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Abstrakt

Koronavirové methyltransferasy se tcastni modifikace 5'-konce virové RNA. Svou
enzymatickou aktivitou zajiStuji nejen ucinnou translaci virovych proteint, ale také
maskuji vlastni RNA pfed imunitnim systémem hostitele. Tato prace se zamétuje
na methyltransferasy SARS-CoV-2 (methyltransferasovd doména nestrukturniho
proteinu 14, MT14 a nestrukturni protein 16 spolu s jeho kofaktorem — nestrukturni
protein 10, nsp16/10), které ptedstavuji atraktivni cile pro terapeuticky zasah. Cilem této
prace byla strukturni charakterizace koronavirovych methyltransferas v komplexu
s riznymi malymi molekulami. Rekombinantné pfipravené proteiny byly purifikovany
anasledn¢ podrobeny krystalizacnim experimentim. Ziskané krystaly heterodimeru
nspl6/10 v komplexu se sinefunginem byly namafeny do roztoku obsahujiciho
nukleotidovy analog S-adenosyl-L-homocysteinu. Optimalizaci identifikovanych
primarnich krystaliza¢nich podminek MT14 s dvéma riznymi inhibitory byly ziskany
krystaly vhodné pro méteni jejich difrakce a naslednou strukturni analyzu. Ziskana
strukturni data budou slouZzit jako podklad pro navrh novych inhibitord cilicich na

S-adenosyl-L-methionin vazebné misto nsp14.

Klicova slova: methyltransferasa, nspl4, nspl6, koronavirus, SARS-CoV-2,

rekombinantni exprese, krystalizace proteinti






Abstract

Coronaviral methyltransferases participate in the modification of the 5'-end of viral RNA.
Their enzymatic activity not only ensures efficient mRNA translation, but also allows the
virus to escape the recognition of the innate immune system. This work is focused on the
SARS-CoV-2 methyltransferases (the methyltransferase domain of the nonstructural
protein 14, MT14, the nonstructural protein 16 and its cofactor — the nonstructural
protein 10, nsp16/10), which represent attractive molecular targets for therapeutic
intervention. The aim of this work was to structurally characterize the coronaviral
methyltransferases in complex with various small molecules. The recombinantly prepared
proteins were purified and subsequently subjected to crystallization trials. The obtained
crystals of the nspl6/10 heterodimer in complex with sinefungin were soaked in
a solution containing a S-adenosyl-L-homocysteine analogue. Crystals suitable for X-ray
crystallography of MT14 in complex with two different inhibitors were obtained by
optimizing the identified primary crystallization conditions. The aquired structural data
of the MT14 inhibitory complexes will serve as a basis for the design of new small

molecule inhibitors targeting the S-adenosyl-L-methionine binding site.

Keywords: methyltransferase, nspl14, nsp16, coronavirus, SARS-CoV-2, recombinant
expression, protein crystallization
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Seznam pouzitych zkratek

AMK

A

CBC

CIAP

CMTR

COVID-19

DNA

dNTP

dsRNA

E. Coli

elF

GDP

GMP

GTasa

GTP

IFIT

Mda5

MERS-CoV

mRNA

MTasa

aminokyselina
Angstrém, 1 A =10" nm
komplex vazajici mRNA cepicku, z angl. ,,cap binding complex*

teleci stfevni alkalicka fosfatasa, zangl. ,calf intestinal alkaline
phosphatase*

2'-O-methyltransferasa, z angl. ,,cap methyltransferase*
koronavirové onemocnéni 2019

deoxyribonukleova kyselina

2'-deoxynukleosid 5'-trifosfat

dvouretézcova ribonukleova kyselina

Escherichia coli

guanosin difosfat

guanosin monofosfat

guanylyltransferasa

guanosin trifosfat

interferonem indukovany protein s tetratrikopeptidovym opakovanim,
z angl. ,,interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats*

protein 5 asociovany s diferenciaci melanomu, z angl. ,,melanoma
differentiation-associated protein 5%

koronavirus blizkovychodniho respira¢niho syndromu, z angl. ,,Middle
East respiratory syndrome-related coronavirus

medidtorova ribonukleova kyselina, z angl. ,,messenger ribonucleic acid*

methyltransferasa
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MWCO

NiRAN

nsp
0OD600
ORF

PAGE

pb
PCR

PRR

RdRp

RIG-I

RNA

RNA Pol II
RNGTT
RNMT
rpm

RTC

RTPasa
SAH

SAM

mezni hodnota molekulové hmotnosti, z angl. ,,molecular weight cut-off*

nidovirové nukleotidyltransferasa propojend s RdRp, z angl. ,,Nidovirus
RdRp-associated nucleotidyl transferase*

nestrukturni protein, z angl. ,,nonstructural protein‘
opticka denzita pfi vinové délce 600 nm
otevfeny Cteci ramec, z angl. ,,open reading frame*

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu, z angl. ,polyacrylamide gel
electrophoresis®

par bazi
polymerasova fetézova reakce, z angl. ,,polymerase chain reaction*

receptor rozpozndvajici strukturni vzory, z angl. ,pattern recognition
receptor

RNA-dependentni RNA-polymerasa

gen I indukovany kyselinou retinovou, z angl. ,,retinoic acid-inducible
gene [

ribonukleova kyselina, z angl. ,,ribonucleic acid*
RNA polymerasa II

RNA guanylyltransferasa a 5°-fosfatasa

RNA guanin-N7-methyltransferasa

otaCky za minutu, z angl. ,,revolutions per minute*

replikacéné transkripéni komplex, z angl. ,replication-transcription
complex*

RNA trifosfatasa
S-adenosyl-L-homocystein

S-adenosyl-L-methionin



SARS-CoV

SIN

SUMO

TELSAM

Ulp

vWa

+ssRNA
% (v/v)

% (W/v)

13

koronavirus tézkého akutniho respira¢niho syndromu, z angl. ,,Severe
acute respiratory syndrome coronavirus

sinefungin

maly modifikator podobny ubikvitinu, zangl. ,small ubiquitin-like
modifier*

doména sterilniho alfa motivu lidského transkripéniho faktoru ETV6,
z angl. ,,sterile alpha motif domain (SAM) of human Translocation ETS

Leukemia (TEL) protein*

specificka proteasa pro proteiny podobné ubikvitinu, z angl. ,,ubiquitin-
-like-specific protease*

A3 doména Von Willebrandova faktoru, z angl. ,,von Willebrand factor
type A domain*

jednovldknova RNA s pozitivni polaritou, z angl. ,,single strand RNA*
objemové procento

hmotnostné-objemoveé procento
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1 Uvod

Na ptelomu roku 2019 se v ¢inském Wuhanu objevilo nové vysoce nakazlivé onemocnéni
zoonotického ptivodu COVID-19, které se posléze rozsitilo po celém svété. Plivodcem
této pandemie byl koronavirus SARS-CoV-2 (koronavirus tézkého akutniho respiraéniho
syndromu, z angl. ,,Severe Acute Respiratory Syndrome 2°), ktery byl zatazen do celedi
Coronaviridae, konkrétné¢ do rodu Betacoronavirus podcéeledi Coronavirinae.
Po SARS-CoV a MERS-CoV se jednalo o tfeti koronavirus, se kterym se lidstvo potkalo
od zacatku 21. stoleti'.

Pojmem koronaviry se souhrnn€ oznacuji viry spadajici do podceledi
Coronavirinae. Genom koronaviri je tvofen jednovlaknovou RNA s pozitivni
polaritou (+ssRNA). Na svém 5'-konci obsahuje strukturu mRNA cepicky, ktera je
nerozeznatelnd od eukaryotické. Syntézy CepiCky se mimo jiné Uc€astni koronavirové
nestrukturni proteiny (nsp) 14 a 16. Jednd se o methyltransferasy, které svou
enzymatickou aktivitou zajiStuji nejen U¢innou translaci virovych proteint, ale také
maskuji virovou RNA pted imunitnim systémem hostitele?.

Tato diplomova prace se zaméfuje na strukturni a funk¢ni charakterizaci
methyltransferas nsp14 a nsp16 koronaviru SARS-CoV-2. Ugast v syntéze virové mRNA
Cepicky Cini z vyse zminénych proteinil nejen potencionalni cile terapeutického zasahu,
ale také diky jejich vysoké konzervovanosti napiic¢ koronaviry i atraktivni cile pro vyvoj

sirokospektralnich antivirotik>.
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2 Literarni prehled

2.1 Eukaryoticka mRNA cepicka

Na 5'-konci eukaryotickych mRNA se vyskytuje specifickd struktura oznaovana jako
epicka (obr. 1). Tato modifikace byla poprvé objevena u virovych RNA®. Posléze se
zjistilo, Ze vSechny transkripéni produkty RNA polymerasy II (RNA Pol II) obsahuji na
svém 5'-konci strukturu &epicky’. Zaklad &epicky, tzv. &epicka typu 0, je tvoren
N7-methylovanym guanosinem, ktery je ptipojeny neobvyklou 5'-5' trifosfatovou vazbou
k prvnimu transkribovanému nukleotidu RNA. Touto ¢epickou chrdni svou mRNA
napf. niz$i eukaryotni organismy, véetné kvasinek®’. U vyssich eukaryotnich organismii
podléha tato struktura dal§im modifikacim, kdy pfenosem methylové skupiny na ribosu

prvniho a druhého nukleotidu vznika ¢epicka typu 1 a 2 (cit. ®).

BAZE

o

-
o
O—T=0

O==P—0——FRMNA
R, R: |
Cepitka typu 0 -OH -0OH o
Cepicka typu | -OCH:= -0OH
Cepitka typu 2 -0CH: -0CH:

Obr. 1: Schématické znazornéni struktury mRNA ¢epicky typu 0, 1 a 2. Na obrazku je zobrazena
struktura mRNA &epicky, ktera obsahuje N7-methylovany guanosin. Cervené je vyznaena methylova
skupina v poloze N7 guanosinu. R; a R, znaci rzné funkéni skupiny, které se mohou vyskytovat v poloze
2' ribosy v zavislosti na typu mRNA &epicky. Vytvoieno v Chemdraw’.

2.1.1 Syntéza eukaryotické mRNA ¢Eepicky

Cepicka je syntetizovana na nascentni vidkno mRNA o délce kolem 25-30 nukleotidi'.
Prvni dva kroky syntézy Cepicky lidské mRNA jsou katalyzovany bifunkénim enzymem
RNA guanylyltransferasou a 5'-fosfatasou (RNGTT), ktery je navazany na
fosforylovanou C-terminalni doménu RNA Pol II (cit. '), K syntéze &epicky dochazi

kotranskripéné a je zahdjena odStépenim y-fosfitu z pre-mRNA. Preménu
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5'-trifosfatového konce RNA na difosfatovy zajistuje N-koncova trifosfatasovd doména
RNGTT".

Druhy krok, katalyzovany guanylytransferasovou aktivitou C-koncové domény
RNGTT, spoc¢iva v hydrolyze GTP za soucasného vzniku docasného intermediatu
enzym-GMP. Kovalentné navazany GMP (pfes Lys294) je vzapéti pfenesen na 5'-konec
pre-mRNA za vzniku Gppp-pre-mRNA'*13,

Nasledna methylace guanosinu na pozici N7 probiha za tucasti enzymu
RNA-guanin-N7-methyltransferasy (RNMT)!6 a ddva vzniku z4kladni struktufe Gepicky,
cepicee typu 0. Tato struktura chrani mRNA pted degradaci a zaroveit umoznuje u¢innou
translaci mRNA®. V niz$ich eukaryotach, jako jsou napi. kvasinky, piedstavuje tato
methylace posledni krok syntézy cepicky®’.

V pripadé vyssich eukaryotnich organismi, vcetné¢ Cloveéka, je Cepicka typu 0
podrobena dalsim modifikacim. Methylaci 2'-hydroxylové skupiny prvniho nukleotidu
mRNA vznika &epicka typu 1 (cit. °). Pfenos methylové skupiny je zajistovan jadernou
2'-O-methyltransferasou 1 (CMTRI, z angl. ,,cap methyltransferase 1)!”!¥ piicemz
interakce CMTR1 s RNA Pol II naznacuje kotranskripéni pribéh syntézy mRNA
epicky!'®. Na 2'-hydroxylovou skupinu druhého transkribovaného nukleotidu RNA miize
byt nésledn& pienesena jesté dalsi methylova skupina®. Syntézu cepicky typu 2 katalyzuje
2'-O-methyltransferasa 2 (CMTR2, z angl. ,,cap methyltransferase 2°), ktera se na rozdil
od CMTRI1 vyskytuje pfevazné v bunééném cytosolu'®2°,

Methylace koncového guanosinu a prvniho nukleotidu vznikajiccho mRNA
vlakna se odehrava v jadre, zatimco k pfenosu methylové skupiny na 2'-hydroxylovou
skupinu druhého nukleotidu dochazi v cytoplasmé. Dodatecné methylace nukleotidi
zvysuji miru exprese translace?! a zarovei umoznuji imunitnimu systému rozpoznavat
vlastni RNA?,

Sirsi substratova specifita enzymit CMTR1 a CMTR2 umoznuje nidhodné pofadi
methylacnich reakci in vitro, kdy napt. CMTR1 miize methylovat nejen Cepicku typu 0,
ale také prekurzor ¢epicky typu 0 i Eepicku typu 02 (™’ GpppNpNm2opRNA) se stejnou
ucinnosti. Obdobné tomu tak je i v pfipadé CMTR2, kterd mlze prenaSet methylovou
skupinu na &epi¢ku typu 0 a na nemethylovany prekurzor ¢epicky typu 0. U&innost

katalyzy vySe zminénych reakci je viak v porovnani s methylaci ¢epicky typu 1 niz§i®.
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2.1.2 Funkce mRNA ¢epicky

Cepicka hraje zasadni roli v regulaci stability mRNA, zrani a jaderného exportu mRNA
a také zastava dilezitou funkci pii iniciaci translace. Cepi¢ka proptjéuje mRNA vyssi
stabilitu tim, ze fyzicky chrani jeji 5'-konec pred 5'-3'exonukleasami®**,

mRNA cepicka zastava rizné role skrze interakce, které jsou zprostiedkovavany
proteiny, které ji umi rozpoznavat a vazat. Jednd se pfevazn€ o jaderny proteinovy
komplex vazajici mRNA cepicku (CBC, z angl. ,cap binding complex®) a dale
afinitu pro ¢epicku typu 1 nez &epicku typu 0 (cit. 2°).

mRNA cCepicka se také ucastni sestfihu pre-mRNA. Podporuje sestaveni
spliceosomu a vystépeni prvniho intronu prostfednictvim vazby na jaderny CBC?°.
Tento proteinovy komplex se dale ticastni jaderného exportu mRNA, na ktery ma zaroven
stimulaéni efekt?’.

V cytoplasmé¢ interaguje mRNA cCepicka s elF4F, ktery zastava klicovou roli pfi

4

iniciaci translace”. Tato interakce umoznuje asociaci elF4F s 40S ribosomdlni

podjednotkou?®.

2.1.2.1 Funkce mRNA ¢€epi€ky v ramci imunitniho systému

-----

nespecifickému imunitnimu systému rozlisovat vlastni RNA od cizorodé??. mRNA, ktera
na svém 5'-konci neobsahuje standardni eukaryotickou ¢epicku, patii mezi molekularni
vzory asociované s patogeny. Jedna se o strukturni vzory, které jsou rozpoznavany
“)29

receptory PRR (z ang. ,,pattern recognition receptor)”. PRR jsou kategorizovany na

zaklad¢ substratové specifity, funkce a lokalizace. Mohou byt sekretovany, membranoveé
vazany nebo se mohou vyskytovat v cytoplasmé*’.

