgCl, a dale
15%; 17%; 20% a 22% (w/v) PEG 8000 a 0,1M Tris o pH 8,1; 8,3; 8,5; 8,6; 8,7 a 8,9. Nasledné
byla provedena krystalizace metodou sedici kapky jako v kapitole 3.3.4.4. Ke kazdé podmince
byly vytvoreny dvé kapky: prvni obsahovala pouze 200 nl proteinu se SIN a 200 nl krystaliza¢ni
podminky; druha pak 200 nl proteinu se sinefunginem, 160 nl krystalizacni podminky a navic

40 nl 10 000x fedéného roztoku pro hetero-cross-seeding (viz kap. 3.3.4.5).
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3.3.4.7 Krystalizace metodou sedici kapky s aditivy

Krystaliza¢ni podminka, ve které vyrostly krystalové jehlice — 0,2M MgCly; 0,1M Tris, pH 8,5
a20% (w/v) PEG 8000 — byla rozpipetovana do 96-jamkové krystaliza¢ni desticky po 72 pl
a ke kazdé jamce bylo dale pfidano 8 pl od kazdého krystalizacniho aditiva. Nésledoval stejny
postup jako v kapitole 3.3.4.4 na predeslé strané. Byly vytvofeny dvé kapky: ob& obsahovaly
protein MTasy se SIN spolu s podminkou v poméru 1 : 1. V prvni kapce bylo 200 nl proteinu
s ligandem a 200 nl podminky, v druhé 400 nl MTasy se SIN a stejné mnozstvi podminky.

3.3.4.8 Krystalizace proteinu v CHES pufru metodou sedici kapky

Komplex proteinu WNV MTasa, ktery byl pfeveden z HEPES pufru bez glycerolu do CHES
pufru, byl pfipraven obdobné¢ jako v kapitole 3.3.4. 1, str. 46. Dale bylo postupovano stejné, jako
v kapitole 3.3.4.4, str. 47.

3.3.4.9 Krystalizace metodou visici kapky

Byly pouzity stejné krystaliza¢ni roztoky jako v kapitole 3.3.4.6, str. 47. Nasledné byl pfipraven
roztok proteinu (v pufru s 10% glycerolem) se SIN tak, aby byla vysledna koncentrace SIN
v roztoku 1mM. Na 22mm kryci sklicka byly vytvoreny tii kapky tak, ze prvni obsahovala 1 pul
roztoku proteinu se SIN a 1 pl roztoku podminky; druha kapka 0,7 ul pl roztoku proteinu se SIN
a 1,3 ul roztoku podminky a tieti kapka 0,5 ul roztoku proteinu se SIN a 1,5 ul roztoku podminky.
Sklicka byla opatrn€ pemisténa nad 1ml rezervodr podminky. Krystalizace probihala ve visici

kapce metodou difuse par pfi teploté 20 °C.

3.3.4.10 Krystalizace metodou visici kapky s krystaliza¢nimi jadry

Opét byly pouzity stejné krystalizatni roztoky jako v kapitole 3.3.4.6, str. 47 a dale bylo
postupovano podobné jako v kapitole 3.3.4.9 s tim rozdilem, Ze byly vytvoteny Ctyfi kapky. Prvni
kapka obsahovala 1 pl roztoku proteinu se SIN a 1 pl roztoku podminky; druha kapka pak 1 pl
roztoku proteinu se SIN, 0,5 pl roztoku podminky a 0,5 ul 10 000% fedéného roztoku pro seeding;
treti kapka 1 pl roztoku proteinu se SIN, 1 pl roztoku podminky a 0,5 pl 10 000 fedéného roztoku
pro seeding; a Ctvrta kapka 2 pl roztoku proteinu se SIN, 1,75 pl roztoku podminky a 0,25 pl
10 000x fedéného roztoku pro seeding.

Roztoky pro seeding byly pfipraveny z krystalti dvou podminek (viz Obr. 4.4g, str. 61).
Krystaly z jedné podminky byly pifevedeny do 50 ul pufru o sloZeni 0,2M MgCl, 24% (w/v) PEG
8000 a 0,1M Tris o pH 8,1 a krystaly z druhé podminky do obdobného pufru, ktery obsahoval
0,1M Tris o pH 8,7. Tyto roztok byly poté 10 000x fedény danym pufrem.
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4 VYSLEDKY

4.1 Pfiprava bakterialniho plasmidu pro produkci MTasy WNV

Amplifikace insertu obsahujiciho sekvenci 262-AMK domény** MTasy nestrukturniho proteinu 5
viru zapadonilské horecky (viz. Obr. 4.2a, str. 50) probehla pomoci polymerazové tetézové
reakce. Pouzité oligonukleotidové primery spolu se §t€pnymi misty pro restrikéni endonukleasy
jsou zobrazeny v Obr. 4.l1a. Ovéfeni délky amplifikovaného insertu pomoci agarosové
elektroforesy je zobrazeno v Obr. 4.1b — vpravo. Ziskané produkty PCR reakce byly nakonec
purifikovany pomoci sady QIAquick PCR Purification Kit.

BamHI
Pfimy primer: 5" CAGACGGATCCCGCACTTTAGGTGAGGTTTGG 3°

Xhol stop
Zpétny primer: 5" CATATCTCGAGCTAAACGGCGCGCGTGCCA 3’

Obr. 4.1a Sekvence oligonukleotidovych primeri methyltransferasy NS5 proteinu WNV. Barevné je
zvyraznén stop kodon a $t€pna mista pro restrikéni endonukleasy Bamhl a Xho.