V bunééném cytosolu jsou rizné strukturni vzorce 5'-konce virové RNA
rozeznavany pievazné RIG-like receptory, konkrétné Mda5 a RIG-1. Oba tyto receptory
obsahuji helikasovou doménu a rozeznavaji dsSRNA (dsRNA vznikd béhem replikace
ssSRNA virl). Zatimco RIG-I interaguje pfevazné s kratkymi fetézci dsSRNA, Mdas
interaguje s dlouhymi fetézci dsRNA3!. RIG-I rozeznava trifosfatovy konec dsRNA
a déle také di- a trifosfatovy konec ssRNA3?33, Mda5 se vyznacuje tim, Ze vaze dsRNA,

ktera na svém 5'-konci obsahuje &epicku typu 0 (cit. *).
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Rozpoznani strukturnich vzorcii vySe zminénymi receptory spousti signalni
kaskadu, ktera indukuje produkci interferonti typu I a nasledné i transkripci genii
stimulovanych interferony, v€etné interferonem indukovanych proteinti s tetratrikopep-
tidovym opakovanim?® (IFIT, z angl. ,,interferon-induced protein with tetratricopeptide
repeats®).

Ackoliv IFIT postradaji enzymovou aktivitu, jsou schopny specificky interagovat
s virovou RNA a v diisledku toho inhibovat replikaci virové RNA-¢, Napt. IFIT1 speci-
ficky vaze svou N-koncovou doménou cepicku typu 0. Naopak svou C-koncovou
doménou se mulze vazat k eukaryotickému iniciaénimu faktoru 3 (elF3), ¢imZ brani
elF2/GTP/Met-tRNA a elF4F, a tedy i iniciaci translace virové RNA3’. IFIT5 naopak
rozeznavd RNA bez ¢epicky?®.

RNA vazebné misto IFIT1 i IFITS je tvofeno pozitivn¢ nabitym zlabkem (obr. 2).
Kladné ndboje umoznuji koordinaci zaporné nabité fosfatové patete RNA. Na konci RNA
vazebného zlabku IFIT1 se vyskytuje navic hydrofobni kavita, do které se mize umistit
mRNA c¢epicka. Aminokyselinové zbytky piitomné uvnitt RNA-vazebného zlabku brani
ucinnému navazani RNA, kterd obsahuje 2'-O-methylované nukleotidy, coz umoznuje

rozliSovéani ¢epicky typu 0 od &epicky typu 1 nebo 2 (cit. *®).

Obr. 2: Prostorova struktura vazebného mista IFITS a IFIT1. A, C, Stuzkové modely interferonem
indukovanych proteint s tetratrikopeptidovym opakovanim jsou zobrazeny zluté (IFITS) a modte (IFIT1).
B, D, Pohled do vazebného mista IFIT5 a IFIT1. Vazebné misto IFIT1 neumoznuje navazani cepicky
typu 1 nebo 2 (fialové kulové plochy znaci pekryv methylovych skupin ¢epicky typu 1 a 2 s povrchovym
modelem vazebné kapsy IFIT1). Vazebné misto IFIT5 je urceno pouze pro 5'-ppp-RNA. Ligandy jsou
zobrazeny ty¢inkovym modelem a barevné jsou odliSeny rtizné atomy (uhlik Sedé¢, kyslik ¢ervené, fosfor
oranzové, dusik modfe). Prevzato®.
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2.2 Koronavirova mRNA ¢epicka

Dulezité role, které zastdiva mRNA Cepicka v translaci proteinil a vrozené imunité, mély
vliv na vyvoj eukaryotickych viri. Cepicka umoznuje virim nejen efektivni syntézu
proteini, ale také chranit svou RNA pifed rozpoznanim imunitnim systémem hostitele.
Jelikoz k syntéze eukaryotické mRNA cepicky dochazi kotranskripéné v bunééném jadre,
viry, které se replikuji v cytoplasmé, si vyvinuly rtizné mechanismy, jak modifikovat
5'-konec své RNA. N¢které viry odtrhavaji mRNA &epicku (tzv. ,.cap snatching®)
z hostitelské RNA3**. Koronaviry naopak ve své genetické informaci nesou geny

kodujici proteiny, které se u¢astni syntézy mRNA &epicky™.

2.2.1 Syntéza koronavirové mRNA ¢Eepicky

RNA genom SARS-CoV-2 je organizovan do n¢kolika otevienych ¢tecich ramct (ORF,
z angl. ,,open reading frame*), z nichZ ORFla a ORF1b tvofi zhruba dvé tfetiny genomu.
Prekryvajici se ¢teci ramce ORFla a ORF1b jsou translatovany hostitelskymi ribosomy
do polyproteinii ppla a pplab. Jejich naslednym proteolytickym Stépenim vznika
16 nestrukturnich proteini (nsp, z angl. ,,nonstructural protein), z nichz se nékteré
Gcastni tvorby replikaéné transkripéniho komplexu*' (RTC, z angl. ,replication-
-transcription complex*, obr. 3). Ustfednim proteinem RTC je bifunkéni nsp12. Nspl2 je
tvofen RNA dependentni RNA polymerasovou doménou (RdRp) a NiRAN doménou,
kterd se vyznacuje guanylyltransferasovou aktivitou***. Soucasti RTC je dale nspl3,
helikasa a trifosfatasa*, nspl4, 3'-5' exonukleasa a N7-methyltransferasa, nspl6,
2'-O-methyltransferasa, nspl0, kofaktor nspl4 a nspl6*, nsp7 a nsp8, kofaktory
nspl2 (cit. *), RNA vazebny nsp9 (cit. ) a pravdépodobné také nukleokapsidovy

protein’®,

Obr. 3: Schématické znazornéni replikacné transkripéniho komplexu SARS-CoV-2. Pevzato

a upraveno™,
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Nascentni virova 5'-ppp-RNA se béhem transkripce vaze do aktivniho mista
NiRAN domény nsp12, do kterého zaroven zasahuji i prvni ¢tyfi aminokyselinové zbytky
N-terminalniho konce nsp9. Po navazéani nove vznikajici virové RNA do aktivniho mista
NiRAN domény, N-termindlni konec nsp9, konkrétné¢ Asnl, napada a-fosfat nascentni
5¢-ppp-RNA za vzniku kovalentniho intermediatu nsp9-pRNA®,

Nsp13 zajistuje hydrolyzu GTP na GDP, ktery se posléze vaze do aktivniho mista
NiRAN domény. B-fosfat GDP napadé fosfatovou skupinu kovalentniho intermediatu,
¢imz dochéazi k uvolnéni prekurzoru &epicky (Gppp-RNA) a regeneraci nsp9 (cit. *%).
mRNA je nasledné¢ methylovana N7-methyltransferasovou doménou nspl4 za vzniku
cepicky typu 0 (cit. *). Posledni krok syntézy virové mRNA c&epicky predstavuje
methylace 2'-hydroxylové skupiny prvniho transkribovaného nukleotidu (obr. 4). Tato
reakce je katalyzovana nsp16, ktery vyuziva nsp10 jako kofaktor”.

Zda se, ze poradi methylac¢nich reakci neni striktné dano. Nsp16 miize vyuzivat

jako substrat také prekurzor ¢epicky 0, aviak s mnohem niz&i Gi¢innosti’'.

Lidska mRBRNA &epicka SARS-CoV-2 mRNA &epicka

pppN-RNA pppN-RNA

RTPasa | RNGTT RTPasa | nsp9
pN

D o D

ppN-RNA -RNA
PP. NTPasa | nsp13
|
ANGTT ﬁ nep12
GDP |
GTP
N-RNA ppN-RNA
SAM PP SAM
|N7-MTasa RNMT lN?-MTasa nsp14
SAH SAH
ppN-RNA ppN-RNA
SAM SAM
IZ’-O MTasa| CMTRH1 |2’-O MTasa | nsp16/nsp10
SAH SAH
pp-m~ N-RNA pp-m~ N-RNA

SAM
jz'-o MTasa| CMTR2
SAH

pp-m= N-m~N-RNA

Obr. 4: Syntéza eukaryotické a koronavirové (SARS-CoV-2) mRNA ¢epicky.
RNGT RNA guanylyltransferasa a 5'-fosfatasa, RNMT— RNA guanin-N7-methyltransferasa,
CMTRI — 2'-O-methyltransferasa 1, CMTR2 — 2'-O-methyltransferasa 2. Vytvofeno v Chemdraw”.
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2.3 SAM-dependentni methyltransferasy

Methyltransferasy (dale jiz MTasy) katalyzuji pfenos methylové skupiny z jedné
slouceniny na druhou. Zdrojem methylové skupiny muze byt napi. S-adenosyl-L-
-methionin (SAM), methylamin nebo methyltetrahydrofolat. VétSina methylaénich reakci
je zprostfedkovavana SAM-dependentnimi MTasami (SAM-MTasami), které¢ vyuzivaji
S-adenosyl-L-methionin jako donor methylové skupiny®>. Ve vSech organismech, véetné
vir®l, je methylace mRNA &epicky katalyzovana SAM-MTasami™>.

SAM-MTasy maji velmi nizkou sekvencni homologii, vyznacuji se vSak
konzervovanou supersekundarni strukturou. SAM-MTasy Ize ¢lenit do nékolika skupin
na zéklad¢ spolecnych strukturnich vlastnosti. VétSina z nich, v€etné vétSiny doposud
strukturné charakterizovanych MTas, které se ucCastni syntézy cCepicky, spada do
skupiny I (cit. °2). Pro tuto skupinu je typicky strukturni prvek podobny Rossmannové
zahybu, tzv.,Rossmann-like” zahyb (obr. 5, str. 24). Sklad4d se ze stfidajicich se
strukturnich motivii B-vlaken (1-7) a o-helixii (Z, A-E), tzv. Pop zahyb’>**, B-vlakna
mezi sebou interaguji skrze vodikové mistky a spolecné tvoii [B-skladany list.
N-terminalni vlakno B1 se obvykle vyskytuje uprostied B-skladaného listu. Potadi
B-vlédken byva 3-2-1-4-5-7-6, ptiCemz vldkno B7 byva v antiparalelnim uspotadani oproti
zbytku. Helixy Z, A a B se nachazeji na jedné stran¢ B-skladaného listu, zatimco helixy
C, D a E se vyskytuji na druhé strané a vytvaii tak strukturu pfipominajici sendvi¢>2.

SAM-vazebné misto se vyskytuje v oblasti N-koncové Casti B-skladaného listu
a je tvoreno smyckami, které se nachdzeji na konci B-vldken 1, 2 a 3. Vazebné misto
substratu se nachazi v C-koncové oblasti B-skladaného listu’2.

Aminokyselinové postranni fetézce zapojené do vazebnych interakci SAM jsou
napii¢ SAM-MTas malo konzervované. I ptesto, ze MTasy vazou SAM do stejné oblasti
B-skladaného listu a kofaktor zaujima podobnou vazebnou konformaci®, jejich vazebné
interakce se zna¢né 1i§i>2. SAM-MTasy skupiny I v§ak sdili dva konzervované vazebné
motivy. Mezi B-vlaknem 1 a a-helixem A se vyskytuje oblast bohat4 na glycin. Smycka
smotivem GxGxG interaguje s aminokyselinovou c¢asti SAM. V oblasti mezi
B-vlaknem 2 a a-helixem B se nachdzi kysely aminokyselinovy zbytek (Glu/Asp), ktery

interaguje s hydroxylovymi skupinami ribosy skrze vodikové miistky>>,
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Obr. 5: Schématické znazornéni ,,Rossmann-like* zahybu SAM-dependentnich methyltransferas.
,,Rossmann like* zahyb se sklada ze stfidajicich se strukturnich motivl f-vlaken (1-7, v poradi 3-2-1-4-
-5-7-6) a a-helixti (Z, A-E). B-vlakna jsou zndzornéna Cervenymi Sipkami, zIuté obdélniky reprezentuji
jednotlivé a-helixy. Modré obdélniky znazoriiuji vazebna mista kofaktoru SAM a substratu. Prevzato
a upraveno™,

\_/

2.3.1 Koronavirové methyltransferasy

Genom SARS-CoV-2 je na svém 5'-konci chranén mRNA ¢Eepickou. Methylace ¢epicky
je katalyzovana nspl4 a nspl6. Nspl4 methyluje N7-guanosin za vzniku struktury
epicky 0 (cit. *°). Hydroxylova skupina v poloze 2' prvniho transkribovaného nukleotidu
je methylovana nsp16 za vzniku struktury epicky typu 1 (cit. °°). Ob& methyltransferasy
vyuzivaji SAM jako donor methylové skupiny. S-adenosyl-L-homocystein (SAH) tvofi

vedlejsi produkt methylaéni reakce?.

2.3.1.1 Nestrukturni protein 14

Nspl4 je modularni protein, ktery zastava dulezitou roli béhem syntézy a transkripce
virové RNA. Je tvofen N-terminalni doménou, vyznacujici se 3'-5' exoribonukleasovou
aktivitou®’, a C-koncovou methyltransferasovou doménou*’. Ob& domény jsou propojeny
pantovou oblasti (tzv. ,,hinge region®), tvofenou flexibilni smyckou a tfemi malymi
B-vlakny (16-18), které jsou zaroven soucasti MTasové domény. Flexibilni pantova
oblast je konzervovana napii¢ Coronavirinae a umoznuje laterdlni a rotacni pohyby
C-terminalni domény vii¢i N-terminélni doméng>®

Koronaviry se vyznacuji neobvykle velkymi RNA genomy (~30 kb). Piesnost
(tzv. fidelita) replikace koronavirG se pohybuje v rozmezi 10°-107 (v porovnani
s ostatnimi RNA viry o nékolik ¥adu presnéjsi)*®. Nizkd muta¢ni rychlost je piipisovana
opravné (tzv. ,,proofreading) aktivit¢ exonukleasové domény nspl4, ktera umoziuje
enzymu vystépovat nukleotidy (v&etné nukleotidovych analogli, napt. remdesiviru®’),

které byly nespravné zafazeny RdRp>®
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Exonukleasova doména nsp14 asociuje s nspl0 v poméru 1 : 1 za vzniku hetero-
komplexu®®. Jeji enzymovéa aktivita je vyrazné zvySena v pfitomnosti nspl0 jako
kofaktoru. Nsp10 viak nema Zadny vliv na methyltransferasovou aktivitu nsp14 (cit. ).

Vzhledem k vysoké mife konzervovanosti nspl4 napii¢ koronaviry, nspl4

predstavuje atraktivni cil pro vyvoj Sirokospektralnich antivirotik>.

2.3.1.1.1 Methyltransferasova doména nsp14

MTasova doména nspl4 se nevyznacuje typickym ,,Rossmann-like zdhybem, ktery je
bézné pozorovan u MTas tcastnicich se tvorby mRNA cepicky. MTasova doména nsp14
je tvotena celkem 12 B-vldkny a 5 a-helixy (obr. 6, str. 26). Centralni B-skladany list se
sklada z 5 B-vlaken (12, 11, 14, 15 a 22, ktery je v antiparalelnim uspofaddani) namisto 7,
které jsou typicky pozorovany u MTas skupiny I. Struktura se zdroven vyznacuje absenci
B-a-P uspotradani. B-skladany list je z jedné strany obklopen a-helixem 7 a z druhé strany
ttemi dlouhymi smyckami, které navic obsahuji dva malé a-helixy (a8 a n3). Atypicka
inzerce antiparalelniho B-sklddaného listu (16—18) je soucasti pantové oblasti a je
uspofadana kolmo vici centrdlnimu B-skladanému listu. Vazebné misto substratu,
prekurzoru Cepicky typu 0, je tvoieno pantovou oblasti (N-terminalni smycka tvofena
aminokyselinami 288-300 a B-vlakna 16-18) a C-termindlnim koncem MTasové
domény (09—-10, B20-22). Vazebné misto je zaroven stabilizovano koordinovanym
zine¢natym iontem, ktery vytvaii strukturu zinkového prstu$:6%-61,

Lokalni hydrofobni prostiedi je stabilizovdno a-helixem 10. Tato modifikace
C-terminalniho konce byla jiz pozorovana u nékterych SAM-MTas, které vazou nukleové
kyseliny®!. Katalyza pienosu methylové skupiny z SAM na RNA substrat je
zprostiedkovana skrze DxGxPxG/A SAM-vazebny motiv, kde x ptedstavuje jakoukoliv
aminokyselinu®.

Methyltransferasova doména nsp14 se 1i8i od jinych virovych MTas tim, Ze jeji

aktivita je siln& z4visl4 na pfitomnosti exonukleasové domény®.
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Obr. 6: Strukturni model a schématické znazornéni topologie methyltranferasové domény nsp14.
a, Stuzkovy model N7-MTasové domény nsp14. Jednotlivé sekundarni struktury jsou vyznaceny riznymi
barvami. Smy¢ky jsou znazornény zeleng, B-vlakna rizoveé, oranzoveé, zluté, zelené, modie, Cervené

a lososové. a-helixy jsou zobrazeny Sed¢ a lososové. b, Topologie N7-MTasové domény nsp14. f-vlakna
jsou reprezentovany trojuhelniky a o-helixy kruhy. Barevné rozliSeni sekundarnich struktur odpovida
stuzkovému modelu. P¥evzato a upravenos.

2.3.1.2 Nestrukturni protein 16

Methylace 2'-hydroxylové skupiny prvniho transkribovaného nukleotidu, posledni krok
syntézy virové mRNA cepicky, je zajiStovana koronavirovym nspl6. Nspl6 vytvaii
heterodimerni proteinovy komplex spolu s nsplO. Pfitomnost nspl0 aktivuje
methyltransferasovou aktivitu nsp16°’. Oba tyto nsp jsou vysoce konzervované napfic
koronaviry®*.

NsplO je tvofen dvéma antiparalelnimi B-vldkny, které jsou z jedné strany
obklopeny smy¢kou a z druhé strany 6 helixy a smyckami, které se vyznacuji ptitomnosti
dvou zinkovych prsti (obr. 7a, str. 27). Kladné nabity a hydrofobni povrch nspl10
interaguje s negativné nabitym a hydrofobnim povrchem nspl6, ¢imz dochazi ke
stabilizaci SAM-vazebného mista. Oba nsp spolu déle interaguji skrze rozsahlou sit’
vodikovych miistkd, které jsou &asto zprostiedkovany molekulami vody®+6%6°,

Nspl6 je tvofen celkem 12 o-helixy a 12 f-vldkny. Na rozdil od
methyltransferasové domény nspl4 je katalytické centrum nspl6 tvofeno
,,Rossmann-like* zahybem®*%> (obr. 7b, str. 27). Jedna se o kanonické uspoiadani vlaken
(3-2-1-4-5-7-6), kde B-vlakno 7 se jako jediny vyskytuje v antiparalelni pozici vici
ostatnim. Centralni B-sklddany list SARS-CoV-2 zaujima tvar pismene J* a je obklopen
helixy z obou stran®>%¢, SAM-vazebné misto se vyskytuje v blizkosti p-vlaken 1 a 2
,Rossmann—like* zdhybu. VSechna rezidua, kterd interaguji s SAM bud‘ pfimo, nebo
skrze vodikové mustky zprostfedkovanymi molekulami vody, jsou vysoce konzervované
napii¢ koronaviry®®. Negativné nabita SAM-vazebnd kapsa je tvofena smyckami 71-79,

100-108 a 103—-148. Aminokyseliny Lys46, Aspl130, Lys170 a Glu203 se vyskytuji



27

v blizkosti methylové skupiny SAM a tvofi tzv. kanonickou K-D-K-E katalytickou
tetradu® (obr. 27c). Tato katalyticka tetrada je konzervovana i v piipadé lidské
2'-O-methyltransferasy CMTR1 (cit. *%).

Methylace substratu je zprostifedkovana vySe zminénou katalytickou tetradou
a probihd S, reakénim mechanismem®%°. Katalyza probiha za Gi¢asti bivalentniho iontu,
Mg?* nebo Mn?". Kation viak pravdépodobné neni nezbytny pro katalyzu jako takovou,

ale hraje dulezitou roli v rdmci spravného prostorového usporadani RNA ve vazebném

38,67

misté

Obr. 7: Nsp10 a nsp16 s navazanym S-adenosyl-L-methioninem (SAM). a, Struktura nsp10, ktery
se sklada z 6 a-helixt (Cervené) a dvou B-vlaken (zIuté). Zine¢naté ionty jsou zobrazeny fialove.

b, Kanonicky B-skladany list nsp16 s navazanym ligandem SAM (zndzornén ty¢inkovym modelem).
¢, Pohled do katalytického centra nsp16. Postranni fetézce aminokyselinovych zbytki katalytické

tetrady K-D-K-E jsou zobrazeny ty¢inkovym modelem. Atomy jsou barevné rozliseny (uhlik $ed¢,

kyslik erveng, dusik modie). Pfevzato a upraveno®.

2.3.2 Inhibitory koronavirovych methyltransferas

Nspl4 s nspl6 patii mezi nejvice konzervované proteiny napii¢ koronaviry. Vysoka
sekven¢ni identita téchto proteinii z nich ¢ini zajimavé cilové molekuly pro vyvoj
Sirokospektralnich antivirotik. I pfes to, Ze enzymové aktivity téchto proteint jsou znamé
jiz ne€kolik let, doposud nebyly nalezeny zadné specifické inhibitory koronavirovych
MTas**.

Inhibitory, u kterych bylo prokdzané, ze potlacuji methyltransferasovou aktivitu
nspl14 nebo nspl6, 1ze Clenit do nékolika skupin na zakladé mechanismu uc¢inku. Prvni
skupina je tvofena inhibitory, které se vazou do SAM-vazebného mista. Jedna se vétSinou
o analoga SAM nebo SAH, vedlejsiho produktu methylaéni reakce®®. Do této skupiny
patii napt. sinefungin (SIN), ktery byl poprvé izolovan ze Streptomyces griseolus
a vyznacuje se svymi fungicidnimi G¢inky®. Ve struktufe SIN je kladny naboj na sife

SAM nahrazen aminoskupinou, ktera miize byt za fyziologickych podminek
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protonovana (obr. 8). SIN inhibuje jak nspl4, tak 1 nspl6/nspl0 SARS-CoV,
SARS-CoV-2 (cit. *°) a dale také nspl16/nspl0 MERS-CoV®. Kompetitivni inhibitory
SIN a SAH se bézné¢ vyuzivaji jako standardy pii stanovovani miry inhibice
koronavirovych MTas?®,

Dalsi skupiny inhibitort se odviji od struktury mRNA ¢epicky anebo se vyznacuji
tim, Ze inhibuji protein-proteinové interakce nspl16 a kofaktoru nsp10. Posledni skupina
je tvofena latkami, které byly identifikovdny pomoci bioscreeningovych metod

(tzv. ,,high-throughput screening®) a jejich inhibi¢ni mechanismus neni zndm?®,
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Obr. 8: Struktura S-adenosyl-L-methioninu (SAM), S-adenosyl-L-homocysteinu (SAH)
a sinefunginu (SIN). Upraveno a pievzato”.
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3 Cil prace

mRNA cepicka predstavuje evolucné konzervovanou modifikaci eukaryotické mRNA.
Zastava dilezité role v regulaci genové exprese, zrani a jaderném exportu mRNA, zvySuje
stabilitu RNA a také umoZnuje imunitnimu systému rozpoznavat vlastni RNA
od cizorodé. Viry si z toho divodu vyvinuly rizné mechanismy, jak modifikovat své
genomy. Koronaviry si ve své genetické informaci nesou vlastni enzymovy aparat, ktery
jim umoZnuje syntetizovat vlastni mRNA cepi¢ku, kterd je nerozeznatelna
od eukaryotické. Ucast koronavirovych methyltransferas v syntéze mRNA &epicky
ajejich vysoka konzervovanost napifi¢ koronaviry znich c¢ini atraktivni molekuly
pro vyvoj novych antivirotik a potencionalni cile pro vyvoj Sirokospektralnich antivirotik.
Diplomovéa prace se zabyvala methyltransferasami SARS-CoV-2, konkrétné nspl6

a methyltransferasovou doménou nsp14.

Dil¢i cile diplomové prace predstavovaly:

e Pfiprava expresniho plasmidu pro produkci rekombinantni methyltransferasove
domény nsp14 (dale jiz MT14).

e Bakteridlni exprese a ndsledna purifikace samostatné MT14, fazniho proteinu
TELSAM-MT14, nsp16 a jeho kofaktoru nsp10.

o Identifikace pocatecnich krystalizacnich podminek komplextit MT14, TELSAM-
-MT14 a nsp16/10 s riznymi ligandy a jejich ndslednd optimalizace.

e Krystalizace inhibi¢nich komplextit MT14, TELSAM-MT14, nsp16/nsp10.

e Rentgenostrukturni  analyza  inhibi¢nich  komplexi  koronavirovych

methyltransferas.
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4 Material a pristroje

4.1 Chemikalie

agarosa SERVA, DE
akrylamid Carl Roth, DE
ampicilin Carl Roth, DE

-merkaptoethanol Sigma-Aldrich, USA
bisakrylamid Carl Roth, DE

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

citronan sodny dihydrat
Coomassie Brilliant Blue G 250
dihydrogenfosforecnan draselny Penta, CR
dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, USA
dodecylsiran sodny (SDS) Carl Roth, DE
ethanol Penta, CR

ethidium bromid Carl Roth, DE

ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)
glukosa

glycerol

glycin
hydrogenfosfore¢nan sodny
chlorid hotecnaty

chlorid sodny

chlorid zine¢naty

imidazol

kvasni¢ny extrakt

kyselina chlorovodikova

kyselina octova

kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova (MES)

laktosa

LB agar

N,N,N'’N'-tetramethylethylendiamin (TEMED)

peroxodisiran amonny

polyethylenglykol (PEG)

Carl Roth, DE
Penta, CR
Lach-Ner, CR

Sigma-Aldrich, USA

Penta, CR
Penta, CR
Penta, CR
Penta, CR

Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth, DE
Penta, CR
Penta, CR

Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth, DE
P-Lab, CR

Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth, DE

Sigma-Aldrich, USA
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siran amonny Carl Roth, DE

siran hofecCnaty Penta, CR
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Sigma-Aldrich, USA
trypton Carl Roth, DE

4.2 Pufry a roztoky

liga¢ni pufr T4 DNA Ligase Reaction Buffer (10x%) NEB, USA

nanaseci pufr pro DNA elektroforézu DNA Loading  Thermo Fisher Scientific, USA
Dye (6x)

restrikéni pufr FastDigest Green Buffer (10x) Thermo Fisher Scientific, USA

elektrodovy pufr pro SDS-PAGE
25mM Tris HCI, pH 8,8; 250mM glycin, 0,1% (w/w) SDS

eluéni pufr

MTI4: 50mM Tris pH 8,0, 300mM NaCl, 300mM imidazol, 5SmM MgSOs,
3mM B-merkaptoethanol, 10% (v/v) glycerol

nspl6 a nspl0: S0mM Tris pH 8,0, 500mM NaCl, 300mM imidazol, SmM MgSOg4,
3mM B-merkaptoethanol, 10% (v/v) glycerol

TELSAM-MTI14: 50mM Tris pH 8,0, 400mM NacCl, 300mM imidazol, 10mM MgSOs,
3mM B-merkaptoethanol, 10pM ZnCl,

LB médium

0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1 % (w/v) trypton, 85 mM NaCl

lyzaéni, ekvilibraéni (afinitni chromatografie) a dialyza¢ni pufr

MTI14: 50mM Tris pH 8,0, 300mM NaCl, 20mM imidazol, 5SmM MgSOs,
3mM B-merkaptoethanol, 10% (v/v) glycerol

nspl6 a nspl0: S0mM Tris pH 8,0, 500mM NaCl, 20mM imidazol, SmM MgSOs,
3mM B-merkaptoethanol, 10% (v/v) glycerol

TELSAM-MTI14: 50mM Tris pH 8,0, 400mM NaCl, 20mM imidazol, 10mM MgSOs,,
3mM B-merkaptoethanol, 10uM ZnCl»
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mobilni faze pro gelovou chromatografii
MTI4, nspl6/10: 10mM Tris, pH 7,4, 150mM NaCl, ImM TCEP, 5% (v/v) glycerol
TELSAM-MTI14: 20mM Tris, pH 8,5, 200mM KCI, 2mM TCEP

promyvaci pufr

MTI14: 50mM Tris pH 8,0, IM NaCl, 20mM imidazol, 5mM MgSOs,
3mM B-merkaptoethanol, 10% (v/v) glycerol

nspl6 a nspl0: 50mM Tris pH 8,0, IM NaCl, 20mM imidazol, SmM MgSOs,
3mM B-merkaptoethanol, 10% (v/v) glycerol

TELSAM-MTI14: 50mM Tris pH 8,0, IM NaCl, 20mM imidazol, 10mM MgSOs,
3mM B-merkaptoethanol, 10uM ZnCl,

TAE pufr
40mM Tris, 20mM kyselina octovd, ImM EDTA pH 8,0

vzorkovy pufr pro SDS-PAGE (6x%)
350mM Tris-HCl, pH 6,8, 6% (v/v) P-merkaptoethanol, 30% (v/v) glycerol,
10% (w/v) SDS, 0,012% (v/v) bromfenolova modi

vyvolavaci roztok pro detekci proteinti v polyakrylamidovém gelu

0,05% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G 250, 50% (v/v) methanol, 10% kyselina octova

ZY médium
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>PO4, 50mM Na,HPO4

1000x koncentrovany roztok ampicilinu (AMP)
100 mg/ml AMP (rozpusténo ve vode), 50% (v/v) ethanol
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4.3 Ligandy

SAM (rozpusténo ve vode)
SAH (rozpusténo ve vode)
SIN (rozpusténo ve vodg)

Inhibitory TO507, TO951, TO993 (rozpustény
v DMSO, struktury jsou zobrazeny na obr. 9)

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Ing. Tomas Otava, UOCHB AV
CR v.v.i

Obr. 9: Struktura ligandi TO507, TO951, TO993.

4.4 Biologicky a geneticky material

endonukleasa BamHI

endonukleasa Not!