Plasmid pSumo, do kterého mél byt insert vlozen, byl pfipraven transformaci bunék
E. coli DH5a plasmidem pSumo. Po produkci byl plasmid z bakterii izolovan pomoci sady
QIAprep Spin Miniprep Kit. Nasledné probéhlo Stépeni restrikénimi endonukleasami, které bylo
ovéteno opét horizontalni agarosovou elektroforézou — viz Obr. 4.1b — vlevo. Poté byl plasmid
z gelu isolovan sadou QIAquick Gel Extraction Kit a purifikovan obdobné, jako vySe zminény
insert. Dfive purifikovany insert byl ligovan do pSumo plasmidu a vzniklym plasmidem byly
transformovany bakterialni bunky E. coli DH5a. Tato bakterialni smés byla pfevedena na Petriho

misku a ponechana inkubovat.
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Obr 4.1b Vysledky agarosové elektroforesy v pritomnosti ethidium bromidu béhem pripravy
plasmidu s insertem MTasy WNYV. Vlevo: 1% gel agarosové ELFO: draha v obsahuje amplifikovany
plasmid pSumo po Stépeni restrikénimi endonukleasami. Vpravo: 1% gel agarosové ELFO: draha m¢
obsahuje gen pro MTasu NS5 proteinu WNV amplifikovany pomoci PCR. DNA standard je zobrazen
pod pismenem S, jeho hodnoty jsou uvedeny v parech basi (bp) vedle geli.
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Pro 8 vybranych kolonii byla provedena colony PCR a jeji vysledky jsou zaznamenany
v Obr. 4.1c. Pro sekvenaci byly vybrany klony kI, k2 a k7, u kterych byla provedena
minipreparace a izolace DNA. Vzorky byly osekvenovany firmou SEQme a u klont £2 a k7 se

sekvenace 100% shodovala s navrzenou sekvenci MTasy (viz Obr. 4.2a — modie zvyraznéna je
AMK sekvence).
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Obr 4.1c Vysledky agarosové elektroforesy v pritomnosti ethidium bromidu béhem p¥ipravy
plasmidu s insertem MTasy WNV. 1% gel agarosové ELFO: draha k/-k8 zobrazuji PCR produkty
vybranych bakterialnich klont. Sipkou jsou oznaeny plasmidové DNA bakterii, které pravdépodobné
obsahuji kyzeny insert. DNA standard je zobrazen pod pismenem S — jeho hodnoty jsou uvedeny v parech
basi (bp) vedle gelti.

4.2 Produkce a purifikace methytransferasy proteinu NS5 WNV

Pro produkci MTasy WNV byl vybran plasmid klonu 2 (£2), kterym byly transformovany butiky
E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL. Protein kodovany insertem, ktery byl vlozeny do plasmidu,
obsahoval sekvenci MTasy nestrukturniho proteinu 5 viru zapadonilské horecky, poly-
histidinovou kotvu na N-konci a aminokyselinovou sekvenci rozpoznavanou v tercialni struktufe

Ulp1 proteasou — viz Obr. 4.2a.

MSHHHHHHHHGMSDSEVNQEAKPEVEPEVEPETHINLEVSDGSSEIFFKIKKTTPLRRLMEAFAKR
QGKEMDSLRFLYDGIRIQADQTPEDLDMEDND I IEAHREQIGGSRTLGEVWKERLNOMTKEEFTRY
RKEAI IEVDRSAAKHARKEGNVTGGHPVSRGTAKLRWLVERRFLEPVGKVIDLGCGRGGWCYYMAT
QKRVQEVRGY TKGGPGHEEPQLVQSYGWNIVTMKSGVDVFYRPSECCDTLLCDIGESSSSAEVEEH
RTIRVLEMVEDWLHRGPREFCVKVLCPYMPKVIEKMELLQORRYGGGLVRNPLSRNSTHEMYWVSRA
SGNVVHSVNMTSQVLLGRMEKRTWKGPQYEEDVNLGSGTRAV*

Obr. 4.2a Aminokyselinova sekvence otevieného ¢teciho ramce produkované MTasy (43 kDa).
Oranzové je na N-konci zvyraznéna poly-histidinova kotva; rizové vizualizovana sekvence AMK, kterou
v podobe tercialni struktury rozeznava proteasa Ulp1; modre je zvyraznéna MTasa NS5 proteinu viru
zapadonilské horecky (30 kDa).

Nocni kulturou téchto transformovanych bunék byla zaockovana ZY média, ktera byla
inkubovana pti 37 °C do 0,8 hodnot OD600, kdy se teplota snizila na 18 °C. Nasledn¢€ prob¢hla

izolace proteinu z bakterialni kultury pomoci lysy bunék, sonikace a centrifugace. Supernatant po
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centrifugaci byl v prvnim purifikaénim kroku pfecistén pomoci afinitni vsadkové chromatografie
a eluovan pufrem s 300mM obsahem imidazolu. Z eluovaného roztoku byl odebran vzorek pro
analyzu pomoci SDS-ELFO. Roztok byl poté nafedén stejnym objemem pufru s nizkym obsahem
imidazolu (20mM) a dale byla pfidana Ulp1 proteasa. Tento roztok byl pii 4 °C dialysovan proti
dialysa¢nimu puftu.

Po §tépeni a dialyze byla provedena reverzni afinitni chromatografie, pii které doslo
k precisténi purifikované MTasy od §tépené poly-histidinové kotvy a Ulpl proteasy, ktera taky
obsahovala poly-histidinovou kotvu. Z eluovaného roztoku byl vytvofen vzorek pro analyzu
pomoci SDS-ELFO. Proteinovy roztok byl nasledné zakoncentrovan a preveden pomoci gelové
permeacni chromatografie do HEPES pufru s 10% glycerolem (viz Obr. 4.2b a 4.2¢, str. 52) nebo
do HEPES pufiu bez glycerolu (viz Obr. 4.2d na str. 52 a 4.2¢ na str. 53).
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Obr. 4.2b Zaznam pribéhu gelové permeacni chromatografie (HEPES bez glycerolu). Kolona
HiLoad 16/600 Superdex 75 pg; 4 °C; 1 ml/s. Zluta k¥ivka zna¢i konduktivitu o, fialova kiivka zna¢i
absorbanci pfi vinové délce A 260 nm, modra kfivka znaci hodnoty absorbance pfi vinové délce A 280 nm;
Sedé jsou oznaceny jednotlivé eluované frakce. Modre je oznacena oblast frakei, které byly na zakladé
vysledku analyzy SDS-ELFO (Obr. 4.2¢, str. 52) dale pouzity.
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Obr. 4.2¢ Prubéh purifikace MTasy WNYV az do kone¢ného pufru HEPES bez glycerolu:

15% polyakrylamidovy gel elektroforesy v redukénim prostfedi SDS. Draha 5D oznacuje proteinovy
roztok pfed dialysou po afinitni chromatografii, drdha R4 roztok po reversni afinitni chromatografii.
Vzorky B12 az F2 (bez vzorku S — to je proteinovy standard, hodnoty molekulovych hmotnosti jsou
uvedeny vlevo od gelu) tvofi jednotlivé vybrané frakce gelové permeacni chromatografie podle Obr. 4.2b.
na str. 51 Sipkou je ozna¢ena pozice produkované methyltransferasy.
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Obr. 4.2d Zaznam pribéhu gelové permeacni chromatografie (HEPES s 10% glycerolem). Kolona
HiLoad 16/600 Superdex 75 pg; 4 °C; 1 ml/s. Zluta k¥ivka zna&i konduktivitu o, fialova k¥ivka zna&i
absorbanci pii vinové délce A 260 nm, modra kiivka znaci hodnoty absorbance pii vinové délce A 280 nm;
Sed¢ jsou oznaceny jednotlivé eluované frakce. Modre je oznacena oblast frakci, které byly na zékladé
vysledku analyzy SDS-ELFO (Obr. 4.2¢, str. 53) dale pouzity.

-52 -



4 VYSLEDKY | 4.2 Produkce a purifikace methytransferasy proteinu NS5 WNV

kDa bD RA S C1 C8 D3 D5 D7 D9 F3

250
130
100

70

e

35 -

- S D R

25

15

10

Obr. 4.2¢ Pribéh purifikace MTasy WNYV azZ do konecného pufru HEPES s 10% glycerolem:
15% polyakrylamidovy gel elektroforesy v redukénim prosttedi SDS. Draha 5D oznacuje proteinovy
roztok pfed dialysou po afinitni chromatografii, draha R4 roztok po reversni afinitni chromatografii.
Draha S obsahuje proteinovy standard (hodnoty molekulovych hmotnosti jsou uvedeny vlevo od gelu).
Vzorky C1 az F3 tvoii jednotlivé vybrané frakce gelové permeacni chromatografie podle Obr. 4.2d

na str. 52. Sipkou je oznagena pozice produkované methyltransferasy.

K dalsim pokustim s MTasou byly pouzity frakce D2 az D8 proteinu jak v HEPES pufru
bez glycerolu (viz Obr. 4.2¢c, str. 52) tak v HEPES pufru s 10% glycerolem (viz Obr. 4.2e).
Vsechny pozdé&jsi frakce byly pravdépodobné kontaminovéany zbytkovou Ulpl proteasou (pés
v oblasti molekulové hmotnosti mezi 15 a 25 kDa). Oba roztoky byly koncentrovany na chlazené
centrifuze do finalni koncentrace 6,5 mg/ml (€250 (MTasy) = 1,78 M'-cm™).

Cést proteinu MTasy byla pozdgji prevedena z HEPES pufru bez glycerolu do CHES
pufru pomoci kolony HiTrap 5Sml Desalting. Chromatograficky zdznam je v Obr. 4.2, str. 54. Pro
dalsi experimenty byly pouzity frakce A3 az A7. Protein byl koncentrovan na finalni koncentraci

8,3 mg/ml.
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Obr. 4.2f Chromatogram prubéhu vymény pufru u WNV MTasy. Kolona HiTrap 5ml Desalting,
4 °C: 2 ml/s. Zluta k¥ivka znaéi konduktivitu o, fialova k¥ivka znag¢i absorbanci pti vinové délce A

260 nm, modra kivka zna¢i hodnoty absorbance pii vinové délce A 280 nm; Sed€ jsou oznaceny
jednotlivé eluované frakce. Modfe je oznacena oblast frakei, které byly pozity k dal$im experimentiim.

4.3 Meéreni teplotnich stabilit komplextd methyltransferasy s ligandy

Z ptipraveného proteinu MTasy byly vytvofeny komplexy se tremi riznymi, malymi molekulami:
SAM, SAH a SIN. Od kazdého komplexu byl vytvoten technicky triplikat. Kazdy vzorek
obsahoval 3uM protein, 500uM ligand (malou molekulu) a 1x koncentrovanou proteinovou
barvu SYPRO Orange. Déle byly pfipraveny dva slepé vzorky (SV): v prvnim byla mala
molekula nahrazena stejnym objemem HEPES pufru s 10% glycerolem, ke druhému byl misto
ligandu pfidan roztok DMSO. Teplotni stability komplext i vSech ostatnich vzorkt byly méteny
pfi teplotach 30 az 70 °C (viz Obr. 4.3a, str. 55). Teploty tani vzorkli jsou pak zobrazeny

v tabulce 7 na strané 55.
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Obr. 4.3a Graf teplotnich stabilit MTasy a jejich komplexii. Na ose x je zndzornéna teplota 7' (°C),

na ose y jsou vyneseny zaporné hodnoty prvni derivace relativni intenzity fluorescence (465 — 580 nm)
podle teploty T. Barevné jsou rozliSeny jednotlivé vzorky (viz legenda grafu), které reprezentuji primérné
hodnoty prvni derivace relativnich intenzit fluorescence danych triplikatt.

Tab. 7 Teploty tani vzorki MTasy. Tiy; az Ty; zobrazuji hodnoty teplot pro replikaty vzorku, T znadi
primérnou teplotu tani vzorku a or je smérodatna odchylka teploty. SV je zkratka pro slepé vzorky.