Escherichia coli DH5a

Escherichia coli NiCo21 (DE3)

nukleasa Benzonase

PCRBIO Taq Mix Red (2%)

Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (2x)
plasmid pSUMO

plasmid pSUMO s genem kodujicim nsp10
plasmid pSUMO s genem kodujicim nsp14
plasmid pSUMO s genem kodujicim nsp16

proteasa Ulpl (histidinova kotva na N-konci)

Thermo Fischer Scientific, USA
Thermo Fischer Scientific, USA
Invitrogen, USA

New England BioLabs, USA
Sigma-Aldrich

PCR Biosystems, UK

Thermo Fischer Scientific, USA
Addgene, USA

pripraveno v laboratori, templat
nspl0 vyroben Invitrogen, USA
pripraveno v laboratori, templat
nspl4 vyroben Invitrogen, USA
pripraveno v laboratori, templat
nspl6 vyroben Invitrogen, USA
pripraveno v laboratori



telect stfevni alkalické fosfatasa (CIAP)
T4 DNA ligasa

Primery
Nspl4 Mtase start
pSUMO seq rev
pSUMO seq fw
T7terminator

wvMT Notl

4.5 Pristroje

aparatura a zdroj pro horizontalni elektroforézu

Consort EV231

aparatura pro SDS elektroforézu Mini-PROTEAN®

Tetra Cell

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
centrifuga 5148 R, rotor FA-45-18-11

FPLC systém AKTA purifier 10

krystaliza¢ni robot CrystalGryphon
krystaliza¢ni robot Dragonfly Crystal
krystaliza¢ni robot Mosquito Crystal
magneticka michacka ARE

mikroskop SZX10

mikroskop UV fluorescenéni Uvex-M
rentgenova difrakéni stanice MicroMaxTM-007
rotacni tfepacka Incubating Mini Shaker
rotacni tiepacka s inkubatorem Innova 44
sonikator Q700

spektrofotometr BioPhotometer plus

spektrofotometr Nanodrop ND-1000
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Thermo Fischer Scientific, USA
Invitrogen, USA

5’ -CAGACGGATCCATGGTTGATTGGACCATCGAGTAT-3’
5’ -CAGCGGTGGCAGCAGCC-3’

5’ -GGCTGATGGAAGCGTTCGC-3"

5" -GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3'

5’ -CATATGCGGCCGCTTATTGCAGACGCGTAAAGGTGTTC-3"

Carl Roth, DE

Bio-Rad, USA

Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Eppendorf, Nemecko

GE Healthcare Life Sciences, UK
Art Robbins Instruments, USA
SPT Labtech, UK

SPT Labtech, UK

VELP, IT

Olympus, JP

JANSI, USA

HF Rigaku, US4

VWR, CR

New Brunswick Scient., USA
QOSonica, USA

Eppendorf, Némecko

Thermo Fischer Scientific, USA
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termocyklér Tprofessional TRIO

termostat IPP 400

UV zobrazovaci systém Quantum ST4-1100
valcova michacka TubeRoller R3005

vodni lazen JB Aqua 2 Plus

vortex Genie 2

4.6 Ostatni material

dialyza¢ni membrana Spectra/Por 1 6-8 kD MWCO
gel na SDS elektroforézu
homogenizator dle Dounceho

chromatograficky nosic¢

kolona HiLoad 16/600 Superdex 75 pg

komer¢ni kit QIAprep Spin Miniprep Kit
komer¢ni kit QIAquick PCR Purification Kit
koncentrator Macrosep (MWCO 10 000)
krystaliza¢ni desticky Intelli-Plate 96-2 Shallow
Well

krystaliza¢ni sada JCSG -1V

krystaliza¢ni sada Proplex, SG1 Screen

standard molekulovych hmotnosti PageRuler plus
Prestained Protein Ladder, 10-250 kDa

standard molekulovych hmotnosti 1 kb Plus DNA
Ladder

Biometra, DE

Memmert, DE

Vilbert Lourmat, FR
Benchmark Scientific, USA
Grant Instruments, UK

Scientific Industries, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
pripraveno v laboratori
P-Lab, CR

HisPurTM Ni-NTA Resin,
Thermo Fisher Scientific, USA
GE Healthcare, USA

Qiagen, DE

Qiagen, DE

Pall Corporation, USA

ARI (USA)

Qiagen, DE
Molecular Dimensions, USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
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5 Metody

Diplomova prace byla zamétena na methyltransferasy SARS-CoV-2, konkrétné na nsp14,
nspl6 a jeho kofaktor nsp10 (nsp16/10). V ptipadé bifunkéniho nsp14 byla predmétem
zajmu pouze methyltransferasovd doména. Za ucelem strukturni analyzy komplexi
protein-ligand byla provedena exprese a purifikace vySe zminénych proteind.
Rekombinantni proteiny byly nédsledné krystalizovany.

Methyltransferasova doména nspl4 byla podrobena  krystalizaénim
experimentiim ve formé& samostatného proteinu (MT14) a déle také ve formé& proteinu
fizovaného s krystalizaénim chaperonem TELSAM’' (doména sterilniho alfa motivu
lidského transkripéniho faktoru ETV6, z angl. ,sterile alpha motif domain (SAM) of
human Translocation ETS Leukemia (TEL) protein®). Vychozim materidlem pro expresi
nspl6/10 a TELSAM-MT14 byly jiz ptedem pfipravené expresni plasmidy nesouci geny
danych proteinii. Vektory byly navrzené a pfipravené Petrou Kraf¢ikovou, Ph. D.
Experimentalni ¢ast diplomové prace tykajici se samostatné MT14 zahrnovala ptipravu
expresniho vektoru. Na obr. 10 je zndzornén pribeh experimentalni ¢asti této diplomové

prace.

STV
difrak&nich dat

Obr. 10: Schéma experimentalni ¢asti diplomové prace.
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5.1 Priprava expresniho plasmidu pro naslednou expresi MT14

5.1.1 Polymerasova retézova reakce

Polymerasova fetézova reakce (PCR) byla vyuzita za ucelem amplifikace iseku DNA
kédujiciho 239 AMK dlouhou methyltransferasovou doménu nestrukturniho proteinu 14
SARS-CoV-2. Jako vychozi templat slouzil expresni plasmid pSUMO obsahujici plnou
sekvenci koronavirového nspl4. K amplifikaci cilové sekvence byly vyuzZity
oligonukleotidové primery, které byly navrzeny tak, aby obsahovaly sekvence nukleotidti
rozeznavané restrikénimi endonukleasami BamHI a Notl. Koncentrace zadsobnich roztokl
primera byla 10uM. Do tenkosténné mikrozkumavky uréené pro PCR byla piipravena
reak¢éni smés o celkovém objemu 20 ul dle tab. 1. Do smési byl jako posledni napipetovan

2x koncentrovany roztok obsahujici DNA polymerasu, dNTP a chlorid hofe¢naty.

Tab. 1: SloZeni reakéni smési pro PCR

Slozka Objem (ul)
2x Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix 10

DNA templat (50 pg nl)

ptimy primer Nsp14 MTase start (1 pM)
zpétny primer wvMT Notl (1 pM)

— 00

Mikrozkumavka byla nasledné vloZzena do PCR termocykléru, ktery byl predem
predehiat na 95 °C. Amplifikace pozadovaného genu probihala podle kroka v tab. 2.
Teplotni profil PCR reakce byl pfizptisoben teplotdm tani pouzitych primerd. Pro ovéfeni

délky PCR produkti byla provedena horizontdlni agarosova elektroforéza.

Tab. 2: Teplotni program pro PCR

Pocet cyklu Nazev cyklu Teplota (°C) Cas (s)

1 Pocatecni denaturace 98 10

36 Denaturace 98 1
Hybridizace 65 5
Elongace 72 15

1 Finalni elongace 72 60

1 Ukonéeni 18 —
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5.1.2 Horizontalni agarosova elektoroforéza

Gel slozeny z 1% agarosy a 0,01% ethidium bromidu byl vlozen do elektroforetické vany
tak, aby jamky na gelu byly u zaporného polu, a nasledné¢ byl prevrstven TAE pufrem.
Na parafilmu byly smichany 2 ul vzorku amplifikovaného DNA tseku s 1 ul nanaseciho
pufru (DNA gel Loading Dye). Pro kontrolu velikosti PCR produktu byly do jedné jamky
gelu naneseny 2 pl DNA standardu a do druhé 3 pl ptfipraveného vzorku s nanaSecim
pufrem. Agarosova elektroforéza probihala v horizontalnim uspofadani za konstantniho
napéti 300 V po dobu 12 minut. K vizualizaci vysledkt elektroforézy bylo vyuzito

UV zafeni.

5.1.3 Restrikéni stépeni PCR produktu a vektoru pSUMO

PCR produkt byl purifikovan pomoci sady QIAquick PCR Purification Kit’.
Oligonukleotidové primery pouzité pro amplifikaci MT14 obsahovaly nukleotidovou
sekvenci rozezndvanou restrikénimi endonukleasami BamHI a Notl. Cilovy plasmid
pSUMO obsahoval klonovaci misto (tzv. ,,polylinker) a tudiz i stejna restrikéni mista
jako pouzit¢ primery. K 50 pl purifikovaného PCR produktu bylo ptfidano
6 ul 10x koncentrovaného restrikéniho pufru FastDigest Green Buffer, 2 pl sterilni vody
a nakonec 1 pl restrikéni endonukleasy BamHI a 1 pl proteasy Notl. Do dalsi eppendortky
bylo napipetovano 5 pl plasmidu pSumo, 47 ul sterilni vody, 1 ul endonukleasy BamHI,
1 pl endonukleasy Notl a navic jesté¢ 1 ul teleci stfevni alkalické fosfatasy (CIAP,
z angl. ,,calf intestinal alkaline phosphatase®). Reakéni smési byly inkubovany po dobu
jedné hodiny pii 37 °C v termostatu. Produkty $tépeni byly pieciStény pomoci sady
QIAquick PCR Purification Kit’>.

5.1.4 Ligace insertu do vektoru pSUMO

Liga¢ni smés o celkovém objemu 15 pl obsahovala 5 pl stépeného PCR produktu,
3 ul linearizovaného plasmidu pSUMO, 1 pl T4 DNA ligasy, 1,5 pul 10x koncen-
trované¢ho liga¢niho pufru T4 DNA Ligase Reaction Buffer a 4,5 pl sterilni vody.
Soubézné byla ptipravena i kontrolni ligacni smés, kterd obsahovala sterilni vodu namisto

genu kodujiciho MT14. Ligacni smési byly ponechany 1 h pii pokojové teploté.
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5.1.5 Transformace bunék E. Coli DH5a

Transformace kompetentnich bun¢k E. Coli DH5a pfipravenymi vektory byla provedena
metodou teplotniho Soku. K ligaénim smésim bylo ptidano 100 pl kompetentnich bunék
E. Coli DH5a a suspenze byly ponechany 15 minut inkubovat na ledé. Vzorky byly
vloZeny na 45 vtetin do vodni 14zné o teploté 42 °C a vzapéti premistény na led, kde byly
ponechany dal§i 2 minuty. K bakteridlnim suspenzim bylo pfidano 850 pl LB média
a transformované bunky byly inkubovany na rota¢ni tfepacce (220 rpm, 37 °C).
Po hodinové inkubaci bylo za aseptickych podminek rozetieno 200 pl bakterialni
suspenze na LB agarové plotny obsahujici ampicilin (100 ug ml!) jako antibiotikum.
Agarové plotny byly ponechany inkubovat v termostatu v pfevracené poloze pii 37 °C

pres noc.

5.1.6 PCR z kolonii

Do osmi mikrozkumavek bylo napipetovano 20 pl sterilni vody. Do kazdé z nich byla
pomoci sterilni $picky pipety pfenesena ¢ast biomasy jedné zvolené kolonie. Usp&snost
vloZeni inzertu do vektoru byla ovéfena metodou ,.colony PCR*. Reakéni smési
o celkovém objemu 15 pl byly piipraveny dle tab. 3. Koncentrace zasobnich roztoka
primerd byla 10uM. Jako posledni byl do smési piiddn 2x koncentrovany roztok

PCRBIO Taq Mix Red obsahujici Taq DNA polymerasu, dNTP a chlorid hofe¢naty.

Tab. 3: SloZeni reakéni smési pro PCR z kolonii

Slozka Objem (ul)
2x PCRBIO Taq Mix Red 7,5
resuspendovana kolonie 6,5
piimy primer Nsp14 MTase start (1 pM) 0,5
zpétny primer pSUMO seq rev (1 uM) 0,5

PCR mikrozkumavky byly nasledné¢ vlozeny do PCR termocykléru. Jelikoz byl
pouzit jiny zpétny primer, nez jako byl v ptfipadé amplifikace genu pro MT14
(kap. 5.1.1, str. 38), teplotni podminky amplifikace byly upraveny dle tab. 4 (str. 41).
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Tab. 4: Teplotni program pro PCR z kolonii

Pocet cykla Nazev cyklu Teplota (°C) Cas (s)

1 Pocatecni denaturace 95 180

36 Denaturace 95 15
Hybridizace 51 15
Elongace 72 15

1 Finalni elongace 72 60

1 Ukonceni 18 -

Vsech 8 PCR produkti bylo separovano pomoci horizontilni agarosové
elektroforézy a nasledné¢ vizualizovano pod UV svétlem obdobné, jako tomu bylo
v kapitole 5.1.2, str 39. Na zdklad¢é vysledkl z agarosové elektroforézy byly zvolené
3 kolonie a ty byly pfeneseny a resuspendovany v 5 ml LB média obsahujiciho
5 ul 1000x koncentrovaného ampicilinu. Média byla ponechana inkubovat na tfepackach
(220 rpm, 37 °C) pies noc.

Plasmidova DNA byla dalS§iho dne izolovana z bakterialnich bunék pomoci

t73

komer¢ni sady QIAprep SpinMiniprep Kit’> metodou alkalické lyze.

5.1.7 Sekvenace plasmidové DNA

Vzorky byly sekvenovany firmou SEQme Sangerovou metodou. Pro kazdy vzorek byly
piipraveny dveé smési obsahujici bud’to piimy primer pSUmo seq fw nebo zpétny primer

T7terminator (tab. 5).

Tab. 5: SloZeni vzorki pro Sangerovu sekvenaci

Slozka Objem (ul)
plasmid 3,5
sterilni voda 3,0
10uM ptimy nebo zpétny primer 0,5

5.2 Rekombinantni exprese a purifikace koronavirovych
methyltransferas

5.2.1 Transformace bakterialnich bunék expresnimi plasmidy

Nspl6, nspl0, MT14 a TELSAM-MT 14 byly exprimovany v E. coli NiCo21 (DE3).
Kompetentni buiiky byly uchovavany v -80 °C, a proto byly nejprve ponechany rozmrazit
na ledé. Ke kazdému bakteridlnimu alikvotu o pfiblizném objemu 40 ul bylo ptidano

1,5 pl plasmidu nesouci gen pro pfislusny koronavirovy protein. Smés byla nasledné
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drZena na ledu pfiblizné¢ 20 minut. Kompetentni buiiky byly transformovany metodou
teplotniho Soku. Bakterie byly inkubovany ve vodni lazni o teploté¢ 42 °C po dobu
45 vtefin a poté znovu pieneseny na led. Po 2 minutdich bylo ke smési ptiddno
500 pl LB média a bakterialni suspenze byla inkubovana za ttepani (220 rpm, 37 °C) po
dobu 20 min. Bunky byly poté pieneseny do 5 ml LB média obsahujiciho
5 ul 1000x koncentrovaného ampicilinu. Inokula byla ponechdna rlst pfes noc na

ttepackach (220 rpm) pii 37 °C.

5.2.2 Rekombinantni exprese nsp10, nsp16, MT14 a TELSAM-MT14

Kazdé¢ inokulum bylo rozdéleno do dvou Erlenmeyerovych ban¢k obsahujicich 1 litr
autoindukéniho ZY média. Do vSech ban€k bylo napipetovano 500 pl 100mM siranu
zine¢natého a 1 ml 1000x koncentrovaného ampicilinu. Banky byly ndsledné inkubovany
za tfepani (220 rpm, 37 °C). Pribézné byla méfena hodnota optické denzity pii
600 nm (ODeoo). Teplota na tiepackach byla snizena na 15 °C pii dosazeni hodnoty ODeoo
v rozmezi 0,8—1,0. Bakteridlni kultury byly inkubovéany na tfepackach (220 rpm, 15 °C)

pies noc.

5.2.3 Izolace rekombinantnich proteinu z bakterialni kultury

Bakterialni suspenze byly pfevedeny z Erlenmeyerovych ban¢k do kyvet. Supernatant byl
po centrifugaci (6000x g, 4 °C, 6 min; Avanti Centrifuge J-265 XPI, rotor JLA-9.1000)
odstranén a pelety byly ponechany nékolik minut na ledu. K peletdim bylo pfidano
30 ml pfislusSného lyzaéniho pufru a pomoci vortexu byly resuspendovany.
Homogenizace pelet probihala za vyuziti Dounceho homogenizatoru. Builky byly
lyzovéany za stalého chlazeni pomoci sonikatoru (70 Hz, mezi jednosekundovymi pulsy
byla Ctyfsekundova prodleva) po dobu 4 minut. Bunéény lyzat byl pielit do kyvet
a nasledn¢ centrifugovan pii vysSich otackach (30 000x g, 4 °C; Avanti J-301, rotor

JA-30,50 Ti) po dobu 30 minut. V dal§im kroku se pracovalo se supernatantem.

5.2.4 Metaloafinitni chromatografie

Prvni purifikaéni krok byl provadén za vyuziti chromatografické kolonky (plastova
kolonka s fritou) obsahujici zhruba 4 ml aktivované Ni-NTA agarosy. Ni-NTA nosi¢ byl

ekvilibrovan pfislusSnym pufrem a nasledné preveden do zkumavek obsahujicich
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supernatant (viz kapitola 5.2.3, str. 42). Po hodinové inkubaci na valcové michacce
pii 4 °C byly vzorky centrifugovany (1620 rpm, 4 °C; centrifuga Allegra X-15 R,
rotor SX4750A) po dobu 3 minut. Supernatant byl odebran a k peleté (Ni-NTA agarosa
s navazanym proteinem) bylo pfidano pfiblizné¢ 40 ml promyvaciho pufru. Vzorek byl
opatrn¢ promichan a opét centrifugovan za stejnych podminek. Chromatograficky nosi¢
byl promyt celkem tiikrat promyvacim pufrem a posléze jesté tiikrat ekvilibracnim
pufrem. Ni-NTA agarosa byla opatrn¢ resuspendovana v 5 ml ekvilibra¢niho pufru
a nasledné¢ byla pfevedena do chromatografické kolonky. Po odkapani ekvilibraéniho
pufru z kolonky byly proteiny eluovany z chromatografického nosi¢e 10 ml elu¢niho
pufru a jimany do zkumavky. Od kazdého proteinového vzorku bylo odebrano
50 pl pro naslednou analyzu pomoci SDS-PAGE. Eluované roztoky obsahujici nspl0
a nspl6 byly spojeny dohromady.

V ptipadé TELSAM-MT14 se purifikacni protokol mirné lisil. K proteinu byl
krom& Ni-NTA nosice pifidan jest¢ 1 pl nukleasy Benzonase a vzorek byl nasledné
inkubovan na valcové michacce pii 4 °C ptes noc. Nasledné se postupovalo stejné jako
v pfipad¢ ostatnich proteinti. Protein navazany na Ni-NTA agarosu byl nékolikrat promyt

a nasledné eluovan.

5.2.5 Stépeni polyhistidinové kotvy Ulp1 proteasou

Ke kazdému proteinovému roztoku bylo pfidano 50 pl roztoku Ulpl proteasy
o koncentraci 1 mg ml™. Jednotlivé vzorky byly ptevedeny do dialyzaénich membran
(MWCO 6-8 kDa). Vzorky byly dialyzovany proti 2 1 dialyzaéniho pufru pfes noc
za stalého michani pii 4 °C.

Vzorek obsahujici TELSAM-MT14 nebyl dialyzovéan, ale namisto toho byl
centrifugovan (4000 rpm, 4 °C, 2 h). Po dvouhodinové centrifugaci byl vzorek opatrné
prelit do cisté zkumavky tak, aby byl zbaven vzniklého precipititu. Pro naslednou
elektroforetickou analyzu bylo odebrano 50 pl vzorku. TELSAM-MT14 byla nésledné

purifikovana pomoci gelové permeacni chromatografie (kap. 5.2.8, str. 44).

5.2.6 Reverzni metaloafinitni chromatografie

Dalsiho dne byly vzorky (nspl16/10, MT14) pievedeny z dialyzacnich membran
do zkumavek a z kazdého bylo odebrano 50 pl pro naslednou analyzu pomoci

SDS-PAGE.
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Ni-NTA agarosa byla nejprve aktivovana 100mM roztokem chloridu sodného,
nekolikrat promyta deionizovanou vodou a posléze ekvilibrovana lyzacnim pufrem.
Inkubace chromatografického nosice s proteinovymi vzorky probihala obdobné jako
v kapitole 5.2.4, str. 42. Po inkubaci byly vzorky pievedeny do chromatografickych
kolonek s fritou a proteiny byly rovnou jimany do zkumavek. Odebrané vzorky (50 pl)

byly posléze analyzovany pomoci SDS PAGE.

5.2.7 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti SDS
(SDS-PAGE)

Proteinové vzorky odebrané béhem purifikace byly elektroforeticky separovany
za pouziti polyakrylamidového gelu sestavajictho =z 4% zaostfovaci zoOny
(125mM Tris-HCI, 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) peroxodisiran amonny a 15% separa¢ni zony
(375mM  Tris-HCI, 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) peroxodisiran amonny. Vzorky,
které byly nandseny do jamek gelu, byly pfipraveny smichdnim 5 pl proteinového roztoku
s 1 ul 6x koncentrovaného vzorkového pufru. Do jedné z jamek byly naneseny
3 ul proteinového standardu molekulovych hmotnosti. Elektroforeticka analyza probihala
za konstantniho napéti 220 V. Separované proteiny byly vizualizovany obarvenim gelu

vyvolavacim roztokem. Gel byl nésledné odbarven deionizovanou vodou.

5.2.8 Gelova permeacni chromatografie

Proteiny MT14, TELSAM-MT 14 a komplex nsp16/10 byly pted poslednim purifikacnim
krokem zakoncentrovany na objem 5 ml. Koncentratory (MWCO 10 000) obsahujici
proteinové vzorky byly opakované centrifugovany (4000x g, 4 °C). Pro gelovou per-
meacni chromatografii byla zvolena kolona HiLoad 16/600 Superdex 75 pg. Kolona
piipojena na FPLC systém AKTA purifier byla nejprve promyta deionizovanou vodou
a nasledn¢ ekvilibrovana pufrem. SloZeni mobilni fdze pro ekvilibraci a separaci MT14
anspl6/10 bylo totozné. Proteinové vzorky byly pfed nanesenim do Sml smycky
centrifugovany (5000% g, 4 °C, 10 min). Maximalni tlak pfed kolonou byl nastaven
na 0,5 MPa. Separace probihala za konstantniho priitoku 1 ml min~! pfi 8 °C a jeji prib&h
byl monitorovan spektrofotometricky pii 254 a 280 nm. Byly sbirany frakce o objemu
1,5 ml. Elektroforeticka analyza frakci probihala obdobné jako v kapitole 5.2.7.
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5.3 Krystalizace proteint

Purifikované proteiny (kap. 5.2.8, str. 44) byly pteneseny do koncentratoru
(MWCO 10 000) a opakovanym centrifugovanim (4000x g, 4 °C, 15 min) zakoncen-
trovany na vyslednou koncentraci 3,5mg ml' (nspl6/10), 3mg ml! (MT14)
a 4,8 mg ml"! (TELSAM-MT14). Purifikované proteiny byly vyuZity pro pfipravu sedmi
komplexti. V ptipadé proteinového komplexu nsp16/10 a MT14 se jednalo o komplexy
s pfirozenym substratem SAM a inhibitorem SIN. Zbyl¢ dva komplexy byly tvotfeny
TELSAM-MT14 s inhibitory TO951 a TO993.

5.3.1 Priprava a krystalizace komplexu nsp16/10 s riznymi ligandy

Komplex nsp16/10 byl smichan s 10mM vodnym roztokem SIN nebo SAM tak, aby
vyslednd milimolarni koncentrace ligandu byla rovna 1. Pfipravené smési nspl16/10
s riznymi ligandy byly inkubovany na ledu po dobu jedné hodiny.

Pro krystalizaci proteinového komplexu nsp16/10 byly vyuzity komercni sady
krystalizacnich roztokd JCSG I, JCSG II, JCSG III, JCSG IV, Proplex a SG1 Screen.
Do rezervoart krystalizacnich desticek (Intelli-Plate 96-2 Shallow Well) bylo pomoci
pfistroje CrystalGryphon napipetovano 75 pl precipitac¢nich roztokt vySe zminénych
komer¢nich sad.

Krystalizace probihala metodou difuze par v uspofddani sedici kapky pii
teploté 18 °C. Sedici kapky byly rozkapany robotem Mosquito Crystal a vznikly
smichanim 300 nl roztoku proteinu s ligandem a 150 nl krystalizatniho roztoku
z rezervoaru. Krystalizani desticky byly pielepeny prihlednou lepici fo6lii a kontro-

lovany obden pomoci mikroskopu.

5.3.2 Priprava a krystalizace komplexu MT14 s riiznymi ligandy

K roztoku MT14 byl piidan 10mM SIN nebo SAM tak, aby konecna koncentrace ligandu
ve smesi byla ImM. Pripravené roztoky byly posléze ponechany inkubovat jednu hodinu
na ledu.

Pro krystalizaci MT14 byly pouZity stejné sady krystalizacnich roztoki jako
v piipad¢ komplexu nsp16/10. S vyuzitim ptistroje CrystalGryphon bylo do rezervoara
krystaliza¢nich desti¢ek napipetovano 75 pl krystaliza¢nich roztokd.

Krystalizace probihala metodou difuze par v uspotfadani sedici kapky pfi

teploté 18 °C. Na krystaliza¢ni desticky bylo pomoci robota Mosquito Crystal naneseno
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200 nl komplexu MT14 a 200 nl krystalizacniho roztoku z rezervoaru. Prelepené

krystaliza¢ni desticky byly kontrolovany kazdy druhy den pomoci mikroskopu.

5.3.3 Priprava a krystalizace inhibiénich komplextit TELSAM-MT14

K TELSAM-MT14 byl ptidan 1,1 molarni nadbytek roztoku inhibitord TO951 nebo
TO993 (inhibitory byly rozpustény v DMSO). Inhibi¢ni smési byly ponechany inkubovat
po dobu jedné hodiny na ledu.

Byly ptipraveny dvé sady krystalizacnich roztoki. Prvni sada precipitacnich
roztokli obsahovala vzdy 200mM citronan sodny, 12% (w/v) PEG 3500 a dale
100mM Tris o razném pH (6,8-8,8). pH pouzitého Trisu se v kazdém krystaliza¢nim
roztoku lisil o 0,1 jednotek. Druha sada roztokli obsahovala 200mM citronan sodny,
100mM Tris pH 8,5 a rizné koncentrace PEGu 3500. Koncentrace PEGu 3500 se
pohybovala od 12 do 18 % (w/v) a liSila se vZzdy 0 0,5 % (w/v). Precipitacni roztoky byly
pripraveny rovnou do rezervoard (75 pl) krystalizacnich desti¢ek pomoci pfistroje
Dragonfly Crystal.

Krystalizace probihala metodou difuze par v uspofadani sedici kapky pfii
teploté 18 °C. Pomoci robota Mosquito Crystal byly pfipraveny sedici kapky, ve kterych
byly ptipravené komplexy nafedény precipita¢nimi roztoky v poméru 1 : 1. Krystaliza¢ni
desticky byly nasledné pielepeny pruhlednou lepici f6lii a kontrolovany kazdé dva dny
pod mikroskopem.

5.4 Namaceni krystalt

Po ovéteni difrakce jednoho ze ziskanych krystali komplexu nsp16/10 se SIN pomoci
médéné rotacni anody (podminka Proplex B10 o slozeni 0,15M siran amonny, 0,1M MES
pH 6,0, 15% (w/v) PEG 4000) byly zbylé krystaly pouzity pro nasledné namaceni
(tzv. ,,soaking®). Do mikrozkumavky byl pfipraven roztok o slozeni 0,15M siran amonny,
0,1M MES pH 6,0, 20% (w/v) PEG 4000 (o 5 % vyssi koncentrace PEGu 4000 nez
v mate¢ném roztoku). Déle byl do roztoku pfidan inhibitor TO507 tak, aby jeho vysledna
koncentrace v roztoku byla 2mM. Roztok, ve kterém se nachazely krystaly, byl opatrné

odsat a krystaly byly prevrstveny 1 ul pfipraveného roztoku.
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5.5 Sbér a zpracovani difrakénich dat

Krystaly komplexi TELSAM-MT14 s inhibitory byly vyloveny z jamek pomoci
krystalografickych smyc¢ek (Mgr. et Mgr. EvZzen Bouta, Ph. D., Mgr. Katefina Krej¢ova),
pfeneseny do kryoprotektivniho roztoku (20% (v/v) glycerol v matecném roztoku)
azamrazeny v kapalném dusiku. Difrakéni data byla naméfena na synchrotronu
BESSY II. Naméien4 data byla integrovana v programu XDS™. Fizovy problém byl
vyfeSen metodou molekularniho nahrazeni pomoci struktury TELSAM-MT14
s navazanym sinefunginem (7TWO9, cit. ') pomoci programového vybaveni Phaser-MR.
Struktura byla upravena pomoci programu Phenix Refine”” a Coot’®. Zpracovani
namétenych dat a vyfeSeni 3D struktur bylo provedeno RNDr. Martinem Klimou, Ph. D.
Krystalové struktury byly graficky zobrazeny a upraveny v programu PYMOL’.
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6 Vysledky

6.1 Priprava expresniho plasmidu pro produkci MT14

Experimentalni ¢ast byla zahdjena ptipravou produkéniho vektoru nesouciho gen pro

MT14 (obr. 11).

pSUMOseq rev

pSUMO-MT14
6425 bp

T?terminator""";//
pSUMOseq rev pSUMOseq fw
wvMT NotI Nspl4 Mtase start
NotI BamHI

Obr. 11: Schematické znazornéni pripraveného plasmidu pSUMO nesouci gen kédujici
methyltransferasovou doménu nestrukturniho proteinu 14. MT14 oznacuje vloZeny gen pro
methyltransferasovou doménu nsp14. Na obr. jsou znazornéna mista rozeznavana restrikénimi
endonukleasami BamHI a Notl a komplementarni sekvence k pouzitym primerdm. Vytvofeno

v programu Snapgene’.

DNA 1usek kodujici methyltransferasovou doménu nestrukturniho proteinu 14
(MT14) byl amplifikovan polymerasovou fetézovou reakci (kap. 5.1.1, str. 38). Jako
templat slouzil plasmid pSUMO nesouci gen pro nestrukturni protein 14 (nspl4).
Do reak¢ni smési byly pfidany specificky navrzené oligonukleotidy (primery) obsahujici

sekvence rozeznavané restrikénimi endonukleasami BamHI a Notl (obr. 12).

BamHI MT14
PFimy primer 57 -CAGACGGATCCATGGTTGATTGGACCATCGAGTAT-3"
Noti stop kodon MT14

Zpétny primer 5/ ~CATATGCGGCCGCTTATTGCAGACGCGTARAGGTGTTC-3"

Obr.12: Sekvence pfimého primeru (Nsp14 Mtase start) a zpétného primeru (wvMT Notl). Barevné
jsou rozliseny sekvence rozeznavané jednotlivymi endonukleasami a Sipkami jsou oznaceny piislusna
restrikéni mista. Sekvence komplementarni k sekvenci MT14 jsou podtrzeny fialové. Termina¢ni kodon
je rozlisen Cerveng.
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Produkt PCR reakce byl analyzovan pomoci horizontalni agarosové elektroforézy
(kap. 5.1.2, str. 39). Teoretickd velikost amplifikované methyltransferasové domény
je 744 pb. Na agarosovém gelu byl detekovan prouzek, jehoz elektroforeticka pohyblivost
odpovidala ptedpokladané délce PCR produktu (obr. 13).

st MT14
pb
5000 E
-
1500 —|
1000 —]
700 — v D
500 —1 waw

Obr. 13: Amplifikace genu MT14. Za vyuziti plasmidu pSUMO koédujiciho nsp14 jako templat byl
polymerasovou fetézovou reakci pfipraven gen pro MT14. Délka ziskaného PCR produktu byla ovéiena
elektroforeticky s vyuzitim standardu molekulovych hmotnosti (st).