Vzorek Tmi (°C) Tm2 (°C) Twms3 (°C) Ty % o7 (°C)
SV pufr 46,66 46,97 46,35 46,66 + 0,25
SV DMSO 45,72 45,72 46,04 45,82 +£0,15
SAH 46,97 46,97 46,97 46,97 £ 0,00
SAM 48,85 49,16 49,16 49,05+0,15
SIN 50,10 50,10 50,10 50,10 + 0,00

4.4 Krystalizace proteinového komplexu WNV MTasy s inhibitorem

Krystalizace proteinu WNV MTasy v komplexu se SIN probihala nejprve metodou difuse par
ve visici kapce®® (viz kap. 3.3.4.2, str. 46). Krystaly v podobé& sferulitii (viz Obr. 4.4a, str. 56) se
objevily béhem dvou dnt v krystaliza¢ni podmince, ktera obsahovala 0,1M citronan sodny,
pH 5,6; 5% (w/v) isopropanol a 15% (w/v) PEG 4000 a krystaliza¢ni podminku s proteinem
v poméru 1 : 1. Sferulity vS§ak neni mozné podrobit difrakénimu experimentu, a proto bylo nutné

krystalizani podminku optimalizovat.
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Obr. 4.4a Proteinové sferulity v podmince 0,1M citronan sodny, pH 5,6; 5% (w/v) isopropanol a 15%

(w/v) PEG 4000. Celkovy objem 2 pl tvofil proteinovy komplex (protein + SIN) s podminkou v poméru
1 : 1. A) Fotografie ze svételného mikroskopu, zvétSeni 7x; B) a C) snimky z UV mikroskopu, zvétSeni

5%; C) UV-snimek dokazujici pfitomnost proteinu.

Sferulity byly pouzity jako krystalizacni jadra (pro seeding) b&hem optimalizace
krystalizace. Béhem ni byla pfipravena fada roztokt se slozenim: 5% (w/v) isopropanol a dale
13%; 15%; 17% a 19% (w/v) PEG 4000 a 0,1M citronan sodny o pH 5,0; 5,2; 5,4; 5,6; 5,8 a 6,0.
Kapky, ve kterych probihala krystalizace, obsahovaly 2 pul roztoku proteinu (v HEPES pufru bez
glycerolu nebo s 10% glycerolem) se SIN; 1,75 pl podminky a 0,25 pl 10 000x fedéného roztoku
pro seeding (viz kap. 3.3.4.3, str. 46). Po dvou dnech vznikly ve vSech krystaliza¢nich vzorcich

opét sferulity (Obr. 4.4b). Postupem Casu nebyly zaznamenany dalsi zmeény.

Obr. 4.4b Proteinové sferulity v podmince 0,1M citronan sodny, pH 6,0; 5% (w/v) isopropanol a 13%
(w/v) PEG 4000. Celkovy objem 2 pl tvofil proteinovy komplex (protein + SIN) s podminkou v poméru
1 : 1. ZvétSeni snimkd je 8x. Snimky A) a B) obsahuji protein v HEPES pufru bez glycerolu, snimky C)
a D) protein v HEPES pufru s 10% glycerolem. C) a D): UV-snimek dokazujici pfitomnost proteinu.
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Protoze doslo pfi optimalizaci opé€t ke vzniku neméftitelnych krystalovych sferuliti, bylo
nutné otestovat i jiné krystaliza¢ni podminky. Proto byl protein MTasy (jak v HEPES pufru bez
glycerolu, tak s 10% glycerolem) spolu se sinefunginem (1mM) rozpipetovan do fady nejriznéjsi
komer¢nich krystalizacnich roztokd v poméru 1 : 1 s krystalizaéni podminkou.

Po tydnu se objevila fada proteinovych utvart: v kapce MTasy v HEPES pufru
s 10% glycerolem, obsahujici v podmince 1M sulfat amonny a 0,1M acetat sodny, pH 5,0, vznikly
spojené proteinové jehlice (viz Obr. 4.4c A, D); v kapce komplexu MTasy v HEPES pufru bez
glycerolu, ktera obsahovala podminku s 0,2M MgCl,; 0,1M HEPES, pH 7,5 a 28% (v/v)
PEG 400, se objevily malé sferulity (viz Obr. 4.4c B, E); a kapce MTasy v HEPES pufru bez
glycerolu, obsahujici podminku s 0,1M fosfatem sodnym, pH 6,5 a 12% (w/v) PEG 8000, se
objevily velké sferulity (viz Obr. 4.4c C, F).

0,1 mm

Obr. 4.4c Proteinové utvary: Celkovy objem 400 nl tvofil proteinovy komplex (protein + SIN)

s podminkou v poméru 1 : 1. ZvétSeni snimki je 10x A) a D) MTasa v HEPES pufru s 10% glycerolem
+ 1mM SIN, podminka: 1M sulfat amonny a 0,1M acetéat sodny, pH 5,0; B) a E) MTasa v HEPES pufru
bez glycerolu + 1mM SIN, podminka: 0,2M MgCl,; 0,1M HEPES, pH 7,5 a 28% (v/v) PEG 400; C) a F)
MTasa v HEPES pufru bez glycerolu + ImM SIN, podminka: 0,1M fosfatem sodnym, pH 6,5 a 12%
(w/v) PEG 8000. Snimky A) az C) jsou foceny pfi viditelném svétle, snimky D) az F) pod UV svétlem.

V kapkach s podminkou 0,2M MgCl,; 0,1M Tris, pH 8,5 a 20% (w/v) PEG 8000 vznikly
krystaly jak v kapce, ve které byla MTasa v HEPES pufru bez glycerolu tak s 10% glycerolem
(viz Obr. 4.4d, str 58). Vyloveni vétsiho krystalu (viz Obr. 4.4d B, D) a méreni difrakce provedl
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Mgr. et Mgr. Evzen Boufa, Ph.D. Difrakce vSak byla natolik slaba, ze nebyla moznost naméfit
difrakeni data. Krystaly v kapce, v niz byla MTasa v HEPES pufru bez glycerolu, poslouZily jako

krystaliza¢ni jadra (cross-seed) pro dalsi experiment.

Obr. 4.4d Proteinové krystaly v podmince 0,2M MgCly; 0,1M Tris, pH 8,5 a 20% (w/v) PEG 8000.
Celkovy objem 400 nl tvofil proteinovy komplex (protein + SIN) s podminkou v poméru 1 : 1. ZvétSeni
snimkd je 10x. A) a C) MTasa v HEPES pufru bez glycerolu + ImM SIN: tyto krystaly byly dale pouzity
jako krystaliza¢ni jadra pro dalsi experimenty. A) a D) MTasa v HEPES pufru s 10% glycerolem + 1mM
SIN: krystal oznaceny ¢ervenou Sipkou byl vyloven a podroben difrakénimu experimentu. Snimky A)

a B) jsou foceny pfi viditelném svétle, snimky C) az D) pod UV svétlem.

Vzniklé krystaly byly pouzity jako krystaliza¢ni jadra pro dalsi experimenty. Opét byly
pouzity komer¢ni sady krystaliza¢nich podminek. Prvni kapka obsahovala 200 nl proteinu se SIN,
160 nl dané podminky a 40 nl 10 000x fedéného roztoku pro cross-seeding (krystaly WNV
MTasy); druha kapka méla identické sloZeni az na to, Ze bylo pouzito 40 nl 10 000x fedéného
roztoku pro hetero-cross-seeding (krystaly DENV MTasy).

Po dvou dnech se v kapkach zacaly objevovat krystaly soli, na kterych se v n€kterych
ptipadech postupem Casu utvarely proteinové sferulity — viz Obr. 4.4e, str. 59. B¢hem sedmi dnti

narostly vSechny utvary (jak soli, tak proteinové sferulity) do plné velikosti.

- 58 -



4 VYSLEDKY | 4.4 Krystalizace proteinového komplexu WNV MTasy s inhibitorem

Obr. 4.4e Krystaly soli a proteinu. ZvétSeni snimkt 5%. Vzorky A, D, E, F obsahujici krystaliza¢ni
jadra z krystald DENV MTasy (hetero-cross-seeding), vzorky B a C obsahujici krystaliza¢ni jadra

z krystald WNV MTasy (cross-seeding) A) Podminka: 0,2M hydrogenfosforecnan draselny a 20% (w/v)
PEG 3350, B) podminka: 0,2M hydrogenfosforecnan sodny a 20% (w/v) PEG 3350, C) podminka: 0,1M
kyselina citronova, pH 3,5, 1,6M sulfat amonny, vysledné pH 4,0, D) 0,1M Tris, pH 8,5, 8% (w/v) PEG
8000, E) 0,2M octan sodny, 0,1M Tris, pH 8,5, 30% (w/v) PEG 4000, F) 0,8M hydrogenfosfore¢nan
draselny, 0,8M hydrogenfosforecnan sodny, 0,1M HEPES, pH 7,5. Snimky Aa) az Fa): ze svételného
mikroskopu; snimky Ab) az Fb) z UV-mikroskopu.

Podminka obsahujici 0,2M MgCls; 0,1M Tris, pH 8,5 a 20% (w/v) PEG 8000 (viz Obr.
4.4d, str. 58), byla optimalizovana. Byly pfipraveny roztoky obsahujici vzdy 0,2M MgCl; a dale
15%; 17%; 20% a 22% (w/v) PEG 8000 a 0,1M Tris o pH 8,1; 8,3; 8,5; 8,6; 8,7 a 8,9. Jedna kapka
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obsahovala MTasu (v HEPES pufru s 10% glycerolem) se SIN s podminkou v poméru 1: 1.
Druha kapka obsahovala 200 nl proteinu se SIN, 160 nl dané podminky a 40 nl 10 000x fedéného
roztoku pro hetero-seeding (s krystaly DENV MTasy). V né¢kolika podminkach (0,2M MgCl,,
0,1M Tris o pH 8,1 a 8,3 a 17%; 20% a 22% (w/v) PEG 8000) v obou kapkach se po sedmi dnech
objevily drobné krystalové jehlice (viz Obr. 4.4f), jejichz rist jiz dale nebyl pozorovan.

0,1 mm

Obr. 4.4f Proteinové krystaly MTasy v HEPES pufru s 10% glycerolem. ZvétSeni snimkt je 10%.
Vsechny podminky osahovaly vzdy 0,2M MgCl,, 0,1M Tris a PEG 8000. A) az D) kapky obsahuji
krystalizacni jadra z krystalt DENV MTasy (hetero-seeding), E) a F) kapky neobsahuji zadna
krystaliza¢ni jadra. A) Podminka: Tris, pH 8,1; 17% (w/v) PEG 8000. B) Podminka: Tris, pH 8,3; 17%
(w/v) PEG 8000. C) Podminka: Tris, pH 8,1; 22% (w/v) PEG 8000. D) Podminka: Tris, pH 8,3; 22%
(w/v) PEG 8000. E) Podminka: Tris, pH 8,3; 20% (w/v) PEG 8000. F) Podminka: Tris, pH 8,3; 22%
(w/v) PEG 8000. Snimky Aa) az Fa): ze svételného mikroskopu; snimky Ab) az Fb) z UV-mikroskopu.
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Krystaliza¢ni podminka, v niz vyrostly krystaly MTasy — 0,2M MgCl,; 0,1M Tris, pH 8,5
a 20% (w/v) PEG 8000 — byla dale optimalizovana. V 96-jamkové desti¢ce byla do kazdé jamky
ptidana k podmince aditiva. Byly pfipraveny vzdy dvé kapky, pficemz v prvni bylo 200 nl roztoku
proteinu se SIN a 200 nl podminky s ptfidanym aditivem. Druha kapka obsahovala 400 nl daného
proteinového roztoku a stejné mnozstvi podminky s aditivem. Ve vétSin€ podminek vSak doslo
pouze k precipitaci krystalizovaného proteinu; zadné proteinové krystaly nevznikaly.