Purifikovany gen pro MT14 a vektor pSUMO byly nasledné §tépeny restrikénimi
endonukleasami BamHI a Notl (kap. 5.1.3, str. 39). Reakéni smés obsahujici plasmid
pSUMO obsahovala navic teleci stievni alkalickou fosfatasu. Odstranéni fosfatu na
5'-konci snizuje pravdépodobnost recirkularizace samotného plasmidu béhem ligace
a naopak podporuje zaligovani inzertu do vektoru.

Za ucelem zbaveni se restrik¢énich endonukleas byly produkty stépeni ptecistény.
Gen kodujici MT14 byl pisobenim T4 DNA ligasy vlozen do linearizovaného vektoru
pSUMO (kap. 5.1.4, str. 39). Soubézné byla ptipravena i kontrolni liga¢ni smés, ve které
byl amplifikovany inzert nahrazen sterilni vodou.

Ptipraveny konstrukt byl spolu s kontrolnim plasmidem pouzit pro transformaci
chemicky kompetentnich bunék E. coli DHS5a (kap. 5.1.5, str. 40). Bakterie byly nasledné
rozetfeny na LB plotnu a ponechany inkubovat ptes noc. Po selekci pomoci ampicilinu
byla polymerasovou fetézovou reakci ovéfena UspéSnost ligace v 8 koloniich
(kap. 5.1.6, str. 40). Pifimy primer Nspl4 MTase Start se komplementarné vazal
k sekvenci genu SUMO proteinu, ktery je soucasti vektoru pSUMO, a ¢astecné i ke genu
kodujiciho MT14. Sekvence zpétného primeru pSUMO seq rev byla komplementarni
k sekvenci vektoru pSUMO. V piipadé agarové plotny obsahujici bakterie
transformované kontrolni ligaéni smési nenarostly zadné kolonie, jelikoz nedoslo

k recirkularizaci vektoru pSUMO, ktery obsahuje gen pro ampicilinovou rezistenci.
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PCR produkty byly analyzovany pomoci horizontalni elektroforézy v agarosovém
gelu (obr. 14). Na gelu byly detekovany prouzky, které odpovidaly ptedpokladané délce
amplifikovaného DNA tuseku (821 pb).

st ki k2 k3 k4 k5 k6 k7 k8
(— e e e i'w"u';l"']

pb

RN

;. W A

Obr. 14: Amplifikace vloZeného genu pro MT14 do vektoru pSUMO. Polymerasovou fetézovou
reakci byl amplifikovan DNA usek kodujici MT14, ktery byl vlozen do plasmidu pSUMO. PCR produkty
byly vizualizovany pomoci agarosové elektroforézy s vyuzitim standardu molekulovych hmotnosti (st).
Drahy k1-k8 odpovidaji 8 vybranym koloniim.

Plasmidova DNA odpovidajici koloniim 3, 4 a 6 byla nsledné& izolovana metodou
alkalické 1yze. Plasmidy byly poslany na sekvenaci (kap. 5.1.7, str. 41). Na zaklad¢
obdrzenych vysledkii Sangerova sekvenovani byl pro naslednou expresi MT14 zvolen

konstrukt izolovany z tieti kolonie (k3) o koncentraci 68 ng pl™.

6.2 Exprese a purifikace koronavirovych methyltransferas

Nspl6, nspl0 a MT14 byly exprimovany ve formé fuznich proteinil, které na svém
N-konci obsahovaly sekvenci osmi histidint (tzv. polyhistidinovou kotvu) nasledovanou
SUMO proteinem (obr. 15a, str. 52). Polyhistidinova znacka byla vyuzita za ucelem
snadné purifikace proteini metodou metaloafinitni chromatografie. SUMO protein
proptjcuje fuznimu proteinu vyssi stabilitu a zaroven zvysuje jeho rozpustnost. Terciarni
struktura SUMO proteinu je rozpoznavana Ulpl proteasou’, ktera odstépenim N-konce
exprimovaného proteinu, polyhistidinové kotvy a SUMO proteinu, umoznuje ziskani
samostatného proteinu. Exprimovany fuzni protein TELSAM-MT14 (obr. 15b, str. 52)
obsahoval navic aminokyselinovou sekvenci krystalizacniho chaperonu TELSAM, ktery

stabilizuje krystalové kontakty a napomaha krystalizaci proteinu®.
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N — 8xHis SUMO protein —C

N — 8xHis SUMO [ TELSAM MT14 —C

Obr. 15: Schématické znazornéni exprimovanych proteini. a, Nsp16, nsp10 a MT14 obsahuji na
N-konci polyhistidinovou kotvu (8xHis) a SUMO protein. b, TELSAM-MT 14 obsahuje na N-konci
polyhistidinovou kotvu (8xHis), SUMO protein a TELSAM. TELSAM je propojeny s MT14
prostfednictvim aminokyselin PAA. Sipkou je znazornéné §tépné misto Ulp1 proteasy.

Pro expresi rekombinantnich proteint byly pouzity vektory pSUMO, které nesou
silny T7 promotor. Proteiny byly produkovany kmenem E. Coli NiCo21 (DE3), ktery
umoznuje regulaci expresniho systému obsahujiciho T7 promotor.

Bakterie byly transformovany metodou teplotniho Soku (kap. 5.2.1, str. 41)
a nasledné kultivovany v autoindukénim ZY médiu (kap. 5.2.2, str. 42). Samovolna
indukce exprese rekombinantnich proteinii byla zprostfedkovana laktosou, kterd se
v médiu vyskytuje ve vySsi koncentraci nez glukosa. Laktosa je transportovana do bun¢k
az ve chvili, kdy dochézi ke spotfebovani glukosy v médiu. Navazani laktosy, respektive
allolaktosy, na lac represor indukuje produkci T7 RNA polymerasy, kterd je kodovana
bakterialnim chromozomem. T7 RNA polymerasa rozpoznava allolaktosou indukovany

T7 promotor, ¢imz dochazi k iniciaci translace a vysoké expresi rekombinantniho genu®!.

6.2.1 Purifikace nestrukturniho proteinu 10 a 16

Proteiny byly purifikovany metodou metaloafinitni chromatografie (kap. 5.2.4, str. 42),
ptfi které byla vyuzita histidinovad kotva nsp. Pfidanim Ulpl proteasy ke spojenym
proteinovym vzorkim bylo docileno odsté€peni histidinem znac¢eného SUMO proteinu.
Stépeni proteinii bylo doprovazeno dialyzou (kap. 5.2.5, str. 43), b&hem které dochézelo
k precipitaci nsp16. Proteinové vzorky byly zbaveny Ulp1 proteasy a odstépeného SUMO
proteinu metodou reverzni metaloafinitni chromatografie (kap. 5.2.6, str. 43) diky tomu,
ze Ulpl proteasa byla také opatiena polyhistidinovou kotvou. Béhem purifikace byly
odebrany vzorky, které byly nasledné analyzovany pomoci SDS-PAGE (obr. 16, str. 53).
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Obr. 16: Pribéh purifikace nestrukturniho proteinu 16 a 10. SDS-PAGE analyza odebranych
proteinovych vzorki s vyuzitim standardu molekulovych hmotnosti (st). 1- eluovany vzorek nsp10 po
chelata¢ni chromatografii, 2- eluovany vzorek nsp16 po chelataéni chromatografiii, 3- vzorek spojeného
nsp16 a nspl0 po chelatacni chromatografiii, 4- vzorek spojenych proteinii po Stépeni Ulpl proteasou
a dialyze, 5- vzorek spojenych proteinti po reverzni chelatacni chromatografii. Sipkami jsou oznaceny
pozice jedno-tlivych ziskanych nestrukturnich proteint.

Pisobeni Ulpl proteasy je patrny z rozdilu velikosti detekovanych proteini
v drahach 3 a 4. Odstépenim SUMO proteinu doslo ke snizeni molekulové hmotnosti
proteintl zhruba o 13 kDa. V draze 4 lze tésn¢ pod nsp16 pozorovat svétly prouzek, ktery
odpovida Ulpl protease (~28 kDa). Molekulova hmotnost SUMO proteinu je 12,7 kDa.
SUMO protein se vSak vyznacuje odliSnou elektroforetickou pohyblivosti a na gelu byva
typicky detekovan v oblasti kolem 18-22 kDa*. Samotny nspl6 je tvofen celkem
299 aminokyselinami a jeho molekulova hmotnost je rovna 33,5 kDa. Molekulova
hmotnost 123-aminokyselin dlouhého nsp10 je 12,1 kDa.

Poslednim purifikacnim krokem byla gelova permeacni chromatografie
(kap. 5.2.8, str. 44). Zakoncentrovany proteinovy vzorek byl nanesen na kolonu HilLoad
16/600 Superdex 75 pg. Komplex nsp16/10 byl pteveden do pufru 10mM Tris, pH 7,4,
150mM chlorid sodny, ImM TCEP, 5% (v/v) glycerol. Separace probihala pii 8 °C
za konstantniho prétoku 1 ml min~'. Objem jednotlivych sbiranych frakci ¢inil 1,5 ml.

Frakce vybrané na zakladé¢ elu¢niho profilu (obr. 17a, str. 54) byly analyzovany pomoci

SDS-PAGE (obr. 17b, str. 54).
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Obr. 17: Zaznam chromatografické separace nsp16/10 a SDS-PAGE analyza frakei. a, Zavislost
absorbance proteinového vzorku pii 280 a 254 nm na elu¢nim objemu. Gelova permeaéni chromatografie
probihala na koloné HiLoad 16/600 Superdex 75 pg ekvilibrované pufrem o slozeni 10mM Tris, pH 7,4,
150mM chlorid sodny, ImM TCEP, 5% (v/v) glycerol. Separace probihala pti 8 °C a za konstantniho
pritoku 1 ml min~!. b, Elektroforeticka analyza chromatografickych frakci s vyuzitim standardu
molekulovych hmotnosti (st). Jednotlivé drahy na gelu piedstavuji frakce o eluénim objemu: A- 56,5 ml,
B- 61,0 ml, C- 65,5 ml, D- 68,5 ml, E- 71,5 ml, F- 80,5 ml. Sipkami jsou oznageny pozice jednotlivych
purifikovanych nsp.

Frakce obsahujici komplex nsp16/10 (elu¢ni objem 57,0—68,0 ml) byly spojeny,
zakoncentrovany na 3,5 mg ml™! a néasledné vyuzity pro piipravu komplexti nsp16/10

s ligandy SAM a SIN.

6.2.2 Purifikace methyltranferasové domény nestrukturniho proteinu 14

MT14 byla exprimovana ve formé fizniho proteinu obsahujiciho polyhistidinovou kotvu
a SUMO protein za ucelem snadné purifikace. Molekulova hmotnost fizniho proteinu je
40,1 kDa, zatimco samotné methyltransferasové domény nsp14 je 27,4 kDa.

MT14 byla purifikovana metodou metaloafinitni chromatografie a eluovana
z Ni-NTA nosi¢e pufrem s vysokou koncentraci imidazolu (kap. 5.2.4, str. 42). Stépeni
fazniho proteinu Ulpl proteasou probihalo za dialyzy vzorku, ¢imz byl vzorek zbaven
vysokého obsahu imidazolu (kap. 5.2.5, str. 43). Odstépeny SUMO protein
a Ulpl proteasa byly oddéleny od MTI14 metodou reverzni metaloafinitni
chromatografiie (kap. 5.2.6, str. 43). Pribeh purifikace MT14 byl analyzovan pomoci
SDS-PAGE (obr. 18, str. 55).



55

75 —

(kDa)  r—
-
55 —(.

—

35

25 | e —MT14

15 —

0~

Obr. 18: Pribéh purifikace methyltransferasové domény nestukturniho proteinu 14. SDS-PAGE
analyza odebranych proteinovych vzorkt s vyuzitim standardu molekulovych hmotnosti (st). 1- eluovany
vzorek MT14 po chelataéni chromatografii, 2- vzorek MT14 po Stépeni Ulpl proteasou a dialyze,
3- vzorek MT14 po reverzni chelataéni chromatografii. Sipkou je oznacena pozice purifikované MT14.
Po elektroforetickém ovéteni pifitomnosti MT14 byl zakoncentrovany vzorek
purifikovan gelovou permeacni chromatografii (obr. 19a). Vzorek byl separovan
na kolon¢ HiLoad 16/600 Superdex 75 pg ekvilibrované pufrem 10mM Tris, pH 7,4,
150mM chlorid sodny, ImM TCEP, 5% (v/v) glycerol (kap. 5.2.8, str. 44). Separace

probihala pii 8 °C za konstantniho préitoku 1 ml min'. Frakce byly sbirané po 1,5 ml

a nasledné byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (obr. 19b).
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Obr. 19: Zaznam chromatografické separace methyltransferasové domény nsp14 a SDS-PAGE analyza frakei.
a, Zavislost absorbance proteinového vzorku pfi 280 a 254 nm na eluénim objemu. Gelova permeacni chromatografie
probihala na kolon¢ HiLoad 16/600 Superdex 75 pg ekvilibrované pufrem o slozeni 10mM Tris, pH 7,4,

150mM chlorid sodny, 1mM TCEP, 5% (v/v) glycerol. Separace probihala pfi 8 °C a za konstantniho prutoku

1 ml min". b, Elektroforeticka analyza chromatografickych frakci s vyuZitim standardu molekulovych hmotnosti (st).
Jednotlivé drahy na gelu piedstavuji frakce o eluénim objemu: A- 52,5 ml, B- 54,0 ml, C- 57,0 ml, D- 61,5 ml,

E- 66,0 ml, F- 69,0 ml, G- 75,0 ml, H- 76,5 ml, I- 78,0 ml. gipkouje oznacena pozice purifikované MT14.
Chromatograficky zaznam a SDS-PAGE analyza frakci odpovida MT14, ktera byla exprimovana v 6 litrech ZY
média.

Frakce obsahujici MTI14 (eluéni objem 54,0-78,0 ml) byly spojeny,
zakoncentrovany na 3,0 mg ml™! a nasledné vyuZity pro pfipravu komplextit MT14

s ligandy SAM a SIN.
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6.2.3 Purifikace methyltransferasové domény nestrukturniho proteinu 14
fuzovaného s TELSAMem

Proteinovy roztok obsahujici TELSAM-MT14 byl inkubovdn s nabitym Ni-NTA
nosi¢em pies noc. Smés byla dale inkubovéna s endonukleasou za ucelem zbaveni se
DNA a RNA ve vzorku. Dalsiho dne byl histidinem znaceny fuzni protein eluovan
z chromatografického nosice (kap. 5.2.4, str. 42). Ke vzorku byla ptidana Ulp1 proteasa,
¢imz doslo k odstépeni SUMO proteinu (kap. 5.2.5, str. 43). Po dvouhodinové
centrifugaci byl vzorek opatrné zbaven precipitati. Prabéh purifikace byl analyzovan

pomoci SDS-PAGE (obr. 20).
st 1 2
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Obr. 20: Pribéh purifikace methyltransferasové domény nestukturniho proteinu 14 fizované
s TELSAMem. SDS-PAGE analyza odebranych proteinovych vzorkl s vyuzitim standardu
molekulovych hmotnosti (st). 1- eluovany vzorek TELSAM-MT 14 po chelata¢ni chromatografii,
2- vzorek TELSAM-MT 14 po §tépeni Ulp1 proteasou. Sipkou je oznatena pozice purifikované
TELSAM-MT14.

Prvni vzorek byl odebran po metaloafinitni chromatografii. Detekovany prouzek
na gelu v draze 1 odpovidd ocekavané molekulové hmotnosti exprimovaného proteinu
(48,2 kDa). Druhy vzorek byl odebran po ptisobeni Ulp1 proteasy. Molekulovd hmotnost
308 AMK dlouh¢ TELSAM-MT14 je 35,5 kDa. Purifika¢ni protokol byl castecné
pfevzaty a neobsahoval metodu reverzni afinitni chromatografie.