Déle byl testovan i jiny pufr, ve kterém by WNV MTasa mohla potencialné 1épe
krystalizovat — CHES puftr. Ke 200 nl roztoku proteinu v CHES pufru se SIN bylo pfidano stejné
mnozstvi komeréni krystaliza¢ni podminky. Avsak ani v jedné podmince nebyl pozorovan rlist
proteinovych krystalii; opét dochazelo pouze k precipitaci proteinu.

Dale byla testovana krystalizace dané MTasy se svym ligandem opét metodou visici
kapky. Byla pouzita optimalizace 0,2M MgCl,, dale 15%; 17%; 20% a 22% (w/v) PEG 8000
a 0,1M Tris o pH 8,1; 8,3; 8,5; 8,6; 8,7 a 8,9. Takto byly vytvoreny tfi kapky. Prvni obsahovala
1 ul roztoku proteinu se SIN a 1 pl roztoku podminky; druha kapka 0,7 ul ul roztoku proteinu se
SIN a 1,3 ul roztoku podminky; a tieti kapka 0,5 ul roztoku proteinu se SIN a 1,5 pl roztoku
podminky. Po péti dnech zacaly v roztoku vznikat u nékolika podminek (0,2M MgCl,, 22% (w/v)
PEG 8000 a 0,1M Tris o pH 8,1; 8,5; 8,6; 8,7 a 8,9) drobné proteinové krystaly, které se
zvétsovaly az do sedmého dne; poté se jejich velikost uz nemenila. Nejveétsi proteinové krystaly

v plné velikosti jsou zobrazeny v Obr. 4.4g.

Obr. 4.4g Proteinové krystaly ve visicich kapkach. ZvétSeni 15x a 10x. Snimky proteinovych krystalt
v kapkach: 1 ul MTasy se SIN + 1 pl podminky. A) Podminka: 0,2M MgCl,, 22% (w/v) PEG 8000

a 0,1M Tris o pH 8,7; B) podminka: 0,2M MgCl,, 22% (w/v) PEG 8000 a 0,1M Tris o pH 8,1. Snimky A)
a B) foceny pod svételnym mikroskopem; snimek Ab) je podminka A) focena pod UV mikroskopem.
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Pro optimalizaci krystalizace ve visicich kapkach byla vytvotfena krystalizacni jadra
z krystalt podminky 0,2M MgCl,, 22% (w/v) PEG 8000 a 0,1M Tris o pH 8,1 a pH 8.7.
Podminky obsahovaly 0,2M MgCl, dale 21%; 22%; 23% a 24% (w/v) PEG 8000 a 0,1M Tris
opH 8.,1; 8,3; 8.,5; 8,6; 8,7 a 8,9 Nasledné¢ byly vytvoreny dvé sady kapek (kazda s jinymi
krystaliza¢nimi jadry), které obsahovaly vzdy 4 kapky: prvni obsahovala 1 pl roztoku proteinu se
SIN a 1 pl roztoku podminky; druhd pak 1 pl roztoku proteinu se SIN, 0,5 pl roztoku podminky
a 0,5 pl 10 000% fedéného roztoku pro seeding; treti 1 pul roztoku proteinu se SIN, 1 pl roztoku
podminky a 0,5 pl 10 000% fedéného roztoku pro seeding; a ¢tvrta kapka 2 pl roztoku proteinu se
SIN, 1,75 pl roztoku podminky a 0,25 pl 10 000x fedéného roztoku pro seeding. Ve vSech

kapkach vsech podminek nedoslo ke vzniku krystalti, dochazelo pouze k precipitaci proteinu.
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Modifikace RNA hraji vregulaci bunécné genové exprese velmi vyznamnou roli. Této
skute¢nosti vyuzivaji virové methyltransferasy, které se diky methylaci vlastni RNA na 5’-konci
dokazi maskovat pfed imunitnim systémem hostitele a zaroven iniciovat translaci vlastniho
genomu. Inhibici enzymu MTasy vazbou vysoko-afinitniho inhibitoru do aktivniho mista by se
dala zastavit virova infekce nejen u jednoho viru, ale, vzhledem k vysoké konzervovanosti MTas,
i u vSech dalsich virii tohoto rodu.

Tato diplomové prace se zabyva methytransferasovou doménou NS5, konkrétné u viru
zapadonilské hore¢ky (WNV). Na zakladg vysledki ¢lanku® byly vytvoteny oligonukleotidové
primery. Soucasti amplifikovaného insertu smérem od N-konce byla poly-histidinova kotva,
k zachyceni proteinu béhem purifikace pfi afinitni chromatografii, dale sekvence AMK, kterou
v podobé tercialni struktury rozeznava proteasa Ulpl, a nakonec samotnd 262-AMK dlouha
oblast domény MTasy viru zapadonilské horecky (viz Obr. 4.2a, str. 50).

Po ligaci insertu do pSumo plasmidu byl vytvofen plasmid, jimz byly transformovany
buiiky E. coli DH5a. Tyto buiiky byly po naneseni na Petriho misku s antibiotikem inkubovany
ptes noc pii 37 °C. Béhem této doby narostlo na misce nékolik malo velice malych kolonii, ze
kterych byla nasledné provedena ,,colony PCR®, jejiz vysledek byl ovéfen pomoci horizontalni
agarosové elektroforesy. V gelu agarosové ELFO (Obr. 4.1c¢, str. 50) je patrné, ze vzhledem
k nizké intenzité pruhi, neprodukovaly transformované bakterie prili§ velké mnozstvi plasmidu.
ve které probihal tepelny Sok. Zpétné bylo zjisténo, Ze teplomér ukazoval vyssi teplotu, nez jaka
ve vodni lazni skute¢né byla. Nedokonala transformace mohla zapficinit nizsi rezistenci bakterii
vici antibiotiku a zaroven nizsi produkci plasmidu. Nicméné u dvou (klon k2 a k7) ze tii klont
se sekvenovana nukleotidova sekvence 100% shodovala se sekvenci navrZzenou; proto byl klon
k2 pouzit k produkei proteinu WNV MTasy.