Poslednim purifikanim krokem byla gelovda permeacni chromatografie
(kap. 5.2.8, str. 44). Separace probihala na koloné¢ HiLoad 16/600 Superdex 75 pg
za pritoku 1 ml min™' pii 8 °C. TELSAM-MT14 byla pievedena do pufru 20mM Tris
pH 8,5, 200mM chlorid sodny, 2mM TCEP. Priibéh chromatografické separace byl
monitorovan spektrofotometricky pti 254 a 280 nm (obr. 21a, str. 57). Frakce byly sbirany
po 1,5 ml a nasledn¢ analyzovany pomoci SDS-PAGE (obr. 21b, str. 57).
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Obr. 21: Zaznam chromatografické separace methyltransferasové domény nsp14 fiizované

s TELSAMem a SDS-PAGE analyza frakci. a, Zavislost absorbance proteinového vzorku pii 280

a 254 nm na elu¢nim objemu. Gelové permeacni chromatografie probihala na koloné HilL.oad 16/600
Superdex 75 pg ekvilibrované pufrem o slozeni 10mM Tris, pH 7,4, 150mM chlorid sodny, ImM TCEP,
5% (v/v) glycerol. Separace probihala za konstantniho pritoku 1 ml min! pti 8 °C. b, Elektroforetick4
analyza chromatografickych frakei s vyuzitim standardu molekulovych hmotnosti (st). Jednotlivé drahy
na gelu predstavuji frakce o elu¢nim objemu: A- 66,0 ml, B- 67,5 ml, C- 70,5 ml, D- 73,5 ml, E- 76,5 ml,
F- 79,5 ml, G- 88,5 ml. Sipkou je ozna¢ena pozice purifikované TELSMAM-MT14.

Frakce odpovidajici elu¢nimu objemu 66,0-79,5 ml byly spojeny. V pozdé&ji
eluovanych frakcich se koncentrace odstépeného SUMO proteinu zvySovala (viz draha
G, obr. 21b). Nasledng byla zméfena koncentrace proteinu (4,8 mg ml ™). Bez nutnosti
dalsiho zakoncentrovani byl purifikovany vzorek dal pouzit pro ptipravu inhibi¢nich

komplext a jejich naslednou krystalizaci.

6.3 Priprava a krystalizace proteinovych komplext s rliznymi ligandy

Purifikované proteiny byly inkubovany s riznymi ligandy. Nsp16/10 a MT14 slouzily
k ptipravé komplexii s pfirozenym substrdtem SAM a s inhibitorem SIN. V piipade
TELSAM-MT14 byly piipraveny komplexy s inhibitory TO951 a TO993. Krystalizace
komplexti probihala metodou difuze par v uspotfadani sedici kapky. Pomoci nékolika
komerc¢nich a optimalizovanych krystaliza¢nich sad (tzv. ,,screening™) se podafilo urcit
pocatecni krystaliza¢ni podminky komplexu nsp16/10-SIN a obou inhibi¢nich komplext
TELSAM-MT14. Ziskané krystaly nspl16/10 byly podrobeny namaceni za ucelem
nahrazeni SIN inhibitorem TOS507. Optimalizaci identifikovanych podminek byly
ziskany krystaly obou inhibi¢nich komplexit TELSAM-MT 14.

6.3.1 Krystalizace komplexu nsp16/10 se SAM a SIN

Proteinovy komplex nsp16/10 o koncentraci 3,5 mg ml! byl smichan s ligandy SIN nebo
SAM, tak aby vysledna koncentrace ligandi byla ImM (kap. 5.3.1, str. 45). Komplex byl

nafedén krystalizacnim roztokem v poméru 2 : 1 a byl ponechan krystalizovat metodou
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difuze par v uspofadani sedici kapky. V podmince Proplex B10 (0,15M siran amonny,

0,IM MES pH 6,0, 15% (w/v) PEG 4000) byly nalezeny krystaly (obr. 22).

Obr. 22: Proteinové krystaly komplexu nsp16/10 se sinefunginem. Nsp16/10 o koncentraci
3,5 mg ml"!' byl krystalizovin metodou difuze par v uspoiadani sedici kapky pti 18 °C. Komplex
nspl6/10-sinefungin byl smichan v poméru 2 : 1 s krystalizaéni podminkou 0,15M siran amonny,
0,1M MES pH 6,0, 15% (w/v) PEG 4000. Snimek byl potizen UV mikroskopem.

Po ovéteni difrakce jednoho z krystalti pomoci médéné rotacni anody byly zbylé
krystaly pouzity pro néasledné namaceni (tzv. ,,soaking®). Krystaly byly pfevedeny do
kapky obsahujici inhibitor TO507 za ucelem vyvazani SIN z aktivniho mista nspl6
a nahrazeni SIN inhibitorem TOS507 (kap. 5.4, str. 46). Dalsiho dne nebyly v kapce
pozorovany zadné krystaly, doslo k jejich rozpusténi.

Na zaklad¢ identifikované krystalizaéni podminky byla odvozena sada
optimalizovanych krystalizacnich roztokd. Prvni fada roztokii obsahovala konstantni
koncentraci soli (0,15M siran amonny), zatimco pH pufru a koncentrace precipitantu se
lisila. Na krystalizacni desticku byl vytvofen vertikdlni gradient precipitantu.
Koncentrace PEGu 4000 se pohybovala od 12 do 18 % (w/v) a liSila se vzdy o 1 % (w/v).
Zaroven byl na krystaliza¢ni desticku vytvofen horizontalni pH gradient 0,1M MESu,
ktery se pohyboval v rozmezi od 5,6 do 6,4. v kazdém roztoku se pH MESu lisil
0 0,2 jednotky. Druha fada roztokti obsahovala 0,1M MES pH 6,0. Roztoky obsahovaly
rizné koncentrace soli, kterd se pohybovala v rozmezi od 100 do 200 mM a lisila se vzdy
0 20 mM. Podminky se dale také liSily koncentraci PEGu 4000, ktery se pohyboval
v rozmezi od 12 do 18 % (w/v) vzdy s 1% (w/v) rozdilem. Komplex nsp16/10-SIN byl

podroben krystalizaénim experimentim. V zadné podmince nebyly pozorovany krystaly.
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6.3.2 Krystalizace MT14 se SAM a SIN

Ke krystalizaci MT14 (koncentrace 3 mg ml!) bylo vyuZito 6 riiznych komerénich sad
(kap. 5.3.2, str. 45). Komplexy MT14 byly krystalizovany v uspotfadani sedici kapky,
ve kterych byl komplex MT14-ligand fedén krystaliza¢nim roztokem v poméru 1 : 1.
V zadné krystalizacni podmince nebyly pozorovany krystaly. VétSina rozkapanych
sedicich kapek byla ¢ira a z toho diivodu byla MT14 zakoncentrovana na 4 mg ml!
arozkapana do stejnych podminek. V zhruba poloviné¢ kapek obsahujicich MT14
v komplexu s riznymi ligandy byla pozorovana precipitace. V zadné podmince nedoslo

ke vzniku krystald.

6.3.3 Krystalizace TELSAM-MT14 s TO951 a TO993

Inhibi¢ni komplexy fuazniho proteinu byly krystalizovany v optimalizovanych
podminkach (kap. 5.3.3, str. 46). V ptipad¢ proteinového komplexu s inhibitorem TO951
byly v podmince obsahujici 200mM citronan sodny, 100mM Tris pH 8,5, 7 % (w/v) PEG
3350 a v podmince o slozeni 200mM citronan sodny, 100mM Tris pH 8,5, 7,5 % (w/v)
PEG 3350 pozorovany mikrokrystaly. Ve vétsiné sedicich kapek byl pozorovan precipitat
a pro dal3i krystalizaéni pokusy se pracovalo s proteinem o koncentraci 3,8 mg ml™.

Na zéklad¢ identifikované primarni krystaliza¢ni podminky komplexu TELSAM-
-MT14 s TO951 bylo pfipraveno 14 optimalizovanych roztoku liSicich se koncentraci
PEGu 3350. VSechny piipravené podminky obsahovaly 200mM citronan sodny
a 100mM Tris pH 8,5. Koncentrace PEGu 3350 se pohybovala v rozmezi 2,5 a7 9 % (w/v)
a v kazdé podmince se lisila 0 0,5 % (w/v). Inhibi¢ni komplexy TELSAM-MT14 s TO951
a TO993 o koncentraci 3,8 mg ml™! byly podrobeny krystalizaénim experimentiim za
stejnych podminek, jako tomu bylo v kap. 5.3.3, str. 46.

V podmince odpovidajici 200mM citronanu sodnému, 100mM Tris pH 8,5
a 3% (w/v) PEGu 3350 byly po Sesti dnech pozorovany krystaly TELSAM-MT14
v komplexu s TO951, které byly nasledné pouzity pro rentgenostrukturni analyzu.

Pro komplex TELSAM-MT14 s inhibitorem TO993 byla identifikovana
pocatecni krystaliza¢ni podminka o sloZzeni 200mM citronan sodny, 100mM Tris pH 8,5
a 3,5 % (w/v) PEG 3350. Podminka byla dale upravena a byly pfipraveny roztoky, které
obsahovaly 100mM Tris pH 8,5 a rtizné koncentrace soli a precipitantu. Na krystaliza¢ni
desticky byl vytvoren vertikalni koncentraéni gradient citronanu sodného. Koncentrace

soli se pohybovala v rozmezi 150 az 220 mM a liSila se vzdy o 10 mM. Zaroven byl na
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krystaliza¢ni desticky vytvofen horizontalni koncentra¢ni gradient PEGu 3350, jehoz
koncentrace se pohybovala od 2 do 4 % (w/v). Koncentrace precipitantu se v kazdém
roztoku lisila 0 0,5 % (w/v). Krystaly TELSAM-MT14 v komplexu s inhibitorem TO993
(obr. 23) byly ziskdny v podmince 150mM citronan sodny, 100mM Tris pH 8,5, 3% (w/v)
PEG 3350. Krystaly TELSAM-MT14 s inhibitory TO951 a TO993 byly pievedeny do
matecného roztoku obohaceného glycerolem anasledné byly zamrazeny v tekutém

dusiku.

Obr. 23: Proteinové krystaly komplexu TELSAM-MT14 s inhibitorem TO993. TELSAM-MT 14

o koncentraci 3,8 mg ml! byl krystalizovan metodou difuze par v uspoiadani sedici kapky pti 18 °C.
Inhibi¢ni komplex byl smichan v poméru 1 : 1 s krystalizaéni podminkou 150mM citronan sodny,
100mM Tris pH 8,5, 3% (w/v) PEG 3350. Snimek vlevo byl pofizeny svételnym mikroskopem, snimek
vpravo UV mikroskopem.

6.4 Strukturni analyza inhibiénich komplexti TELSAM-MT14

Cilem této prace bylo strukturné charakterizovat MT14 a objasnit vazebné interakce
inhibitort.  TO951 a TO0993. Jednd se o analoga SAH s modifikovanym
aminokyselinovym zbytkem. Krystaly komplexit MT14 byly ziskany krystalizaci MT14
fazované s krystaliza¢nim chaperonem TELSAMem. Z namétfenych difrakénich dat byly
vyfeseny krystalové struktury obou inhibi¢nich komplexii. Ziskané krystaly poskytovaly
difrakci, ktera dosahovala rozliseni 2,3-2,6 A. Pro pantovou oblast (AMK 402—433), pro
AMK 456466 a pro C-koncové AMK 525-257 nebyly ziskdny mapy elektronové
hustoty.

TELSAM-MT14 je tvofen N-koncovym TELSAMem (77 AMK dlouhy)
a C-koncovou MT14 (228 AMK dlouhy, AMK 300-527). TELSAM je propojen s MT14
skrze 3 AMK (PPA). Centralni B-skladany list je tvofen 5 B-vlakny v potadi 1, 2, 3, 4, 8,
pricemz B-vlakno 8 se vyskytuje v antiparalelnim uspotadani (obr. 24). B-skladany list je

z jedné strany obklopen ctyfmi o-helixy (1, 3, 4, 5) a zineCnatym iontem, ktery
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je koordinovan ptes Cys452, Cys477, Cys484 a His487. Z druhé strany je obklopen
pantovou oblasti a tremi dlouhymi smyckami. Jedna z téchto smycek obsahuje maly
o-helix 2. Inhibitory se nachazi na C-terminalnim konci B-vldken 2, 1, 3 a vazebné
interakce jsou zprostiedkovany smyckami, které se nachdzi mezi B-vldknem 2 a 1,
B-vlaknem 2 a o-helixem 2 a mezi B-vldknem 3 a 4 (a také mezi o-helixem 4

a B-vlaknem 8 v ptipadé TO951).

a

Obr. 24: Krystalova struktura TELSAM-MT14. a, Struktura fizniho proteinu (stuzkovy model)

s navazanymi inhibitory (ty¢inkovym model) TO951 (zeleng) a TO993 (riizove). N-koncovy TELSAM
(Sedg) je propojen pfes tii aminokyseliny (PPA, ¢erveng) s C-koncovou methyltransferasovou doménou
nspl4 (svétle modie). b, Struktura ligandt se zndzornénou mapou elektronové hustoty. Jednotlivé atomy
ligandii jsou barevné rozliSeny (uhlik zelené/rizové, kyslik cervené, dusik modre, sira zlute).

Purinova baze (adenin) inhibitor( je umisténa v zlabku tvofeného postrannimi
retézci Ala353, Phe367, Tyr368, Cys387 a Val389. Poloha adeninu v zlabku je dana
thiol-t interakci s Cys387, hydrofobnimi interakcemi s Ala353, Val389, Phe367
a vodikovymi vazbami. Atomy adeninu v pozici N1 a N6 tvofi vodikové vazby
s aminoskupinou a karboxylovou skupinou hlavniho fetézce Tyr368 (obr. 25a, b, str. 62).

Podobné tomu je i v pfipadé atomu v poloze N3, ktery interaguje s Ala353 skrze

vodikovou vazbu.
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Ribosa je stabilizovana vodikovymi vazbami tvofenymi mezi hydroxylovymi
skupinami ribosy a Asp352. Dale také interaguje s GIn354 skrze vodny mistek.

Modifikované aminokyselinové zbytky inhibitora interaguji s MT14 pievazné
skrze hydrofobni interakce. Isoxazolova ¢ast inhibitoru TO951 je stabilizovana Pro335,
zatimco anilinova je stabilizovdana Asn386 a Phe506. Anilinovy substituent TO951 dale
interaguje s Asn386 skrze amin-m interakci. Isoxazolova c¢ast ligandu TO993 je
stabilizovana hydrofobni interakci s Pro335, zatimco benzimidazolova ¢ést substituentu
je stabilizovana hydrofobnima interakcema s Asn386. Benzen benzimidazolu dale

interaguje s Asn386 skrze amin-m interakci.

=Y i
P Cys387

Tyr368 4 . >
I j Asn38

Phe506

A
4 7

r~"" /Gen3sa =

7 ~
gproass 9

.

)/
/

[/

- \\ 3
Tyr368 Cys3s7\_

N ///
Vi Asn386

-;//.\\_//

™
y )/ h

C

Obr. 25: Krystalova struktura TELSAM-MT14 v komplexu s inhibitory TO951 a TQ993.
Methyltransferasova doména nsp14 je zobrazena povrchovym modelem (svétle modie), TELSAM
stuzkovym modelem (Sed4d). Pohled do vazebného mista MT14 s navazanym inhibitorem (ty¢inkovy
model): a, TO951 (zeleng), b, TO993 (rizove). Aminokyselinové zbytky jsou znazornény ty¢inkovym
modelem. Vodikové interakce jsou zndzornény prerusovanymi ¢arami (Cerng). Molekula vody je
zobrazena jako Cervena koule. Jednotlivé atomy ligandi jsou barevné rozliseny (uhlik
zelené/rizove/svétle modre, kyslik ¢ervené, dusik modre, sira zlutg).