Po prvnim purifikaénim kroku (afinitni vsadkové chromatografii) byl produkovany
protein eluovan elu¢nim pufrem s 300mM imidazolem. Protoze béhem dialysy a Stépeni poly-
histidinové kotvy dochazelo k masivni precipitaci proteinu vlivem vysoké koncentrace imidazolu,
byl eluovany roztok ihned fedén stejnym objemem ekvilibracniho pufru (s 20mM imidazolem).

Po dialyse a §tépeni poly-histidinové kotvy byl roztok proteinu precistén reverzni afinitni
chromatografii, béhem které se na koloné¢ zachytily $t€épné produkty MTasy (obsahujici poly-
histidinovou kotvu) a ptipadn€ dalsi proteiny s histidinovou strukturou (zde i proteasa Ulpl).
Poslednim purifikatnim krokem byla gelovd permeacni chromatografie. Dle chromatografi
(Obr. 4.2b str. 51 a 4.2d str. 52) a polyakrylamidovych geld (Obr. 4.2¢ na str. 52 a Obr. 4.2¢

na str. 53) byly vybrany frakce, které obsahovaly nejméné kontaminovany protein MTasy —
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v ptipadé vzorki D9 u obou geli je vidét, ze vznikd pas mezi molekulovymi hmotnostmi
15 a 25 kDa, ktery odpovida velikosti zbytkové Ulp1 proteasy.

Finalnim krokem bylo zakoncentrovani roztokii MTasy na koncentraci 10 mg/ml. Toho
bohuzel nebylo dosazeno, protoze pii koncentraci zhruba 8 mg/ml zacal protein samovolné
precipitovat. Nejvyssi dosazena koncentrace bez precipitanti Cinila 6,5 mg/ml.

Cést proteinu byla rovnéz prevedena do CHES pufru, aby mohly byt testovany jiné
podminky krystalizace MTasy. V piipad¢ tohoto pufru se podafilo protein zakoncentrovat az

na koncentraci 8,3 mg/ml.

Afinita ligandu k proteinu, respektive k jeho vazebnému mistu, 1ze pomérové odhadnout
mezi riznymi molekulami ligandu pomoci testu posunu teplot tani komplexu®®. Diky diferenéni
skenovaci fluorimetrii lze na zaklad¢€ signalu fluorescence zjistit teploty tani komplext protein-
ligand, které se zvysuji s rostouci afinitou ligandu k vazebnému mistu proteinu. V tomto pokusu
byly méteny komplexy MTasy spolu se svymi pfirozenymi substraty (SAM a SAH) a inhibitorem
(SIN). V grafu na strané 55 (viz Obr. 4.3a) jsou vidét posuny teplot tani jednotlivych komplext
v zavislosti na rozdilnych ligandech. Nejvyssi afinitu k MTase zde vykazuje inhibitor sinefungin

(Tm= 50,1 —viz Tab. 7, str. 55).

Pro strukturni analyzu komplexu protein-ligand WNV MTasy pomoci difrakéniho
experimentu bylo nejprve nutné vytvofit méfitelné proteinové krystaly. Pro optimalizaci
krystalizace byl vytvoren komplex WNV MTasy spolu s inhibitorem SIN. Bylo postupovano
obdobné jako v pfipad¢ krystalizace komplexu WNV MTasy se spolu-purifikovanym substratem
SAH®* nebo pfidanym inhibitorem SIN’°. B€hem dvou dnti se v krystalizaénich kapkéach vytvofily
proteinové sferulity. U téchto utvard vSak neni mozné méfit jejich difrakci, a proto bylo nutné
krystalizaci optimalizovat. Byla vytvorena sada podminek s riznymi koncentracemi precipitantu
a pH soli (viz kap. 3.3.4.3, str. 46). Do krystalizac¢nich kapek byl, kromé roztoku proteinu
s ligandem a podminky, pfidan navic 10 000x fedény roztok krystalizacnich jader, ktery byl
vytvoren ze vzniklych sferuliti (viz Obr. 4.4a, str. 56). V novych krystalizacnich podminkach
v8ak vznikly opét sferulity (Obr. 4.4b, str. 56), a proto bylo nutné otestovat i jiné krystaliza¢ni
podminky.

Pro testovani rtiznych komercnich krystaliza¢nich podminek byly pouzity 96-jamkové
desticky (krystalizace formou sedici kapky) a automatizovany pipetovaci robot, aby bylo mozné
otestovat co nejveétsi mnozstvi podminek. Vznikla cela fada proteinovych Gtvard: drobné sferulity,
velké sferulity, jehlice ve shlucich i osamocené jehlice (viz. Obr. 4.4¢ str. 57 a Obr. 4.4d str. 58).
Pro optimalizaci byly pouzity kapky s jednotlivymi krystaly (Obr. 4.4d str. 58), které

v nasledujicich experimentech slouzily jako krystalizacni jadra. Krystalizacnimi jadry v ptipadé
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hetero-cross-seedingu, byly krystaly DENV MTasy. Krystalizace s cross-seedingem a hetero-
cross-seedingem byly opét testovany na riiznych komerénich krystaliza¢nich podminkach —
vysledkem vSak byly opé€t proteinové sferulity, nebo velké krystaly soli (viz Obr. 4.4e str. 59).

Opét byla vytvotrena sada krystaliza¢nich podminek, tentokrat optimalizovana pro kapky
obsahujici izolované krystaly (Obr. 4.4d str. 58). U kazdé podminky byly testovany dvé kapky:
jedna obsahujici pouze protein se SIN a podminku, druha, kterd navic obsahovala roztok
s krystalizacnimi jadry optimalizované podminky. V tomto pfipadé¢ doslo ke vzniku krystali
viadé podminek (Obr. 4.4f, str. 60). Zadny z krystald vsak stile nebylo mozné podrobit
difrakénimu experimentu.

Pro riast vétsich izolovanych krystalti byla dale testovana aditiva, ktera byla fedéna
s podminkou 0,2M MgCls; 0,1M Tris, pH 8,5 a 20% (w/v) PEG 8000 podle doporuceni vyrobce.
V tomto pripad¢ vSak krystaly nevznikly; v ¢asti podminek doslo pouze k precipitaci proteinu.

Komer¢ni krystalizaéni roztoky (podminky) byly testovany také s proteinem WNV
MTasy v CHES pufru. Vysledkem tohoto experimentu byly opét pouze precipitanty v Casti
testovanych podminek.

DalSim experimentem bylo testovani krystalizace v sadé roztokd optimalizované
podminky ve visicich kapkach. Byly vytvofeny kapky, kde v jedné byl protein s inhibitorem
a podminkou vpoméru 1:1, vdruhé vpoméru 1:2 a ve tfeti 1:3. Vsadé podminek
s koncentraci 22% (w/v) PEG 8000 a v poméru 1 : 1 protein s ligandem ku podmince, vznikaly
krom precipitantl i proteinové krystaly (Obr. 4.4g, str. 61). Byly vytvofeny dvé sady kapek (viz
kap. 3.3.4.10, str. 48) — avSak ani v jedné podmince nedoslo k riistu proteinovych krystalt.

Nepodarilo se najit idealni krystaliza¢ni podminky pro ptipravu krystali proteinovych
komplexti s malymi molekulami, jaké by bylo mozno podrobit difrak¢nimu experimentu.
Vzhledem k tomu, Ze je proteinova krystalizace empiricky, multifaktorovy proces, neni vzdy
snadné najit idealni podminky krystalizace daného proteinu. Roli hraji faktory fyzikalni (teplota,
doba rustu krystalu, gravitace, povrchové napéti kapky...), chemické (pH, typ srazedla ¢i jeho
koncentrace, iontova sila, koncentrace proteinu...) nebo biochemické (¢istota proteinu, ligandy,
stabilita proteinu, historie vzorku...).

Jednim z dalsich experimenti by mohla byt krystalizace v tenké kapilare®. V takovém
ptipadé by se molekuly proteinu pohybovaly kapalinou pievazné difusi. Diky neustalému pohybu
molekul (Browntv pohyb) by doslo k pomalému, predvidatelnému a rovnomérnéj$imu rozptyleni
molekul proteinu z oblasti s vysokou koncentraci proteinu do oblasti s vysokou koncentraci
precipitantu. Timto zplsobem krystalizace by bylo mozné vytvofit krystaly dostatecné pro

difrakéni experiment. Podobné by se dalo vyuzit i agarosovych roztoki a gelti (0,1 — 0,5% (w/v)),
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ve kterych by vlivem vysoké viskozity kapaliny dochdzelo k potlaceni konvekénich pohybt
(napt. vztlakovych sil) a majoritni pohyb molekul by byl zptisoben pouze difusi.

Dalsi moznosti by mohla byt krystalizace pod olejem®. Vyhodou tohoto postupuje je, Ze
olej snizuje nachylnost krystalti k vibracim, které mohou zptisobovat nedostatecny a nepravidelny
rust krystald. Pokud se kapka krystalizacniho roztoku vlozi na rozhrani dvou olejii (s vysokou
a nizkou hustotou) lze tim zabranit spontanni nukleaci, ke které mtize dochazet na kontaktu kapky
s povrchem, a kterd vede ke vzniku velkého mnoZzstvi malych krystald. Pomoci tloustky vrstvy
parafinového a silikonového oleje (v poméru 1 : 1) nad rezervoarem kapky lze také korigovat
rychlost krystalizace a tim i velikost vznikajicich krystala.

Pro zlepseni krystalizace proteinu se v nékterych pripadech pouziva T4 lysozym, ktery
stabilizuje flexibilnich proteinové struktury®. Dobie krystalizujici lysozym se zfuzuje
s pozadovanym proteinem, a to takovym zplsobem, Ze se lysozym bud’ vlozi do smycek proteinu,
anebo na flexibilni konce. Timto zplsobem by byly vytvofeny rizné proteinové konstrukty,

u kterych by byla testovana krystalizace.
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Po uspésné amplifikaci insertu kodujiciho WNV MTasu byl tento insert ligovan do plasmidu.
Ptipraveny plasmid byl ovéfen sekvenaci. Vytvofenym plasmidem byly transformovany
kompetentni bakterialni buiiky, cilovy protein byl vyprodukovan a nasledn¢ i purifikovan. Dale
byly pfipraveny komplexy MTasy s riznymi ligandy, u kterych byly méfeny a porovnavany
teploty tani. Poté byl vytvoren komplex WNV MTasy s malou molekulou (sinefunginem), jehoz
krystaly mély poslouzit k difrakénim experimentiim. Nejlepsi krystaly obsahovaly visici kapky
proteinu se SIN a podminky v poméru 1 : 1 v celkovém objemu 2 pl. Krystalizaéni podminka
obsahovala 0,2M MgCls, 22% (w/v) PEG 8000 a 0,1M Tris o pH 8,7. I ptes veskeré vynalozené
usili nebyly nalezeny idedlni podminky k ziskani krystali vhodnych pro pofizeni difrakénich dat
a nasledné vytvoreni strukturniho modelu komplexu WNV MTasy s malymi molekulami.

Nicméné, v projektu se bude i nadale pokracovat. Vzhledem k tomu, Ze je tento vyzkum
teprve v pocatcich, bude nutné krystalizaci WNV MTasy optimalizovat, aby bylo mozné naméfit
difrakéni data. Poté bude zminénd MTasa kombinovana s nejrizn€jSimi malymi molekulami,
které by mély plsobit inhibicné v aktivnim, SAM/SAH-vazebném misté enzymu. Nejucinnéjsi
z téchto molekul budou dale testovany i na MTasach dalsich flavivird.

Vzhledem k vysoké konzervovanosti nestrukturniho proteinu 5 (obsahujiciho N-
koncovou doménu MTasy) by se dalo ocekavat, ze by tyto malé molekuly jako inhibitory
flavivirovych MTas naSly obrovské uplatnéni na poli mediciny jako Sirokospektra flavivirova

antivirotika.
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