Adenin a ribosa inhibitord TO951, TO993 a sinefunginu se vazou do vazebného

mista MT14 skrze stejné interakce (obr. 26a, b, str. 63). Val389 interaguje s atomem
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v pozici N7 adeninu sinefunginu skrze vodny mistek. Aminoskupina sinefunginu, ktera
nahrazuje methylovou skupinu SAM, interaguje s hlavnim fetézcem Asn386 skrze
vodikovou vazbu. Druha aminoskupina sinefunginu vytvaii vodné mustky s GIn313
a Trp385. Karboxylova skupina sinefunginu interaguje s Arg310 skrze solny miistek.
Tato interakce zpusobuje odlisSnou konformaci aminokyselinového zbytku Arg310
v porovnani s inhibitory TO951 a TO993, které s Arg310 neinteraguji.
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Obr. 26: Superpozice krystalové struktury TELSAM-MT14 v komplexu s rtiiznymi inhibitory.

a, Superpozice methyltransferasové domény nsp14 v komplexu s inhibitorem TO951 (zelen¢)

a sinefunginem (bile). b, Superpozice methyltransferasové domény nsp14 v komplexu s inhibitorem
TO993 (rizove) a sinefunginem (bile). Struktura MT 14 v komplexu s TO951 a TO993 je zobrazena
svétle modre, struktura methyltransferasové domény nsp14 v komplexu se sinefunginem (7TW9, cit. ')
je zobrazena bile. Struktury jsou zobrazeny stuzkovym modelem. Ligandy a aminokyselinové zbytky jsou
znazornény ty¢inkovym modelem. Jednotlivé atomy ligandd jsou barevné rozliSeny (uhlik zelené, rizove
a bile, kyslik ¢ervené, dusik modfe, sira zZIut¢).
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7 Diskuze

Genom SARS-CoV-2 je na svém 5'-konci chranén strukturou cepicky, ktera
je nerozeznatelnd od eukaryotické mRNA cepicky. Tato modifikace je esencialni
nejenom pro stabilitu a G€innou translaci virové mRNA, ale také brani jejimu rozpoznani
imunitnim systémem hostitele. Ugast koronavirovych methyltransferas v syntéze mRNA
¢epicky z nich Cini atraktivni cilové molekuly pro vyvoj novych inhibitora.

Diplomovéa prace se zabyvala methyltransferasami SARS-CoV-2, konkrétné
MT14 a nspl6, ktery vyuzivd nsplO jako kofaktor. Za Ucelem strukturni analyzy
komplexti koronavirovych MT s riznymi ligandy byly proteiny nejprve exprimovany
a posléze purifikovany.

I pfesto, Ze pfedmétem zajmu byl nsp16 a ne jeho kofaktor nsp10, oba proteiny
byly purifikovany a podrobeny krystalizacnim experimentim ve form¢ heterodimert
v komplexu s riznymi ligandy. Nspl6 vyuzivd SAM jako donor methylové skupiny.
Vedlejsim produktem methylacni reakce je SAH. Bylo prokdzano, ze SAM vazebné
misto nevykazuje 7adné konformaéni zmény mezi navazanym SAM, SAH a SIN®683,
Disociace SAM/SAH z vazebného mista je pravdépodobné regulovana nspl0, kdy
komplex nspl6/10 je schopen vazat substrat a disociace nspl0 umoznuje vyvazani
SAM/SAH®. Tento navrzeny mechanismus je v souladu se zjisténim, Ze nsp16 nevaze
SAM, SAH, SIN ani RNA bez pfitomnosti nspl0. Interakce nspl0 s nspl6
pravdépodobné stabilizuje SAM vazebné misto a zptisobuje prodlouzeni RNA vazebného
7labku nsp16 (cit. *4).

Experimentalni cast tykajici se samotné MT14 zahrnovala ptipravu expresniho
vektoru. Amplifikovany DNA tsek obsahoval sekvence rozeznavané restrikénimi
endonukleasami, pomoci kterych bylo nasledné umoznéno vlozeni genu do plasmidu,
ktery obsahoval klonovaci misto. Cilovy plasmid dale také obsahoval sekvenci kodujici
B-laktamasu, diky které byly bakterie transformované timto plasmidem rezistentni
na ampicilin. Pro sekvenaci piipravenych konstruktd byl zvolen pifimy primer
pSUmo seq fw a zpétny primer T7terminator. Primer T7terminator byl zvolen z toho
divodu, zZe se zpétny primer pSUMO seq rev komplementarné vazal i k jiné sekvenci
plasmidu (viz obr. 11, str. 49). Plasmidy izolované z klonli 3, 4 a 6 obsahovaly
nukleotidovou sekvenci kodujici MT14, ktera se shodovala s navrzenou sekvenci.

Pro ucely exprese MT14 byl zvolen konstrukt izolovany z tfeti kolonie (k3).
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Purifikace MT14 probihala podle purifikaéniho protokolu nsp16 a nsp10, zatimco
purifikace TELSAM-MT14 probihala podle pievzatého protokolu’'.

Rekombinantni proteiny (nspl6, nspl0, MTI14, TELSAM-MTI14) byly
exprimovany ve formé¢ fuznich proteinti. Na N-konci obsahovaly polyhistidinovou kotvu
a SUMO protein. Znaceni polyhistidinovou kotvou slouzilo pro ucel snadné purifikace
pomoci metaloafinitni chromatografie, béhem které se vyuzivd interakce imidazolu
histidinu s nikelnatymi ionty, které jsou imobilizovany na pevném nosi¢i. Navazané
proteiny byly eluovany z nosi¢e pufrem o vysSi koncentraci imidazolu (300 mM).
Imidazol v pufru vytésituje proteiny na zédkladé kompetice s imidazoly polyhistidinové
kotvy.

Proteiny byly nésledné §tépeny Ulp1 proteasou a v piipad€ nsp10, nsp16 a MT14
bylo $tépeni doprovazeno dialyzou. Nspl6 a nspl0 byly nejprve purifikovany kazdy
zvlast’ a vzorky byly spojeny teprve az pred gelovou permeacni chromatografii. Behem
dialyzy vSak dochdzelo k vyrazné precipitaci nspl6. Precipitace byla pravdépodobné
zpusobena odstépenim SUMO proteinu, ktery zvysSuje rozpustnost proteini. Ve snaze
zamezit precipitaci nspl6 bylo sloZeni dialyza¢niho a ekvilibra¢niho pufru (pouzitého
na metaloafinitni chromatografii) upraveno snizenim koncentrace chloridu sodného
(300 mM). Jelikoz i po Upravé sloZeni dialyza¢niho pufru stdle dochazelo k precipitaci
nspl6, vzorky obsahujici nspl0 a nspl6 byly spojeny jiz po metaloafinitni
chromatografii. Precipitace byla posléze pozorovana v mensi mife. Doposud nevyiesena
krystalova struktura samostatného nspl6 naznacuje dynamické chovani proteinu
v roztoku, které je stabilizovano nsp10 (cit. %),

Vzorky obsahujici nsp16/10 a MT14 byly nasledné zbaveny odstépeného SUMO
proteinu a histidinem znacené Ulp1 proteasy metodou reverzni afinitni chromatografie.
Pribéh purifikace byl analyzovan pomoci SDS-PAGE. Odstépeny SUMO protein
o velikosti 12,7 kDa se na gelu objevoval v oblasti kolem 18 kDa. Pomalejsi migrace
kompenzovan nabojem SDS.

Proteiny byly nasledné purifikovany gelovou permeacni chromatografii, pomoci
které byly proteinové vzorky zbaveny precipitati. Komplex nspl6/10 byl zaroven
separovan od pfebyvajiciho nenavazaného nsp10. V piipad¢ TELSAM-MT14 nebyla na
zdkladé prevzatého protokolu’! provedena reverzni metaloafinitni chromatografie
a odstépeny SUMO protein byl separovan gelovou permaecni chromatografii od

TELSAM-MT14 diky rozdilné molekulové hmotnosti. UV detektor byl saturovan
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vysokou koncentraci TELSAM-MT14. Ze zavislosti absorbance pfi 254 nm na elu¢nim
objemu (obr. 21a, str. 57) a SDS-PAGE analyzy jednotlivych frakci (obr. 21b, str. 57) lze
vSak pozorovat, Ze vrchol chromatogramu vznikl ¢aste€nym spojenim tfi vrcholll. Prvni
mens$i vrchol odpovidd samotné TELSAM-MT14. Vzhledem k malému rozdilu
molekulové hmotnosti mezi Ulpl proteasou a TELSAM-MT14 a vysoké nanesené
koncentraci TELSAM-MT14 byly tyto dva proteiny eluovany spole¢né. Nejvétsi
chromatograficky vrchol byl tvoien pfevazné¢ TELSAM-MT14 a malym mnozstvim
Ulpl proteasy. Posledni vrchol byl tvofen pfevazné odstépenym SUMO proteinem.
Vzorek proteinu byl kontaminovan Ulpl proteasou, avSak koncentrace Ulpl proteasy
v porovnani s TELSAM-MT14 byla mala. JelikoZ se posléze podafilo ziskat krystaly
inhibi¢nich komplexti TELSAM-MT14, nebylo tieba purifikacni protokol upravovat
a zavadét reverzni chelatacni chromatografii za ufelem odstranéni Ulpl proteasy
a SUMO proteinu.

Purifikované rekombinantni proteiny byly zakoncentrovany na 3,5 mg ml’!
(nsp16/10), 3 mg ml~! (MT14) a 4,8 mg mlI"' (TELSAM-MT14) a podrobeny krystalizaci.

Heterodimer nsp16/10 byl krystalizovan v komplexu se sinefunginem. Ziskané
krystaly byly nasledné¢ namaceny v roztoku obsahujici ligand TO507. Dalsiho dne jiz
nebyly v kapce pozorovany zadné krystaly, doslo k jejich rozpusténi. Protokol
pro namaceni krystal nemohl byt optimalizovén, jelikoz se posléze nepodatilo ziskat
dalsi krystaly nspl6/10 v komplexu se sinefunginem vhodné morfologie pro sbér
difrak¢nich dat.

Primarni krystaliza¢ni podminka pro samostatnou MT14 v komplexu s riznymi
ligandy nebyla identifikovana. Pfitomnost flexibilni pantové oblasti mohla branit
pravidelnému uspoiadani proteinu v krystalové miizce.

V piipadé¢ TELSAM-MT14 bylo vyuzito krystalizaéniho chaperonu TELSAM,
ktery vytvaii SestiCetnou helikalni strukturu (obr. 27, str. 68). Kratky flexibilni peptidovy
fetézec, tzv. ,linker (v nasem piipadé¢ PPA), ktery propojuje TELSAM s cilovym
proteinem, umoznuje cilovému proteinu najit vhodné prostorové usporadani vici
krystalizaénimu chaperonu TELSAM. Helikélni struktury TELSAMu jsou zaroven
schopny pfizpisobovat vzestup helixu, ¢imz napomahaji cilovym proteinim vytvaret

i¢inné krystalové kontakty mezi sebou®.
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Obr. 27: TELSAM filizovany s A3 doménou Von Willebrandova faktoru (vWa). a, Pohled ze shora
na krystalovou mrizku TELSAM-vWa. TELSAM (rizove) a vWa (modfe) jsou znazornény stuzkovym
modelem. b, Pohled z boku na krystalovou miizku TELSAM-vWa zobrazujici dvé TELSAM helikalni
struktury (réizové) a vWa (modte a fialove)®.

Krystaly byly ziskané v krystaliza¢nich podminkéch, které se vyznacovaly nizkou
koncentraci PEGu 3350 (3 a 3,5 % (w/v)) a 100mM Tris pH 8,5.

Krystalova struktura MT 14 neobsahuje typicky ,,Rossmann-like zahyb, ktery se
bézn¢ vyskytuje u SAM-MTas typu 1. Centralni skladany list MT14 je tvoien
5 skladanymi listy namisto 7 a neobsahuje B-a-f uspofadani. Struktura nspl4 se
vyznacuje pritomnosti flexibilni pantové oblasti, ktera je tvofena B-sklddanym listem
(B-vlédkna 5, 6, 7, AMK 402-433) a smyckou (AMK 288-299). 3-skladany list je soucasti
methyltransferasové domény a interaguje s exonukleasovou doménou. Ve vyiesené
krystalové struktufe byla pantova oblast neuspotadand. Interakce methyltrasnferasové
domény s exonukleasovou doménou pravdépodobné stabilizuje pantovou oblast
a je potfebna pro jeji spravné prostorové usporadani. Flexibilni smycka se nachazi
na samém zacatku MT14 a nebyla soudasti pouZitého (a prevzatého’') konstruktu.
Konstrukt pouzity pro krystalizaci samostatné MT14 naopak tuto flexibilni smycku
obsahoval a ta mohla branit krystalizaci proteinu.

Adenosinova ¢ast inhibitortt TO951 a TO993 se vaze do vazebného mista MT14
pfevazné pomoci vodikovych vazeb, zatimco modifikované aminokyselinové zbytky
inhibitorti interaguji s MT14 pievazn¢ skrze hydrofobni interakce. Modifikovany
aminokyselinovy zbytek SIN interaguje s MT14 prostfednictvim n€kolika vodnych
mustk. Struktura TELSAM-MT14 v komplexu se SIN dosahovala vysokého
rozliSeni 1,41 A (cit. 7Y, pti kterém byly ve struktufe patrné molekuly vody. Krystalové
struktury TELSAM-MT14 v komplexu s TO951 a TO993 byly vyfeSeny s rozliSenim

2,3-2,64 A, pti kterém byla ve vazebném misté patrna pouze jedna molekula vody, tudiz
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vSechny vazebné interakce nemusely byt identifikovany. Napf. Val389 interaguje
s atomem adeninu v pozici N7 sinefunginu skrze vodny mustek. K této interakci bude
pravdépodobné dochézet 1 v pfipadé€ inhibitord TO951 a TO993.

Inhibitory se v porovnani se SIN vyznacuji hydrofobnim charakterem, ktery
umoznuje jejich vstup do bunék. Z budouciho hlediska mozného vyuziti téchto inhibitorti
na poli mediciny je nutné stanovit jejich selektivitu vic¢i koronavirové
methyltransferasové doméné nsp14. Strukturni popis interakce MT14 s inhibitory TO951
a TO993 by mohl slouzit jako podklad pro navrh novych selektivnich inhibitort cilicich

na S-adenosyl-L-methionin vazebné misto koronavirového nsp14.
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8 Zaver

Diplomova prace se zabyvala methyltransferasami SARS-CoV-2. Ugast koronavirovych
methyltransferas v syntéze virové mRNA Cepicky z nich €ini atraktivni cilové molekuly
pro vyvoj novych antivirotik. Hlavnim cilem prace byla charakterizace vazebnych

interakci mezi inhibitory a koronavirovymi methyltransferasami.
Dil¢i vysledky diplomové prace jsou:

e Byl pfipraven rekombinantni plasmid pSUMO nesouci gen pro MT14.

e Nspl6, nspl0, MT14, TELSAM-MT14 byly exprimovany v bakteridlnim
expresnim systému.

e Rekombinanti proteiny byly izolovany a nésledné purifikovany metodou
metaloafinitni chromatografie a gelovou permeacni chromatografii.

e Proteiny byly podrobeny krystalizacnim experimentim ve form¢ komplext
s riznymi inhibitory.

e Byly identifikovany primarni krystaliza¢ni podminky pro komplexy nsp16/10
se SIN a pro TELSAM-M14 v komplexu s TO951 a TO993.

e Krystalizacni podminky TELSAM-MT14 v komplexu s TO951 a TO993 byly
uspesné optimalizovany a byly ziskany krystaly vhodné pro rentgenostrukturni
analyzu.

e Na =zidklad¢ vyfeSenych krystalovych struktur inhibi¢nich komplexta
TELSAM-MT 14 byly popsany vazebné interakce inhibitord TO951 a TO993.
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